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Respuestas fisiologicas y bioquimicas al déficit
hidrico en eucaliptos de interés forestal y su relacion
con la tolerancia cruzada a sequia y heladas
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Introducciéon

El estrés abidtico representa una limitante para las
plantaciones de eucalipto, especialmente en etapas
iniciales del cultivo. Asi, las heladas y el estrés hidri-
co, de forma aislada o combinados, pueden tener gran
impacto al provocar deshidratacion celular, dafios en
membranas y biomoléculas, y en casos mas extremos,
la pérdida de conductividad hidraulica por cavitacion.
Sin embargo, las plantas son capaces de activar cam-
bios fisioldgicos y bioquimicos para tolerar el impac-
to de estos estreses y prevenir el dafio (Gusta & Wis-
niewski 2013; Firtauer et al. 2019; Mukarram et al.
2020). Notablemente, existen mecanismos de toleran-
cia compartidos para la sequia y la congelacion, como
la acumulacion de solutos compatibles como azticares
o aminoacidos, que contribuyen a la prevenciéon de
la deshidratacién y a la proteccion de las membranas
celulares (Beck et al. 2007). Identificar estos mecanis-
mos en especies de eucaliptos de interés forestal, es
clave para la aplicacion de técnicas de mejoramiento
genético. En este trabajo se evaluaron las respuestas
a nivel fisiolégico y bioquimico de plantines de Eu-
calyptus grandis, Eucalyptus benthamii, Eucalyptus
dunnii y un clon hibrido E. grandis x E. camaldulensis
expuestos a estrés hidrico, y su relacion con la toleran-
cia sequia y congelacion.

Materiales y Métodos

Plantines de E. grandis (Eg), E. benthamii (Eb), E.
dunnii (Ed), y un clon de E. grandis x E. camaldulensis
GC_INTA_27 (GC) de 90 dias fueron transplantados
a macetas de 2 L y cultivados por 45 dias, siendo las
macetas irrigadas a saturacion, drenadas y manteni-
das en bolsas de plastico para evitar la evaporacion. Se
aplicaron dos regimenes de riego (tratamientos): 100
% (C, control) y 25 % (D, estrés hidrico) de reposicion
de agua transpirada (valores obtenidos por diferen-
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cia de peso) cada dos dias durante 20 dias. Luego, se
muestrearon hojas (3.er y 4.a) de 10 plantas por trata-
miento y se evalud la tolerancia a congelaciéon median-
te ensayos de pérdida de electrolitos (EL; Thalhammer
et al. 2014) a cuatro temperaturas de congelacion (0,
-2, -4y -6 °C). Adicionalmente, se conservaron a -80
°C hojas (5 plantas por tratamiento) para ensayos de
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masa (GCMS) y medidas espectrofotométricas de
metabolitos (Oberschelp et al. 2020, 2022). Se evalu6
el contenido relativo de agua (RWC), el contenido
de materia seca en hojas (LDW), raices (RDW), ta-
llo (SDW) y su porcentaje (PDW), el drea foliar total
(LA), el area foliar especifica (SLA) y la eficiencia en el
uso del agua (WUE), en cinco plantas por tratamien-
to. Para evaluar la tolerancia a sequia y la capacidad
de recuperacion, se excluy6 del riego por 10 dias a las
plantas de los tratamientos C y D, volviendo éstas a
riego completo por 45 dias. Luego, se evalud el dafio
en las plantas con una escala de 0 o 1 (sin y con dafio
en tallo) y el nimero de rebrotes basales. Los datos se
analizaron y graficaron en R, con los paquetes ‘em-
means, ‘mulcomp, ‘FactoMineR’ y ‘ggplot2’ El mapa
de calor fue generado con MeV (TM4).

Resultados

Tolerancia a congelacion y sequia en plantas

Eb y Ed presentaron menores niveles de dafio por
congelacion (menor EL) a -2 °C, tanto para plantas C
como D, y evidenciaron un aumento de la tolerancia
a la congelacion con el tratamiento D, en especial Ed
con bajos valores de dafio a -4y -6°C (Figura 1A). Por
otra parte, Eg y GC presentaron tolerancia solamente
en plantas sometidas a estrés hidrico (D), siendo ésta
muy limitada en Eg (Figura 1A).

Se observaron altos niveles de dafio por exclusion total
de riego en Eg y Ed, independientemente del nivel de
estrés previo (C o D). GC en cambio manifesto poco
dano para las plantas C, mientras que Eb no manifestd
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Figura 1. A, Determinacion de tolerancia a congelacion (0, -2, -4, y -6 °C) por pérdida de electrolitos (EL) en hojas
deE. <grcmdis (Eg), E. benthamii (Eb), E. dunnii (Ed) y E. grandis x E. camaldulensis (GC). C, control; D, sequia.
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elerminacion de tolerancia a sequia por medida de dafio en plantas expuestas a restriccion total de riego por
10 dias. En A y B, diferentes letras indican puntos y barras, respectivamente, con diferencias significativas
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Figura 2. Contenido relativo de agua (RWC), porcentaje de materia seca (PDW&é drea foliar total SLA ), peso seco

de hojas (LDW) y drea foliar especifica Cgi%éq)ei% ]:D(.C(gzc;?ﬁs's (%g), E. benthamii
emmeans)’j p < 0,05).

E. caimaldulensis (GC) expuestas a con
can diferencias significativas (Ajuste de Tukey de

dafios significativos en ninguna de las dos condicio-
nes (Figura 1B). En todos los casos, el alto dafio en
los tallos se tradujo en pérdida de dominancia y en la
emergencia de brotes basales (no mostrado).

Respuesta fisiologica de las plantas

Los valores de RWC, LA, LDW y SLA disminuyeron
significativamente con el tratamiento D en Eg, Ed y
GC, mientras que los de PDW se incrementaron (Fi-
gura 2). Eb no mostré cambios significativos en RWC
y PDW, aunque presentd una disminucién en LA y
SLA (Figura 2). En todas las especies se observo un
incremento de la WUE con el tratamiento D (no mos-
trado).

b), E."dunnii (Ed

dy E. grandis x
(estrés hidrico) por 20 dias. Letras dife

iferentes indi-

Caracterizacion del metaboloma de las hojas en res-
puesta a los tratamientos

El estudio del metaboloma foliar permitié encontrar
ocho grupos (clusters) de metabolitos, algunos de
ellos conteniendo metabolitos con mayores niveles en
una especie, como el cluster VII para Eg (mayormen-
te monosacaridos), el cluster II en Eb (acido quinico,
myo inositol y algunos aminodcidos) y el V y el VI
en Ed y GC, respectivamente (Figura 3). Asimismo,
se observaron metabolitos incrementados por la res-
triccion hidrica (D) en Eb (cluster I, serina, prolina,
arginina y acido aspartico), o diferentes monosacari-
dos en Eg y GC (clusters VII y VIII), asi como acido
glutamico, citrico y sacarosa en Eb y Ed (cluster IV).
Llamativamente, la sacarosa, principal azucar soluble
en plantas, se encontr6é acumulada en Eg, Eb y Ed en
respuesta al tratamiento D (cluster IV).
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Figura 3. Mapa de calor del metaboloma foliar de E.
grandis (EEg), E. benthamii (Eb), E. dunnii (Ed) y E.
randis x E. camaldulensis (GC) para los tratamientos
(control) y D (sequia). Los datos se agrupan jerdr-
quicamente por patrones de metabolitos %oc 0 grupos,
numeros romanos). La escala muestra los valores mds
altos en rojo y los mds bajos en verde.

Integracion de las respuestas observadas

La integracion de los datos obtenidos mediante un
analisis de componentes principales permiti6 asociar
el 86 % de la variabilidad a 4 componentes, con el 56
% representado por las componentes 1y 2 (31,6 y 25
%, respectivamente). El andlisis grafico mostr6 que las
observaciones se agruparon segun los tratamientos
de estrés sobre la CP1 (Figura 4). A esta componen-
te contribuyen las medidas de pérdida de electrolitos

Individuals factor map (PCA)
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Figura 4. Andlisis de componentes principales para los datos de tolerancia, medidas fisiol
ara tratamientos y variables. E. grandis (Eg), E. benthamii (Eb

Biplot de componente 1 y
grandis x E. camaldulerisis (GC). C, control; D, sequia.
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(EL) a distintas temperaturas, LA, LDW, RDW, SDW,
almidon, y los acidos shikimico y galico, que en ge-
neral presentan altos valores para las muestras EgC,
EdCy GCC.

Por otra parte, las muestras bajo estrés (D) estuvieron
relacionadas por la CP1 a altos niveles de sacarosa,
myo inositol, arginina, acido aspartico, serina, pro-
lina, asi como altos valores de eficiencia del uso del
agua (WUE). La CP2 sugiere un ordenamiento a nivel
de especies, ya que agrupa a EbC y EbD en el extre-
mo superior. Asi, Eb se ubica con mayores niveles de
acido quinico, myo inositol, y altos valores de RWC,
mientras que las muestras correspondientes a Eg, Ed 'y
GC estuvieron asociadas a mayores valores de aztica-
res, galactinol, a dafio por restriccion de riego y altos
niveles de rebrote (Figura 4).

Discusion

Los estudios permitieron observar diferencias en las
respuestas al estrés hidrico entre las especies. Eb des-
tacd por una menor sensibilidad al tratamiento de se-
quia en cuanto a los parametros fisioldgicos medidos
y por una elevada tolerancia a la restriccion total de
riego, donde no evidencié dafno, un hecho no obser-
vado previamente para esta especie. Ademas, Eb mos-
tr6 tolerancia a la congelacién, en coincidencia con
Floriani et al. (2013) y Oberschelp et al. (2020, 2022).
Los estudios bioquimicos indicaron que en Eb se acu-
mulaban aminodcidos y solutos compatibles, como el
myo inositol o el acido quinico, recientemente asocia-
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dos a la tolerancia al frio en esta especie (Oberschelp
et al. 2022). Adicionalmente, existi6 en Eb y las otras
especies, una contribucion de distintos azucares a la
tolerancia los cuales podrian haber contribuido prin-
cipalmente a la tolerancia a la congelacion, hecho ya
reportado en otras especies (Mukarram et al. 2021;
Oberschelp et al. 2020, 2022).

Conclusiones

Los materiales genéticos ensayados presentaron res-
puestas diferenciales a la restriccion hidrica, asi como
también diferente tolerancia a sequia, donde destaco
Eb. Llamativamente, se observo tolerancia cruzada a
la congelacion, donde dos especies mostraron los ma-
yores niveles (Eb y Ed). Estudios bioquimicos asocia-
ron los elevados niveles de tolerancia cruzada a frio y
sequia en Eb con algunos metabolitos protectores, lo
que abre las puertas a identificar caracteres de mejora-
miento para especies de interés productivo.
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