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1. RESUMEN

Se estudio la respuesta fisioldgica a la sequia en tres especies de Protedceas de diferentes
requerimientos ecoldgicos creciendo en invernadero bajo las mismas condiciones. Se hipotetizd
que E. coccineum (Forst) (especie heliéfita y pionera) seria menos afectada por el déficit hidrico
que G. avellana (Mol) (especie semitolerante y eventualmente pionera) y que L. ferruginea
(Cav.) (umbrdéfila y no pionera). Se evalud el potencial hidrico del suelo y de las hojas, el
potencial osmotico foliar, el contenido relativo de agua de hojas (CRA(), acumulacién de solutos
compatibles (L-Prolina y carbohidratos solubles totales), tasa transpiratoria, eficiencia
fotoquimica del fotosistema Il (PSII) (Fv/Fmy @PSII) y la proporcion de biomasa raiz/vastago.
Inesperadamente el sustrato en que crecia L. ferruginea experimentd un menor descenso de su
potencial hidrico que E. coccineum y G. avellana, lo que se manifestd en mayores CRAf,
potenciales hidrico foliares y tasas de transpiracion. E. coccineum acumuld preferencialmente
carbohidratos solubles ante la sequia, mientras que G. avellana acumul6 mayormente L-prolina.
Al final del experimento se encontrd un descenso leve pero significativo en el Fv/Fm de E.
coccineum, mientras que el PSII descendid en las tres especies a baja y alta densidad de flujo
fotonico (DFF); siendo mayor el descenso a alta DFF. La proporcién raiz/vastago no varid
significativamente en las tres especies, durante el tratamiento.

Bajo las condiciones impuestas, las mayores diferencias fisioldgicas encontradas entre E.
coccineum y G. avellana, corresponden al tipo de soluto acumulado y a la cinética de respuesta
en algunos parametros fisioldgicos, como el potencial hidrico foliar, en periodos intermedios de
sequia. Sin embargo, fueron afectadas de la misma manera, al final del tratamiento de déficit
hidrico. L. ferruginea no estuvo sometida a un déficit hidrico intenso como las otras especies,

debido a su menor superficie foliar evaporativa.



1.1. SUMMARY

The physiological response to drought in three species of Proteaceas with different
ecological requirements growing under the same conditions in a green-house was studied. It was
hypothesized that E. coccineum (Forst) (heliophyte and pioneer species) would be less affected
by water deficit than G. avellana (Mol) (semitolerant and sometimes a pioneer species) and L
ferruginea. (Cav.) (umbrofila and non-pioneer species). The soil and leaf water potential and
osmotical leaf potential, relative water content of leaves (CRAf), accumulation of compatible
solutes (L-Prolina and total carbohydrates), transpiration rates, photochemical efficiency of
photosystem Il (PSIl) (Fv/Fm and @PSIl) and the proportion of biomass root/shoot were
evaluated. Unexpectedly the substrate in which L ferruginea grew, experienced a smaller
reduction of its water potential than E. coccineum and G. avellana, which was expressed in
greater leaf water potential and CRAf and transpiration rates. E. coccineum accumulated
preferential soluble carbohydrates during the drought, whereas G. avellana accumulated mainly
L-prolina. At the end of the experiment a slight but significant reduction in the Fv/Fm of E.
coccineum, was found whereas the PSII decreased in the three species at low and high photon
flux density (DFF); being greater the reduction to high DFF. The proportion root/shoot did not
vary significantly in the three species, during the treatment. Under the imposed conditions, the
greater physiological differences were found between E. coccineum and G. avellana,
corresponding with the type of accumulated solute and with the response kinetic of some
physiological parameters, such as the foliar water potential at intermediate periods of drought.
Nevertheless, they were affected in the same way, at the end of the treatment. L ferruginea was
not subjected to an intense a water deficit like the other species, due to their low evaporative

surface of leaves.



2. INTRODUCCION

2.1 Efectos del déficit hidrico sobre la fisiologia de las plantas.

La disponibilidad de agua es considerada como uno de los factores fundamentales en la
limitacion de la supervivencia, crecimiento y distribucion geogréafica de las plantas (Sakai &
Larcher, 1987; Lemcoff et al., 1994; Ruiz-Lozano, 2003). Las plantas responden a la falta de
agua con una serie de cambios morfolégicos, fisiolégicos y bioquimicos que les permiten resistir
en mayor o menor grado los trastornos producidos por el déficit hidrico (Ludlow, 1980; Larcher,
2003).

En climas templado-himedos como el predominante en la region austral de nuestro pais,
donde se desarrollan parcialmente los bosques de hoja caduca y en su totalidad los bosques
siempre verdes, se pueden presentar periodos de déficit hidrico en verano, por disminucion de la
pluviosidad o en invierno, por efecto de las bajas temperaturas que disminuyen la disponibilidad
de agua en el suelo (Weinberger 1973; Alberdi 1995). No obstante, es la sequia de verano, por
producirse en la época de crecimiento del vegetal, la que mas debiera afectar a este proceso.

Una exhaustiva revision sobre crecimiento de arboles sometidos a sequia demuestra que
aproximadamente 70-80% de los cambios en crecimiento, pueden ser explicados en base a déficit
de agua (Zahner, 1968).

La respuesta méas apreciable de las plantas frente al estrés hidrico, es la disminucion del
rendimiento fotosintético y transpiratorio y por ende del crecimiento. Ademas, se producen otras
manifestaciones bioquimicas, tales como, acumulacion de solutos compatibles, incremento del
grado de insaturacion de lipidos de membrana, cambios en la actividad de las enzimas, sintesis

de proteinas de estrés hidrico, etc., y morfoldgicas (disminucion del area foliar, aumento de los



revestimientos de ceras cuticulares, formacion de tricomas, aumento de los estratos foliares,
aumento del sistema radicular y disminucion del vastago, entre otras) (Levitt, 1980; Sakai &
Larcher, 1987; Taiz & Zeiger, 2002). Todas estas manifestaciones ayudan en menor o mayor
grado a que la planta reduzca la pérdida de agua aumentando su resistencia a la sequia, y por

ende, a los efectos nocivos de ella.

2.1.1 Efectos del déficit hidrico sobre el aparato fotosintético

El déficit hidrico provoca alteraciones del metabolismo, originando un distanciamiento de
las condiciones ideales de funcionamiento en las células fotosintéticas, aumentando la intensidad
de los factores que interacttan con el aparato fotosintético, tornandolos estresantes para la planta
en condiciones que antes no lo eran. Por ejemplo, se ha reportado que la energia luminica
necesaria para producir cierto grado de fotoinhibicion (inhibicion de la fotosintesis por exceso de
luz) es menor en presencia de varios estreses incluido el déficit hidrico (Krause, 1988; Demming-
Adams & Adams, 1992; Demming-Adams & Adams, 1996).

La inhibicion de la fotosintesis ante un déficit hidrico se debe en gran medida a que los
estomas en su rol regulador del balance hidrico, disminuyen su apertura para impedir la pérdida
de agua por transpiracion, al igual que cualquier intercambio gaseoso entre el interior de la hoja 'y
la atmdsfera (Bradford & Hsiao, 1982, Schultze, 1986; Yordanov et al., 2003). Esto impide la
entrada del anhidrido carbdnico (CO;) necesario para la fotosintesis (inhibicion estomaética)
(Cornic, 2000). Adicionalmente, Tezara et al. (1999), establecieron que en plantas de girasol
(Helianthus annuus L.) el estrés hidrico inhibia la fotosintesis por disminucién de las cantidades
de ATP-sintasa y de ATP, lo que se relaciond con una disminucion en la concentracion de

Ribulosa 1,5 bifosfato, la molécula necesaria para la fijacion del CO, por Rubisco.



Adicionalmente, se ha documentado que la disminucion de la fotosintesis en plantas bajo
déficit hidrico, produce perturbaciones en los procesos fotoquimicos claves para la fotosintesis
(Graan & Boyer, 1990; Lauer & Boyer, 1992, Flexas & Medrano, 2002). Particularmente el
fotosistema Il (PSII) ha demostrado ser muy susceptible al déficit hidrico. Varios estudios in vivo
indican que especificamente el complejo de evolucion de oxigeno del PSII es dafiado por estrés
hidrico (Canaani et al., 1986; Toivonen & Vidaver, 1988).

El andlisis de los fotosistemas por emision in vivo de fluorescencia de la clorofila a
constituye una herramienta sensible y muy facil de aplicar en la estimacion de los procesos
fotoquimicos de la fotosintesis, y por ende de este Gltimo proceso (Krause & Weiss, 1991).
Parametros tales como eficiencia cuantica maxima (Fv/Fm, fluorescencia variable/fluorescencia
maxima) y efectiva (@PSIl, Fm’-Fo’/Fm’) dan cuenta de la capacidad total y eficiencia efectiva
del aparato fotosintético ante condiciones de oscuridad y luz, respectivamente (ver material y
método). Sin embargo, @PSIl ha demostrado ser mas sensible que el Fv/Fm (Conming &

Jianhua, 1999), en plantas sometidas a deficit hidrico (Olivares et al, 2005).

2.1.2 Efectos sobre la tasa transpiratoria

El déficit hidrico provoca disminucion de la tasa transpiratoria (Taiz & Zeiger, 2002), la
que es regulada por los estomas y cuando se abren se establece un gradiente entre la camara sub-
estomatica y la atmdsfera circundante (que debe de poseer un potencial hidrico mas negativo),
entregadndose vapor de agua. Esta entrega estd asociada con la entrada de anhidrido carbonico
(CO,) necesario para la fotosintesis.

La apertura y cierre estoméatico se relacionan con cambios de turgor de las células

guardianas del estoma (Taiz & Zeiger, 2002; Levitt, 1980). Cuando éste aumenta el ostiolo (poro)



se abre, y cuando disminuye se cierra. A su vez, los cambios de turgor estan relacionados con
cambios quimicos en las células guardianas, tales como, acumulacion o disminucion de azUcares,
entrada o salida de potasio (K*) y acido abscisico ABA (Lauer & Boyer, 1992). Bajo condiciones
de sequia, el acido abscisico se traslada a los estomas, provocando cierre estomatico por pérdida
de turgor inducido por salida de K*. De esta manera, las plantas pueden mantener su estatus

hidrico, ain cuando adicionalmente se limite la entrada de anhidrido carbonico (CO,).

2.1.3 Estrés hidrico y acumulacion de solutos compatibles

Un mecanismo frecuente de resistencia a la sequia se relaciona con el incremento
carbohidratos, compuestos de amonio cuaternario e iones inorganicos; estos reciben el nombre de
solutos compatibles, debido a que a pesar de su alta concentracién en la célula no interfieren con
su normal funcionamiento (Taiz & Zeiger 2002). La funcién de estas moléculas en primera
instancia es, disminuir el potencial osmético y con ello desarrollar bajos potenciales hidricos
celulares con respecto al suelo, asegurandose de un buen abastecimiento de agua y manteniendo
con ello el turgor, lo que se denomina ajuste osmotico (Clifford et al., 1998).

Un aumento en la concentracion de solutos tales como aminoacidos, se han detectado
principalmente en hojas de muchas plantas como respuesta al déficit hidrico (Turner & Jones,
1980). En Ziziphus mauritiana sometida a sequia inducida por cese de riego, se ha reportado
aumento en las concentraciones de azUcares y prolina asociados con ajuste osmotico (Clifford et
al., 1998). Igualmente, plantulas de varias especies de Eucalyptus presentaron un ajuste osmotico
asociado a déficit hidrico y acumulacion de solutos compatibles (Lemcoff et al., 1994). En Rubus
spp cultivado bajo déficit hidrico, se ha reportado una mantencion de un potencial de turgencia

foliar positivo, en el momento de menor humedad del suelo, debido al descenso del potencial



osmotico. Estos cambios se asociaron con un aumento de 218% de prolina foliar, con respecto de
las plantas que se mantuvieron bajo riego constante, lo que sugiere que probablemente hubo
ajuste osmoético (Parra et al., 1999).

Maldonado (1992) en un estudio realizado en dos genotipos de Avena sativa L., demostro
que al inducir déficit hidrico con distintas concentraciones de solucion nutritiva de polietilén-
glicol (PEG 6000), se produce una acumulacién de prolina, ademas de la rapida aparicién de

proteinas de 37 kDa y 42 kDa, las que no estaban presentes en las plantas bien hidratadas.

2.1.4 Efectos del déficit hidrico sobre el crecimiento

Plantas sometidas a déficit hidrico, presentan, por lo general un mayor desarrollo radical
que del véstago, lo que se expresaria en un mayor cuociente raiz-vastago, con respecto a plantas
bien abastecidas hidricamente. Mayores antecedentes, en el punto 2.2 (Mecanismos generales de

las plantas para resistir el estrés de déficit hidrico).

2.2 Mecanismos generales de las plantas para resistir al estrés de déficit hidrico.

Los mecanismos de resistencia al estrés hidrico han sido agrupados en mecanismos de
evasion y de tolerancia (Levitt, 1980 y Ludlow, 1980). En los mecanismos de evasién, como su
nombre lo indica, la planta evade el déficit hidrico, favoreciendo la entrada de agua y
disminuyendo la pérdida, mientras que en los de tolerancia, el estrés hidrico es soportado, es
decir, se produce desecamiento acompariado de estabilizacion celular (Larcher, 2003).

Las plantas evasoras poseen tejidos muy sensibles a la deshidratacion (potencial hidrico
letal de -1,5 a -2,5 MPa, contenido hidrico relativo letal menor que 50%), y por ende, poseen

caracteristicas que les permiten evadir las situaciones de déficit hidrico, tales como la capacidad



de regular la proporcién raiz-vastago, aumentando la longitud del sistema radical, para tener
acceso a zonas hidricamente mejor abastecidas del suelo; cierre efectivo de los estomas al menor
indicio de sequia, aumento de la cantidad de estomas por unidad de superficie y reduccion del
tamarfio, hojas pequefias o abscision de las hojas senescentes, que permiten disminuir la superficie
transpiratoria; aumento del grosor de las ceras cuticulares, aumentando la resistencia a la entrega
de agua desde la hoja (menor transpiracion cuticular). Si bien la pérdida de agua por via cuticular
es pequefa (alrededor del 5 al 10% del total transpirado), bajo problemas de déficit hidrico se
torna de vital importancia (Larcher, 2003; Taiz & Zeiger, 2002).

Las plantas tolerantes pueden perder gran cantidad de agua desde sus protoplasmas
celulares, sin sufrir dafios graves. La capacidad limite de la planta o los tejidos para perder agua,
son medidos en base al contenido hidrico relativo (CRA), déficit de saturacion de agua o
potencial hidrico minimo capaz de producir el primer signo de dafio irreparable (umbral critico),
o0 sobre el potencial hidrico capaz de producir un 5 - 10 o 50% (DLso-dosis letal 50), de tejido
necrotico (Larcher, 2003).

Las plantas tolerantes poseen un potencial hidrico y osmético mas bajo que las especies
sensibles. Ademas, suelen presentar una resistencia plasmatica (Stocker, 1956) alta al
desecamiento, como se ha demostrado en algunas especies arboreas del bosque templado chileno
(Weinberger et al., 1973). En algunas especies, como las “resurrection plants” el desecamiento
puede ser tan intenso que los procesos fisiologicos se detienen, pero se reanudan con la
rehidratacion. En parte, esto es posible gracias a la sintesis o liberacién de proteinas (deshidrinas,
osmotinas y LEA —late embryogenesis abundant), metabolitos del stress (prolina, D-pinitol,
rafinosa, trialosa, p—dimetilsulfopropionato, espermita y glicina-betaina, entre otros) desde los

compartimentos almacenadores, que logran estabilizar la estructura celular (Larcher, 2003).



Los dos mecanismos descritos, evasion y tolerancia, pueden ser igualmente eficientes ante
una sequia, aun cuando es posible que ambos mecanismos se presenten simultdneamente (Ludlow

etal., 1985).

2.3 Caracteristicas de las especies de la familia Proteaceae

Cinco son las especies arboreas de la familia Proteaceae representadas en Chile,
Embothrium coccineum (J. R. et G. Foster) “Notro”, Gevuina avellana (Mol) “Avellano”,
Lomatia dentata (R. et P.) R. Br. “Avellanillo”, Lomatia ferruginea (Cav). R. Br. “Fuinque” y
Lomatia hirsuta (Lam.) Diles ex Macbr “Radal”, las cuales se restringen a la region Centro Sur y
Austral del pais, donde el clima es templado lluvioso con tendencia oceanica predominantemente
(Alberdi, 1995). Estas especies han sido caracterizadas por Weinberger (1974) en cuanto a los
factores microclimaticos bajo los cuales se regeneran espontdneamente. Basandonos en este
trabajo, seleccionamos para el presente estudio, tres especies que poseen diferentes
requerimientos ecolégicos de habitat (rango ecolégico), para su desarrollo, las que se describen a
continuacion.

E. coccineum es una especie heliofita sombra intolerante, de rapido crecimiento,
siempreverde facultativa (tropofita), es decir, elimina sus hojas en periodos desfavorables
(heladas) (Weinberger, 1974), pero sélo en estado adulto (Alberdi et al., 1985; Alberdi y Donoso,
2004). En Chile se distribuye de la Provincia de Curico (VII Region) hasta la Isla Hoste (XII
Regidn), y desde el nivel del mar hasta los 1.200 m s m, desarrollandose preferentemente en la
region situada al sur del Lago Llanquihue y Chiloé, siendo esta Gltima parte su centro de
dispersion (Rodriguez et al., 1983). En general, crece en suelos arenosos, livianos y himedos

(Rodriguez et al., 1983). También puede desarrollarse sobre escoria volcénica en los Andes,
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teniendo el rol de especie pionera (capacidad de establecerse en suelos denudados por accion
natural o antrépica) (Weinberger, 1974; Alberdi, 1995). Su presencia en los Nadis (tipo especial
de suelo) ubicados entre cordones montafiosos que pueden presentar fuertes inversiones térmicas
es también caracteristica (Alberdi y Donoso, 2004). En Mallines, formaciones vegetales donde
pueden producirse condiciones desfavorables de bajas temperaturas, heladas y nieve invernal e
inversiones térmicas en primavera e incluso verano (Alberdi et al., 1985; Alberdi, 2004), E.
coccineum se desarrolla sobre un suelo turboso. En la alta cordillera y regiones subantérticas,
adopta formas arbustivas. Esta especie es la que posee la mayor amplitud ecoldgica de entre las
proteaceas chilenas.

La siempre verde G. avellana, ocupa hébitats temperados y con reducidas fluctuaciones
térmicas (Weinberger, 1974). Es una especie de rapido crecimiento, que eventualmente puede
comportarse como pionera. Su regeneracion Optima se produce bajo el dosel del bosque y
posteriormente puede crecer en sitios mas iluminados (especie semitolerante). Crece
generalmente entremezclado con otras especies del bosque humedo, aunque a veces se le
encuentra en pequefios grupos aislados. Se distribuye desde la Provincia de Curico (VI Regién)
hasta las Islas Guaytecas (XI Region), preferentemente en los faldeos de ambas cordilleras
(Rodriguez et al., 1983)

Por otro lado, L. ferruginea, a diferencia de las demas especies de proteaceas estudiadas,
es la Unica restringida a condiciones de baja luminosidad (especie sombra-tolerante), alta
humedad edéafica, atmosférica y temperaturas frias del bosque lluvioso templado, creciendo al
resguardo del bosque. Se distribuye desde el Sur del Rio Bio-Bio (VII1 Regidn) hasta la Provincia
de Ultima Esperanza (X1l Region), entre los 5 — 1.125 m s. n. m., siendo méas abundante entre la

Provincia de Valdivia y la Isla de Chiloé.
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Debido a la habilidad contrastante de éstas Proteaceas para desarrollarse bajo condiciones
ambientales diferentes (intensidad luminica, temperatura, humedad edéfica y atmosférica) es
interesante conocer los cambios de las propiedades fisioldgicas ante un estrés hidrico inducido
bajo las mismas condiciones experimentales. Esto permitira, establecer si las preferencias de
habitat de estas especies se expresan en sus propiedades fisiologicas y ademas aclarar la

estrategia de colonizar sitios alterados en forma natural o antropica.

2.4 Hipotesis

Se postula que, de acuerdo al mayor carécter heliofitico y pionero de E. coccineum con
respecto a G. avellana (sombra semi-tolerante) y L. ferruginea (sombra-tolerante), su aparato
fotosintético deberia ser capaz de resistir en mayor grado un déficit hidrico que las otras especies,
presentando caracteristicas tipicas de plantas adaptadas a sequia, tales como una menor
transpiracion, mayor eficiencia fotoquimica, mayor acumulacion de solutos compatibles, y un
mayor cuociente entre la biomasa de la raiz versus vastago, que en las otras especies de la familia

Proteaceae.

2.5 Obijetivos
Objetivo general:
Evaluar la respuesta fisiol6gica a la sequia en plantulas de tres especies de Proteéaceas de
requerimientos ecol6gicos contrastantes, sometidas a deficit hidrico en condiciones controladas

de invernadero.
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Objetivos especificos:
Evaluar los cambios en los parametros hidricos foliares y edaficos (potencial hidrico, y
los contenidos relativos de agua) inducidos por déficit hidrico en plantulas.
Determinar el comportamiento transpiratorio ante el déficit hidrico en plantulas.
Determinar el efecto de la sequia sobre la eficiencia fotoquimica del fotosistema 1l
(PSII), evidenciada por el estudio in vivo de los parametros de fluorescencia de la
clorofila a en plantulas de Proteaceas.
Analizar la acumulacion de solutos compatibles, carbohidratos totales y prolina, en las
partes del cormo y hojas, respectivamente.
Determinar los cambios de la relacion raiz/vastago durante el tratamiento de déficit

hidrico en plantulas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Procedenciay obtencion de las plantas

Se trabajo con plantulas de 1 a 2 afios de edad de tres representantes de la familia
Proteaceae: Embothrium coccineum “Notro”, Gevuina avellana “Avellano” y Lomatia ferruginea
“Fuinque™, caracterizadas por poseer diferente rango ecoldgico. Un total de 30 plantulas de cada
especie, fueron recolectadas en un bosque de la Cordillera de Pichiquillaipe (41° 31’ S, 72° 45’
W), X Regidn, Chile, en el invierno del afio 2005, y fueron trasladadas al Invernadero del
Instituto de Boténica de la Universidad Austral de Chile en Valdivia, X Regién, Chile, para su

instalacién y acondicionamiento.

3.2 Instalacion y acondicionamiento de las plantas

Las plantulas fueron depositadas en maceteros de 1 litro, que contenian sustrato de tierra
de hoja y corteza de pino compostada en proporcion 1:1. Fueron regadas 2 a 3 veces por semana,
con agua Y solucion nutritiva completa (Phostrogen ®) alternadamente, por algunos meses, para
su acondicionamiento en invernadero. Previo al inicio del experimento, se determiné la capacidad
de campo del sustrato, asi como las curvas pF (relacion entre el potencial hidrico del suelo - #-y
su respectivo contenido relativo de agua (CRAs = CRA suelo), siguiendo las instrucciones de
Hartge & Horn (1992) en la forma descrita mas adelante. La importancia de esta conversion
radica en que el potencial hidrico, a diferencia del CRA, es una medida universal de la
disponibilidad de agua, que nos indica cuan fijada esta el agua al suelo (en unidades de presion —

MPa por lo general-), o cuanta energia es necesaria ejercer (en este caso particular por la planta)
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para obtener agua libre a partir de una fuente combinada, independientemente de la textura y

estructura del suelo.

3.3 Registro de las condiciones ambientales.

Se instal6 una estacion climatica portétil unida a un Data-Logger en el invernadero, la
cual registrd las condiciones de humedad relativa del aire (%HR), temperatura (°C), y densidad de
flujo foténico (umol m? s, DFF). La temperatura promedio méxima registrada al medio dia
durante el tratamiento fluctué entre 13°C y 30,5°C, mientras que la humedad relativa del aire
oscil6 entre 48,3 y 86,4%. La DFF maxima registrada al medio dia fue de 1.428 umol m? sty la

minima de 622,370 pmol m?s™.

3.4 Tratamiento de déficit hidrico

Transcurrido el acondicionamiento de las plantulas, éstas fueron regadas a capacidad de
campo maxima, dejando escurrir el exceso de agua por cerca de 1 hora, hasta peso constante. De
las 30 plantas iniciales de cada especie, 20 fueron sometidas a déficit hidrico por privacion de

riego y 10 se establecieron como control (Fig. 1). Sélo 5 de estas 10 plantas fueron retiradas para

determinar el contenido relativo de agua foliar (CRAf), el potencial hidrico (%) y osmotico

foliar (¥%¢), la concentracion de solutos compatibles y distribucion de biomasa total para el

tiempo cero (inicio) del tratamiento de déficit hidrico. Las otras cinco plantas control se
mantuvieron bien regadas con agua y nutrientes alternadamente y fueron sacrificadas al final del
tratamiento. De las 20 plantas destinadas a privacion de riego 10 fueron sacrificadas en el tiempo
intermedio y las restantes al final, determinandose en cada tiempo los parametros descritos arriba.

El experimento finalizé cuando las plantulas de E. coccineum mostraron marchites.
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Fig. 1. Diagrama de flujo del tratamiento de déficit hidrico. El asterisco en el esquema sefiala el tiempo
inicial, intermedio y final, respectivamente, en el cudl se realizaron las determinaciones descritas en el

texto (mas arriba) en las plantas durante el tratamiento de déficit hidrico.

3.5 Determinacion del potencial hidrico del suelo

El potencial hidrico del suelo se determind indirectamente a través de la determinacion
gravimétrica del contenido relativo de agua del suelo (CRAS), la que se asocid con sus respectivas
curvas pF.

El CRAs se determina mediante la siguiente relacion:

(Peso suelo hiumedo — Peso suelo seco) x 100

CRAs =
(Peso suelo a Capacidad de Campo — Peso suelo seco)

Las curvas pF nos permiten interpretar la distribucion de los poros en el suelo, al someter,
en envases de presion, muestras de suelo saturados de agua a presiones de 0.060, 0.0330, y
15,430 MPa. Estas presiones son capaces de desplazar el agua retenida en los poros de >50, entre

50 - 10, y entre 10 - 0,2 um de diametro, respectivamente. Estos intervalos de poros corresponden
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a los espacios ocupados por el agua de escurrimiento répido, lento, y de agua util,
respectivamente.

En el equilibrio de presion, la presion aplicada es igual a la fuerza con que esta retenida el
agua en el suelo (la medida de esta fuerza estd dada en unidades de presion (MPa) y se simboliza
como: ¥, potencial hidrico del suelo). La porosidad para cada una de las presiones se calcula de
una manera extensa y compleja (Hartge & Horn, 1992), por lo tanto, s6lo se mencionara que en
el proceso de caracterizar la porosidad del suelo se determina el porcentaje de agua volumen base

(Hv) para cada presién mediante la siguiente formula:

Psh - Pss

HV (60, 330, 15430 c.a) = Pss * Da * 100

Donde: Psh = Peso suelo himedo.
Pss = Peso suelo seco.
Da = Densidad aparente del suelo = Peso Suelo / Volumen suelo Total.

Por lo tanto, a cada presion aplicada le corresponde un CRAs. Esto permite establecer una
relacion entre las dos variables (CRAS versus #,).

Para este procedimiento, se registré semanalmente el peso de los maceteros completos. Al
momento de procesar las plantas para los andlisis bioquimicos, adicionalmente se determind el
peso de la planta y del macetero, para luego restar estas cantidades al peso obtenido en cada
semana. Luego se procedio a secar el suelo en cdmaras de secado a 90 °C por 2 dias, hasta peso

constante. Por diferencia de peso entre el peso himedo y el suelo seco y conociendo el peso de
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saturacion, se determino el CRAs en cada momento del registro semanal, el cuél se transformo a

potencial hidrico ¥,.

3.6 Determinacion del contenido relativo de agua foliar

Para determinar el CRAf se pesO la hoja fresca recién cortada y se sumergié en agua
destilada dentro de un tubo de plastico, luego de pasados 48 horas se pesO y se procedio a
secarlas por 72 horas a 80 °C para luego ser pesadas nuevamente, de esta manera se obtuvo los
parametros necesarios para calcular el CRAf, cuya férmula es la siguiente:

CRAf = Peso hoja fresca — Peso hoja seca

Peso hoja saturada de agua — Peso hoja seca

3.7 Determinacion del potencial hidrico (W) y osmético (¥,) foliar

3.7.1 Potencial hidrico (¥,¢) foliar

Este fue evaluado por medio de una camara de presién (Modelo PMS-1000, U.S.A),
segun el método de Scholander et al. (1964) (Fig. 2). Primeramente se separ6 la hoja del tallo
bajo agua destilada, para evitar entrada de aire a los haces conductores, la que fue insertada en la
camara de la bomba, de tal forma que el peciolo sobresaliera de ella (Fig. 2). El peciolo fue
aprisionado con una goma perforada, de modo de evitar escape de presion por los alrededores
cuando ésta sea aplicada. Se midi6 inmediatamente el potencial hidrico foliar, aplicando una
presion conocida de nitrégeno (N2) gaseoso por el lado lateral de la bomba. Como consecuencia
de la presion ejercida se liberd una gota de agua proveniente de las columnas del xilema del
peciolo. La presion necesaria para la liberacion de la gota corresponde al potencial hidrico

xilematico de la hoja (potencial hidrico foliar) que se leyé en el mandémetro ubicado lateralmente.
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Para cambiar la muestra se despresuriza la cAmara abriendo la llave ubicada en el lado opuesto a

la entrada del gas.

Rubber gasket

Cut
‘/surface\

Pressure

] /gauge

(B) (<)
Water Water Water column
column column when

in xylem after pressure
before excision balance (P} is
—Compressed-~ gxcision reached

gas
Chamber  c¥linder

Fig. 2. Procedimiento para determinar el potencial hidrico foliar mediante camara de presion
(segin el método de Scholander). Esquema tomado de Taiz & Zeiger, del sitio Web Plant

Physiology Web Topic 3.5.

3.7.2 Potencial osmético (% ) foliar

El potencial osmotico foliar fue determinado por el método psicrométrico de acuerdo a
instrucciones de Brown, R. & Oosterhuis, M. (1992), con modificaciones. Este equipo esta
dotado de una camara portadora de un sensor de termocupla (L-51) acoplado a un
microvoltimetro psicrométrico (HR-33T, Wescor Inc., Logan, UT). Para ello se tomé una hoja
de cada plantula y se hidrat6 por 48 h en agua destilada, el liquido celular fue extraido con jeringa
y depositado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml, luego de homogeneizarse con un Vortex se dejo
caer una pequefia gota en un papel filtro N°1, el cuél se introdujo en el sensor de la cAmara para
ser medido en el laboratorio en condiciones ambientales constantes.

El principio subyacente de este método radica en la capacidad de los solutos de limitar la

libertad del agua manteniéndola aferrada a ellos (a mayor cantidad de solutos mas negativo es el
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potencial osmatico - ¥, -), impidiendo su evaporacion, por lo tanto la humedad relativa dentro

del sensor de la camara es menor si hay solutos en la solucion que si estuviera Unicamente con
agua a una misma temperatura. Para que el agua evaporada vuelva al estado liquido, es necesario
bajar la temperatura de manera directamente proporcional a la cantidad de vapor de agua
contenida en el volumen de aire.

Las diferencias de temperaturas entre la union de la termo-cupla y la referencia interna
hacen que haya una diferencia de potencial eléctrico, que el equipo mide en pVolt, ya que ésta es

muy pequefia. Por lo tanto, el potencial osmético es proporcional a la diferencia de potencial
eléctrico, de estd manera se puede estimar el ¥#;.

Estas determinaciones fueron hechas en tres tiempos, al inicio del tratamiento de sequia, a

la mitad y al final.

3.8 Funcionalidad del aparato fotosintético

Se establecio en base a la emision de fluorescencia de la clorofila a del fotosistema Il
(PSII) del aparato fotosintético, utilizando un fluorimetro modulado portatil (FMS1, Hansatech,
Reino Unido), el cual es un método no intrusivo y que por lo tanto, permite medir “in vivo™ los
cambios de fluorescencia de las hojas.

Para una mejor comprension de la operatividad de este método debe tenerse en cuenta
que, la energia luminica absorbida por las moléculas de clorofila en la hoja puede tener tres rutas:
ser transferida hasta los centros de reaccion y producir fotosintesis (fotoquimica), ser
transformada y disipada en forma de calor, o ser re-emitida en forma de fluorescencia (emision

de un foton atenuado). Estos tres procesos compiten entre si, de manera que cuando uno aumenta,
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los otros disminuyen su rendimiento (Taiz & Zeiger, 2003; Krause & Weis, 1991; Maxwell &
Johnson, 2000).

Cuando la planta est4 en oscuridad los tres procesos estan detenidos, y los centros de
reaccion del PSII estdn oxidados o abiertos (sin electrones). Cuando la planta es sometida a una
condicidn de luz intensa, la emision de fluorescencia aumenta desde un nivel minimo (Fo) hasta
un maximo (Fm). Luego de que las enzimas encargadas del metabolismo del carbono son
activadas, los estomas abiertos permiten la entrada de CO, produciéndose fotosintesis,
disminuyendo asi la emision de fluorescencia paulatinamente, tardando varios minutos en
estabilizarse, dependiendo de la especie (Baker, 1993; Maxwell & Johnson, 2000).

El espectro de fluorescencia es diferente al de la luz absorbida, siendo el pick de
fluorescencia de menor longitud de onda que el de la luz absorbida. De esta manera se puede

discriminar entre fluorescencia y la luz entrante.

3.8.1 Procedimiento para la determinacion de fluorescencia

Se oscurecieron las hojas con una pinza especial, durante 30 minutos, con el fin de que los
centros de reaccidn se encuentren abiertos. Luego se aplicaron pulsos de luz de intensidad y
duracién determinadas y se obtuvo el siguiente parametro:

Fo = fluorescencia minima o basal, luego de aplicar una luz de medida de baja intensidad.

Fm = fluorescencia méaxima, luego de aplicar una intensidad saturante de luz.

(Fm — Fo)/Fm = Fv/Fm. Este pardmetro estima la eficiencia fotoquimica méxima o
potencial del PSII, cuando todos los centros de reaccion estan abiertos (Maxwell & Jonson 2000).

Los valores éptimos para este pardmetro son de alrededor de 0.83 (Bjérkman & Demming, 1987).
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A continuacion se establecio la eficiencia fotoquimica efectiva o rendimiento cuantico
efectivo del PSII, mediante la siguiente relacion:

@PSII = (Fm’- Ft) / Fm’; donde Fm’ corresponde a la méxima fluorescencia emitida por
una hoja adaptada a la luz, luego de ser aplicado una intensidad de luz saturante y Ft es la
fluorescencia producida en un estado estable de fotosintesis luego de aplicar continuamente luz
actinica de una intensidad fijada por los requerimientos del experimento. Este pardmetro mide la
proporcion de la luz absorbida por la clorofila asociada con el PSII que es usada efectivamente en
la via fotoquimica bajo condiciones de luz (Maxwell & Jonson, 2000).

Este ultimo parametro se obtuvo al aplicar, por un periodo de 4 minutos, dos intensidades
de luz actinica alternadamente, una de 100 y otra de 400 umol fotones m™? s™, de tal manera que
el aparato fotosintético se adapte a la nueva condicion luminica, dando origen a Ft, antes de que
sea aplicado el pulso de saturacion que origina Fm’. Estas intensidades fueron definidas a priori
por una curva de eficiencia fotoquimica versus intensidad de luz. Las dos intensidades de luz
corresponden a un nivel normal y de saturacion, respectivamente, para las especies estudiadas.

Las determinaciones de @PSlI fueron hechas cada 20 dias, desde el inicio del experimento.

3.9 Tasa de transpiracion
La tasa de transpiracion total fue registrada con un Analizador de Gases Infrarrojos
(IRGA ADC-LCA4- Analytical Development Co. England), expresada en mmol H,0 gy m?s™.
Antes de iniciar el tratamiento de déficit hidrico se realiz6 un registro de la variacion
diaria de la tasa de transpiracion en las tres especies, con la finalidad de determinar las horas a las
cuales se presenta el méximo de transpiracion, para asi utilizar este intervalo de tiempo en las

mediciones posteriores. Este analisis reportd que entre las 12:00 y 15:00 horas, se producia la
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maxima transpiracion en las tres especies. Por lo tanto, las mediciones fueron hechas dentro de
este rango horario, cada 20 dias, desde el inicio del experimento. La transpiracion medida por
este equipo representa la transpiracion de una determinada superficie foliar, la que es igual para

las tres especies, independiente de la superficie foliar total.

3.10 Determinacion de los solutos compatibles
3.10.1 Determinacion del contenido de prolina

El contenido de prolina fue determinado por el método de Bates et al. (1973), para lo cuél
se macerd 0.2 g de tejido foliar fresco en un mortero con ayuda de nitrégeno liquido, y se
homogeneizd con 10 ml de acido sulfosalicilico 3%. La pasta resultante fue filtrada en papel
filtro, y del liquido libre de tejido foliar se tom6 una alicuota de 2 ml al cual se le agregaron 2 ml
de &cido acético glacial y 2 ml de nihidrina (compuesto que al reaccionar con prolina a pH acido
forma un complejo coloreado). Este conjunto se agito en Vortex por 15 sy se dejo incubar a bafio
termorregulado por 1 h a 100°C. Se retiraron los tubos y se enfriaron en hielo rapidamente. Se
afiadio 4 ml de tolueno y se agit6 por 30 s. La fase superior (tolueno + complejo coloreado) se
retir6 con pipeta Pasteur. Se leyo la absorbancia a 546 nm en el espectrofotometro y los valores

se interpolaron en la curva de calibracion hecha con estandar de L-prolina.

3.10.2 Determinacion de los carbohidratos solubles totales

Carbohidratos solubles totales (CST) en hojas, tallo y raices fueron determinados por
medio del método descrito por Zufiga-Feest et al. (2003). Se pesaron 0.2 g de tejido fresco, el
que fue pulverizado con nitrégeno liquido en un mortero y homogeneizado con 6 ml de etanol al

80%, para luego ser incubado por 30 min a 60°C en bafio termorregulado. Posteriormente se
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centrifugo por 30 min a 10.000 rpm y desde el sobrenadante se tomé una alicuota de 200 pl el
cudl se diluy6 en 800 pl de agua destilada en un tubo de ensayo, a esta solucién se le agregaron
250 pl de Resorcinol al 1% junto con 1,75 ml de HCI 37%. Luego se incubd durante 8 min a
80°C. Se ley0 la absorbancia a 520 nm y se estimo6 su concentracién en la curva de calibracion

hecha con estandar de sacarosa. Por lo tanto, los CST se expresan en base a sacarosa.

3.11 Determinacion de la distribucion de biomasa

Se determind gravimétricamente por medio de una balanza de precision (APX-203,
Denver Instrument). Se estableci6 el cuociente raiz/vastago como otro indicador de la respuesta

al estrés por sequia (Larcher, 2003).
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4. RESULTADOS

4.1 Potencial hidrico del suelo

El potencial hidrico del suelo (% suelo) disminuyé en las tres especies con respecto al
inicio del experimento (Fig. 3). E. coccineum y G. avellana manifestaron el mayor descenso, -
2,58 MPa y -2,61 MPa, respectivamente. Al término del experimento, no asi L. ferruginea que
disminuyé sélo hasta -0,74 MPa. Los valores promedios registrados para E. coccineum son mas
bajos en cada punto de la curva que los de G. avellana, a excepcion del dia 63 en que
practicamente se igualan. Los valores de Wy, del suelo y la tasa de descenso de éste (AW}, suelo x
dia®, pendiente de la curva) son semejantes hasta los 27 dfas, entre G. avellana y E. coccineum.
Sin embargo, desde este dia en adelante la tasa de G. avellana se mantiene en un valor que rodea
los 0,04 MPa x dia™ hasta el final del tratamiento, no asi E. coccineum que presenta un A¥suelo
x dia™® de 0,073 que diminuye drésticamente a 0,017 MPa x dia™ desde el dia 45. L. ferruginea
disminuye poco, a razén de 0,003 MPa x dia™ los primeros 20 dias, para luego mantener una tasa
de alrededor 0,015 MPa x dia™ hasta el término del experimento, llegando hasta 0,74 MPa al

término del experimento.
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4.2 Parametros hidricos foliares
4.2.1 Contenido relativo de agua foliar

El contenido relativo de agua foliar (CRA) inicial fue similar entre E. coccineum vy L.
ferruginea £ 97,20%, siendo G. avellana mas bajo que los demas (87,20%) (Fig. 4). Las curvas
de CRAf durante el tratamiento de sequia muestran un descenso marcado (P<0,05), en relacién a
la condicion inicial del experimento. Este descenso fue mucho mayor en E. coccineum y G.
avellana que en L. ferruginea. También hubo diferencias significativas entre el CRAf inicial y
final de las plantas irrigadas (controles). En L. ferruginea no se presentaron diferencias en el
CRAT al final del tratamiento entre las plantas sometidas a sequia y las irrigadas.

La disminucion porcentual, entre el inicio del experimento y las plantulas en déficit
hidrico, a distintos tiempos, y en comparacion a su respectivo control, a los 63 dias, se indica en
la Tabla 1. Segun esta tabla, entre el inicio (punto 0) y los 63 dias de experimento, todas las
plantas irrigadas, independiente de la especie, experimentan una disminucion del CRAf, siendo
mas marcada esta situacion en G. avellana. Este descenso fue mucho mas marcado en las
plantulas sometidas a déficit hidrico. Todas las especies en déficit hidrico, disminuyeron el CRAf
en la primera mitad del tratamiento (0 - 27 dias) para luego disminuir en menor proporcion en la
segunda mitad (27 — 63 dias), siendo L. ferruginea el que lo hace en una menor proporcion en las
dos etapas, disminuyendo durante todo el tratamiento, un total de 11,31%. La disminucion del
CRAf en la primera etapa, en plantulas en déficit hidrico, entre E. coccineum y G. avellana es

similar (19%), pero en la segunda mitad G. avellana disminuye un 86% mas que E. coccineum.
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Fig. 4. Contenido relativo de agua foliar en tres tiempos del tratamiento en plantas control y sin riego de E. coccineum, G. avellana
y L. ferruginea. Letras mindsculas distintas indican diferencias significativas en el CRAf dentro de la especie, entre los dias sin

riego y letras mayusculas distintas indican diferencias significativas en el CRAf entre las especies, medidas a un mismo tiempo. Los

resultados son promedios de 5 réplicas + error estandar.
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Tabla 1. Porcentajes de disminucion del CRAf, entre distintos tiempos de tratamiento. 0 = inicio,
en plantulas de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Variaciones entre el 0 y 63 dias en
plantulas hidratadas, sugieren cambios normales en las plantulas. El asterisco indica diferencias

significativas entre los dias comparados.

% disminucién

plantulas . . Respecto al
hidratadas plantulas en sequia Control
espetie—%°  0-63 027  27-63  0-63  63ctrl-63 seq
E. coccineum 12,740* 19,776* 5,776 24,401* 13,364*
G. avellana 20,841*  19,479* 10,757 28,141* 9,222

L. ferruginea 12,163* 7,774* 3,835  11,311* -0,970
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4.2.2 Potencial hidrico foliar

Los potenciales hidricos foliares (¥f) disminuyeron significativamente al término del
experimento a -1,98 MPay -2,05 MPa en E. coccineum y G. avellana, respectivamente (Fig 5). L.
ferruginea no manifesto diferencia significativa con la condicion de su control, pero fue la Unica
especie que tuvo diferencias entre el tiempo 0 y 63 dias en las plantas bien hidratadas. G.
avellana manifesto un descenso inmediato a los 27 dias de transcurrido el déficit hidrico, siendo

esta diferencia significativa (P<0,05) en relacion a las demas especies.

25

E. coccineum a4 G. avellana L. ferruginea
—A— Sinriego
20 —O— Control 1 1 i
<
O 15 + + i
=
3
2 1
> e ra
05 + T+ .
" Aa
0,0 T T T T T T T T T
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Dias de tratamiento

Fig 5. Potencial hidrico foliar a través del tratamiento de sequia en plantas irrigadas y sometidas a
déficit hidrico, en plantulas de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Los valores son
promedios de 4 réplicas £ error estandar. Letras mindsculas diferentes, indican diferencias
significativas entre los dias de tratamiento, control y sequia, para una misma especie. Letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas entre las especies dentro de un tratamiento,

en un mismo dia.
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4.2.3 Potencial osmético foliar

El potencial osmoético foliar (¥;) no mostré diferencias significativas (P > 0,05) en las
plantulas sometidas a déficit hidrico, dentro de las especies consideradas (Fig 6). Las plantulas
control (final del tratamiento) de E. coccineum y G. avellana aumentaron el ¥, con respecto a la
condicion inicial, intermedia y final de %, de las plantulas en deficit hidrico, siendo marcada en
G. avellana. L. ferruginea no manifestd esta disminucién en el ¥, de sus plantulas control

durante el tratamiento.
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Fig 6. Variacion del potencial osmdtico foliar a través del tratamiento de déficit hidrico, en
plantulas de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Valores son promedios de 4 réplicas +
error estandar. Letras minusculas distintas, indican diferencias significativas dentro y entre los
tratamientos, en una misma especie. Letras mayusculas distintas, indican diferencias entre

especies medidas a un mismo tiempo y tratamiento.
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4.2.4 Potencial hidrico del suelo versus potencial hidrico foliar

Al inicio del tratamiento de déficit hidrico, los potenciales hidricos foliares estuvieron por
debajo (méas negativos) que el respectivo potencial hidrico del suelo en todas las especies (Fig 7).
Esta situacién se mantuvo en L. ferruginea y parcialmente en E. coccineum. G. avellana no
super0 esta condicion en los sucesivos dos tiempos de medicién, lo que se observa teniendo como
referencia la linea punteada. Conceptualmente, la linea punteada marcaria la igualdad de

potencial hidrico entre el suelo y la hoja.

—#— E. coccineum

2,5 A 4
—A— G. avellana -

—@— L. ferruginea /

¥, foliar (-MPa)

0;0 0,'5 1:0 1:5 2:0 2;5
¥, suelo (-MPa)
Fig 7. Cinética del potencial hidrico foliar en funcién del potencial hidrico del suelo, expresado
en MPa, a los 0 (negro), 27 (rojo) y 63 dias (azul) de transcurrido el déficit hidrico, en plantulas
de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Letras minusculas diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) entre el potencial hidrico foliar dentro de una misma
especie. Letras mayusculas distintas denotan diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)
del potencial hidrico foliar entre las especies a un mismo tiempo. Una relacion optima entre estas

variables, para la incorporacion de agua, desde las raices, deberia ser que el potencial hidrico
foliar fuese menor que el potencial hidrico del suelo (Wh < Whs), lo cuél corresponderia a puntos

en la grafica ubicados en la region superior a la linea punteada.
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4.3 Funcionalidad del aparato fotosintético

4.3.1 Eficiencia cuantica maxima

La eficiencia cudntica maxima del PSII (Fv/Fm), no mostrd variaciones significativas
dentro de las especies con respecto a sus controles, a pesar de que los valores promedios en las
plantulas sometidas a déficit hidrico son menores a las irrigadas (control) (Fig 11), la excepcién
se manifestd al dia 54 de privacién de riego en E. coccineum y G. avellana, donde los valores de
Fv/Fm en las plantulas sometidas a sequia disminuyeron significativamente, con respecto a sus
controles (Fig 11), situacion que no se observo en el dia final de tratamiento en ninguna de estas

especies.

4.3.2 Eficiencia cuantica efectiva

La eficiencia cuantica efectiva (@PSIl) se mantuvo estable (Fig.12) en las plantas
irrigadas (control) de todas las especies sometidas a una baja intensidad de luz, a excepcion del
dia 23 de suspendido el riego, en donde todas las especies mostraron un aumento del @PSlI. Con
respecto a sus controles, E. coccineum y L. ferruginea disminuyeron significativamente el @PSI|I
al dia 42, tres dia antes que lo registrado para G. avellana.

Un nivel mas alto de luz, independientemente del tratamiento y especie, provoc6 un
descenso del @PSII, siendo éste mas notorio en las plantas sometidas a estrés hidrico. E.
coccineum manifestd una disminucion significativa (63.3%; P< 0,05) al dia 42, con respecto a su
control, la cual se mantuvo hasta el final del tratamiento. G. avellana s6lo tuvo diferencias
significativas con su control al dia 54 y L. ferruginea al final del tratamiento (dia 62), siendo el

mayor porcentaje de disminucion de todas las mediciones.
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Fig. 11. Eficiencia cuantica maxima (Fv/Fm) desde el inicio del tratamiento, en plantulas
irrigadas y sometidas a sequia de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Valores son
promedios de 3 réplicas + error estandar. Letras minusculas distintas indican diferencias
significativas entre los dias sin riego dentro de un mismo tratamiento y dentro de una misma
especie. Letras mayusculas distintas indican diferencias entre tratamientos dentro de un mismo

dia dentro de una misma especie.
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Fig. 12. Eficiencia cuéntica efectiva @PSlI, en plantulas de E. coccineum, G. avellana y L.
ferruginea irrigadas (control) y privadas de agua, al ser sometidas a una intensidades de luz alta
(438,18 pmol fot m? s) y baja (121,43 pmol fot m? s™) en diferentes tiempos. Los valores son
promedios de 3 réplicas + error estandar. Letras minusculas distintas denotan diferencias en un
mismo tratamiento a distintos tiempos. Letras mayusculas distintas denotan diferencias entre

tratamientos en un mismo tiempo y el asterisco indica diferencia significativa entre especies.
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4.4 Transpiracion

Se aprecid una disminucién significativa (P < 0,05) de la tasa transpiratoria en todas las
especies, luego de 24 dias de haber eliminado el riego (Fig. 10), siendo estas disminuciones, con
respecto a las plantas irrigadas de 85,49% en E. coccineum, 80,05% y 78,21% en G. avellana y L.
ferruginea, respectivamente. A los 45 dias de tratamiento, la tasa transpiratoria siguio
descendiendo levemente en E. coccineum (83.67%), algo mas en G. avellana (69,63%) y un
57.84% en L. ferruginea. Al término del tratamiento, las mayores disminuciones de la tasa
transpiratoria se encontraron en E. coccineum (88.00%) y en G. avellana (83.06%),

respectivamente y la menor en L. ferruginea (49.72%).
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Fig 10. Cinética de la Tasa transpiratoria desde el inicio del tratamiento, en plantulas irrigadas
(control) y en sequia, de plantulas de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Valores son
promedios de 3 réplicas + error estdndar. Letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas dentro de un tratamiento entre los dias sin riego dentro de una misma especie.
Letras mayuUsculas diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos dentro de un
mismo dia sin riego y dentro de la misma especie. Y nameros diferentes, indican diferencias entre

especies, dentro del mismo tratamiento y dia sin riego. Se incluye error estandar. n = 3.
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4.5 Concentracion de solutos compatibles foliares
45.1 Prolina

Los contenidos de prolina foliar fueron significativamente mayores en E. coccineum y G.
avellana en los tratamientos, con respecto a sus controles, mostrando esta Gltima especie un
apreciable aumento ya en el dia 27 (Fig. 8), E. coccineum manifestd una disminucién de la
concentracion de prolina en las plantas bien hidratadas, la que se mantuvo en las sometidas a
estrés. Los valores iniciales de G. avellana fueron intermedios entre E. coccineum y L.
ferruginea, siendo E. coccineum significativamente (P<0,05) mayor a L. ferruginea. Esta Gltima

especie no mostrd cambios significativos a lo largo del tratamiento.
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Fig 8. Variacion de la concentracion de prolina durante el tratamiento, en plantulas con y sin
riego de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Valores representan el promedio de 4 réplicas
+ error estandar. Letras minusculas distintas denotan diferencias significativas dentro de la
especie en los distintos tratamientos, letras mayusculas distintas denotan diferencias significativas

entre especies dentro del tratamiento y en un mismo dia.
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4.3.2 Carbohidratos solubles totales

Al final del tratamiento E. coccineum manifest6 un incremento significativo (P < 0,05) de
carbohidratos solubles totales (CST) en hojas y tallos (159,4 y 158,2%, respectivamente) (Fig. 9)
en plantas sometidas a déficit hidrico, con respecto al control. La concentracién de CST, en la
raiz, no vario significativamente (P > 0,005) en esta especie.

Si bien, L. ferruginea experimentd variaciones en la concentracién de CST durante el
tratamiento en todos sus 6rganos, estas diferencias no fueron significativas (P > 0,05).

G. avellana aumento un 37,2% la concentracion de CST en hojas, diferencia significa (P <
0,05) con respecto al control. En las demaés partes del cormo existio una tendencia a aumentar la
concentracion de CTS, sin embargo, esta diferencia no fue lo suficientemente significativa (P >

0,005) con respecto a su control, al término del tratamiento de déficit hidrico.
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Fig 9. Variacion de los carbohidratos solubles totales en hojas, tallos y raices, durante el

tratamiento de déficit hidrico, en plantulas de E. coccineum, G. avellana y L. ferruginea. Valores

son promedios de 5 replicas

error estandar. Letras mindsculas diferentes indican diferencias

significativas entre los 6rgano dentro de una misma especie, en un mismo dia sin riego. Letras

mayusculas diferentes, indican diferencias significativas dentro de un mismo 6rgano en una

misma especie, entre los dias sin riego.
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4.6 Distribucion de biomasa

La biomasa vegetal es un buen indicador de su productividad y crecimiento. En plantas
sometidas a estrés ambiental, incluido el estrés hidrico, la distribucion de la biomasa aérea y
subterranea puede cambiar, reflejandose por lo general en un aumento de la biomasa radical y
disminucion del véstago. Esto debiera expresarse en un mayor cuociente raiz/vastago en las

plantas sometidas a disminuciones en la disponibilidad de agua.

4.6.1 Relacion raiz — vastago

Contrariamente a lo esperado, este cuociente no incrementd en ninguna de las plantas
durante el tratamiento (Fig. 13). Mas bien se detecté una tendencia a la reduccion de este
cuociente. Por otro lado, se pudo apreciar un aumento significativo del vastago (P< 0,05) al dia
26 en E. coccineum. En E. coccineum existieron diferencias en la relacion raiz/vastago entre las
especies al inicio del tratamiento, pero s6lo con respecto a las demas, en donde la raiz fue mucho

mayor que el vastago, en los dias sucesivos esta condicion se normalizo (Fig. 13).
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Fig. 13. Relacidn raiz/vastago durante el tratamiento de sequia, en plantulas de E. coccineum, G.
avellanay L. ferruginea. Valores son promedios de 5 réplicas + error estandar. Letras minusculas
diferentes indican diferencias significativas entre los dias sin riego dentro de una misma especie.
Letras mayusculas distintas indican diferencias significativas entre especies dentro de un mismo

tiempo.
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5. DISCUSION

El propdsito de esta investigacion fue el de caracterizar el efecto de la sequia sobre las
propiedades fisiologicas de tres especies de la familia Proteaceae, que poseen diferentes
requerimientos de habitat, cuando crecen bajo las mismas condiciones experimentales, con el
objetivo de comprobar si las preferencias de héabitat de las especies se expresan en sus
propiedades fisioldgicas.

Es conocido que el comportamiento del potencial hidrico del suelo ante eventos de déficit
hidrico depende de la evaporacion directa del agua desde el suelo a la atmésfera (la que a su vez
depende de la temperatura ambiente y del grado de humedad relativa del aire), y de la entrega de
vapor de agua (transpiracion) por parte de la planta (Larcher, 2003; Taiz & Zeiger, 2002). En
consideracion a esto, asumimos que la pérdida de agua por evaporacion directa desde el suelo,
fue la misma para las tres especies, ya que se trataba del mismo tipo de suelo y superficie edafica,
ante similares condiciones ambientales (temperatura y humedad). Por ende, las diferencias de
potencial hidrico del suelo en que estaban instaladas las diferentes especies (Fig. 3), deberia ser
explicable en base a distintas tasas transpiratorias de ellas (Fig. 10). Ya que el equipo utilizado
entrega la tasa transpiratoria (vapor de agua transpirada) por una misma unidad de superficie
foliar, la transpiracion total deberia estar fuertemente influida por la superficie foliar total de cada
planta. Esta fue estimada relacionando los pesos secos (obtenidos en nuestro experimento) con
las superficies foliares entregadas por Weinberger (1973) y reportadas por Alberdi (1995), para
estas especies. Efectivamente la superficie foliar total de L. ferruginea fue inferior (5 a 6 veces)
que la de E. coccineum y G. avellana, a pesar de que las plantas tenian la misma edad, lo que
podria explicar la mayor disminucién de las reservas hidricas del suelo en las dos primeras

especies con respecto a L. ferruginea.
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El transcurso transpiratorio ante condiciones de déficit hidrico sugiere que las tres
especies presentarian cierto grado de control estomatico, el que seria mayor en E. coccineum pues
al final del experimento presentd las menores tasas transpiratorias. Cabe preguntarse, si estas
tasas fueron menores por un buen control estoméatico, o por que las reservas de agua estaban
agotandose, como lo indican los bajos potenciales hidricos del suelo (Fig. 3). Estos fueron casi
siempre menores que los de las hojas (Fig. 7), lo que indicaria que estas no fueron siempre
capaces de desarrollar durante todo el experimento un potencial hidrico foliar lo suficientemente
negativo como para extraer agua del suelo. Por ello, la escasa agua transpirada podria provenir de
reservas hidricas eliminadas por via cuticular. Al respecto. E. coccineum posee una transpiracion
cuticular 2 veces mayor que la de L. ferruginea y 5 veces mayor que G. avellana (Weinberger et
al., 1973 y Alberdi, 1995). Esto podria ser demostrado por el visible marchitamiento que
mostraron las hojas de E. coccineum en las Ultimas etapas del tratamiento. Un marchitamiento de
G. avellana y L. ferruginea seria mas dificil de apreciar visualmente que en E. coccineum, debido
al carécter altamente esclerdfilo de las dos primeras especies (Alberdi et al., 1995). Se sabe que
E. coccineum compensa su alta capacidad de perder agua y baja regulacion estomética con una
alta resistencia plasmatica a la sequia, pudiendo perder agua hasta en un 75%, sin sufrir dafios
permanentes (Weinberger et al., 1973). La resistencia a la sequia est& determinada, en alto grado,
por la capacidad de al cuticula de frenar la entrega de agua (resistencia cuticular, segun Stocker,
1956). Esta caracteristica representa, segun este autor, una resistencia constitucional a la sequia.
En especies arbdreas siempreverdes de nuestro pais, estaria mayormente desarrollada en arboles
de habitat mas xerotérmos que en habitat mas humedos. Es interesante destacar, que debido a las
propiedades fisico-quimicas de la cuticula, ésta es mucho més eficiente en limitar la entrega de

agua en habitat secos, que en habitat himedos (Weinberger et al., 1973; Stocker, 1956). Esta
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evidencia puede ser explicada en base a que la transpiracion cuticular depende del grado de
imbibicion de la cuticula, el que a su vez esta determinado por la hidratacion de los tejidos y por
la humedad del aire. Una alta presion de vapor favorece la imbibicion y con ello, la entrega de
agua cuticular. La transpiraciéon cuticular se comporta en forma contraria a la transpiracion
estomatica, ya que en climas muy himedos y ventosos no ofrece una proteccion adecuada ante la
pérdida de agua cuando al mismo tiempo la incorporacién de agua desde el suelo y su
conduccion, estan limitadas, debido a los factores mencionados en el parrafo precedente.

Nuestro estudio demostré que E. coccineum y G. avellana poseen distintas preferencias en
la acumulacién de solutos compatibles foliares, ante un déficit de agua. Mientras E. coccineum
aumento la cantidad de carbohidratos solubles totales, llegando éstos a ser 1,6 veces mayor que el
control al final del tratamiento, no se detectd aumento apreciable en la concentracion de L-prolina
por efecto de la sequia. En cambio, G. avellana, aument6 la concentracion de prolina 1,58 veces
mas que el control al final del tratamiento, y el aumento de carbohidratos solubles totales no fue
estadisticamente significativo (0,37 veces con respecto a su control). L. ferruginea no manifestd
cambios apreciables en la concentracién de estos dos solutos compatibles, debido probablemente
a la buena disponibilidad de agua durante el tratamiento.

La acumulacién de uno u otro osmolito reflejaria la disponibilidad de sus precursores bajo
condiciones adversas, lo que estaria determinando una actividad diferencial de las enzimas
involucradas en la sintesis y degradacion de estos precursores, bajo condiciones de déficit hidrico
(Hare et al., 1998). En general, las especies heliéfitas, como E. coccineum, poseen una mayor
capacidad de generar hidratos de carbono, los cuales son almacenados en forma de almidén en
los 6rganos reservantes, el desdoblamiento de almidon a hidratos de carbono es una via rapida y

eficiente para contrarrestar los efectos nocivos de la pérdida de agua, por otro lado, se ha
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reportado que la sintesis de almidon en plantas sometidas a sequia disminuye, aumentando la
concentracion de sus precursores (Hare et al., 1998). La acumulacién de prolina en G. avellana
no solo se puede asociar a su funcion como osmolito, ya que es una fuente importante de ATP
una vez que la planta a superado el periodo de estrés (Taylor, 1996). Ademas, la prolina puede
estabilizar la estructura terciaria de las proteinas y las membranas celulares al disminuir el
contenido hidrico celular (Low, 1985), sin embargo, estas capacidades permanecen sujetos a
debate (Munns, 1993). Este ultimo atributo representaria una ventaja comparativa en relacion con
la acumulacién de carbohidratos, manifestado por E. coccineum, frente a déficit hidrico.

En relacion a los cambios de potencial hidrico foliar de E. coccineum y G. avellana, se
pudo apreciar diferencias importantes de potencial hidrico foliar entre estas dos especies en la
mitad del tratamiento (27 dias) (a pesar de que el potencial hidrico del suelo fue muy similar
entre ambas). G. avellana disminuyd considerablemente su potencial hidrico foliar (cerca de 3,7
veces) en comparacion a E. coccineum. Esta Ultima especie mantuvo sus potenciales hidricos
foliares sin diferencias con respecto al inicio (P > 0,05) en esta etapa. Estas diferencias no son
explicables en base al potencial osmético, ya que no son significativamente diferentes (P < 0,05).
Una posible respuesta estaria dada por el mayor grado de esclerofilia (fibra cruda x 100/proteina
cruda) reportado por Alberdi (1995) el cuél fue de un 52% mayor en G. avellana que E.
coccineum. Es sabido que el entramado de fibras de celulosa actian como fuerzas capilares en la
pared celular (Taiz & Zeiger, 2002), cuando estas estan embebidas de agua no representan ningin
impedimento para la extraccion de liquido, pero a medida que disminuye la cantidad de agua,
aumenta la tension sobre el agua, dificultando la extraccion de ésta. La mayor cantidad de fibra
documentado para G. avellana, actuaria como una fino capilar reteniendo el agua en la hoja,

ayudando a disminuir el potencial hidrico foliar, a pesar de poseer los mismos CRAfy ¥, foliares
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que E. coccineum, pardmetros observados efectivamente en el tratamiento, esta fuerza deberia ser
menos influyente en el potencial hidrico foliar a medida que el contenido hidrico aumenta, y serlo
mas, a medida que disminuye el contenido relativo de agua foliar (CRAY).

La eficiencia fotoquimica del PSII, evidenciada como eficiencia fotoquimica potencial
(Fv/Fm) o eficiencia fotoquimica efectiva (@PSllI), son consideradas como buenos indicadores in
vivo de la funcionalidad del aparato fotosintético en plantas sometidas a estrés (Krause & Weis,
1991; Maxwel & Jonson, 2000). Plantas de girasol sometidas a estrés hidrico disminuyeron
considerablemente los Fv/Fm (Maury et al., 1996), al igual que en Picea glauca (Eastman &
Camm, 1995) y el arbusto lefioso Nerium Oleander L. (Demmig et al., 1988). En esta ultima
especie, el déficit estuvo acompafiado de estrés luminico. Sin embargo, existen evidencias
contrarias a la disminucion del Fv/Fm respecto a la sequia, que dan cuenta de una mantension de
este parametro ante un desecamiento. Corroboran estos resultados los de Olivares, E. (2005) y
Saavedra, 1. (2004), que en Nothofagus dombeyi y N. nitida no encontraron descenso ante déficit
hidrico. Al igual que en Rosmarinus officinalis L. y Triticum aestivum L., se ha demostrado que
no existe descenso de los Fv/Fm ante un desecamiento (Munné-Bosch & Alegre, 2000). Nuestros
resultados demostraron que Fv/Fm disminuyd significativamente solo al dia 54 del tratamiento en
E. coccineum y G. avellana, situacion que no se observo al final. A pesar de esta disminucion,
este cuociente se mantuvo en los limites fisioldgicos (0,76) aceptados como normales
(Mohammed et al., 2003). Por otro lado, esta disminucion puede ser interpretada como un
proceso de ajuste del aparato fotosintético ante el déficit hidrico que es conocido como un
fendmeno de fotoproteccion (down regulation) (Krause & Weis, 1991). También en especies
siempreverdes de la familia Fagaceas (Reyes-Diaz et al., 2005; Zdfiga et al, 2005), se han

referido a este fenédmeno.
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La respuesta al déficit hidrico de la eficiencia fotoquimica del PSII de estas especies, se
determind ante dos densidades de flujo foténico (DFF). A ambas DFF, las tres especies
mostraron un comportamiento similar del @PSIl con respecto a la sequia, apreciandose un
descenso significativo (P<0,05) a partir de los 42 dias de tratamiento, sin que hubiesen
diferencias entre los valor del @PSII de las especies para cada una de las DFF. Sin embargo, el
tratamiento combinado de sequia y alta intensidad de luz disminuy6 en mas de un 50% el @PSI|I
de las especies investigadas como también de las plantas irrigadas, ain cuando en estas Gltimas el
descenso es menor. Esto sugeriria un proceso de fotoinhibicion (disminucion de la eficiencia
fotoquimica de la fotosintesis), este fendmeno sucede cuando la DFF captada por el complejo
antena de aparato fotosintético excede la cantidad de luz que es utilizada en la fotosintesis
(Larcher, 2003).

Es sabido que un incremento de la superficie radicular junto con una disminucién en el
crecimiento de la superficie evaporativa (principalmente hojas) constituye una de las mejores
respuestas a largo plazo para mitigar los efectos destructivos de la sequia (siempre y cuando haya
agua disponible en los estratos inferiores del suelo) (Levitt, 1980; Larcher, 2003). En nuestro
experimento, no hubo modificaciones apreciables en la proporcion raiz/vastago durante todo el
tratamiento. Contrariamente, E. coccineum increment6 considerablemente la cantidad de biomasa
foliar, no asi, las demas especies, respondiendo probablemente a su fenologia, creciendo en este
periodo del afio, sugiriendo que el grado de déficit hidrico desarrollado en el tratamiento no alterd
su capacidad normal de crecimiento, lo cuél deberia comprobarse.

Por lo tanto, basados en la hipdtesis planteada podemos concluir que bajo las condiciones
en que se realizé este experimento, no se expresan claramente los requerimientos ecoldgicos de

estas tres especies. Ya que el déficit hidrico impuesto dependi6 de la capacidad de las especies
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para desecar el suelo, lo cual estd directamente relacionado con sus tasas transpiratorias y
superficies foliares, probablemente los resultados fueron enmascarados por este Gltimo factor.
Esto se deduce como consecuencia de que a pesar de la menor transpiraciéon de E. coccineum con
respecto a G. avellana, desecaron de igual manera el suelo, en contraste a L. ferruginea que
debido a una baja superficie foliar no pudo desecar el suelo como las otras dos especies, lo que
permitié que la disponibilidad de agua del suelo se mantuviera en mayor proporcién como lo
indica su potencial hidrico del suelo. Por lo tanto, L. ferruginea no estuvo sometida a un déficit
hidrico intenso como las otras especies.

Bajo las condiciones impuestas, las mayores diferencias fisiolégicas encontradas entre E.
coccineum y G. avellana, corresponden al tipo de soluto acumulado y a la cinética de respuesta
en algunos parametros fisioldgicos, como el potencial hidrico foliar, en periodos intermedios de
sequia. Sin embargo, estas especies parecieran haber sido afectadas de la misma manera, al final
del tratamiento de déficit hidrico. La desviacion del comportamiento fisiolégico de L. ferruginea,
con respecto a algunos parametros, ante un déficit hidrico y especialmente la poca variacién del
potencial hidrico del sustrato, parecen avalar que esta especie no estuvo sometida a un déficit
hidrico de la misma magnitud que las otras especies, debido a su menor superficie foliar
evaporativa.

La hipdtesis planteada proponia que E. coccineum seria menos afectado, por el déficit
hidrico que G. avellana y L. ferruginea. Esto se cumplié s6lo con respecto a la umbrdfila L.
ferruginea pero no con respecto a la sombra semitolerante G. avellana, que presento
comportamiento fisioldgico similar a E. coccineum, lo que podria explicar la capacidad del
avellano de adecuarse en su estado adulto a condiciones de mayor luminosidad y de menor

disponibilidad hidrica. Pareciera ser, que las diferentes demandas de habitat de estas especies no
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serian explicables Unicamente en base a la baja disponibilidad hidrica, ya que en condiciones
naturales, por lo general los diferentes factores ambientales estresantes, no se presentan por
separado, sino en forma combinada. Bajo esta premisa, surge la pregunta, si el déficit hidrico
disminuiria la capacidad de responder de manera eficiente, frente a otros factores, también
causantes de estrés, tales como, alta y baja intensidad luminica (presentes en claros o bordes de
bosques y bajo el dosel, respectivamente), temperaturas calidas o frias (norte y sur de nuestro
pais, respectivamente), en los limites de distribucion de estas especies.

Basados en lo anterior, concluimos que seria necesario continuar este estudio teniendo en

consideracion la interaccion de varios factores ambientales que son caracteristicos de sus habitats.
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