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RESUMEN

En Uruguay hay mas de un millébn de hectareas forestadas y predominan
especies de eucalipto. Los eventos de sequia y elevadas temperaturas son
mas frecuentes y afectan el crecimiento al inicio del cultivo. Asi, surge la
necesidad de analizar los efectos que generan dichos eventos sobre
procesos que determinan el crecimiento, como la fotosintesis. Se analizo el
efecto del déficit hidrico sobre pardmetros fotosintéticos en clones de E.
grandis (g1 y g2) e hibridos colorados (gc y gt) en condiciones de
invernaculo a altas temperaturas. Los clones fueron evaluados bajo dos
condiciones hidricas en funcion del potencial matrico del suelo, a lo largo del
experimento. La condicion control tuvo un valor de -0,15 MPa vy la déficit, de
-0,30 MPa. A los 38 y 144 dias de la suspension de riego, se midi6 la tasa
de asimilacion neta, la fluorescencia y el contenido de clorofila y carotenos.
En el primer momento gl mantuvo la tasa de asimilacion neta y las
conductancias entre condiciones. Sin embargo, a pesar de presentar menor
conductancia en la condicion déficit, los clones g2 y gc mantuvieron la tasa
de asimilacion, mientras que gt la incrementd. Los pigmentos y la particion
de energia no se modificaron. En el segundo momento gl presento
limitantes estométicas en la tasa de asimilacion en condicion déficit. El
contenido de pigmentos y los resultados de fluorescencia pueden explicar la
menor tasa de asimilacion de los demas clones en la condicidon control. Se
discute el efecto antagbénico entre el déficit hidrico y las temperaturas

elevadas para explicar los resultados.

Palabras clave: eucalyptus, hibridos con colorado, fotosintesis, déficit

hidrico, elevadas temperaturas
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EFFECT OF WATER DEFICIT ON PHOTOSYNTHETIC ACTIVITY AND
WATER STATUS OF COMMERCIAL CLONES OF EUCALIPTUS
GRANDIS AND INTERSPECIFIC HYBRIDS

SUMMARY

More than a million hectares are forested in Uruguay, and Eucalyptus
species predominate. Drought and high temperature are frequent events that
affect plant growth, particularly at the early stages of the crop. The need
arises to analyze their effects on processes that determine plant growth,
such as photosynthesis. The work aims to analyze the effect of water deficit
on photosynthetic parameters in clones of E. grandis (g1 and g2) and Red-
Gum hybrids (E. camaldulensis, gc, and E. tereticornis, gt) under greenhouse
at high-temperature conditions. Two treatments were imposed based on the
soil matric potential; control averaged -0.15 MPa and deficit treatment -0.30
MPa. At 38 and 144 days after irrigation suspension, net assimilation rate,
fluorescence, chlorophyll and carotene content were measured. On day 38,
gl maintained the net assimilation rate with no difference in stomatal
conductance among treatments. Although g2, gc and gt had lower
conductance under water deficit, g2 and gc maintained their assimilation
rate, but gt showed an increase. Pigment content and energy partition were
not modified significantly. On day 144 under deficit conditions, g1 had a high
stomatal regulation that evidenced limitations in COz assimilation. Pigment
content and chlorophyll fluorescence results may explain the differences
under control conditions in the assimilation rate of g2, gc, and gt. The
antagonistic effects between water deficit and high temperatures are

discussed, to explain the results.

Keywords: eucalyptus, red gum hybrid, photosynthesis, drought, heat
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1. INTRODUCCION

Los eucaliptos componen un género dentro de la familia Myrtaceae para el
gue se identifican 747 especies, la gran mayoria de origen australiano
(Rejmanek y Richardson, 2011). La diversidad de ambientes en los que
habitan determina su gran capacidad adaptativa, razon por la que su cultivo
se ha expandido a varias regiones, incluyendo zonas aridas (Saadaoui et al.,
2017). A su vez, la aptitud de la madera admite la obtencion de gran
cantidad de productos de calidad, lo que ha favorecido aun mas el
incremento de la superficie cultivada en el mundo (Brussa, 1994, Booth,
2013).

En Uruguay existen mas de un millon de hectareas forestadas en las que
predominan diferentes especies de eucaliptos, lo que representa,
aproximadamente, un 7 % del total de la superficie productiva. La madera se
destina principalmente a la produccién de pasta de celulosa y, en menor
medida, a la elaboracion de tableros. Las especies predominantes son E.
grandis y E. dunnii (Martin, 2020). Si bien el uso de hibridos es reducido, en
la actualidad se evalia su cultivo con el fin de tener materiales mas

adaptados (Wingfield et al., 2013) y que presenten mejoras productivas.

En la region los eventos de sequia asociados a elevadas temperaturas son
cada vez mas frecuentes y esto afecta el crecimiento de los rodales (Mata et
al., 2001, Linderman et al., 2013), principalmente en las etapas iniciales del
cultivo (Guarnaschelli et al., 2012), lo que condiciona la instalacién exitosa
del rodal. Los efectos del déficit hidrico sobre el crecimiento de un vegetal
pueden estudiarse en diferentes escalas de tiempo (Maseda y Fernandez,
2006). Existe suficiente informacidn acerca de los efectos en el corto plazo;
sin embargo, poco se sabe acerca de los efectos sostenidos en el tiempo y

de las respuestas adaptativas a largo plazo (Zhou et al., 2016). En un cultivo



con tiempos de rotacién de hasta 20 afios, no solo es importante conocer las

respuestas inmediatas, sino también la capacidad de aclimatacion.

Por esta razén, es importante identificar clones tolerantes al déficit hidrico y
gue, al mismo tiempo, mantengan altas tasas de fijacion de carbono
(Saadaoui et al.,, 2017). El crecimiento como proceso global depende del
intercambio gaseoso y de la capacidad de hacer fotosintesis. Dado que el
estado hidrico limita el potencial maximo de asimilacion, es importante
conocer como este influye los procesos que definen el crecimiento, lo que, a
su vez, da lugar a identificar posibles marcadores morfologicos, funcionales
y/o bioquimicos de tolerancia que faciliten los procesos de seleccidon
temprana (Bedon et al., 2011, Reis et al., 2021).

El objetivo general del trabajo fue caracterizar la actividad fotosintética en
funcidén del déficit hidrico mantenido en el tiempo, en plantines de clones
comerciales de eucalipto crecidos en condiciones de invernaculo con altas

temperaturas.

1.1. DESCRIPCION DEL PROCESO FOTOSINTETICO

La fotosintesis es el proceso mediante el cual las plantas utilizan la energia
luminica para la sintesis de compuestos organicos necesarios para Su
crecimiento. Las reacciones ocurren en los cloroplastos, especificamente en
pliegues membranosos denominados tilacoides, y en la fase acuosa llamada
estroma. El proceso consta de dos etapas. La fase fotoquimica, la primera,
ocurre en las membranas tilacoidales, donde la energia luminica es captada
por los fotosistemas para la sintesis de ATP y NADPH. En la segunda etapa,
denominada fase bioquimica, se utilizan los productos de la primera para
fijar el carbono inorganico presente en el aire a moléculas organicas que
pueden ser utilizadas en los diferentes procesos celulares. Dicha fijacion es

llevada a cabo por la enzima rubisco. Esta segunda etapa difiere segun el



primer compuesto carbonado estable que se genera, derivAndose en
metabolismos C3, C4, CAM. Las especies lefiosas, como es el caso de los

eucaliptos, Unicamente presentan metabolismo C3 (Buchanan et al., 2015).

Como consecuencia de la ocurrencia de dos fases, el estudio de la
fotosintesis puede darse en dos instancias. La caracterizacién de la fase
fotoquimica permite saber cémo se administra la radiacion absorbida,
mientras que, al estudiar la fase bioquimica se conoce la capacidad de

fijacion de COz2 por las hojas.

1.1.1. Fluorescencia de clorofilas

Cuando la molécula de clorofila se expone a un flujo de fotones, su
estructura se vuelve inestable momentaneamente y, por lo tanto, no es
funcional. Es por eso que debe presentar mecanismos que le permitan
disipar el exceso de energia hasta retomar su estado basal (Jablonski,
1933). Las vias de atenuacion son la emision de fluorescencia, la
transferencia de electrones (proceso fotoquimico) y las disipaciones térmicas
(procesos no fotoquimicos), ya sea en forma regulada o no regulada
(Schreiber et al., 1995).

La fluorescencia es la luz que emite la molécula de clorofila al ser iluminada,
y su intensidad se ve atenuada a causa de la ocurrencia de los otros
procesos discipatorios. En este sentido, el modelo propuesto por Butler
(1978) sostiene que la emision de fluorescencia puede ser monitoreada para
predecir cambios durante la fase fotoquimica, lo que representa una
herramienta muy util para estudiar el desempefio en la fase (Baker, 2008).
La intensidad de la fluorescencia es inversamente proporcional a la fraccion
de energia utilizada en la fotosintesis (Kalaji et al., 2017) y, al mismo tiempo,
es inversamente proporcional a los cambios en los mecanismos de

disipacion de calor (Krause y Weis, 1991).
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La medicién de la fluorescencia mediante el uso del método de pulso de
amplitud modulada (PAM) permite conocer los mecanismos de des-
excitacion de la clorofila de forma simple y no destructiva (Baker, 2008).
Cuando se mide la emision de fluorescencia en el tiempo, aplicando
diferentes fuentes de excitacion como pulsos saturantes y luz rojo lejano, se
puede realizar el analisis de quenching seguido por el andlisis de relajacion
en oscuridad. El primero brinda informacion acerca del funcionamiento del
aparato fotoquimico al exponerlo a luz actinica saturante, mientras que el
segundo muestra la capacidad de recuperacion del sistema y permite
distinguir subparametros de la disipacién térmica regulada (Quick y Stitt,
1989, Kasajima et al., 2009).

Durante el andlisis de quenching se utilizan dos fuentes de luz: una que
estimula la fotosintesis y otra en forma de pulsos que promueve la emision
de fluorescencia. La que estimula la fotosintesis es luz actinica aplicada en
forma continua. Los pulsos solo cuantifican fluorescencia, pero no estimulan
fotosintesis y permiten conocer el estado redox de los componentes de la

cadena de transferencia con luz actinica de fondo (Bradbury y Baker, 1981).

La medicion realizada de esta forma permite la obtencion de valores de
intensidad de fluorescencia, necesarios para el calculo de los parametros de
la particion de la energia de la fase fotoquimica (figura 1) (Quero et al.,
2019). La intensidad de cada uno de los procesos discipatorios puede ser
calculada en términos de constantes o de rendimientos cuanticos. Los
rendimientos cuanticos expresan la fraccion de la energia destinada a cada
uno de los procesos discipatorios y la suma de todos da como resultado el
100 % de la energia absorbida (Lazér, 2015).
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Figura 1: ejemplo de firma de fluorescencia. La barra negra de la parte
inferior indica la luz actinica apagada. La barra gris se corresponde con el
analisis de quenching y la segunda barra negra, con el analisis de relajacion.
Flechas hacia arriba y abajo indican encendido y apagado de luz actinica
(LA), pulsos saturantes (PS) y rojo lejano (RL). Fo, F'o y F”o, fluorescencia
minima en oscuridad, en luz y en recuperaciéon respectivamente. Fm, F'm,
F’m fluorescencia maxima en oscuridad, en analisis quenching y méxima en

analisis relajacion. Ft, fluorescencia en el momento t.

La particion de la energia es una forma de representar los destinos de la
energia absorbida por la clorofila. Cada uno de los parAmetros se expresan
en términos de rendimiento cuantico, lo que permite una comparacion
simple entre el desempefio de diferentes individuos. Los parametros que la
componen son ®PSIl, PNPQ y ONO, y representan la proporcion de la
energia que es destinada a la transferencia de electrones, a la disipaciéon

térmica regulada y a la no regulada, respectivamente (Quero et al., 2019).

La medicion de fluorescencia también puede ser utilizada para distinguir
entre genotipos tolerantes y susceptibles, ya que la emisién es igual a la
proporcién no utilizada por el aparato fotosintético (Krause y Weis, 1991),
por lo que cualquier variacion en ese patréon es indicadora de algun tipo de

lesion (Bjorkman y Powels, 1984).
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1.1.2 Pigmentos fotosintéticos

En ambos fotosistemas se identifica una estructura denominada complejo
antena, que se compone de un conjunto de clorofilas y carotenoides que
captan la energia de la radiacion solar y la concentran hacia el centro de
reaccion. De esta forma, cuando la energia es suficiente, el centro de
reaccion se oxida y deja disponibles electrones para que ocurra el proceso
fotoquimico propiamente dicho. Esta agrupacion de pigmentos hace que la
captacion y transferencia de energia sea mas eficiente, ya que varias
moléculas de pigmentos absorben radiacion en simultaneo y, dada la
proximidad entre ellos, se ve favorecido el pasaje de la energia entre si

mediante resonancia (Buchanan et al., 2015, Taiz et al., 2015).

Las clorofilas son moléculas que tienen una estructura compuesta por 5
anillos coordinados, que tienen la capacidad de ceder electrones, y una cola
hidrocarbonada que permite su anclaje a las membranas tilacoidales. Las
formas mas abundantes en plantas son clorofila a y b, siendo la segunda

mas frecuente que la primera (Blankenship, 2014).

Los carotenoides son moléculas lineales con multiples dobles enlaces
conjugados, que se ubican en los fotosistemas asociados a proteinas junto
con las clorofilas. En el proceso de fotosintesis cumplen dos funciones
mayores que se relacionan con la captacibn de energia y con la
fotoproteccion o quenching no fotoquimico (Blankenship, 2014). Si bien
existen varios tipos de carotenos, hay algunos que se encuentran en forma
constitutiva:  caroteno, luteina, neoxantina, violaxantina, anteraxantina
zeaxantina (Demmig-Adams et al., 1996). Esta ultima cumple con un rol
antioxidante y, ademas, interviene en la desexcitacion de la clorofila cuando

es expuesta a exceso de energia (Jahns et al., 2009).
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1.1.3. Tasa de asimilacién neta

Para conocer el potencial de la fase bioguimica, se puede cuantificar la tasa
de asimilacién neta (An), ya sea en forma puntual o en funcién de diferentes
concentraciones de CO:2 o intensidades de radiacion PARi. Cada una de
ellas brinda informacién acerca de la capacidad de asimilacion por unidad de
tiempo y superficie, dada una condicidon de irradiancia y concentracion de
COz2 (Fernandez y Gyenge 2010).

En plantas C3 se espera que la capacidad de asimilacion se sature
superado un flujo luminico de 1000 umol m?s, mientras que al incrementar
el CO:2 se espera que la respuesta se vuelva constante a concentraciones

gue superen mas del doble los valores atmosféricos.

Esta etapa puede verse limitada por diferentes razones. Por un lado, una
disminucién a nivel de la conductancia estomatica que limita el suministro de
COs2. A su vez, problemas en la fase fotoquimica pueden resultar en una
menor sintesis de ATP y NADPH, necesarios para la regeneracion de la
ribulosa (Farquhar y Sharkey, 1982). Estudiar este proceso en relacion con
los demés permite identificar aquellos puntos del proceso fotosintético que

serian limitantes.

En particular, los eucaliptos son capaces de desarrollar altas tasas de
fijacion de carbono, debido a las altas velocidades de carboxilacién y de
transferencia de electrones. Sin embargo, los topes no se alcanzan debido a
limitaciones nutricionales o hidricas (Whitehead y Beadle, 2004).

1.2. EFECTOS DEL DEFICIT HIDRICO SOBRE LA FOTOSINTESIS

La fotosintesis es un proceso que depende del ambiente y en particular el

estado hidrico es capaz de limitar el potencial que se puede alcanzar
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(Whitehead y Beadle, 2004, Pallardy, 2008). En general, el déficit hidrico, al
igual que otros factores de estrés, afecta el metabolismo de las plantas en
varios puntos, dando lugar a un desbalance en la generacion de especies
reactivas del oxigeno, lo que impide el funcionamiento normal y deprime el

desempefio en relacién con una condicién control (Hsiao, 1973).

Los mecanismos con los que cuentan las plantas para afrontar el estrés
hidrico son diferentes dependiendo de la duracion de este (Maseda y
Fernandez, 2006). En el corto plazo la reduccion en la tasa de asimilacion
neta se debe principalmente a factores de tipo estomaticos (Flexas y
Medrano, 2002), aunque también ocurren otros no asociados a la
conductancia estomética. En el caso de los primeros, la reduccion ocurre por
una disminucion de la conductancia estomatica, producto de la sintesis de
ABA, lo que limita el suministro de CO2 (Beardsell y Cohen, 1975). Por otro
lado, los efectos de los factores de tipo no estoméatico se potencian en la
medida en que el periodo de estrés sea prolongado y se relacionan con la
disminucion en el contenido de ribulosa 1-5 bifosfato, la afectacion de la fase
fotoquimica, cambios anatdmicos que imprimen efecto sobre la conductancia
del mesdfilo (gm) y reducciones en la capacidad de fijacion de la rubisco
(Flexas y Medrano, 2002, Bota et al., 2004, Flexas et al., 2008, Zhou et al.,
2016).

En cuanto a la fase fotoquimica, diversos estudios muestran que, en
general, el PSII es altamente resistente al estrés hidrico inducido ya sea por
una restricciéon en el suministro de agua o por la disecacién de hojas en el
aire (Havaux, 1992). El estudio de Utkhao y Yingjajaval (2015) en E.
camaldulensis concluye que en una condicién de estrés moderado, el PSII
es poco afectado, ya que presenta un mecanismo de fotoproteccién que le
permite disipar el exceso de energia ante un menor suministro de COz2. Sin
embargo, en la medida en que la intensidad del estrés aumenta, la caida en

la fijacibn de CO:2 se debe a dos tipos de limitaciones: por un lado, la
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estomatica ya mencionada y por el otro, a dafios a nivel fotoquimico
evidenciados por una caida en el cociente de fluorescencia variable y la
maxima (Fv/Fm). Los trabajos de Dualde (2021) y Piazza (2021) en los
clones de E. grandis utilizados también en este trabajo, proponen que ese
mecanismo de proteccion tiene que ver con el incremento en la disipacion
térmica regulada ante disminuciones en la energia destinada a la

transferencia.

En cuanto a los pigmentos, se espera una reduccién en el contenido de
clorofila, debido a una disminucién en su biosintesis y al aumento en la
degradacion (Mihailovic et al., 1997; Xue, 2011). Sin embargo, existen
eucaliptos capaces no solo de mantener los niveles, sino también de
aumentarlos. Algunos estudios realizados en el hibrido E. grandis x E.
camaldulensis, modelo en cuanto a la tolerancia ante el déficit hidrico,
concluyeron que ante la condicion de estrés el contenido de clorofila
incrementa (Michelozzi et al., 1995, De Aradjo et al., 2016). De igual forma
responden ejemplares E. grandis, E. globulus, E. nitens y E. globulus x E.
cypellocarpa, lo que, a su vez, les permiti6 mantener o inclusive
incrementar la eficiencia operativa del PSIl (Da Silva et al., 2004,
Berenguer et al., 2018). Ebrahimiyan et al. (2013) describen dicho
mecanismo en festuca y proponen que la pérdida de peso de hoja después
de un estrés moderado puede aumentar el incremento de clorofila, debido
a que se afecta antes la tasa de crecimiento que la de sintesis y
degradacion de clorofila, lo que genera una acumulacion. Por otro lado,
Michelozzi et al. (1995) proponen que el incremento en el contenido de
clorofila se debe a cambios en la concentracion de solutos en el cloroplasto

gue permiten mantener el estado hidrico.
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1.3. RESPUESTAS DE LOS EUCALIPTOS ANTE EL DEFICIT HIDRICO

En general, ante una condicidbn de estrés, las plantas responden a tres
escalas de accion, ya sea resistiendo, tolerando o previniéndolo (Berenguer
et al., 2018), y el impacto que tienen sobre la planta depende del estado de
desarrollo y de la combinacién de estrategias con las que cuenta para
afrontarlo (Bray, 1997, Ryan, 2011). A su vez, dicho factor de estrés debe
considerarse en una escala de tiempo (Maseda y Fernandez, 2006), ya que
los tipos de cambios que ocurren varian dependiendo de la duracion, dando
lugar a respuestas inmediatas y a procesos de aclimatacion (Chaves et al.,
2003, Zhou et al., 2016).

En su lugar de origen, los eucaliptos se distribuyen de forma tal que abarcan
varios tipos de ambientes con diferentes regimenes de precipitaciones y de
temperatura (Brussa, 1994, Whitehead y Beadle, 2004). Esta amplitud en la
distribucidon se debe a que cuentan con un conjunto de estrategias que le
confieren ventajas para manejar el estrés hidrico (Saadaoui et al., 2017).
Estas habilidades son de diferente indole y abarcan modificaciones que
pueden ser morfolégicas, anatdomicas, bioquimicas y/o funcionales. Por
ejemplo, las especies E. grandis y E. camaldulensis, al igual que sus
hibridos, son materiales muy utilizados en regiones aridas, tropicales y
templadas, debido a las diferentes estrategias que presentan para
sobrellevar el déficit (Potts, 2004).

Algunas de las estrategias de tipo morfologico tienen que ver con el cambio
en el area foliar y con modificaciones en la relacién entre parte aérea y raiz.
El trabajo de Battaglia et al. (1998) muestra que el area foliar en eucaliptos
estd fuertemente influenciada por el estado hidrico, de forma tal que
periodos prolongados de sequia promueven el desprendimiento de hojas. El
desprendimiento es una estrategia que reduce la mortandad de los arboles

(Pook, 1985). En cuanto a las raices, estudios en E. grandis y E. marginata
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muestran que en lugares en los que existen periodos de sequia, el
incremento en el largo de las raices permite alcanzar agua de capas mas
profundas del suelo, lo que les permite mantener altas tasas transpiratorias
(Doley, 1967, Dye, 1996).

Ante una condicion de déficit, existen ajustes de tipo anatémico-hidraulico
gue impiden que se alcancen valores de potencial hidrico asociados a dafio
(Whitehead y Beadle, 2004). El trabajo de Pfautsch et al. (2016) en
eucaliptos distribuidos en regiones aridas de Australia, muestra que existe
un patrén en cuanto a la estructura de los vasos del xilema de forma tal que
a mayor déficit, menor es el calibre, la densidad aumenta y la conductividad
hidraulica disminuye. La disminucibn en la conductividad hidraulica,
mantiene la capilaridad y, por lo tanto, previene el riesgo de cavitacion
(Loepfe et al., 2007).

Los movimientos estomaticos contribuyen a la mantencion del estado hidrico
de la planta en una condicion de déficit y la sensibilidad de la respuesta es
dependiente de cada genotipo y de la estacion del afio (Whitehead y Beadle,
2004). El trabajo de Leuning (1990) sostiene que existe una relacion
hiperbdlica entre la conductancia estomatica (gs) y el déficit de presiéon de
vapor (DPV), de forma tal que incrementos en el DPV se asocian con
disminuciones en gs. La forma de la curva depende de cada especie y en
algunos eucaliptos gs es mas determinada por el potencial hidrico base que
por el DPV. Segun White et al. (2000), la relacién entre gs y el DPV puede
ser explicada mediante una recta cuya pendiente difiere entre especies.
Segun su trabajo, gs en E. camaldulensis es mas susceptible al potencial

base que E. platypus.
Para mantener la turgencia y el crecimiento celular necesarios para

sustentar el crecimiento, existen materiales capaces de modificar el modulo

de elasticidad de sus paredes a medida que disminuye el potencial hidrico
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del suelo (Myers y Neales, 1986). Esto, en combinacion con otro tipo de
estrategias, permite la mantencion de las tasas transpiratoria y de las tasas
fotosintéticas, a pesar de la disminucién en el potencial hidrico base. El
trabajo de Merchant (2007) con base en 6 especies diferentes de eucaliptos,
en las que se incluye E. camaldulensis, concluye que el ajuste osmatico es

una estrategia frecuente dentro del género.

1.4 EFECTO DE LA TEMPERATURA, COMBINACION CON ESTRES
HIDRICO

En general, las plantas lefiosas realizan fotosintesis en un rango amplio de
temperaturas que pueden ir desde valores proximos a los cero grados hasta
los 40 grados, dependiendo de la especie, el genotipo, la edad de la planta,
el origen y la estacion. Dada una condicion de radiacion y un suministro de
COg2, la fotosintesis aumenta con el incremento de la temperatura hasta
alcanzar un éptimo tras el cual se marca una caida brusca en las tasas de
asimilacion neta (Pallardy, 2008). En el caso de E. tetrodonta, los valores de

asimilacion caen drasticamente superados los 35 grados (Prior et al., 1997).

La inhibicién por altas temperaturas ocurre porque la respiracién continda
incrementando por encima de la temperatura 6ptima de la fotosintesis y, a
su vez, porque se inhiben algunas funciones en el cloroplasto, ya que se ve
afectada la fluidez de las membranas tilacoidales, se inactivan enzimas y
disminuye significativamente el contenido de proteinas solubles por
desnaturalizacion y precipitacion (Berry y Bjorkman, 1980). Ocurre una
disminucion en el contenido de rubisco activa al igual que de la
rubiscoactivasa (Parry et al., 2013). El incremento de la temperatura primero
genera un efecto de bloqueo del PSIl y la disociacion de los complejos
proteicos asociados a la antena del centro de reaccién. Esta disociacion
puede estar vinculada a la separacion de lipidos de la membrana tilacoidal
(Armond et al., 1980).
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En plantas C3, la fotorrespiraciéon y la respiracién mitocondrial aumentan con
el incremento de temperatura, lo que incrementa el punto de compensacion
y los requerimientos de CO2 para alcanzar cada valor de asimilacion neta
(An) (Sharkey, 1988). EIl incremento en la fotorrespiracién debido a altas
temperaturas se genera por un cambio en la concentracion parcial de los
gases favoreciendo la actividad oxigenasa de la rubisco, lo que promueve la
pérdida de CO2 y una consecuente disminucion en la asimilacion neta (Taiz
et al., 2015).

En cuanto a la fase fotoquimica, se conoce que el PSIl es poco susceptible
al déficit hidrico, aunque si lo es a las altas temperaturas, ya que pequefias
variaciones pueden imprimir cambios notorios (Havaux, 1992). La
temperatura critica a partir de la cual se dafa el fotosistema esta relacionada
con la temperatura 6ptima de crecimiento y con la composicién de lipidos de

la membrana, que determina el grado de fluidez (Berry y Bjérkman, 1980).

Por otro lado, en cuanto a los efectos del estrés térmico sobre la
concentracion de pigmentos, existen trabajos en tomate, trigo y vid que
sostienen que ocurre una disminucién en el contenido total de clorofilas, al
mismo tiempo que incrementan los niveles de carotenoides, los que
colaboran facilitando la disipacion térmica de la energia y confieren
estabilidad al PSII. En particular, las xantofilas jugarian un rol importante en
la sefalizacién y proteccion del PSII (Havaux y Grusecki, 1993). El trabajo
de Camejo et al. (2005) con base en cultivares de tomate tolerantes y no
tolerantes al estrés térmico mostr6 que se altera la composicion de
pigmentos con incrementos de temperatura, ya que aumenta el contenido de
clorofilas y carotenoides en el cultivar tolerante, pero aun mas el de

carotenoides, si se lo compara con su condicién control.

Las plantas presentan Optimos de crecimiento de acuerdo a su sitio de

origen. Eucalyptus grandis es una especie adaptada a la franja costera, que
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crece con temperaturas maximas menores en comparaciéon a la de las
especies adaptadas a zonas aridas como E. camaldulensis. E. grandis crece
con maximosentre 24 y 30 grados, E. camaldulensis, de 27 y 40 y E.

tereticornis, entre 24 y 36 grados (Brussa, 1994).

En general, la ocurrencia de algun tipo de estrés abidtico se da en
simultdneo con otro, rara vez se dan en forma aislada. Las plantas
responden de manera especifica ante la combinacion y los efectos pueden
ser sinérgicos, antagénicos o sin interaccion (Mittler, 2006). Los trabajos de
Cui et al. (2015), Zsofi et al. (2009), Camejo et al. (2005) y Havaux (1992)
con base en especies herbaceas y lefiosas C3 proponen modelos de efectos
antagonicos en los que las plantas rustifican sus fotosistemas ante una
situacion de déficit, lo que les confiere cierto grado de tolerancia ante
eventos de estrés térmico. En general, los fotosistemas son muy adaptados
a la sequia; sin embargo, la capacidad fotosintética se ve comprometida por
la temperatura. El trabajo de Zsofi et al. (2009) muestra que los vifiedos
crecidos en condiciones de déficit aclimatan PSII en altas temperaturas, ya

gue incrementen el valor de Fv/ Fm.

Una posible explicacion plantea que se induce a la sintesis de lipidos con
acidos grasos saturados que disminuyen la fluidez de la membrana (Nievola
et al., 2017), lo que confiere cierta tolerancia a las altas temperaturas. Estos
cambios generan un incremento en los valores de temperatura de
inactivacion del PSIl, lo que mejora el rendimiento fotoquimico en dicha
condicion respecto al control (Downton et al., 1984). El trabajo de Havaux
(1992) es un ejemplo de interaccion antagdnica entre el estrés hidrico
superpuesto con térmico. Sus datos muestran que se puede subir en 5

grados la resistencia del PSII si se lo impone a un estrés hidrico previo.
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1.5. VARIACION ESTACIONAL DE LAS RESPUESTAS

La estacionalidad puede definirse como la variacion en las respuestas de las
plantas a lo largo de las estaciones siguiendo un patrén. Dichos cambios
pueden darse a nivel fisiolégico, bioquimico y/o morfologico. En ese sentido,
existen diferentes trabajos que reportan los cambios en funcion de la

variacion de la temperatura y de la demanda atmosférica.

A nivel morfoldgico, el trabajo de Sprecht y Brower (1975) sostienen que, Si
no hay deficiencias hidricas, los eucaliptos presentan maximos de
crecimiento de area foliar en primavera y otofio. Por otro lado, es minima en
invierno cuando la irradiancia es menor, y en verano cuando las

temperaturas superan el éptimo.

En cuanto a la fotosintesis, el estudio de Pereira (1985) en Eucalyptus
globulus propone que a lo largo de las estaciones An se modifica de forma
tal que se obtienen valores minimos en verano e invierno, mientras que la
capacidad maxima se logra en la primavera. Dicha variacién responde a los
cambios en la disponibilidad hidrica en el suelo y a la temperatura. Por otro
lado, Porcar-Castell et al. (2008) sostienen que en una leflosa como es
Pinus sylvestris la capacidad de transferencia de electrones y la disipacién
térmica de la energia en el PSIl se aclimata segun las estaciones,

aumentando la transferencia en funcién del aumento de la temperatura.
Los ajustes bioquimicos implican una escala de tiempo mayor y tienen que

ver con modificaciones en los contenidos de clorofilas, carotenoides y

proteinas asociadas al PSII (Oquist y Hunter, 2003).
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1.6. HIPOTESIS DEL TRABAJO

El déficit hidrico afecta en forma diferencial el proceso fotosintético en clones

de Eucalyptus spp.

El déficit hidrico promueve la ocurrencia de mecanismos de evasion, al

mismo tiempo que se activan otros de aclimatacion.

1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivo general

Caracterizar la actividad fotosintética en clones comerciales de Eucalyptus

spp. en funcion del déficit hidrico, y sus relaciones con atributos funcionales.

1.7.2. Objetivos especificos

a. Determinar el intervalo de potencial hidrico de suelo que establezca una

condicion de déficit hidrico respecto al control.
b. Determinar los cambios en la tasa de asimilacidbn neta y en la fase
fotoquimica de la fotosintesis en distintas etapas del periodo de déficit

hidrico en distintos clones de eucalipto.

c. Analizar cambios en el contenido de pigmentos fotosintéticos en distintas

etapas del periodo del déficit hidrico en distintos clones de eucalipto.

d. Cuantificar el efecto del déficit hidrico sobre el crecimiento en distintos

clones de eucalipto.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL Y SITIO

Se seleccionaron plantines de dos clones de Eucalyptus grandis (gl y g2) y
de dos hibridos interespecificos Eucalyptus grandis x Eucalyptus
camaldulensis (gc) y Eucalyptus grandis x Eucalyptus tereticornis (gt) del
vivero de I|+D de la empresa forestal Lumin. El ensayo se instal6 en
setiembre de 2019 en el invernaculo norte de Facultad de Agronomia (34°
50’S, 56° 13'W). Se utilizaron macetas a las que se le agreg6 16,2 kg de
sustrato seco de arena:tierra (1:1) y se suplementaron con 5 g de fertilizante
de liberacion lenta (15 — 9 — 12). La superficie de las macetas fue cubierta
con una placa de policarbonato para minimizar las pérdidas de agua por
evaporacion. Las plantas crecieron con riegos suficientes durante 42 dias

para promover su adaptacion al sitio.

Para conocer la demanda atmosférica se tomaron registros de humedad y
temperatura con 3 sensores (RHT10 USB Datalogger, Extech Instruments
Corporation, MA, EE.UU.) ubicados a 1,70 m de la superficie del
invernaculo. A partir de ellos se calculé el déficit de presion de vapor (DPV)

utilizando el método propuesto por Allen et al. (1998).

2.2 DEFINICION DE TRATAMIENTOS

Los tratamientos se definieron teniendo en cuenta el potencial matrico del
sustrato. Para ello se model6 con el programa OriginPro (Origin Lab, 2022)
la curva de retencién hidrica ¥w (HP %). Se tomaron 4 muestras y se
dividieron cada una en 15 placas de partes iguales, de forma tal que se
conoce el peso de placa y del sustrato seco. A cada una se le agregé
cantidades crecientes de agua destilada de 0 a 1,2 ml. Siguiendo la

recomendacion de Meter Group Inc, las placas con el sustrato hidratado se
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almacenaron por un dia a 20 °C para facilitar que la temperatura del equipo
y de las muestras se igualaran. Posteriormente se midio el potencial hidrico
(WYw) de cada placa con un equipo WP4C (Decagon Devices, Pullman, WA,
EE. UU.). Tras la medicion se registro el peso fresco para obtener el valor de
peso de agua por placay asi calcular el porcentaje de agua en peso seco de
sustrato (HP%).

Por otro lado, al momento de la plantacién se generaron 6 macetas con
iguales caracteristicas que las utilizadas para plantar los clones. De cada
maceta se determind el valor del peso del envase (M), del sustrato seco (S)
y de la tapa de policarbonato (T) que la cubria. Estas se regaron a
saturacion por Unica vez y se las dej6 escurrir. En los dias consecutivos se
registro la evolucion del peso del sistema maceta-sustrato-tapa (MST) hasta
gue este se volvié constante. En este punto se obtuvo un aproximado del
valor de peso de capacidad de campo, ya que no existen pérdidas
significativas por escurrimiento. Al peso estable se le restd el peso del
sistema MST para obtener el peso del agua en esa condicion. De esta forma
se aproximé el valor de HP % del sustrato a capacidad de campo. Este valor
se comparo con la curva de retencion y se obtuvo el estimado del valor de

potencial métrico asociado.

Se establecieron 2 condiciones hidricas. La condicion control (CC) se obtuvo
teniendo como referencia el peso constante de MST y alcanz6 un valor de
17,38 % HP, lo que representa una retencion de -0,15 MPa o 2,8 kg de agua
en el sistema. Por otro lado, la condicion déficit (CD) se definié duplicando el
valor de potencial hidrico, lo que resulté en un HP % de 7 %, o 1,2 kg de
agua y una succién de -0,3 MPa. Dicha condicién se ubica proxima al
incremento exponencial del modelo ajustado, teniendo en cuenta el
contenido de agua mas restrictivo posible sin llegar al punto de marchitez

permanente.
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Ambos tratamientos se mantuvieron durante 129 dias a partir de TO (figura
2) mediante el control del peso de las macetas registrado dia por medio. Las
dosis de riego se mantuvieron mediante riego automatico al que se le
sumaba reposicion manual al valor de la condicion hidrica asignada como

tratamiento.

TO ) Tl . ™
" T=318°C T=339°C
HR =49 % HR=51%
VPD = 4,2 KPa VPD = 4,6 KPa
< 015+ :
o
2
=
S
-0,30
. 38 dias . 91 dias :
42 80 171
T (dias)

Figura 2: estrategia experimental implementada para evaluar el desempefio
de clones de eucalipto bajo diferentes condiciones hidricas. Verde condicion
control, rojo condicién déficit. TO momento de imposicion de los tratamientos,
T1l y T2 momentos de medicion de parametros fotosintético y colecta de

muestras.

Durante el experimento (figura2) se definieron dos momentos para los que
se tomaron las mediciones de fluorescencia, de tasa de asimilacién neta y la
coleccion de muestras para la extraccién de pigmentos. El primero (T1) se
ubico en el mes de diciembre a 38 dias de la imposicién de los tratamientos
(TO). El segundo (T2) fue en el mes de marzo a 129 dias de impuestas las

condiciones.
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2.3 DETERMINACION DE CONSUMO DE AGUA

El consumo de agua se calcul6 a partir de la diferencia de peso entre las
macetas. Cada dos dias se registré el peso de las macetas a las 7 am (Pi) y
se repuso hasta el nivel de tratamiento objetivo (Pf). Dado que el nivel de
riego se encuentra levemente por debajo del de capacidad de campo, no se
esperaron pérdidas por escurrimiento. A su vez, al tapar con policarbonato la
superficie de la maceta, se minimizaron las pérdidas por evaporacion. En
este sentido, la diferencia entre Pf y Pi se debid principalmente a la

transpiracion o consumo de la planta.

2.4 FLUORESCENCIA DE CLOROFILAS Y PARTICION DE LA ENERGIA

Para calcular la particibn de la energia en la fase fotoquimica, se midio
fluorescencia de clorofilas mediante analisis de quenching y de relajacion,
siguiendo la metodologia propuesta por Quero et al. (2019). Previo a la
medicion se sombred una hoja por planta por un periodo no menor a 20
minutos para promover el estado estacionario de los fotosistemas. La
medicion se realizé en vivo en hojas del tercio superior de la copa, utilizando
un fluorometro PAM (FMS1, Hasantech, Kings Lynn, UK). Para el andlisis de
guenching, se utilizé luz actinica blanca de 1000 umol m2 s de fotones. El
valor de flujo luminico se obtuvo a partir de las curvas An(PARI), en las que

se identifico el valor de irradiancia que hace méaxima An.

A partir de las firmas de fluorescencia generadas se obtuvieron los valores
de fluorescencia maxima (Fm), fluorescencia maxima con luz actinica de
fondo (Fm’) y florescencia en el tiempo t (Ft), necesarios para el calculo de
los parametros de la particion de la energia en términos de rendimientos

cuanticos. Los parametros se definieron de la siguiente forma:
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2.5 TASA DE ASIMILACION NETA Y CONDUCTANCIA

La medicion de tasa de asimilacion neta (An) y de la conductancia (gs) se
realizé en las hojas del mismo brote de la medicién de fluorescencia,
utilizando un equipo IRGA portable (LI-6400, Li-Cor Inc., Lincoln, NE, EE.
UU.). Previo a cada medicién se aclimat6 la hoja por 20 minutos en cdmara
para estabilizar el intercambio gaseoso. Se fij6 la temperatura (Tleaf) en 25
°C, CO2 de referencia (CO2R) en 400 umolCO2(mol aire)* y el flujo luminico
(PARi) en 1200 pmol fotones m=2st. Una vez terminado el periodo, se
procedidé con la mediciébn de An para la construccién de curvas An(PARI).
Teniendo en cuenta los trabajos de Fernandez y Gyenge (2010) y de Zhou
et al. (2016), se definié la siguiente secuencia de PARIi: 0, 200, 400, 600,
800, 1000, 1200 umol fotones m2s™. La cocnentracion de CO2 se mantuvo
en 400 pmolCO2(mol aire)™. En funcién de los resultados se definié el valor
de flujo luminico saturante (PARsat) utilizado en las mediciones de
fluorescencia. Los valores de gs (mol H20 m2 s?), se tomaron a 400

HmMolCO2(mol aire)* y a un flujo luminico de 1000 umol fotones m2s.

Para aproximarse al punto de compensacion luminica (PSL) se tomé el valor
de radiacion con el que se alcanzé la tasa de asimilacion neta maxima. Para
obtener un aproximado del punto de compensacién luminica (PCL) se
determind la ecuacion de la recta que pasa por los puntos de asimilacién
neta con un flujo de 0 y otro de 200 umol de fotones m2 s, La raiz de la

misma se aproxima al PCL.
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2.6 CUANTIFICACION DE PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

La extraccién de pigmentos se realizé agregando 1 ml de acetona PPAa 1g
de tejido macerado en nitrégeno liquido. Se centrifug6 dos veces a 10000 g
durante 10 minutos, se recuper6 el sobrenadante y se filtr6 con filtros de
celulosa regenerada (poro 0,45 p y didmetros 25 mm, Millipore ®).

Posteriormente se almacen6 en oscuridad a -20 °C hasta la cuantificacion.

Los extractos fueron analizados en un equipo HPLC (Shimadzu ®) con una
columna C18 (5um 250 x 4,6 mm, Restek ®) mantenida a 25 °C. Como fase
movil se utiliz6 una mezcla de acetonitrilo-mentanol (85:15 v/v) a un flujo de
2 mL min "'y se verificd que la presién se mantuviese estable durante la
corrida. Los diferentes pigmentos separados por la columna fueron
detectados midiendo su absorbancia a 445 nm utilizando un detector de
arreglo de fotodiodos (Shimadzu ®). Para la asignacion de pigmentos a los
picos se tuvo como referencia el trabajo De Azevedo y Rodriguez (2009),
qguienes utilizaron una fase mévil muy similar. Los pigmentos a identificar
fueron neoxantina, violaxantina, anteraxantina, luteina, 3 isémeros de
zeaxantina, B-caroteno, clorofila a, clorofila b y pheophitina a. Una vez
identificado cada uno, teniendo en cuenta su espectro de absorcion en dicha
fase, se los clasificd en carotenoides y clorofilas totales. Los resultados se
expresan en términos de porcentaje de pigmento en la totalidad de la

extraccion.

2.7 CRECIMIENTO

Se midi6 la altura total de las plantas a partir de la imposicion de los
tratamientos hasta la culminacién del experimento con una frecuencia

quincenal. Las medidas se tomaron en el tallo principal con cinta métrica

desde el cuello de la planta hasta el extremo superior. Los datos se
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graficaron a partir de las medias ajustadas con los errores estandar

correspondientes.

2.8 ANALISIS DE DATOS

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) (figura 3), con 2
tratamientos (control, déficit), 4 clones (g1, g2, gc, gt) y 3 repeticiones por
cada nivel de factor. Para el andlisis de las variables se ajust6 un modelo

lineal general con arreglos factoriales, de forma tal que:

Yik= MU+ Gi+ CHj + (CH x G) jj + €ijk

— Yijk variable de respuesta (PPSIl, DNPQ, Clor a+b, Carot total, gs)

— W media general

— Gi es el efecto del i-ésimo genotipo (g1, g2, gc, gt)

— CHijes el efecto del j-ésimo nivel de tratamiento (Control, Déficit)

— (CH x G) ij es la interaccion entre el i-ésimo nivel de G y el j-ésimo nivel
de CH

— Eijk error experimental

Para evaluar la significancia de cada una de las fuentes de variacion sobre
la variable de respuesta se realiz6 el ANAVA mediante el paquete R Stats
package (R Core Team, 2017). Previo al analisis de diferencias de medias
se verificaron los supuestos de homogeneidad y de normalidad. Para el
analisis de diferencias entre medias, se realizaron contrastes ortogonales

con el paquete emmeans R package (Russell, 2018).
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Figura 3: distribucion de plantas y aleatorizacién del tratamiento. gl y g2:
clones de Eucalyptus grandis. gt: clon hibrido E. grandis x E. tereticornis. gc:

clon hibrido E. grandis x E. camaldulensis. En rojo, condicion déficit; en

verde, condicidon control.
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3. RESULTADOS

3.1 ESTABLECIMIENTO DEL TRATAMIENTO: SUMINISTRO

Para la curva de retencion hidrica ¥w (HP%) se ajust6 un modelo

exponencial (figura 4), con la siguiente forma:

~HP%
Yw =a X e k£ +

Donde,

B 0,12651 + 0,02144
a 2,12996 + 0,31207
k 3,04691 + 0,37824

1.5
W = a x eHPKIyg
©
T R? = 0.84261
=
>
ae CD (7,62 ; -0,3)
.......................... ¢ 7 ) CC(17,38,-0,15)
0 : '
5 10 15 20
HP (%)

Figura 4: curva de retencion hidrica para el sustrato utilizado. CD punto de la
curva para condicion déficit, CC punto de la curva para condicion control, HP
(%) porcentaje de agua en peso seco del sustrato, WYw (MPa) potencial

hidrico del sustrato.
Por otro lado, a partir del seguimiento del peso de 6 macetas se obtuvo el

valor estimado de peso de capacidad de campo. Este fue de 19 Kg por

maceta, lo que representa un 17,38 % de agua en peso seco, que se asocia
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con un potencial matrico de -0,15 MPa segun la curva de retencion. Como
ya se mencion0d, CD se definid multiplicando al doble el valor de potencial

matrico de la CC.

Los tratamientos se mantuvieron estables en la HP% durante la totalidad de
dias de duracion del experimento, A su vez las condiciones hidricas se
diferenciaron en todo el periodo (figura 5), con valores de HP% de 17, 38 +
154y =2,8+0,25 kg de agua para CC y para CD, HP% = 7,62 + 0,7 y kg de

agua = 1,2 + 0,11 para la condicion control y déficit, respectivamente.

Condicién hidrica eCC eCD
1 2
- g 9

o] RN || Sy
1%:~ . AN §§ 2

HP (%)

251

0 30 60 90 1200 30 60 90 120
T (dias)
Figura 5: evolucion del contenido de agua en el sustrato para E. grandis (gl
y g2), E. grandis x E. camaldulensis (gc) y E. grandis x E. tereticornis (gt) en
condicion hidrica control (CC) y déficit (CD). HP% porcentaje de agua en
peso seco del sustrato, T (dias) dias desde la imposicion de las condiciones
hidricas.

3.2 CONDICIONES AMBIENTALES

La figura 6A muestra la evolucion de las temperaturas maxima, minima y

media, calculadas como (Tmax +Tmin) /2 en forma diaria. A lo largo de todo
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el experimento, las plantas crecieron en un ambiente con temperaturas

medias de entre 20 y 40 grados, con maximas que superaron los 50 grados.

Asociada a la temperatura, la figura 6B muestra la evolucion de la demanda
atmosférica. Los valores alcanzados superaron los 2 KPa a lo largo del todo
el experimento. Los dos factores ambientales evidencian una condicién de
elevada temperatura y demanda atmosférica segun la clasificacion de

Amitrano et al. (2019).

A 6o T1 2 B T T2

—~~ ' { 8 ' '

O

o

é o 6

S 40 o

-, v

[} = 4

>

= a

£ 20 o -

=

— : ! { i
50 100 150 50 100 150
T (dias) T (dias)

Figura 6: A: evolucion de la temperatura maxima (rojo), temperatura minima
(azul) y media (negro). B: evolucion del DPV. T (dias) dias a partir de la
imposicién de los tratamientos. T1 (38) y T2 (129) dias de impuestas las

condiciones hidricas.
3.3 CONSUMO Y CONDUCTANCIA

El consumo de agua (E) durante todo el experimento fue diferente segun el
clon (figura 7). Por un lado, g2, gc y gt presentaron mayores E en CC que en
CD. A su vez, en CC fue mas dispersa que en CD, que fue
significativamente menor y mas estable a lo largo de todo el experimento.
Por su parte, gl, si bien muestra niveles de consumo mayores en la CC,

estos no se diferencian marcadamente de los alcanzados en CD.
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Figura 7: evolucion del consumo de agua en gramos para E. grandis (gl y
g2), E. grandis x E. camaldulensis (gc) y E. grandis x E. tereticornis (gt) en
condicion control (CC) y déficit (CD). Tiempo (dias), tiempo de impuestas las

condiciones hidricas.

El ANOVA para los valores de conductancia (gs) a un flujo de 1000 pmol de
fotones m? sy 400 ppm CO: (cuadro 1) indica que hubo efecto significativo
para la interaccion G x CH en ambos momentos de medicion (pValor T1 =
2,3 x 108y pValor T2 = 0,002). En T1 los clones hibridos y g2 desarrollaron
conductancias mayores en CC, mientras que g1 mantuvo igual conductancia
en ambas condiciones hidricas. En T2 el Unico clon que igualé las
conductancias fue gt, mientras que las deméas tomaron valores de gs

mayores en CC.
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Cuadro 1: medias de la conductancia estomatica gs (mol H2O0 m? s?) a

saturacion de luz y 400 ppm CO2 para E. grandis (gl y g2), E. grandis x E.

camaldulensis (gc) y E. grandis x E. tereticornis (gt) en condicién hidrica
control (CC) y déficit (CD) tomadas a los 38 (T1) y a los 129 (T2) dias de

impuestas las condiciones.

Clon

gl
g2
gc
gt

CC
0,131 a
0,289 b
0,372 b
0,290 b

CD
0,135 a
0,056 a
0,137 a
0,167 a

CcC
0,205 b
0,119b
0,141 b
0,087 a

CD
0,068 a
0,053 a
0,086 a
0,074 a

Letras diferentes indican diferencias significativas entre columnas para cada T con un

pValor < 0,05.

3.4 CRECIMIENTO

El grafico de evolucion de altura total (figura 8) muestra que en CC todos los

clones desarrollaron alturas mayores. Sin embargo, las diferencias se

registraron en diferentes momentos. Los clones g2 y gc diferenciaron su

altura entre tratamientos a partir del primer mes, mientras que gl y gt recién

a partir de los 45 dias. Por otro lado, gc fue el clon que presenté la diferencia

de altura mayor entre condiciones hidricas al finalizar el experimento.
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Condicion hidrica + CC +CD
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Figura 8: curva de crecimiento para los clones gl, g2, gc y gt en cada
condicion hidrica. Cada punto indica la media de altura y la barra, el error
estandar. T1 y T2 son los momentos de medicion de variables fotosintéticas.

CC condicion control. CD condicion déficit.

3.5 TASA DE ASIMILACION NETA

Las curvas An(PARI) (figura 9) muestran que la capacidad de asimilacion se
modificd en funcién del tratamiento dependiendo del clon y el momento. En
T1, las An alcanzadas por gl y gc fueron iguales, g2 presentd diferencias
entre tratamientos a partir de los 400 pmol fotones m2 st y gt la disminuyé
en CC a partir de los 400 pmol fotones m? s1. En T2, g2 mantuvo la An en
ambas condiciones hidricas, mientras que gl la disminuydé en CD a partir de
los 400 pmol m2s?, En ese momento, ambos hibridos presentaron tasas

mayores en CD a valores bajos de radiaciéon con 200 pmol m2 s,

En cuanto a los puntos de compensacion y de saturacion aproximados, el
ANOVA no detecta diferencias debido al tratamiento. Los puntos de
saturacion tomaron valores con un rango entre 1000 y 1200 umol de fotones

m2 s1, mientras que los de compensacion, entre 21 y 59 pmol fotones m? s
1
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Figura 9: curvas An(PARIi) a 400 ppm de CO: para E. grandis (g1 y g2) E.
grandis x E. camaldulensis (gc) y E. grandis x E. tereticornis (gt), realizadas
a los 38 (T1) y 129 (T2) dias de impuestas las condiciones. Los puntos
indican la media de An y las barras el error estdndar asociado. CC:

condicion control. CD: condicion déficit.
3.6 FASE FOTOQUIMICA

El analisis de varianza identifica que en T1l para ®PSIl los efectos de
genotipo (G) como la interaccion Genotipo x Condicion Hidrica (G x CH)
fueron significativos con un pValor = 0,00017 y pValor = 0,003,
respectivamente. En ese sentido, el boxplot con el analisis de contrastes
muestra que en T1 los clones de E. grandis modificaron ®PSII, mientras que
los hibridos mantuvieron el mismo resultado. El clon g1 disminuyo el valor en
CD (pValor = 0,003), mientras que en g2 el valor fue menor en CC (pValor =
0,02). En T2, unicamente hubo efecto significativo de la condicion hidrica,
por lo que solo se puede afirmar que la media para CC fue menor que la
media de CD.
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Condicién hidrica ® CC ®ICD
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Figura 10: boxplot de ®PSIlI para E. grandis (g1 y g2), E. grandis x E.
camaldulensis (gc) y E. grandis x E. tereticornis (gt) en condicion hidrica
control (CC) y déficit (CD) medidas a los 38 (T1) y a los 129 (T2) dias. Se
compara el efecto de la condicion hidrica en cada genotipo. Las llaves

negras indican diferencias significativas para un pValor < 0,05

Para la disipacion térmica regulada (PNPQ) se obtuvo el mismo resultado
que para OPSII. Es decir que en T1 nuevamente fueron significativos los
efectos de G (pValor = 0,001) y de G x CH (pValor = 0,01). Teniendo en
cuenta G x CH y los contrastes ortogonales asociados, se sabe que ambos
hibridos no modificaron el nivel de disipacion, mientras que los clones de E.
grandis lo hicieron de forma tal que en CC gl disminuy6 (pValor = 0,004),
mientras que g2 lo incrementd (pValor = 0,008). En T2 unicamente fue
significativo el efecto de CH (pValor = 0,001), por lo que nuevamente solo
hay evidencia para afirmar que la disipacion térmica regulada fue mayor en
CC que en CD.
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Figura 11: boxplot de ®NPQ para E. grandis (gl y g2), E. grandis x E.
camaldulensis (gc) y E. grandis x E. tereticornis (gt) en condicion hidrica
control (CC) y déficit (CD) medidas a los 38 (T1) y a los 129 (T2) dias. Se
compara el efecto de la condicion hidrica en cada genotipo. Las llaves

negras indican diferencias significativas para un pValor < 0,05

3.7 PIGMENTOS

En T1, no hubo efecto significativo en el contenido de clorofila para ninguna
de las fuentes de variacion, por lo que no se puede afirmar que existan
diferencias ni entre tratamientos ni entre clones. Sin embargo, en T2 si son
significativos los efectos del G (pValor = 0,00001), CH (pValor = 0,000004) y
la interaccion GxCH (pValor = 0,01).

Teniendo en cuenta la interaccién significativa, los contrastes muestran que
para g2 (pValor = 0,01), gc (pValor = 0,00007) y gt (pValor = 0,0001) el
contenido de clorofila fue menor en CC. El clon gl no modific6 su

concentracion.
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Figura 12: boxplot para el contenido de clorofilas a + b en % de la totalidad
de la extraccién para E. grandis (g1 y g2), E. grandis x E. camaldulensis (gc)
y E. grandis x E. tereticornis (gt) en condicion hidrica control (CC) y déficit
(CD) medidas a los 38 (T1) y 129 (T2) dias. Se compara el efecto de la
condicion hidrica en cada genotipo. Las llaves negras indican diferencias

significativas para un pValor < 0,05.

En cuanto a los carotenoides, el comportamiento fue igual al de las
clorofilas. EI ANOVA muestra que en T1 no hubo efectos significativos para
ninguna de las fuentes de variacibn, mientras que en T2 los efectos

principales y el de la interaccion si fueron significativos (pValor < 0,05).

En virtud de la interaccion G x CH, los contrastes ortogonales indican que
todos los clones, salvo gl, modificaron el contenido de carotenoides, de
forma tal que la concentracion fue mayor en la concentracion control. Los

pValor de los contrastes para g2, gc y gt fueron 0,004, 0,00005 y 0,0002,
respectivamente.
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Figura 13: boxplot para el contenido carotenoides en % de la totalidad de la

extraccion para E. grandis (gl y g2), E. grandis x E. camaldulensis (gc) y E.

grandis x E. tereticornis (gt) en condicion hidrica control (CC) y déficit (CD)

medidas a los 38 (T1) y 129 (T2) dias. Se compara el efecto de la condicién

hidrica en cada genotipo. Las llaves negras indican diferencias significativas

para un pValor < 0,05.
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4. DISCUSION

4.1 CONDICIONES AMBIENTALES E HIDRICAS

Para establecer una condicién de déficit hidrico no solo se debe tener en
cuenta la disponibilidad de agua, sino también la demanda atmosférica, ya
gue una condicion de bajo suministro, pero de poca demanda, no
necesariamente establecera la condicién de déficit. A su vez, teniendo en
cuenta que existe un continuo entre el sistema suelo-planta-atmdésfera, las
caracteristicas del vegetal para responder tanto a la demanda como al
suministro también determinan si efectivamente hubo una condicién de

estrés.

Expresar los tratamientos en términos de potencial méatrico permite conocer
en qué medida se encuentra retenida el agua por el suelo de forma tal que
con valores menores al de marchitez permanente (-1,5MPa) el agua no se
encuentra disponible para la planta. Los resultados muestran que los
tratamientos fueron diferentes a lo largo de todo el periodo y que el mas
limitante (CD) se encontré proximo al incremento exponencial de potencial
matrico sin llegar al punto de marchitez permanente, por lo que existieron
condiciones de suministro capaces de establecer una situacion de déficit

hidrico.

Por otro lado, teniendo en cuenta los resultados de temperatura y DPV, se
puede caracterizar el estado de demanda. Los registros de temperatura
indican que en todo momento hubo valores medios entre 20 y 40 grados; sin
embargo, las maximas superan los 40 grados y llegan a superar los 50
grados en algunos momentos. El DPV en todo momento tomé valores por
encima de los 2 KPa, por lo que, teniendo en cuenta el trabajo de Amitrano
et al. (2019), se espera que este imponga efectos negativos sobre el

metabolismo general de la planta.
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Finalmente, los materiales presentaron signos de déficit hidrico a través del
consumo Yy la conductancia. EI consumo de agua a lo largo del periodo fue
menor y mas estable en la CD en todos los clones menos gl. En el mismo
sentido se comportaron los valores de conductancia en T1. En T2 gl
presentd conductancias diferentes segun el tratamiento, mientras que gt las
igualé. ElI menor consumo asociado a valores de conductancia bajos es
evidencia de gue existe regulacion estoméatica, como proponen Beardsell y
Cohen (1975). Teniendo en cuenta las variables en conjunto, se puede
afirmar que hay condiciones fisiologicas en la planta que denotan una
condicion de déficit hidrico en todos los clones, menos en g1, en la primera
medicién. Mientras que, al cambiar a la segunda, gt es el Unico que iguala
las variables de intercambio gaseoso, por lo que el clon muestra indicios de

aclimatacion en el tiempo.

La evolucién de la altura por condicién hidrica permite reafirmar lo dicho, ya
que, teniendo en cuenta que se trata de una variable de crecimiento y que
se ve afectada por la falta de turgencia (Myers y Neales, 1986), menor altura

denota menor turgencia.

4.2 ASIMILACION NETA 'Y CONDUCTANCIA

La capacidad de asimilar CO2 se vio afectada de manera diferente
dependiendo del clon y del momento. En T1, se identificaron dos
comportamientos. Por un lado, g1, g2 y gc mantuvieron su capacidad de
asimilacion independientemente de la condicién hidrica, mientras que gt
presentd mayor An en CD, lo cual se aleja de lo esperado. En este ultimo
caso, gs también fue menor, por lo que gt alcanz6 su maxima capacidad de
asimilacion con menor suministro de CO2 y menos suministro de agua. Los
clones g2 y gc presentaron valores de conductancia mayores en CC. Es
decir que a pesar de que el suministro de CO2 fue menos restringido, las

tasas de asimilacion fueron iguales o muy similares, o que nuevamente se
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aleja de lo esperado, dado que en C3 mayor suministro se traduce en mayor
asimilacion. Finalmente, g1 no vario ni su conductancia ni An, por lo que no
muestra sintomas de estrés en estas variables y es el Unico clon que

muestra coordinacion entre Any gs y que se comporta como se espera.

En la T2, g1 disminuyé An en CD. En este caso también se registra una
disminucion en los valores de gs, lo que permite explicar el descenso en An.
Por otro lado, g2 repitid el comportamiento de T1, es decir que en CC no
alcanz6 tasas de asimilacion mayores dada una gs mayor. Los hibridos
desarrollaron tasas significativamente mayores de asimilacion en la
condicion déficit. Se diferencian en las gs asociadas, ya que gt las iguald,
mientras que gc tuvo menor gs en déficit. Nuevamente ocurren en g2, gc y gt
respuestas que se alejan de lo esperado para una condicion de déficit

hidrico.

En virtud de los resultados se pueden plantear dos escenarios. Por un lado,
en el caso de g1, el desempefio en An parece estar gobernado por gs, ya
gue ambas variables se mueven en el mismo sentido. En este caso, el
proceso la tasa de asimilacion parece estar gobernada por factores de tipo
estomatico y se alinea con los trabajos de Flexas y Medrano (2002), Zhou et
al. (2016) y Berenguer et al. (2018). Para el resto de los clones no se
identifica una asociacion directa entre gs y An, y, a su vez, sobresale el
hecho de que a pesar de presentar gs mayores en CC, no se desarrollen An
mayores. En este sentido, las limitantes a la asimilacion no son de tipo
estomatico. Una posible aproximacion para tratar de explicar dicha
descoordinacion es mediante el estudio del efecto del tratamiento en la fase
fotoquimica y evaluar si es en este punto en que hubo alguna clase de dafio,

gue explique las diferencias en An.
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4.3 FASE FOTOQUIMICA

Para comprender el resultado a nivel de tasa de asimilacion neta se pueden
estudiar aquellos factores no estomaticos que definen el potencial
fotosintético. El estudio de la particion de la energia permite saber si existen
diferencias en cuanto a la administraciéon de la radiacion que puedan limitar

la fase bioquimica.

En T1 el tratamiento tuvo efecto significativo sobre ®PSIl en gl y g2, pero
en diferente sentido, ya que gl incrementé ®PSIl en CC y g2 la disminuy®.
El cambio en g1 no pareciera afectar mayormente lo ocurrido a nivel de An
ya que, de ser asi, se esperaria una disminucibn mayor de An en la
condicion déficit. Por otro lado, en el caso de g2, ®PSII fue menor en CC, lo
gue puede ayudar a comprender por qué dicho clon no desarroll6 mayor An
a pesar de que gs fue mayor. Son pocos los trabajos que identifican mayor
valor de ®PSII en una condicion déficit, como es el caso de Berenguer et al.
(2018) que trabajan con el hibrido E. globulus x E. cypellocarpa y lo asocian
a incrementos en el contenido de carotenoides y su rol protector en contra

de las especies reactivas del oxigeno.

El clon gc no alteré ®PSII, por lo que el desempefio de la fase fotoquimica
no explica por qué en CC no se alcanza mayor An a pesar de la mayor gs.
Finalmente, con gt ocurre algo similar, ya que tampoco modific6 ®PSII; sin
embargo, desarrollé6 An significativamente menores en CC. En ambos casos
necesariamente tiene que existir algin factor de otra indole como pueden
ser cambios en la difusion de CO2 o dafios enziméticos que limiten el

potencial de asimilacion en CC.
En T2 el andlisis de varianza Unicamente capta el efecto significativo de la

condicion hidrica, por lo que solo se puede afirmar que la media de ®PSII de

la condicion control fue significativamente menor que la media de la
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condicion déficit. En este caso, no es posible analizar la condicion particular
de cada clon como si habilita la significancia en la interaccion G x CH, lo que
no permite captar que en el caso particular de gl las medias parecen ser
iguales. Sin embargo, a pesar de no poder hacer el andlisis caso a caso, los
datos indican que en la condicion control existe algun factor que hace que
®PSII caiga, lo cual nuevamente se aleja de lo esperado en una condicién

Unicamente de déficit hidrico.

En ambos momentos, los mecanismos de disipacién térmica en forma
regulada (PNPQ) responden en forma inversa a ®PSII, por lo que las hojas
cuentan con un mecanismo de fotoproteccion que les permite disipar el
exceso de energia, como es de esperar en las especies de eucalipto y

reafirma lo ocurrido en los trabajos de Piazza (2021) y Duhalde (2021).

4.4 PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

Dado que lo ocurrido a nivel de fluorescencia tiene correlato con la
composicion de pigmentos del PSII, mediante el estudio de las clorofilas y
los carotenos se puede dar sustento a los resultados de ®PSIl y ®NPQ
(Blankenship, 2014).

En T1, el contenido de clorofilas no se vio afectado significativamente por
ninguna fuente de variacion, lo que permite explicar los resultados en gc, gt
y g2 que, si bien el ultimo obtuvo diferentes ®PSII, no fueron marcados. El
clon g1 mantuvo el contenido; sin embargo, las diferencias entre ®PSII si

fueron marcadas.

En T2 ambos hibridos y g2 presentan mayor contenido de clorofila en la
CD, por lo que se explica el incremento en ®PSIl. Sin embargo, no se
espera que una planta presente mayor clorofila en dicha condicién (Hsiao,

1973; Mihailovic et al., 1997; Xue, 2011), a menos que presente alguna
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estrategia de tolerancia (Michelozzi et al., 1995, De Araujo et al., 2016). El
clon g1 tampoco modifico esta vez el contenido de clorofila, lo que también
aporta a la idea de que las medias de ®PSII son iguales y que la ausencia
de la interaccién G x CH en ®PSII se debe principalmente a la dispersion

en los datos.

De forma inversa responden los carotenoides que incrementan su contenido
en la condicién control, salvo en el caso de g1 que nuevamente no modifica
el resultado. Lo ocurrido en T2, permite comprender el aumento ®NPQ para

los clones en CC.

En sintesis, la cuantificacion de los pigmentos permite explicar, en la
mayoria de los casos, los resultados a nivel de la particion de la energia, por
lo que hay coherencia interna entre diferentes puntos del proceso
fotosintético como lo son la fase fotoquimica y el contenido de pigmentos. El
cambio en las respuestas entre momentos de medicidbn puede ser
consecuencia de la intensidad del factor de estrés, como proponen Maseda
y Fernandez (2006) o como muestran los resultados de Zhou et al. (2016).
Considerando la tasa de asimilacion neta, salvo en gl, los demas clones
presentaron menor clorofila asociada a menor An en la condicién control, lo

gue puede aportar a entender qué puntos del proceso fueron limitantes.

4.5 EFECTO DEL DEFICIT EN CONTEXTO DE ALTA TEMPERATURA

En vista de los resultados se puede afirmar que existieron condiciones para
establecer una condicién de déficit hidrico. Sin embargo, las respuestas
obtenidas no coinciden con lo esperado, ya que los efectos deprimidos
ocurrieron en condicion control. Tal es el caso de los hibridos y g2, que
diferentes variables fotosintéticas medias presentaron un desempefio inferior
en la condicién control, que no pudo ser explicado por medio de gs ni por

una condicion de déficit hidrico como Unico factor de estrés. En este sentido,
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se plantea considerar la temperatura en la que crecieron las plantas en el

invernaculo como posible factor de estrés.

Existen diversos estudios que analizan los efectos de la ocurrencia
simultdnea de diferentes factores de estrés. En su trabajo, Mittler (2006)
sostiene que, en condiciones normales, los diferentes tipos de estrés no
ocurren en forma aislada, sino que interactian entre ellos imprimiendo
efectos antagonicos o sinérgicos. Es por ello que deben estudiarse en
combinacién y no aislados. Diversos autores como Havaux (1992), Camejo
et al. (2005), Sainz (2009), Zsdfi et al. (2009) y Cui et al. (2015) proponen
gue existen evidencias en cultivos de papa, tomate, morrén, trigo, alfalfa y
vid que muestran que puede existir interaccion antagonica entre el déficit
hidrico y las elevadas temperaturas, de modo tal que el déficit induce
cambios que le otorgan a las plantas ventajas frente a las elevadas
temperaturas. Las estrategias tienen que ver con modificaciones en la
conformacién de los acidos grasos de los fosfolipidos o ajustes de tipo
osmotico a nivel de los cloroplastos que ayudan a mantener la integridad de

las membranas (Havaux, 1992, Nievola et al., 2017).

Los registros de temperatura indicaron que los valores superaron los
Optimos de temperatura para los eucaliptos utilizados, por lo que esta
condicion pudo haber generado efectos adversos sobre la fotosintesis de las
plantas (Amitrano, 2019, Pallardy, 2008, Brussa, 1994). Los resultados en
T1 indicaron que g2, gc y gt en condicién control dieron indicios de limitantes
de tipo no estomaticas, ya que no alcanzaron mayores tasas dada la mayor
conductancia. En el caso de g2, la limitante se podria asociar a la
disminucion en valor de ®PSII. En gc y gt la menor An no se explica desde
la fase fotoquimica, por lo que se puede plantear la ocurrencia de problemas
a nivel enzimatico en la fase bioquimica, lo que es de esperar que ocurra en

plantas que no sean termotolerantes (Berry y Bjorkman, 1980).

49



En T2 los mismos clones presentaron limitantes de tipo no estomatico y su
comportamiento se acentud en la medida en que incremento la intensidad de
ambos factores de estrés en el tiempo. Ninguno de los tres clones en
condicién control alcanzoé las tasas de asimilacion esperadas dada la mayor
conductancia. En estos casos, la particion de la energia se desplazé hacia el
incremento en la disipacion térmica regulada y la disminucién en la energia
destinada a transferir electrones, al mismo tiempo que incrementé los
niveles de carotenoides y redujeron los de clorofilas. Todas estas respuestas

coinciden con lo esperable en plantas no termo tolerantes.

En ambos momentos de medicidon, g2, gc y gt en condicién control
presentaron un comportamiento sin indicios de déficit hidrico, aunque con
efectos que se asemejan al estrés térmico. Por lo que hay evidencias para
proponer la ocurrencia de efectos antagonicos entre los factores de estrés.
En este sentido, las plantas en condicidn control presentaron un desempefio
inferior al esperado, posiblemente porque no pasaron los procesos de
rusificacion que induce el déficit hidrico previo y, por lo tanto, no adquirieron

termotolerancia.

4.6 DEFICIT HIDRICO Y CRECIMIENTO

En CC las plantas siguen un patrén de crecimiento que se ajusta a lo
propuesto para la variacion estacional del crecimiento, ya que, en la medida
en que la demanda atmosférica incrementa en el verano como consecuencia
del aumento de la temperatura, ocurren dos fenédmenos. Por un lado, se
intensifica la condicion de déficit y, por el otro, las temperaturas se alejan
aun mas de los Optimos de las especies. Las plantas en déficit no
respondieron a la estacionalidad en el crecimiento, posiblemente por ver

afectada la dindmica estomética y por la falta de turgencia.
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Si bien en la CD se desarrollaron mayores o iguales An, el crecimiento no
respondio de la misma forma. Tal es el caso de los hibridos, que
desarrollaron iguales o0 mayores tasas con riego restringido; sin embargo, la
altura de las plantas en la condicién control fue significativamente mayor. En
el caso de g2, su An se mantuvo igual en ambas condiciones, mientras que
la altura CC fue mayor, por lo que, nuevamente, queda en evidencia que
entre el desempefio fotosintético y el crecimiento existen otros procesos
como puede ser cambios en la eficiencia en el uso del agua que pueden
interferir en una relacion mas directa. También se podria plantear que el
estudio de la fotosintesis con base en la hoja no permite trasladar las

respuestas a un proceso mayor como lo es el crecimiento.

El clon g1 desarrollo alturas diferentes entre condiciones hidricas, aunque
dicho cambio no ocurrié en el mismo grado que en el resto de los materiales.
En este caso en particular, los diferentes aspectos de la fotosintesis
tampoco presentaron grandes diferencias. Se podria plantear que tanto los
efectos del tratamiento como los de la temperatura no fueron Io
suficientemente severos como para acentuar las diferencias entre
tratamientos. El nivel de estrés al que se indujo a este clon fue menor que en

el resto de los clones.
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5. CONCLUSIONES

1) La condicién hidrica de -0,30 MPa establece una condicion de déficit

hidrico en todos los clones en diferentes momentos y magnitud.

2) Los clones de Eucalyptus spp. presentaron diferentes estrategias de
respuesta al déficit hidrico asociado a elevadas temperaturas. El clon g1
presento limitantes de tipo estomaticas, mientras que g2, gc y gt presentaron
limitantes en la fase fotoquimica de la fotosintesis. Los tipos de respuestas

depende de la duracidn del tratamiento y de la intensidad del tratamiento.
3) Existen marcadores que permiten identificar mecanismos de tolerancia. El
contenido de pigmentos y la tasa de asimilacion neta se modificaron de la

misma forma en el largo plazo.

4) El déficit hidrico limitd el crecimiento de todos los clones y no tuvo

relacion directa con los cambios en la tasa de asimilacion neta.
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7. ANEXOS

A continuacion, se presenta un articulo cientifico como parte de los
requisitos para obtener el titulo de magister en Ciencias Agrarias (Facultad
de Agronomia, UdelaR). El formato elegido corresponde a la revista
Agrociencia (Chile) y las instrucciones para autores se encuentran

disponibles en: http://agro-ciencia.cl/web/instruccion-para-los-auto
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