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| - ABREVIATURAS
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AO/LO
AO/AS
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E

HRmed
HRmin
LO
LO/LS
LS

Pf
Pi
PS
PSh;
PSrZ
PSui

SF
SLA

Ancho de las células oclusivas.

Ratio entre el ancho y el largo de las células oclusivas.
Ratio entre el ancho de las oclusivas y de las subsidiarias.
Ancho de las células subsidiarias.

Ratio entre ancho y largo de las subsidiarias.

Contenido hidrico relativo en el momento del cierre estomatico.
Diametro en la base del tallo principal.

Tasa de transpiracion cuticular.

Tasa de transpiracion estomatica.

Tasa de transpiracion total al inicio.

Altura de la planta

Contenido de humedad en el momento del cierre estomatico.
Humedad relativa media diaria del aire.

Humedad relativa minima diaria del aire.

Largo de las células oclusivas.

Ratio entre el largo de las oclusivas y de las subsidiarias.
Largo de las células subsidiarias.

Numero de hojas.

Peso final del conjunto planta-contenedor.

Peso inicial del conjunto planta-contenedor.

Peso seco.

Peso seco de hojas.

Peso seco de raices.

Peso seco de tallos.

Radiacion solar acumulada diaria.

Superficie foliar.

Area foliar especifica.

Temperatura media diaria.

Transpiracion diaria.

Tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas.

Tasa de transpiracion diaria en base al area foliar.

Tasa de transpiracion diaria en base al peso seco foliar.

Tasa de transpiracion diaria en base al area de la seccion
transversal del tallo principal.

Velocidad media diaria del viento.






il - RESUMEN

El estrés hidrico, es uno de los principales limitantes para el desarrollo de la
produccion de Eucalyptus en Brasil y Espafia y para la expansién de las
plantaciones comerciales. De este modo, el objetivo de este trabajo fue evaluar
y comparar aspectos relacionados con el consumo de agua en distintos clones
monoespecificos e hibridos de Eucalyptus. Se utilizaron plantas de cinco
clones de E. globulus y cuatro clones de hibridos procedentes del programa de
seleccion y mejora vegetal de la empresa ENCE, energia y celulosa, que se
cultivaron en el exterior en contenedores de 10 L y 100 L de capacidad. Se
evaluaron parametros como tasa de transpiracion total y cuticular (E;, E,
respectivamente), el tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas (t;), el
contenido hidrico relativo y contenido de humedad en el momento del cierre
estomatico (CHR. y Hc, respectivamente), el area foliar especifica (SLA), el
tamafio y distribucion de los estomas, todos ellos medidos en distintas épocas
del afo. Los resultados sefialaron que: la densidad estomatica se correlacion6
negativamente con el tamafio de los estomas, varié en funcion de la época del
afio y se diferencié entre clones (145 - 462 estomas por mm?); SLA varié de
9.7m? kg™ hasta 14.6 m? kg™, con diferencia entre clones; E. presenté una

media de 0.17 mmol m? s*

, con diferencias significativas entre clones; la
transpiracion diaria fue bastante variable de unos meses a otros, en un rango
de 0.06 L dia™ hasta 5.58 L dia™, con plantas de tamafio entre 0.31 cm y 4.57
cm de didmetro en la base, evidenciando el efecto del tamafio de planta y de

los estimulos ambientales sobre la transpiracion.

Palabras clave: Eucalyptus, resistencia a la sequia, estomas, transpiracion,

area foliar especifica.






il - ABSTRACT

Morpho-physiological parameters related to water transpiration in nine

Eucalyptus clones used for energy crops

Water stress is one of the main limitating factors for the development of
Eucalyptus production in Brazil and Spain and for the expansion of commercial
tree plantations. In this way, the research objective of this work was to evaluate
and compare some aspects related to water consumption in different
monospecific and hybrid clones of Eucalyptus. Accordingly, we used plants of
five clones of E. globulus and four clones of different hybrids taken from the
selection and plant breeding program of the company ENCE, energia y
celulosa. They were cultivated outside in containers with a capacity of 10 L and
100 L. The parameters that were evaluatedwere, among others, the total and
cuticular transpiration rate (E:; E., respectively), the time elapsed until the
stomata were closed (tc), the relative water content and moisture level until
closing stomata (CHR. and Hc, respectively), the specific leaf area (SLA) and
the size and distribution of stomata, all of them measured at different times of
the year. The results indicated that: the stomatic density was negatively
correlated with the stomatal size, they varied according to the time of year and
differed between the clones (145 - 462 stomata/mm?); SLA varied from 9.7 m?
kg™ to 14.6 m? kg™, with significant differences between clones; E. presented
an average value of 0.17 mmol m? s, with significant differences between
clones. The results also have shown that daily transpiration rates were quite
variable between months, in a range from 0.06 L day™ to 5.58 L day’, based on
the data of plants with a size of 0.31 cm to 4.57 cm diameter at the base,

showing the effect of plant size and of environmental factors on transpiration.

Keywords: Eucalyptus, drought resistance, stomata, transpiration, specific leaf

area.






1.INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

1.1. Sector forestal y energias renovables

Los bosques y otros terrenos forestales contribuyen a la mejora de
nuestra calidad de vida. De forma casi imperceptible desarrollan funciones
esenciales para la vida en el planeta, contribuyendo a nuestra salud a través de
la mejora de la calidad del aire y del agua, la regulacion del microclima, la
fijacion de CO,, la formacion de paisajes y la conservacion de la diversidad
biolégica. Ademas, sus producciones benefician a toda la sociedad a través de
la generacién de rentas y empleo. El territorio forestal espafiol, asi como
también el brasilefio, estdn en expansion, y esta tendencia creciente se
mantiene en mayor medida que en otros muchos paises. Los bosques y
terrenos forestales espafioles ocupan el 53% de la superficie nacional y
Espafia es el tercer pais europeo por superficie forestal arbolada, detras de
Suecia y Finlandia. Por su lado, Brasil es uno de los paises con mayor riqueza
forestal del mundo y contiene el 13% del area mundial de bosque, solo detras
de Rusia (FAO, 2011; Montero y Serrada, 2013).

Eucalyptus es un género muy diverso dentro de las angiospermas, con
mas de 700 especies, que domina la flora arbérea del continente australiano y
se cultiva ampliamente en todo el mundo. En Espafia el uso del género
Eucalyptus en las plantaciones efectuadas con frondosas es predominante,
ocupando el 3.5% de la superficie forestal arbolada nacional, pero
proporcionando el 38% de la madera cortada anualmente. En Brasil, es la
especie forestal mas empleada en plantaciones comerciales, en base a sus
caracteristicas de rapido crecimiento y buena adaptacién a las condiciones
edafocliméticas (Almeida et al., 2007). Sin embargo, la ampliacién de las areas
implantadas tiene riesgos importantes de pérdida de productividad debido al
efecto de los estreses ambientales, siendo el estrés hidrico y el estrés térmico
relacionado con las bajas temperaturas los principales (Whitehead y Beadle,
2004).

La biomasa ocupa la tercera posicion de la matriz energética de Brasil

(EPE, 2015) y, en Espafia, es la principal fuente de la produccion de energia a



partir de los recursos renovables (IDAE, 2015). Las plantaciones y cultivos
realizados con fines energéticos, como en el caso de muchos eucaliptos,
suponen una nueva oportunidad para paliar el abandono paulatino de
superficies agricolas y forestales, apoyando de este modo la economia rural y
evitando el despoblamiento de estas zonas. En este contexto, estos cultivos
lignocelulésicos se demuestran apropiados para el territorio espafiol y brasilefio
al aportar gran cantidad de biomasa de forma rentable y con un coste de cultivo
bajo (Maletta, 2009). Estos cultivos contribuirian, ademas, a reducir el déficit
energético y el uso de energias no renovables, asi como a conservar mejor las

areas forestales naturales, no cultivadas.

1.2. Ambiente y mejora genética

La provincia de Huelva posee los requisitos ecolégicos requeridos por
diversas especies del género Eucalyptus para su buen desarrollo,
encontrandose en el limite superior de temperatura y siendo la sequia estival,
qgue ronda los 4 meses de duracion, y la ocurrencia periddica de temperaturas
bajas durante los meses de invierno, los principales factores limitantes para el
crecimiento de las plantaciones (Fernandez et al., 2012). Los escenarios de
cambio climético desarrollados prevén eventos climéaticos extremos, como la
disminucién de las precipitaciones, mayor ocurrencia de heladas y un
incremento en la recurrencia de episodios de sequia extrema, que impactaran
en la disponibilidad de los recursos hidricos (IPCC, 2014). Cualquiera de esos
cambios generard una serie de alteraciones para la vegetacion en particular y
la biodiversidad en general, que son actualmente dificiles de prever con
precision pero que obligan a tomar medidas adaptativas a las futuras
variaciones ambientales. Para ello, la aplicacion de técnicas de seleccion y
mejora genética permite la obtencién de genotipos mejor adaptados y estudiar
su adaptacion a distintas condiciones ambientales (Warren et al., 2005).

Asimismo, el acortamiento de estos programas de mejora, a partir de
mediciones en plantas de corta edad y su extrapolacién a edades mayores, es
de vital importancia cuando se trata de especies arbodreas longevas. En el caso
del estrés hidrico, y unido a estas técnicas de mejora, es necesario estudiar los
pardmetros ecofisioldgicos en las distintas estirpes de plantas (procedencias,

variedades, clones, etc.) que permitan comprobar su capacidad de aclimatacién
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y su adaptacion a las condiciones de la zona de plantacion (Andivia et al.,
2012). Una adecuada seleccién de estos genotipos podré servir para regenerar
y mejorar los suelos marginales en los que se implantan, conservar sus
recursos hidricos y garantizar su aprovechamiento sostenible. Por estas
razones, con especial referencia a Huelva, es crucial implementar programas
de mejora en resistencia a estrés hidrico en los taxones utilizados de este
género, con el fin de mejorar las producciones en lugares limitantes, ampliar las
plantaciones y ayudar a mitigar el impacto futuro del clima sobre ellos
(Fernandez et al., 2010).

1.3. Ecofisiologia y pardmetros morfo-fisiologicos

El primer paso a la hora de estudiar la capacidad de resistencia a estrés
hidrico pasa por evaluar las pérdidas de agua a través de la parte aérea de la
planta. Dichas pérdidas se conocen como transpiracion, la cual no deben
superar a la cantidad de agua absorbida por las raices para poder mantener el
estado de hidratacion adecuado. La transpiracion de las plantas puede ser
considerada como un proceso fisico de difusion (movimiento aleatorio neto de
moléculas de agua desde el interior de la planta a la atmdsfera) proporcional a
la diferencia de presion de vapor de agua entre las superficies evaporantes y la
atmosfera. Es la demanda evaporativa del aire la que provoca la principal
pérdida de agua por medio de la transpiracion, siendo necesaria la reposicion
continua del agua para que la planta mantenga un nivel apropiado de
hidrataciéon en sus tejidos. El clima mediterraneo, presente en la provincia de
Huelva, caracterizado por inviernos templados y lluviosos y veranos secos y
calurosos, varia considerablemente la demanda evaporativa entre estaciones
meteorolégicas, por lo que las plantas deben adaptarse a ello, siendo
importante conocer la transpiracion de las plantas durante un ciclo anual
completo. Otras variables como la radiacién, la velocidad del viento y la
temperatura afectan también a la transpiracién, por su efecto sobre la
evaporacion y sobre la difusion, al afectar a la apertura estomatica y la
resistencia de la capa limite (Larcher, 2006). La medida directa de la
evapotranspiracion forestal (evaporacion directa del suelo y otras superficies
mas la transpiracion de las plantas) es dificultosa, ya que exige la instalacion

de equipos especiales y costosos y mediciones continuadas en el tiempo, lo
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que limita su conocimiento y utilizaciébn practica. Por ese motivo, se han
desarrollado métodos que en la mayoria de los casos incluyen medidas fisicas
y que permiten estimar la transpiracion total de la planta a partir de un
muestreo adecuado en unas pocas hojas o0 en intervalos de tiempo
determinados (Reigosa Roger, 2001).

Por su parte, la anatomia y morfologia foliar (grosor, &rea foliar especifica,
distribucion de estomas, impermeabilizacion de la epidermis, etc.) estan
fuertemente relacionadas con la actividad fisiolégica y el control de la
transpiracion, relacionadas a su vez con el crecimiento y la supervivencia. El
movimiento estomatico es el principal mecanismo que controla los intercambios
de gases de las plantas terrestres, entre ellos el vapor de agua, y contribuye a
mantener la turgencia celular (Tafur, 2014). Aparte de por los estomas,
principal via de salida del agua cuando estan abiertos, también se produce
transpiracion a través de los tejidos en contacto con la atmosfera
(principalmente las hojas), habitualmente denominada transpiracion cuticular y
representada por la medicion de la pérdida de agua a través de la superficie
foliar. En condiciones ambientales severas de escasez de agua los estomas se
cierran y la cantidad residual de agua que se pierde por la superficie de las
hojas est& determinada por las tasas de transpiracion cuticular.

12



2.0BJETIVOS

En este estudio, trabajando con clones monoespecificos e hibridos de
Eucalyptus a edad temprana (plantas de vivero menores de 1 afio de edad) y
evaluando su comportamiento en distintas épocas del afio, fueron abordados
los siguientes objetivos:

- Comparar el tamafio y distribucion de estomas en las hojas, asi como la tasa
de transpiracion con estomas abiertos y cerrados en condiciones de
laboratorio entre distintos clones y hibridos.

- Medir el consumo de agua de las plantas y relacionarlo con el tamafio de

estas y las variables ambientales, a fin de evaluar las necesidades de agua.
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3.MATERIAL Y METODOS

3.1 Material vegetal y disefio experimental

El material vegetal utilizado fueron plantas de cinco clones de E. globulus
(cbédigos de referencia: 334, 225, 227, 358, 437) y cuatro clones de hibridos (E.
urograndis, 12€; E. urograndis x globulus, HE; E. dunnii-grandis x globulus, HG;
E. saligna x maidenii, HI), obtenidas a partir del enraizamiento de estaquillas en
vivero comercial y procedentes del programa de seleccion y mejora vegetal de

la empresa ENCE, energia y celulosa S.A.

Las plantas fueron cultivadas en contenedores de 10 L y 100 L de
capacidad, entre los meses de diciembre de 2014 y diciembre de 2015. Se
usaron 4 plantas por clon y tipo de envase. El sustrato consistié en una mezcla
de turba, fibra de coco y perlita (2:2:1, v/v), bien regados segun necesidad y
fertilizados con Ferticote 16-7-8 + 2 MgO + Micros (Burés profesional S.A.,
Espafia) a la dosis de 1.5 kg m™. Las plantas estaban situadas al aire libre,
totalmente expuestas a la luz solar, en una parcela experimental de la

Universidad de Huelva, en el Campus de La Rabida.

3.2. Tamafio y distribucion de los estomas

En cuatro épocas del afio (hojas de primavera, verano, otofio e invierno)
se tomaron 2-4 hojas por clon. De dichas hojas, se extrajeron huellas o
impresiones (impresion foliar) hechas con laca base de ufas tefiida de color
rosa 0 naranja con el objetivo de distinguir los estomas. Las impresiones se
obtuvieron de la cara abaxial de las hojas, una vez comprobado que en el lado
adaxial no habian estomas o eran extremadamente escasos. La imagen
grabada en la pelicula de laca de ufias se monté sobre un portaobjetos que
permitia su visualizacion al microscopio Optico (Figura 3). Una camara de
video, acoplada a un software capturador de imagenes (Leica LAS EZ, Leica
Microsystems), montada sobre el microscopio nos permitié tomar fotos de las
preparaciones hechas. Fue necesaria la captura de fotos con aumento 100x

para la densidad (d; nimero de estomas por mm?), y 400x para las
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dimensiones de ancho y largo, tanto de células oclusivas (AO, LO,
respectivamente) como de las subsidiarias (AS, LS). En la Figura 4 se muestra

un ejemplo de las imagenes captadas.

51 ~zo-o
2- 9H

F
Figura 3. (Izda.) Técnica de coloracidn con laca de ufia para la visualizacion de la imagen del

molde de los estomas en el microscopio. (Dcha.) Muestra montada sobre un portaobjetos.

Figura 4. (Izda.) Estomas en aumento de 400x para la medicién de las dimensiones, largo y

ancho; (Dcha.) Estomas vistos en aumento de 100x para medicion de la densidad.

Las muestras fueron tomadas de tres zonas de la hoja (base, centro y
apice), con el objetivo de constatar si existen diferencias entre zonas. De cada
hoja y zona se tomaron dos fotos aleatoriamente. Para determinar la densidad,
se contabilizaron el nimero de estomas presentes en cuadriculas tomadas al
azar de tamafio 250 x 250 micras (0.0625 mm?). Se midieron 10 cuadriculas
por zona y hoja; y para las dimensiones, fueron medidos 31 estomas de cada
zona de cada hoja, escogidos aleatoriamente. El software utilizado para ambas

mediciones fue ImageJ.
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3.3. Transpiracion cuticular (E¢) y area foliar especifica (SLA)

Siguiendo metodologia estandar presente en la bibliografia (Carevic et al.,
2010), se realizaron mediciones en hojas juveniles, pero completamente
desarrolladas, crecidas en cuatro épocas del afio (febrero, mayo, julio y
noviembre) correspondientes al tercer verticilo superior de los tallos. Se
tomaron tres hojas por clon, de tres plantas diferentes, en cada fecha de
medicién. Una vez recolectadas e hidratadas hasta saturacién (en oscuridad, a
4 °C durante 16 h), se tomaron pesos sucesivos en intervalos de tiempo
reducidos (cada 5 minutos durante la primera hora, cada 10 minutos las 2
horas siguientes y cada 20 minutos posteriormente, hasta la comprobacion en
el gréfico generado de que la caida de peso era constante en el tiempo) (Figura
1). Las hojas se exponian a la luz, con la cara abaxial hacia abajo y sobre una
rejilla, para permitir la libre circulacion del aire por ambas caras, en ambiente
climatizado a (20-23) °C y (45-60) % de humedad relativa.

Con los datos tomados (peso fresco con precision + 0,1 mg, y tiempo en
minutos) se pudo representar graficamente la pérdida de agua o transpiracion
de la hoja en el tiempo (Figura 2). En una primera fase, la transpiracion ocurre
a traves de los estomas (transpiracion estomatica, E¢) y de la epidermis foliar
(transpiracion cuticular, E¢), pero tras el cierre de los estomas, solo queda E..
Posteriormente, terminado el pesaje, las hojas fueron escaneadas para
determinar el area foliar (AF) con la ayuda del software ImageJ. Asimismo,
seguidamente, se llevaron a estufa hasta peso constante a 80 °C para
determinar su peso seco (PS). Con estos ultimos datos se pudo calcular el area
foliar especifica (SLA = AF/PS, m? kg™).

17
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Figura 1. (Izda.) Balanza de precisién utilizada en el pesaje de las hojas para la determinacion
de la tasa de transpiracion cuticular (E.) y parametros derivados. (Dcha.) Hojas expuestas en

una rejilla elevada sobre la mesa del laboratorio durante las mediciones.
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Figura 2. Ejemplo de representacion grafica de las mediciones tomadas y de algunos
parametros derivadas de ellas. La flecha indica el tiempo transcurrido hasta el cierre estoméatico
(t.); la pendiente de la recta de regresion (y = a x + b) es considerada la tasa de transpiracion

cuticular (E.). PF: peso fresco.
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Con las mediciones tomadas y la representacion grafica realizada se pudieron
estimar varios parametros, tales como: tasa de transpiracion total al inicio
(E: = Ee + E¢) y tasa de transpiracion cuticular (Ec), referidas tanto al peso seco
como a superficie foliar; tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas (t¢);
contenido hidrico relativo y contenido de humedad en el momento del cierre

estomatico (CHR. y H, respectivamente).

3.4. Transpiracioén diaria (T)

Para determinar el consumo diario de agua por las plantas se utilizaron 36
plantas (4 plantas por clon), crecidas en contenedores de 10 y 100 L, y se
midieron en distintas fechas a lo largo del afio. EI método utilizado consistio en
el pesaje directo en balanza de precision (+ 5 g para contenedores de 10 L, y +
50 g para los de 100 L) del conjunto planta-contenedor (que suponian unos 5y
50 kg de media, respectivamente). El consumo de agua por parte de las
plantas se evalué mediante la diferencia de peso de los contenedores en
medidas tomadas en dos dias consecutivos. Las plantas eran regadas hasta
superar la capacidad de campo y se colocaba en la parte superior del
contenedor un plastico blanco que cubria toda la superficie de este, evitando
asi la pérdida de agua por evaporacion directa desde la superficie del sustrato.
Seguidamente se dejaba drenar completamente toda el agua gravimétrica
durante 2-4 h, momento en el que se realizaba la primera pesada (peso inicial
del conjunto planta-contenedor, Pi), tomada entre las 10 y las 11 h de la
mafiana, para evitar la acumulacion de rocio en la parte aérea. Transcurridas
24 h desde el peso inicial se volvian a pesar, determinando el peso final (Pf).
La diferencia entre Pf y Pi nos proporcionaba el agua transpirada por la planta

en un dia completo (Figura 5).
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Figura 5. (Izda.) pesaje de las plantas en contenedores de 100 L; (Dcha.) separacion de la
planta en partes en la cosecha final, para la estimacion de la distribucion de biomasa, de la

superficie foliar y su relacion alométrica con el diametro y la altura.

Asimismo, para poder relacionar el agua transpirada con el tamafio de las
plantas, especialmente con la superficie foliar transpirante (SF), en cada una de
las fechas se midio la altura (H) y el didmetro en la base del tronco principal
(D), se conto el nimero de hojas (Ny) y se estimo la superficie foliar especifica
(SLA), siguiendo la metodologia de Andivia et al. (2013). Al final del ensayo, las
plantas se cosecharon y se determind H, D, Ny;, el peso seco de hojas (PSy),
tallos (PSy) y raices (PS;) y SLA (Figura 5). Con estos datos se pudo
determinar la superficie foliar total de cada planta (SF = SLA PSy;), asi como
construir relaciones alométricas para cada clon, que nos permitieron estimar SF
para cada una de las fechas de medicién anteriores (de las que conociamos D,
H y Ny pero no SF). En la Tabla 1 se puede observar el tamafio de las plantas

en el momento de la plantacién y a la finalizacién del ensayo.
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Tabla 1. Valores medios de la altura (H, cm) y el diametro en la base (D, mm) de los distintos
genotipos ensayados en la primera (21/10/2014) y ultima fecha de medicién (30/06/2015), para
las mediciones de consumo diario de agua.

Clon Inicio ensayo | Fin ensayo
H D H D
HE 68.3 8.11 | 189.8 28.64
HG 775 10.16 | 173.8 23.05
HI 81.8 10.68 | 178.0 31.88
12€ 107.7 12.40 | 249.3 41.76
358 87.8 10.61 | 230.5 25.86
437 67.5 7.53|2223 26.01
227 69.3 10.80 | 218.3 3341
225 79.5 9.08 | 183.7 26.65
Cl4 56.3 6.65 | 191.5 24.22

En cada fecha de medicién se registrd, en intervalos de 10 minutos, la
velocidad del viento con un anemometro (PCE-WL 1), la radiacion solar con un
dosimetro de radiacién solar (MacSolar, SLM018c-2), la temperatura y la
humedad relativa del aire con un dispositivo HOBO®Pro v2. Estas cuatro
variables ambientales influyen en la transpiraciéon de la planta y deben ser

siempre tenidas en consideracion en ese tipo de estudios.

A partir de los datos medidos del consumo de agua diario de las plantas
en los contenedores, fueron calculadas las tasas de transpiracion diarias en
base al area foliar (T.a, L m™? dia™?), al peso seco foliar (Tuw, L kg™ dia™) y al
area de la seccién transversal del tallo principal (Ts;, L cm? dia®). Como
primera aproximacion, y sin pretender profundizar en esta primera etapa de
analisis, mediante regresion lineal multiple, paso a paso, se ajustaron los
respectivos modelos de prediccion utilizando como variables independientes
las humedades relativas media y minima diarias del aire (RH, %), la velocidad
media diaria del viento (v, ms™), la temperatura media diaria (T, °C) y la
radiacién solar acumulada diaria (R, MJ m? dia®), mediante el paquete

estadistico SPSS 15.0 (IBM).

3.5. Anédlisis de datos

El analisis de los datos se realizé siguiendo un Modelo Lineal General.
Para los datos de transpiracion cuticular y estomas se llevé a cabo un ANOVA
de dos (clon, fecha) o tres factores (clon, fecha, zona), dependiendo de la

variable analizada. Todos los factores se consideraron fijos. Para la estimacion
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de la tasa de transpiracion diaria en plantas completas se realizé un ANOVA de
medidas repetidas en el que el consumo fue tomado como variable
dependiente, la fecha de ensayo como efecto intrasujetos y el clon como efecto
fijo intersujetos. Las diferencias significativas entre los grupos de los distintos
factores fueron analizadas mediante el test de Tukey HSD o T3 de Dunnett, en
funcion de si las varianzas eran iguales o no, respectivamente, tras aplicarles la
prueba de Levene. El efecto de las variables ambientales sobre el consumo de
agua se analiz6 mediante regresion lineal multiple, mientras que las ecuaciones
alométricas que relacionaban D, H, SF y pesos secos fue mediante correlacion
de Pearson. En cada fecha de medicion, los datos de las variables ambientales
se calcularon como el valor medio diario (de los datos registrados desde el
inicio hasta el final de las pesadas de esa fecha), excepto el de radiacion solar
gue se consider6 el valor acumulado de todo el dia. También se consideré la
inclusion de dichas variables como covariables en los ANOVAs realizados.
Todas las diferencias significativas se consideraron para un a = 0.05. El

analisis estadistico fue llevado a cabo mediante el software SPSS 15.0 (IBM).
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4. RESULTADOS

4.1. Estomas

4.1.1. Densidad
Comparando los estomas en hojas crecidas y recolectadas en las cuatro

épocas del ano, se detectaron diferencias entre los distintos clones (p < 0.001),
entre fechas (p < 0.001) pero no entre las tres partes de las hojas (base, centro
y apice) (Tablas 2 y 3). Asimismo, para las distintas interacciones entre los tres
factores, solamente la interaccion Clon x Fecha resulto significativa (p < 0.001),

indicando un patron de evolucion temporal distinto entre clones (Figura 6).
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Figura 6. Valores medios (+ ET) de la densidad (d) de estomas en las cuatro fechas de

medicién de los nueve clones estudiados.
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Tabla 2. Valores medios (+ ET) de la densidad (d), ancho (AO) y largo (LO) de las células
oclusivas, asi como la relacién entre el ancho y el largo, de los estomas de los distintos
genotipos ensayados y fechas de medicion. p = nivel de significacién. Para cada factor

principal (clon, fecha) letras distintas en cada columna indican diferencias significativas.

d LO AO AO/LO
Clon (n° mm?) (um) (um)
Total 266.7 £ 2.0 13.95+0.03 9.80 £ 0.04 0.71£0.01

Clon
12 € 320.0+6.1d 12.17 +0.06 a 8.15+0.04 a 0.681 +£0.004 a
HE 227.8+39c 15.04 £ 0.09 c 10.62 £ 0.07 ef 0.715 %+ 0.004 bc
HG 387.8x6.3e 1243 +£0.07 a 8.74+£0.05b 0.713 £ 0.004 bc
HI 409.2+6.3 ¢ 12.40 £ 0.07 a 8.66 +0.05b 0.706 = 0.004 bc
225 216.2 + 2.8 bc 14.04+£0.10b 10.21+£0.08 d 0.735+0.004 d
227 2145+ 3.1 bc 14.67 £ 0.09 c 10.41 +0.07de 0.718 + 0.004 cd
C14 198.1+ 2.4 a 15.81 +0.09 d 10.96 £ 0.07 g 0.700 £ 0.004 b
358 196.3+3.1a 13.88+0.07b 9.66 £ 0.05c 0.705 £ 0.004 bc
437 209.5+3.1ab 14.93+£0.08 c 10.89 £ 0.07 fg 0.734 £0.004 d
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Fecha

Febrero 296.7+3.0¢c 15.02+£0.05d 10.05+£0.05¢c 0.672 £ 0.002 a
Mayo 251.7+3.7b 14.27 £ 0.05c 10.24 +0.04 d 0.729 £0.002 b
Julio 237.8+54b 13.09+0.07 b 9.60+0.05b 0.741+£0.003 ¢
Noviembre 2126+3.2a 12.20 £ 0.05 a 8.74+0.04 a 0.722 £0.003 b
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Tabla 3. Valores medios (+ ET) de la densidad (d), ancho (AO) y largo (LO) de las células
oclusivas (LO), asi como de la relacioén entre el ancho y el largo, de los estomas evaluados

en cada zona de la hoja (A, apice; B, base; C, centro). p = nivel de significacién. Letras

distintas en cada columna indican diferencias significativas.

Zona d LO AO AOILO

(n°/ mm?) (Um) (um)
A 2728+34a 1424+005c  9.96+0.04c  0.708+0.002 a
B 261.7+35a 13.64+0.05a 9.64+0.04a  0.714+0.002 a
C 265.7+34a 13.94+0.05b  9.79+0.04b  0.711+0.002a
p 0.369 <0.001 <0.001 0.027

4.1.2. Longitud (LO) y anchura (AO) de las células oclusivas

Se detectaron diferencias significativas, tanto para LO como para AO,

entre los distintos clones (p < 0.001), fechas (p < 0.001) y zonas de la hoja (p <

0.001), aunque muy pequefias en valor absoluto para este ultimo factor (Tabla
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3). Asimismo, para la interaccion Clon x Fecha, se encontraron diferencias

significativas (p < 0.001) (Figuras 7y 8).
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Figura 7. Longitud de las células oclusivas de los estomas (LO) de los nueve clones estudiados

en las cuatro fechas de medicion (media = ET).
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Figura 8. Ancho de las células oclusivas de los estomas (AO) de los nueve clones estudiados

en las cuatro fechas de medicion (media £ ET).
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4.1.3. Ratio entre el ancho y el largo de las células oclusivas (AO/LO)

Se detectaron diferencias entre los distintos clones y entre fechas de
medicion (p < 0.001) (Tabla 2). Entre zonas de las hojas también se
encontraron diferencias significativas (p = 0.027), pero resultaron tan pequeias
en valor absoluto que el test T3-Dunnett no las diferenci6 en grupos
homogéneos separados (Tabla 3). Para la interaccion Clon x Fecha, se

detectaron asimismo diferencias significativas (p < 0.001) (Figura 9).
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Figura 9. Relacion entre el ancho y el largo de las células oclusivas de los estomas (AO/LO) de

los nueve clones estudiados en las cuatro fechas de medicion (media + ET).

4.1.4. Correlaciones entre parametros
Las correlaciones de los ocho pardmetros evaluados (ancho y largo de

células oclusivas (AO, LO) y subsidiarias (AS y LS), ratio entre ancho y largo de
las subsidiarias (AS/LS), ratio entre ancho y largo de las oclusivas (AO/LO),
ratio entre el ancho de las oclusivas y de las subsidiarias (AO/AS) y ratio entre

el largo de las oclusivas y de las subsidiarias (LO/LS), estan presentadas en la

Tabla 4.

26



Tabla 4. Coeficientes de correlacion entre los ocho parametros evaluados en los estomas para
el conjunto de todos los clones. N = 9114 para todas ellos. El nivel de significacion (p) result6é <

0.01 en todos los casos.

LS AS LO AO AS/LS AO/LO AO/AS LOILS
LS 1
AS 0.723 1
LO 0.778 0.585 1
AO 0.614 0.780 0.670 1
AS/LS -0.214 0.507 -0.136 0.330 1
AO/LO -0.119 0.302 -0.313 0.477 0.575 1
AO/AS -0.097 -0.240 0.175 0.405 -0.231 0.311 1
LO/LS -0.186 -0.099 0.461 0.175 0.092 -0.334 0.406 1

LS (21.24 + 0.04 um) se correlacion6 significativamente con LO a través
de la ecuacion LS = 6.323 + 1.070 LO (r = 0.778, p < 0.001). LS present6 un
rango de 8.45 um a 38.43 um. Por su parte, AS (16.05 + 0.04 um) se
correlacion6 significativamente con AO a través de la ecuacion AS = 4.414 +
1.187 LO (r = 0.780, p < 0.001). AS presentd un rango entre 5.08 um y 32.94
um. No se han presentado con mas detalle los resultados obtenidos para AS y
LS debido a las altas y significativas correlaciones de estos dos parametros con
AO y LO, respectivamente, asi como su similar evolucién temporal y
diferenciacion entre clones.

Los restantes parametros no presentaron altas correlaciones entre si ni
con los demas parametros, a pesar de la significacién obtenida (Tabla 4). Los
valores obtenidos fueron: AS/LS = 0.760 = 0.001 (rango de 0.303 a 1.302);
AO/AS = 0.615 + 0.001 (rango de 0.308 a 1.007); y LO/LS = 0.659 + 0.001
(rango de 0.274 a 0.960).

4.2. Transpiracion cuticular y parametros relacionados

4.2.1. Contenido hidrico relativo en el momento del cierre estomatico (CHR)
Comparando las hojas recolectadas en las cuatro estaciones del afio, se
detectaron diferencias significativas entre los distintos clones (p = 0.002) y

entre fechas (p < 0.001), pero entre los clones las diferencias resultaron tan
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pequefias que el test T3-Dunnett no las diferencié en grupos homogéneos

separados (Tabla 5). Para la interaccién Clon x Fecha, se detectaron asimismo

diferencias significativas (p < 0.001) (Figura 10).

Tabla 5. Valores medios (+ ET) del contenido hidrico relativo (CHR,), el tiempo transcurrido (t;),

y el contenido de humedad (H,) en el cierre de los estomas y el area foliar especifica (SLA) de

las hojas de los distintos genotipos ensayados, fechas de medicién. p = nivel de significacion.

Para cada factor (clon, fecha) letras distintas en cada columna indican diferencias significativas.

CHR, te He SLA
(%) (min) (%) (m2kg™)
Total 79.23 +0.79 71.13+2.39 61.19 + 0.52 11.26 £ 0.27
Clon
12 € 79.35+1.72 a 62.19+5.02 a 62.52+1.75ab 1456 + 0.93 b
HE 72.19+251a 91.20+7.99 a 59.22+1.39a 9.70 £ 0.55 a
HG 81.16 + 2.30 a 72.07 +8.05a 65.16 +0.76 b 13.84+0.43b
HI 81.18 +2.19a 60.00 +6.19 a 60.90 + 1.55 ab 11.21 £ 0.83 ab
225 7950+ 2.52a 66.80+5.74 a 59.43 +2.24 ab 9.90+0.75a
227 77.01+280a 8050+11.82a 59.27+2.13ab 10.03 £ 0.89 ab
Cl4 79.70+2.16 a 7292 +5.44 a 61.15+1.16 ab 9.71+0.52 a
358 80.72+2.42 a 68.38 +5.12 a 60.74 +1.24 ab 10.71+£0.41 a
437 82.29+2.12a 67.33+6.89 a 60.96 + 1.58 ab 10.16 £ 0.50 a
p 0.002 0.137 0.005 <0.001
Fecha
Febrero 73.15+1.17a 86.29+3.32b  58.68+0.58a 11.536+0.291b
Mayo 82.87+£0.76 b 81.30+4.33b 60.38 + 0.61 a 10.069 + 0.327 a
Julio 79.16+168b 50.10+273a 59.37+1.49a 9.919+0.730 ab
Noviembre ©81.38+251b 4896+153a 67.71+1.09b 14.124+0.720c
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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Figura 10. Valores medios (+ ET) del contenido hidrico relativo en el momento del cierre

estomatico (CHR,) de hojas de los nueve clones estudiados en las cuatro fechas de medicion.

4.2.2. Tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas (tc)

No se detectaron diferencias significativas entre los distintos clones (p =
0.137) y tampoco para la interaccién Clon x Fecha (p < 0.639) (Figura 11),
indicando un patrén de evolucion temporal semejante, aunque fueron

detectadas diferencias significativas entre fechas (p < 0.001) (Tabla 5).

4.2.3. Contenido de humedad en el momento del cierre estomatico (Hc)
Se detectaron diferencias significativas entre los distintos clones (p =
0.005), entre fechas (p < 0.001) y en la interaccién Clon x Fecha (p = 0.012)

(Figura 12), aunque pequefias para el primer factor (Tabla 5).
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Figura 11. Tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas (t;) de los nueve clones

estudiados en las cuatro fechas de medicion (media + ET).

75 A~
70 A - o= 12€
—O— HE
65 -
-=A=--HG
g 60 - X HI
Q
I — .+ 225
55 -
ceee®ees 227
50 A —a— C14
—e— 358
45 -
--0--1437
40

01-02-15
01-03-15 A
01-04-15 A
01-05-15 A
01-06-15 A
01-07-15 A
01-08-15 A
01-09-15 A
01-10-15 A
01-11-15 A
01-12-15 -

Fecha (dd-mm-aa)

Figura 12. Contenido de humedad al cierre de los estomas (H;) de los nueve clones estudiados

en las cuatro fechas de medicién (media + ET).
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4.2.4. Area foliar especifica (SLA)
Se detectaron diferencias entre los distintos clones, fechas de medicion

(p < 0.001) (Tabla 5) y para la interaccion Clon x Fecha (p < 0.014) (Figura 13).
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Figura 13. Area foliar especifica (SLA) de los nueve clones estudiados en las cuatro fechas de

medicion (media = ET).
4.2.5. Tasa de transpiracion cuticular (E¢) y de transpiracion total al inicio (Ey)
Se detectaron diferencias significativas, tanto para E. como para E; (en

base al peso seco o al area foliar) entre los distintos clones y fechas de

medicién (Tabla 6). Asimismo, para la interaccion Clon x Fecha, se obtuvieron

diferencias significativas (p < 0.001) (Figuras 14 a 17).

31



Tabla 6. Valores medios (+ ET) de la tasa de transpiracién total al inicio (E;) y de la tasa de
transpiracion cuticular (E.) de las hojas de los distintos clones ensayados y fechas de medicion.
p = nivel de significacion. Para cada factor (clon, fecha) letras distintas en cada columna

indican diferencias significativas.

Et 1 -1 c 1.1 Et 1 EC 1
(mmolkg~s™) (mmolkg~s™) (mmolm2s™) (mmolm2s™)
Total 8.24 £ 0.57 1.85+0.11 0.724 £ 0.042 0.170 £ 0.012
Clon
12 € 12.05+221a 1.59%0.25ab 0.779+£0.107a 0.103+0.010a
HE 756+1.81a 3.13+047b 0.745+0.149a 0.326+£0.046 Db
HG 1048 +250a 2.22+0.31ab 0.724 £0.157 a 0.160 = 0.022 ab
HI 8.07+1.13a 1.67 +£0.23 ab 0.741+0.110a 0.152+£0.024 a
225 9.70£1.60 a 1.45+0.21 ab 1.010+0.181a 0.153+0.033 ab
227 6.69+0.95a 2.44 +0.57 ab 0.697 +£0.130a 0.258 £ 0.074 ab
Cl4 6.54£0.90 a 1.43+£0.25ab 0.682 £0.105a 0.141+0.020 a
358 6.20+0.75 a 1.19+0.10 a 0.599 +0.078 a 0.109 £ 0.007 a
437 6.09+1.07 a 1.51+0.16 ab 0.605+0.118a 0.150 +0.018 a
p <0.001 <0.001 0.014 <0.001
Fecha
Febrero 7.55+0.39b 191+0.14b 0.628 +0.033b  0.162+0.013b
Mayo 453+0.40a 1.12+0.07 a 0.477 £0.045a 0.115+0.009 a
Julio 11.86£0.88c 1.83+x0.26ab 1.236+0.075c 0.222 +0.044 ab
Noviembre 12.85+213bc  3.07+0.34c 0.878+0.133bc 0.235+0.034b
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
35 -
- o= 12€
30 1 —O— HE
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01-08-15 A

01-09-15 ~
01-10-15 ~

Fecha (dd-mm-aa)
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Figura 14. Tasa de transpiracion total al inicio (E;) en base al peso seco, de los nueve clones

estudiados en las cuatro fechas de medicion (media + ET).
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Figura 15. Tasa de transpiracién cuticular (E;) en base al peso seco, de los nueve clones

estudiados en las cuatro fechas de medicion (media + ET).
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Figura 16. Tasa de transpiracion total al inicio (E;) en base al area foliar, de los nueve clones

estudiados en las cuatro fechas de medicion (media + ET).
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Figura 17. Tasa de transpiracion cuticular (E.) en base al area foliar de los nueve clones

estudiados en las cuatro fechas de medicion (media = ET).

4.3. Transpiracion diaria

4.3.1. Relaciones alométricas entre parametros morfolégicos de las plantas.
Para poder determinar las tasas de transpiracion diaria de las plantas en
base al area foliar transpirante (T.a, €n base a SF) o al peso seco foliar (Tpw,
en base a PSy) es necesario conocer el valor de estos dos parametros. Como
éstos solo se midieron con precision en la medicion correspondiente a la fecha
final (tras la cosecha de las plantas), para las demas fechas se hizo necesario
estimar sus valores en base a otros parametros de las plantas, por ejemplo el
diametro medido en la base del tallo (D). Por ello, se obtuvieron ecuaciones
alométricas que relacionaba D con otras partes de las plantas como peso seco
de los componentes del arbol (hojas, tallos y raiz) y la superficie foliar (Figuras

18 a 21).
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Figura 18. Relacion entre el diametro en la base del tallo (D) y el peso seco de hojas (PSy)

para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10 L y 100 L.

y = 0,0635x24709
7 R?=0,9589

60

Figura 19. Relacion entre el didmetro en la base del tallo (D) y el peso seco de los tallos (PSy)

para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10 L y 100 L.
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Figura 20. Relacién entre el diametro en la base del tallo (D) y el peso seco de las raices (PS,,)

para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10 L y 100 L.

6 y = 0,0029x1,9353 A
R2=0,9

SF (m?)

60

Figura 21. Relacion entre el diametro en la base del tallo (D) y la superficie foliar total de la
planta (SF) para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10 L
y 100 L.

4.3.2. Célculo de la transpiracion diaria (T)
De las cinco variables predictoras utilizadas en los modelos de regresion

multiple (HRmed, HRmin, V, T ¥ R), tomando para ellas el valor medio diario,
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excepto para HRuy,, para el conjunto de clones y fechas de medicién, las
mejores ecuaciones de ajuste resultantes fueron las reflejadas en la Tabla 7.
En la Tabla 8, se puede observar las ecuaciones de ajuste para T a para cada
clon individualmente. Se probaron, asimismo, mas de una ecuacion por clon
para Tia, Tuw Y Tst, pero solo se muestran aquellas que resultaron mejor para

cada caso.

Tabla 7. Ecuaciones de ajuste para la transpiracion diaria, resultantes de aplicar las cinco
variables predictoras utilizadas en los modelos de regresiéon mudltiple, expresadas en base al
area foliar (T_a), a la seccion transversal del tallo principal (Ts) y al peso foliar (T.w), para el
conjunto de clones y fechas de medicién. Se muestra el coeficiente de determinacién (R?) y del
nivel de significacién (p < 0.001, para todos los modelos de esta tabla).

Modelo Coeficientes de las variables R?
Cte. T \% R RHneqd RHmin
C) (mshH  MIm?idiah) (%) (%)

_TLA 1 -3.06 0.156 0.124 0.569
(L m?dia™)

2 -2.256 0.123 -2.953 0.306 0.611

3 -4,598 0.175 -2.612 0.214 0.028 0.637

Tst | 1 0.232  0.047 -0.007 0.589
(Lcm™dia™)

2 0.567 0.046 -0.204 -0.009 0.598

3 0.133 0.044 -0.384 0.013 -0.005 0.607

4 -0.473 0.052 0.008 0.579

5 -0.359 0.047 -0.42 0.02 0.603

Tow | 1 6.664 2.206 -0.272 0.563
(L kg™ dia™)

2 30.180 2.088 -14.312 -0.452 0.585

3 13.938 2.033 -21.03 0.491 -0.286 0.590

4 -22.749 2.467 0.267 0.548

5 -16.409 2.206 -23.286 0.913 0.582

Como puede observarse en la Tabla 7, asi como en las Figuras (22, 23y
24), el mejor ajuste y correspondencia entre la tasa de transpiracion medida y
la predicha fue, aunque con una diferencia muy pequefia, para la referente a
superficie foliar (T a). Por tanto, nos hemos centrado en esta Ultima para

analizar el comportamiento individual de cada clon (Tabla 8 y Figura 25).
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Tabla 8. Ecuaciones de ajuste para la transpiracion diaria, resultantes de aplicar las cinco
variables predictoras utilizadas en los modelos de regresion multiple, expresadas en base al
area foliar (T_»), para cada uno de los nueve clones de Eucalyptus estudiados. Solo se
presentan las ecuaciones que mostraron un mejor ajuste para cada clon, en funcion del

coeficiente de determinacion (Rz) y del nivel de significacion (p < 0.001, para todos los modelos
de esta tabla).

Clon Coeficientes de las variables R?
Cte. T v R RHmea RHmin
C) (ms') (MIm?dial) (%) (%)
Tl 12€ 2122 0.205 0.524
(L m™dia™)
HE -2.011 -5.414 0.405 0.677
HG -1.356 0.16 0.674
HI -1.682 -3.985 0.335 0.663
225 -1.729 0.159 -2.78 0.136 0.739
227 -7.06 0.324 -3.968 0.247 0.04  0.759
Cl4 -2.423 -3.963 0.368 0.763
358 1.599 0.120 -0,27 0.494
437 -0.776 0.095 -2.555 0.138 0.656
10,0
9,0 y =-0,0505x2 + 1,0952x + 0,1911
= 50 R%=0,7405
o
©
€
=
£
]
L
?-
3

TLA-medida (L m—2 dl’a-l)

Figura 22. Correlacién entre la transpiracion diaria medida y la predicha por el modelo
estadistico, expresadas en base al area foliar (T_»), para el conjunto de clones y fechas de

medicion. Los valores de T apredicha S€ Calcularon aplicando las ecuaciones de la Tabla 8 para
cada clon en particular.
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1,8 y =-0,2731x% + 1,0801x + 0,0844
R*=0,6793

22 4ia-1
TSt-predicha (I- cm2 dia )

TSt-medida (L cm—z dlla_l)

Figura 23. Correlacién entre la transpiracion diaria medida y la predicha por el modelo
estadistico, expresadas en base al area basimétrica, es decir, a la seccién transversal del tallo
principal (Ts;), para el conjunto de clones y fechas de medicion. Los valores de T apredicha S€

calcularon aplicando las ecuaciones particulares para cada clon.
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Figura 24. Correlacién entre la transpiracion diaria medida y la predicha por el modelo
estadistico, expresadas en base al peso foliar (T, ), para el conjunto de clones y fechas de
medicion. Los valores de T apredicha S€ Calcularon aplicando las ecuaciones particulares para
cada clon.
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Figura 25. Correlaciones entre la tasa de transpiracion diaria medida y la predicha, expresadas
en base al area foliar (T_») de los nueve clones de Eucalyptus estudiados.

Comparando la transpiracion, expresada en base al area foliar, entre los
nueve clones de Eucalyptus y las nueve fechas de medicién, se detectaron
diferencias significativas entre clones pero resultaron tan pequefias que el test
T3-Dunnett no los diferencié en grupos homogéneos separados (Tabla 9).
También fueron detectadas diferencias significativas entre fechas y para la
interaccion Clon x Fecha (p = 0.001) (Figura 26).

Como la transpiracion diaria también depende del tamafio de la planta, a
su vez relacionado con la superficie foliar transpirante, se evalu6 la relacién
entre la transpiracion diaria total y el diametro o la seccién transversal del tallo
(Figura 27 y 28). También se analiz6 la influencia de la altura de la planta (H),
pero su inclusién en el modelo junto con D no lo mejoraba significativamente y

por si sola no resultd una buena predictora, por tanto fue descartada en esta
primera aproximacion.
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Tabla 9. Valores medios (+ ET) de la tasa de transpiracion diaria en base al area foliar (T_») de
los distintos genotipos ensayados y fechas de medicion. p = nivel de significacion. Para cada

factor (clon, fecha) letras distintas en cada columna indican diferencias significativas.

TLA TLA
Clon (L m? dia™) Fecha (L m? dia?)
Total 1.89 +0.12 Total 1.89+£0.12
12 € 1.51+0.23a 21/10/2014 1.19+£0.13¢c
HE 219+0.48a 29/10/2014 1.01£0.12 bc
HG 1.66 £0.26 a 17/11/2014 0.60 £ 0.06 ab
HI 245%+0.43a 01/12/2014 0.39+0.03 a
225 1.80+0.25a 25/03/2015 1.11+£0.09¢c
227 211+0.42a 20/05/2015 1.96 £+0.10d
Cil4 2.02+0.46 a 02/07/2015 572+ 041e
358 1.57+0.18 a 23/07/2015 541+041e
437 1.66 +£0.20 a 10/11/2015 1.95+0.11d
p <0.001 p <0.001
10 -
9 -
8 -
- o= 12€
7 4 —0O— HE
H‘m 6 -=A==HG
;E Y H|
o 5 4 —X: + 225
E . ] ceee©eee 227
E —a—C14
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— — — — — — — — — — i — — — —
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Figura 26. Tasa de transpiracién diaria en base al area foliar (T s) para los nueve clones

estudiados en las distintas fechas de mediciéon (media + ET).
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Figura 27. Relacién entre el diametro en la base del tallo (D) y la transpiracion diaria (T) para el

conjunto de clones de Eucalyptus estudiados, crecidos en macetas de 10 L y 100 L y medidos

en distintas fechas del afo.
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Figura 28. Relacion entre la seccion de la base del tallo (Ab) y la transpiracién diaria (T) para el
conjunto de clones de Eucalyptus estudiados, crecidos en macetas de 10 L y 100 L y medidos

en distintas fechas del afio.
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5. DISCUSION

5.1. Estomas

5.1.1. Densidad

El tamafio de los estomas y la densidad parecen ser las variables mas
sensibles al cambio en las condiciones ambientales, en especial las
condiciones de estrés hidrico, posiblemente relacionadas con la resistencia
estomética, lo que evitaria el exceso de transpiracion y permitiria una mejor
adaptaciéon de los arboles a condiciones de mayor demanda hidrica
(Lammertsma et al., 2011). En las hojas crecidas en invierno, la densidad
estomética resultd mayor, facilitando la via de salida del agua cuando la
demanda atmosférica es menor, y en el verano, cuando hay limitacién de agua
y mayor demanda atmosférica, la densidad disminuyo, haciendo posible que
las plantas ahorren agua y resistan mejor los eventos de sequia.

La densidad estomatica varia también con el estado de madurez de la
planta. En los clones de eucalipto del presente estudio, la presencia de
estomas se concentrd en la superficie abaxial de la hoja. En los limbos foliares
de hojas planas, los estomas pueden estar en ambas superficies (hojas
anfiestométicas), o solamente en una de las superficies, por lo general la
inferior (hojas hipoestomaticas) (Camargo y Marenco, 2011). Para todos los
clones estudiados se encontr6 una cantidad muy baja de estomas en la
superficie adaxial, 2-3 estomas por milimetro cuadrado. Esto es debido a que
se han utilizado hojas maduras pero de plantas en estado juvenil, procedentes

de plantas de corta edad. Estas especies presentan dimorfismo foliar marcado,
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entre estado juvenil y adulto, que también se hace patente en la disposicién de
los estomas en el limbo foliar, como hemos visto. Para hojas de estado adulto,
las diferencias morfolégicas entre haz y envés se minimizan, especialmente
para E. globulus, E. maidenii y E. saligna, pudiendo encontrar estomas en
ambos lados. No obstante, aunque puede haber presencia de estomas en
ambas superficies en hojas adultas, Tuffi Santos et al. (2006), al estudiar la
densidad de estomas también en hojas juveniles de Eucalyptus grandis, E.
urophylla, E. saligna, E. pellita y E. resinifera, constataron que, para todas las
especies, en la superficie adaxial fue, en media, diez veces menor que la
superficie abaxial, que se situ en torno a los 600 estomas por mm? mientras
que en la superficie adaxial estuvo entre 10 y 80 estomas por mm? con
diferencias entre clones.

En las plantas de este estudio, los valores medios estimados se situaron
entre 145 y 462 estomas por mm?, dentro del rango de valores medios de hojas
escleréfilas (100-500 mm?) descritos por Larcher (2006). Los clones con mayor
densidad estomética, considerando todas las fechas, fueron los hibridos HI y
HG, presentando una media en torno a 400 estomas, mientras que la densidad
estomética para los clones 358, C14 y 437 de E. globulus fue la mitad que para
los anteriores. Muianga (2013) estudiando la relacion entre crecimiento y
respuestas ecofisiolégicas en seis clones hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla, sometidos a diferentes dosis de fertilizacién potasica, encontré que
los clones mas susceptibles al déficit hidrico presentaron mayores densidades
estomaticas, en aquel caso de 74 estomas mm™. Por tanto, la menor densidad
estomatica de E. globulus en los clones estudiados, podria estar relacionada

con una mejor adaptacién a la sequia. Por otro lado, los clones de E. globulus y
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el clon HE tendieron a mantener la densidad estomatica a lo largo del afio,
mientras que los otros tres clones disminuyeron su densidad del invierno al
otofio. Esto nos indica una menor plasticidad de E. globulus en cuanto a la

densidad estomatica.

5.1.2. Tamafio de los estomas

Analizando el tamafio de los estomas, medidos en el plano de la
epidermis foliar, podemos destacar que algunos de los clones que presentaron
menores densidades estomaticas fueron los que presentaron estomas de
mayor tamafo. Por tanto, una mayor densidad estomatica fue acompafada de
una reduccion en el tamafio de los estomas. Hetherington y Woodward (2003)
reportaron que, con frecuencia, la densidad estomatica se relaciona
negativamente con el tamafio de los estomas. Este fendbmeno ha sido descrito
en alamos riberefios crecidos en ambiente semiarido (Pearce, 2006), también
en especies de selva tropical como Eschweilera bracteosa y Ferdinandusa
elliptica que presentan relacion negativa entre la longitud de las células
oclusivas y la densidad (Camargo y Marenco, 2011), y en Eucalyptus globulus,
tanto para tamafio total del estoma (incluyendo largo y ancho) como para la
longitud de las células oclusivas, en poblaciones de lugares con alta y baja
precipitacion (Franks et al., 2009). En nuestro estudio, en el conjunto de todas
las fechas, los clones monoespecificos de E. globulus y el hibrido HE
presentaron mayor tamafo que los demas hibridos estudiados.

Comparando las tres zonas evaluadas en las hojas (base, centro y apice),

aunque el andlisis estadistico mostro diferencias significativas en el tamafio
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(Tabla 3), estas fueron pequefas en valor absoluto que, lo que no parece que
tenga una justificacion biologica destacable.

En general, los valores de longitud y ancho de las células oclusivas
mostraron una evolucion decreciente a lo largo del afio, en particular LO, lo que
indica un cierto grado de aclimatacion del aparato estomético al cambio en las
condiciones ambientales, que origina estomas mas grandes en invierno y
menores en épocas mas calidas y secas. El mismo fenomeno fue encontrado
para plantas de Sequoia sempervirens en diferentes plantaciones de Chile
(Toral et al., 2010). Cabe sefialar que el afio 2015 fue atipico en la zona, ya
que las altas temperaturas y la escasez de lluvias se prolongaron durante casi
todo el otofio y parte del invierno. En consecuencia, durante los meses de
otofio-invierno, cuando la temperatura, radiaciéon y fotoperiodo son menores y
la humedad relativa mayor, el desarrollo de las hojas podria estar favoreciendo
la formacién de estomas de mayor tamafio, y viceversa, con el objetivo de
regular el intercambio gaseoso y la eficiencia de uso del agua.

El menor valor de la ratio AO/LO obtenido en el clon 12€ indica una forma
menos redondeada de los estomas respecto a los demas clones estudiados.
Tanto la longitud (LO), como el ancho (AO) de las células oclusivas
presentaron una alta correlacion positiva con la longitud (LS) y con el ancho
(AS) de las células subsidiarias, respectivamente, lo que indica que en el
estandar global el aumento de la longitud o ancho de un tipo de células provoca
también el aumento de la longitud o ancho de las otras células asociadas al

aparato estomatico.

46



No obstante, es conveniente seguir tomando datos durante, al menos,
otra anualidad para confirmar la consistencia de estos resultados (evolucién

estacional y correlaciones entre parametros).

5.2. Transpiracion

5.2.1. Transpiracion cuticular y parametros relacionados

El contenido hidrico relativo (CHR() y el contenido de humedad (H.) en el
punto de cierre de estomas son importantes indicadores del estado hidrico de
las hojas en condiciones de sequia. Estos parametros estdn estrechamente
relacionados con la turgencia celular y, por lo tanto, reflejan con precision el
equilibrio entre el contenido de agua interno, el suministro de agua en la hoja 'y
la tasa de transpiracion, asi como la tolerancia de la hoja a la deshidratacién
(Andivia et al., 2012).

Los valores medios encontrados del contenido hidrico relativo (CHR.) en
los nueve clones estudiados se encuentran dentro del rango obtenido por
Carevic et al. (2010), estudiando plantas de encina (Quercus ilex L. spp.
ballota), especie de ambiente mediterraneo y hojas esclerdfilas, que obtuvo una
variacion estacional de CHR. entre 62.0% * 3.9% (marzo) y 91.2% + 5.9%
(junio). En nuestro estudio, la evolucién estacional oscilé entre un minimo de
73.2% = 1.2% (febrero) y 82.9% * 0.8% (mayo), con el dltimo valor no
diferenciandose de los meses de julio y noviembre. Andivia et al. (2012),
estudiando la tolerancia a la sequia de dos procedencias espafiolas de encina
observaron variaciones estacionales en este parametro, indicativos de

conservacion del agua durante el verano (con valores maximos cerca de 90%),
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pero la disminucion de CHR. durante la estacion humeda sugiere una
estrategia "gastadora de agua" cuando hay abundante agua disponible.

Por otro lado, el contenido de humedad (H;) presenté un valor medio de
61.2%, con diferencias reducidas entre clones en valor absoluto. La evolucién
estacional se diferencié de CHR¢, sin diferencias significativas entre febrero y
julio (58.7% a 60.4%), pero diferenciados del valor observado en noviembre
(67.7%).

Todo ello indica que los nueve clones de Eucalyptus, con ligeras
diferencias entre ellos, utilizaron adaptaciones foliares morfo-fisiolégicas para
reducir la pérdida de agua en las épocas de mayor demanda, pues tienden a
mantener el CHR, alto en los periodos mas secos y el contenido de humedad
relativamente constante durante el afio, aspecto Util para la supervivencia en
climas como el mediterraneo.

En una determinada planta, el tiempo hasta el cierre de los estomas (t.)
durante el aumento del déficit de agua en la hoja puede variar con la edad de la
hoja, asi como también con el tamafio del estoma y de su localizacion.
Estomas de hojas juveniles, como el caso de las muestras estudiadas,
frecuentemente cierran mas rapidamente los estomas que aquellas de hojas
viejas en respuesta al estrés hidrico (Kozlowski, 2012). El rango de tiempo para
el cierre de estomas varia entre las especies, incluso entre individuos de la
misma especie. Los clones del presente estudio no se diferenciaron
significativamente entre si segun el test T3-Dunnet, pero en la evolucion
estacional se movieron en un rango de 49 minutos (noviembre) hasta 86
minutos (febrero). En tal caso, las hojas formadas en los periodos mas secos

cerraron sus estomas en la mitad de tiempo que las formadas en periodos mas
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frios y humedos. Esto evidencia, una vez mas, estrategias de plasticidad para
la aclimatacion a climas como el mediterraneo, donde deben prevenir pérdidas
excesivas de agua en meses mas secos.

El area foliar especifica (SLA) es una caracteristica que indica como se
distribuye la biomasa foliar buscando un equilibrio entre la ganancia de carbono
y la pérdida de agua, puesto que a igualdad de masa, una lamina foliar méas
amplia y delgada favorece la fotosintesis pero también la pérdida de agua por
transpiracion. Es una importante propiedad de adaptacion de las plantas a las
condiciones ambientales y su plasticidad se ve a menudo como una forma de
optimizar su eficiencia en la absorcion de luz y la eficiencia en el uso del agua
(Poorter y Rozendaal, 2008).

SLA esté altamente relacionada con las condiciones hidricas del ambiente
y los niveles de radiacién durante el desarrollo de las hojas (mayor cuanta mas
humedad y menor radiacion). Sefton et al. (2002) hicieron un estudio con tres
especies de Eucalyptus (E. occidentalis, E. camaldulensis y E. grandis) a partir
de plantulas recién germinadas hasta 12 semanas de edad, observando que
los valores en las primeras etapas del desarrollo eran mayores y con mayor
variacion entre las especies, pero a medida que maduraban las hojas y crecian
las plantas esos valores se aproximaron en un rango de 16.1 m? kg™ (E.
occidentalis) hasta 25.4 m? kg™ (E. grandis). Los valores encontrados en los
clones de nuestro estudio, con plantas superiores a los 3 meses de edad,
estuvieron en un rango de 9.7 m? kg™* (C14) hasta 14.6 m? kg™ (12 €), pero
dentro de los valores encontrados por Sefton et al. (2002), teniendo en cuenta
que nuestras plantas eran de mayor edad y crecidas al aire libre, en un

ambiente de alta radiacion y humedad relativa mas baja. En nuestro estudio,
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los menores valores encontrados para los clones de E. globulus y el clon HE,
diferenciados de 12€ y HG, indicaria hojas mas gruesas para los primeros,
propio de su mayor adaptacion a climas secos, comparado con E. grandis o E.
urophylla, tipicos de climas mas humedos.

Como hemos comentado, las variaciones estacionales o interanuales en
SLA son habituales en muchas especies, incluido el género Eucalyptus,
resultado de las variaciones de la luz o de la demanda y disponibilidad de agua
(Nouvellon et al., 2009). En la evolucion estacional de los clones estudiados,
hubo una caida progresiva en SLA de las hojas formadas en febrero (11.5 m?
kg™) hasta las formadas en julio (9.9 m? kg™), aumentando en las de
noviembre (14.1 m? kg™), que debi6é ser resultado de la variacién de las
condiciones climaticas (humedad relativa, radiacion) ya que estuvieron bien
regadas, lo que demuestra su sensibilidad y capacidad de reaccion a las
variables meteorologicas.

La cuticula forma una eficaz barrera protectora en las plantas ante la
pérdida no controlada de agua. Durante el estrés hidrico, cuando los estomas
estan cerrados, la supervivencia de las plantas depende en gran medida de la
cantidad de agua que se pierde a través de la cuticula. Los valores
encontrados de E. tuvieron una media de 1.85 mmol kg™ s™, superiores a los
encontrados por Carevic et al. (2010) para encinas adultas crecidas en campo,
que estuvieron entre 0.06 hasta 0.19 mmol kg™ s, pero inferiores a los valores
encontrados por Fernandez et al. (2015) para siete especies (Dichrostachys
cinérea, Populus x euroamericana “lI-214”, Eucalyptus camaldulensis,
Casuarina cunninghamiana, Paulownia fortunei, Salix purpurea y Leucaena

diversifolia) crecidas bajo malla de sombreo en vivero, que obtuvieron valores
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de 0.83 mmol m? s para E. camaldulensis hasta 3.98 mmol m? s™ para las
otras especies, mientras que los clones de nuestro estudio promediaron 0.17
mmol m?s™.

Los valores de E; fueron semejantes estadisticamente para todos los
clones, con excepcion de las diferencias entre el clon de valor mas extremo
(HE) respecto al de menor valor (358) para la E. en base al peso foliar, y HE
respecto a 358, 437, C14, 12€ y HIl cuando E. se expresa en base al area foliar.
Eso sugiere que el clon HE tiene una estrategia menos eficiente de ahorro de
agua en relacion a los otros clones citados, cuando medimos permeabilidad de
epidermis foliar (Andivia et al., 2012). Eamus et al. (2008), analizando hojas de
Eucalyptus haemastoma (Sm.) a diferentes temperaturas, especie nativa
comun de Nueva Gales del Sur (Australia), de clima semiarido en el verano con
inviernos de noches frias, obtuvo valores de E. entre 0.04 mmol m? st en las
temperaturas mas bajas (18 °C) y 0.5 mmol m? s en la temperatura mas
elevada (38 °C), valores que se encuadran dentro de los obtenidos en nuestra
medicion.

Por otro lado, el test estadistico no diferencié entre clones para la tasa de
transpiracion total al inicio (E;) en las condiciones medidas de laboratorio, con
baja radiacion luminosa y sin viento. El valor medio de E; fue 0.72 mmol m?s™,
con valor minimo de 0,48 mmol m? s™ en primavera y 1,24 mmol m? s™ en
verano. Este rango de valores es habitual para este género y en las
condiciones medidas (Vellini et al., 2008; Marrichi, 2009; Moreno, 2010). Para
nuestros clones, las mayores tasas de transpiracion fueron encontradas para

las hojas desarrolladas y medidas en el verano y el otofio, debido posiblemente
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a las condiciones ambientales de elevada temperatura y baja humedad relativa

(Eamus et al., 2008).

5.2.2. Transpiracion diaria

Para el conjunto de clones y fechas de medicion, la transpiracion diaria en
base al area foliar (Tia-predicha), Calculada a partir de los valores medios diarios
de temperatura, velocidad del viento, radiacion solar diaria acumulada y valores
minimos diarios de humedad como variables independientes, fue la mejor
predictora de la transpiracion medida (T a-medida), €N €Sta primera aproximacion.
También mejor que las calculadas en base al peso seco foliar y al area
basimétrica del tallo principal, aunque con una diferencia pequefa. El analisis
individual por clon también produjo el mismo resultado. No obstante, casi con
toda seguridad, estos modelos de prediccion mejorardn si consideramos
intervalos mas cortos de tiempo a lo largo del dia, pues como la transpiracion
por la noche es minima, hay una relativa distorsion de los pardmetros
ambientales que influyen directamente en la prediccion del modelo. Esto esta
previsto realizarlo como continuacién del estudio, para el conjunto de clones y
para cada clon individualmente, para detectar las diferencias que comienzan a
intuirse entre ellos.

La transpiracion media diaria por planta varié en funcion del tamafio y la
época del afio, en un rango de 0.06 L dia™ hasta 5.58 L dia™, con plantas de
tamafio entre 0.31 cm y 4.57 cm de didmetro en la base (0.07 cm? hasta 16.43
cm?), es decir, 0.34 L cm™ de seccién de tallo para las maximas tasas medidas.
Este resultado es l6gico puesto que a mayor tamafo de planta se corresponde

mayor superficie foliar transpirante (Fernandez et al., 2010). No obstante,
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debemos ser cautos con estos datos y no extrapolarlos a transpiraciones en
plantaciones o masas naturales (Gentil, 2010), puesto que las condiciones
ambientales y la competencia entre arboles son distintas. Es necesario
disponer de méas datos y analizarlos para cada fecha y clon por separado con el
fin de mejorar los modelos de prediccion en funcion del tamafio.

Las altas correlaciones entre el diametro del tallo principal con la biomasa
(pesos secos de hojas, raiz y tallo) asi como con la superficie foliar nos
permitieron estimar estos Ultimos parametros a partir de la medicion del
diametro, medicion no destructiva y facil de realizar. Dicha capacidad de
prediccidbn de otros parametros a partir del diametro ha sido indicada para
Eucalyptus por otros autores (Montagua et al., 2005; Onrizal et al., 2009).

A pesar de que el test T3-Dunnet no diferencioé entre clones, el nivel de
significacion obtenido en el ANOVA vy la tendencia observada en los distintos
clones invita a profundizar mas en ellos, con mas mediciones durante uno o
dos afios mas, con el fin de analizar las posibles diferencias entre clones, de
esperar en Eucalyptus (Fernandez et al., 2010).

La transpiracion diaria fue bastante variable de unos meses a otros,
evidenciando que las plantas responden a los estimulos del ambiente, como la
radiacion, temperatura, humedad relativa y velocidad del viento. Las dos fechas
en que la transpiracion fue mas elevada coincidieron con el verano y las de
transpiracion mas reducida al final del otofio y el invierno, en coincidencia con
otros autores (Marrichi, 2009; Fernandez et al., 2015). En las dos fechas de
medicion del verano fue cuando se pudo notar las mayores diferencias entre
los clones. Los clones HE, HI, C14 y 227 presentaron mayores tasas de

transpiracién unitaria (L m? dia™®) frente a los otros. En las otras fechas de
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medicién, las diferencias de transpiraciéon entre clones fueron menores. No
obstante, también debera tenerse en cuenta la ratio entre superficie foliar (SF)
y el diametro del tronco (D) para cada clon individualmente, por su efecto en la
transpiracion total diaria (en L dia™), pero este es un anélisis que escapa a este

primer estudio.
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6. CONCLUSIONES

- La presencia de estomas se concentro en la superficie abaxial de la hoja
para todos los clones estudiados.

- La densidad estomatica varié en funcién de la época del afio, mayor en
las hojas desarrolladas durante el invierno y menor en las de verano, pudiendo
significar estrategias de control de la pérdida de agua a través de los estomas.

- La densidad estomatica se correlacioné negativamente con el tamafio de
los estomas. Los clones monoespecificos de E. globulus y el hibrido HE
presentaron menor densidad estomatica, mayor tamafio y menor variacion
temporal de la densidad que los demas hibridos estudiados.

- El tamafo de los estomas, medido por la longitud (LO) y ancho (AO) de
las células oclusivas, disminuy6 a lo largo del afio, en particular LO.

- Los nueve clones de Eucalyptus tendieron a mantener altos contenidos
hidricos relativos (CHR;) y a acortar el tiempo (t;)) en el momento del cierre
estomatico en los periodos mas secos, con el fin de mantener constante el
contenido de humedad (Hc).

- Valores més altos de SLA en época hiumeda y bajos en la mas seca
indican sensibilidad y capacidad de reaccion a las variables meteorolégicas por
parte de los clones de Eucalyptus estudiados. Los valores mas altos de los
clones 12€ y HG indican hojas mas delgadas y propias de climas con mas
humedad ambiente que los otros clones.

- Los valores de E; fueron semejantes estadisticamente para todos los
clones, con excepcién del clon HE frente a algunos otros clones, lo que sugiere

gue el clon HE tiene una estrategia menos eficiente de ahorro de agua en
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relacion a la impermeabilidad de la epidermis foliar cuando los estomas estan
cerrados.

- La tasa de transpiracion diaria, calculada a partir de variables
meteoroldgicas, resultd un poco mejor si se referia al area foliar (T a) que al
peso foliar (T.w) o area transversal del tallo principal (Ts{), en esta primera
aproximacion. No obstante, casi con toda seguridad, estos modelos de
prediccion mejorardn si consideramos intervalos mas cortos de tiempo a lo
largo del dia para estimar el valor de las variables ambientales.

- Las altas correlaciones entre el diametro del tallo principal con la
biomasa (pesos secos de hojas, raiz y tallo) asi como con la superficie foliar
nos permitid estimar estos Ultimos parametros a partir de la medicion del
diametro, medicion no destructiva y de facil realizacion.

- La transpiracion diaria fue bastante variable de unos meses a otros,
evidenciando el efecto de los estimulos ambientales sobre la transpiracion
(radiacion solar, temperatura, humedad relativa y velocidad del viento).
También se aprecio diferencias entre clones, aunque el test T3-Dunnett no los
diferencié significativamente. Sin embargo, la tendencia observada en los
distintos clones invita a profundizar mas en ellos, con mas mediciones, con el
fin de analizar las posibles diferencias, tanto para transpiracién diaria como

para transpiracion cuticular.
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