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Resumen

Eucalyptus es el género arbéreo mas utilizado en el mundo en plantaciones
comerciales, cubriendo mas de 20.1 millones de hectareas, con tasas de
crecimiento que habitualmente superan los 35 m?3/(ha.afio) en muchas
localidades. Puede cultivarse en una gran variedad de climas, convirtiéndose en
una fuente importante de productos madereros y no madereros como lefa,
carbon, pasta celuldsica y papel, aserrio y aceites esenciales. El estrés hidrico y
el estrés térmico son dos de los principales limitantes del crecimiento y la
supervivencia de las plantaciones de Eucalyptus. Por tanto, en un programa de
mejora genética, la seleccion de genotipos que mejoren la resistencia a ambos
estreses ayudaria a mejorar la productividad y a ampliar las plantaciones. Las
caracteristicas de los estomas, la transpiracion estomatica y cuticular, las
propiedades anatomicas del xilema, los mecanismos de tolerancia a bajas
temperaturas, entre otros, son caracteres a tener en cuenta en la seleccion, asi
como la capacidad de cada clon de modificarlos en funcion de las condiciones
de crecimiento. Para ello, utilizando plantas de vivero de 1-2 afios de edad, de
nueve clones de Eucalyptus de alta productividad, cinco de E. globulus y cuatro
de hibridos de diversas especies, procedentes de un programa de seleccién y
mejora genética, se han estudiado dichos caracteres en distintas épocas del afio.

En el capitulo 1 se evaluaron parametros foliares como el tamafio (largo y
ancho) y densidad de los estomas, el area foliar especifica y la estructura
transversal de la hoja. Asimismo, se evaluaron también paradmetros xilematicos
como la densidad, el didmetro y el &rea transversal de los vasos xilematicos en
raices y tallos, la longitud de los elementos de vaso y la densidad de radios
lefiosos. La densidad estomatica, el tamafio de los estomas y la SLA variaron en
funcion de la época del afio y se diferenciaron entre clones. Todos los
parametros xilematicos evaluados se diferenciaron entre clones.

En el capitulo 2 se evaluaron diversos parametros relacionados con la
resistencia a estrés hidrico y el consumo de agua, como la transpiracion total de
la planta y la cuticular, el ajuste osmoético, la conductancia hidraulica y la
vulnerabilidad a la cavitacion del xilema, entre otros, asi como la capacidad de

cada clon de modificarlos en funcién de las condiciones de crecimiento. Los



resultados revelaron diferencias significativas entre fechas de medicion y entre
clones en todos los parametros medidos.

Relacionando los parametros medidos en los distintos ensayos de los dos
capitulos anteriores, de transpiracion cuticular, vulnerabilidad a la cavitacion y
parametros derivados de curvas p-V, transpiracion diaria en vivero y
caracteristicas estomaticas, se pudo apreciar, en general, aunque con ligeros
matices, un comportamiento similar de los clones de E. globulus entre si. Ello
contrasto con las diferencias mostradas por los demés clones de hibridos, entre
siy conlos de E. globulus, pero solo en algunos de los parametros, ya que dichas
diferencias variaron de un parametro a otro.

Por ultimo, en el capitulo 3 se muestra la evolucidén temporal de la tolerancia
al frio durante la estacion fria, asi como el efecto de la fertilizacion otofial con
diferentes dosis de N y K sobre dicha tolerancia. Los resultados sefialaron una
escasa variacion estacional en la temperatura que causa el 50 % de dafios en
hojas (LTso0), en general menor de 2 °C, entre -5.0 y -7.0 °C, lo que dificulto la
diferenciacion entre clones por el rango tan estrecho de temperatura en que se
movieron, aunque resulté significativa. Esto indica, ademas, que estos eucaliptos
ensayados no poseen un alto grado de endurecimiento estimulado por la
temperatura. El efecto de la dosis aplicada de N result6 significativo, asi como la
interaccion de N y K, aunque no el efecto principal K, por lo que, para establecer
la dosis correcta de fertilizacion, se deberia tener en cuenta la relacion N/K. Las
concentraciones de N y de azucares solubles en dichas hojas no se
correlacionaron significativamente con la tolerancia al frio (LTso0), al menos para
el rango de concentraciones obtenido en este estudio, en el que las plantas no
mostraron sintomas de deficiencia en nutrientes.

Todos los resultados obtenidos, junto a las experiencias previas con esta
especie, permiten ir definiendo los caracteres morfo-fisiolégicos de cada clon
potencialmente aplicables a la seleccion de genotipos resistentes a sequia o0 a
heladas, por lo que el éxito de las plantaciones, sobre todo en zonas
desfavorables, podria verse incrementado. Asimismo, se pone de manifiesto que
la estrategia de resistencia o de ahorro de agua varia de un clon a otro, en

funcién de la combinacién de caracteres puestos en juego en cada caso.



Abstract

Eucalyptus is the most widely used hardwood genus in commercial
plantations worldwide, covering more than 20.1 million hectares. Its growth rates
usually exceed 35 m?3 ha' year?! in many locations. These plantations can be
grown under a great variety of climates, becoming an important source of woody
and non-woody products such as fuelwood, charcoal, cellulose pulp and paper,
sawn timber and essential oils. However, as the water and cold stress are two
major constraining factors of Eucalyptus plantation growth and survival, the
selection of genotypes that improve resistance to these stresses would help to
improve productivity and to expand plantations. Stomata features, stomatal and
cuticular transpiration, xylem anatomical properties, cold tolerance mechanisms,
among others, are characteristics to be taken into account in a genetic
improvement programme, as well as the clone’s ability to modify them according
to growing conditions. To this end, using nursery plants of 1-2 years-old of nine
high-productivity Eucalyptus clones, including five E. globulus and four hybrids
from different species, from a plant selection and breeding programme, these
characteristics were studied along different seasons of the year.

In Chapter 1 foliar parameters were evaluated such as stomata size (length
and width) and density, specific leaf area, and leaf structure. Xylem parameters
in roots and stems were also evaluated, such as the density, diameter and cross-
sectional area of the xylem vessels, length of the vessel elements and the density
of woody rays. Stomata density, stomata size and SLA varied according to the
seasons of the year and differed among clones. All xylem parameters evaluated
differed among clones.

In Chapter 2 various parameters relating to drought resistance and water
use were evaluated, such as the total transpiration rate of the plant and cuticular
transpiration, osmotic adjustment, xylem hydraulic conductance and vulnerability
to cavitation, among others, as well as the clone’s ability to modify them according
to growing conditions. The results revealed significant differences among
measurement dates and among clones in all parameters evaluated.

Relating the parameters measured in the different tests of the two previous
chapters, cuticular transpiration, vulnerability to cavitation and parameters

derived from p-V curves, daily transpiration in nursery plants and stomatal

3



characteristics, it was observed, in general, although with slight differences, a
similar behaviour of the E. globulus clones with each other. This contrasted with
regard to the differences shown by the other clones of hybrids, with each other
and with those of E. globulus, but only in some of the parameters, since these
differences varied from one parameter to another.

Finally, Chapter 3 shows the seasonal evolution of the cold tolerance during
the cold season, as well as the effect of autumn fertilization using different doses
of N and K on this tolerance. The results indicated a scarce seasonal variation in
lethal temperature 50 (LTso), in general less than 2 °C, in a range from -5.0 °C to
-7.0 °C, which made the differentiation between clones difficult because of the
narrow temperature range in which they moved, although it was significant. This
also indicates that these tested eucalypts do not have a high degree of hardening
stimulated by temperature. The effect of the applied dose of N was significant, as
well as the interaction of N and K, although not the main effect of K, therefore, to
set the correct dosage of fertilization, it must be taken into consideration the ratio
N/K. The leaf N and soluble sugars concentrations did not correlate significantly
with cold tolerance (LTso), at least for the concentration range obtained in this
study, in which the plants showed no symptoms of nutrient deficiency.

All the results obtained, together with previous experiences with this
species, allow us to define the morpho-physiological characteristics of each clone
that are potentially applicable to the selection of genotypes resistant to drought
or frost. So, the success of the plantations, especially in unfavourable areas,
could be further increased. However, it also shows that the drought resistance or
water saving strategy varies from one clone to another, according to the
combination of characteristics brought into play in each case.
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1.1. El eucalipto en el sector productivo forestal

Eucalyptus es un género muy diverso dentro de las angiospermas.
Originario de Tasmania (Australia), domina la flora arbdérea del continente
australiano con mas de 800 especies y 92 millones de hectareas de bosques
nativos y plantaciones cultivadas (ABARES, 2016). Se cultiva ampliamente en
todo el mundo pero, hasta el momento, solo unas 30 especies tienen interés para
la industria forestal (Tabla 1.1). Su area de distribucién natural se restringe al
hemisferio sur, con la Unica excepcion del Eucalyptus deglupta, que se extiende
hasta la latitud 11° N en Mindanao (Filipinas) (Fonseca et al., 2010). Los géneros
Eucalyptus y Pinus destacan por incluir a las especies forestales mas utilizadas
en plantaciones con fines industriales en todo el mundo, por su gran amplitud
ecoldgica y capacidad de adaptacion, lo que representa el 98 % de la produccién
econdémica de los bosques (FAO, 2016). El area de las plantaciones de
Eucalyptus cultivadas en todo el mundo en 2009 fue aproximadamente 20.1
millones de hectéreas, con Brasil poseyendo el 21 % del total, seguido de India
(19 %), China (13 %), Australia, Uruguay, Chile, Portugal y Espafa (Iglesias-
Trabado y Wilstermann, 2009). En Brasil, es el género forestal mas empleado en
plantaciones comerciales, en base a sus caracteristicas de rapido crecimiento y
buena adaptacion a las condiciones edafoclimaticas (Almeida et al., 2007). A
escala mundial, la productividad anual de madera en pie en plantaciones de corta
rotacion puede alcanzar desde 20 m?/(ha.afio) en areas con un déficit hidrico
moderado (6—8 meses consecutivos con un déficit anual acumulado de 600 mm)
hasta mas de 70 m3/(ha.afio) en areas con mas de 1200 mm de precipitacion
anual, distribuidas uniformemente en el afo y fertilidad edéfica. (Stape et al.,
2010; Henry, 2011; Lima et al., 2013; Pulito et al., 2015).



Tabla 1.1. Caracteristicas basicas ecoldgicas, de crecimiento y uso de las 30 especies mas utilizadas en plantaciones de Eucalyptus, incluyendo tanto
plantaciones procedentes de semilla como clonales. Categorias de tolerancia a helada entre las especies de Eucalyptus (T °C): Baja: hasta -3 °C;
Moderada: de -4 °C hasta -9 °C; Alta: de -9 °C hasta -14 °C. Categorias de tolerancia a sequia entre las especies de Eucalyptus (Potencial hidrico foliar
(V) MPa): Baja: > -1.5 MPa; Moderada: -1.5 hasta -3.5 MPa; Alta: < -3.5 MPa. Temperatura (T): intervalo entre la media anual de las minimas del mes
mas frio y de las maximas del mes mas calido. Precipitacion (P): rango de la media anual. Para el rango de productividad, tolerancia a helada y tolerancia
a sequia, se incluyen los clones seleccionados de cada especie.

Uso orincioal Densidad P (mm) Rangq c_le Tolerancia Tolerancia Referencias
Especie P P madera (g/cm3) o productlwﬂdad a helada a sequia
T (2C) (m3/(ha.afio)) complementares
.. P:730-1.010 . (Boland et al., 2006; Benin et
E. benthamii celulosa 0.55-0.65 T-1-130 10-66 Alta Baja al., 2014; Flores et al. 2016)
Ny P:625—1. (Passioura y Ash, 1993;
E. botryoides ~ construcciony 0.70-0.75 625~ 1.000 1535 Baja Baja Boland et al., 2006; Flores et
biomasa T:2-28 al,, 2016)
. - , P:1.000 - 2.500 . (Boland et al., 2006; Flores et
E. brassiana lefia y carbdn 0.60-0.70 T:16— 32 20-25 Baja Alta al, 2016)
ny . _ (Boland et al., 2006; Ishiguri
E. - COHSUUCF'O” y 0.70 - 0.75 P: 250 - 625 10-30 Baja Alta etal., 2013; Flores et al.,
camaldulensis carbon T:11-35 2016)
., P:625—1. (Boland et al., 2006;
E.citriodora ~ <OMTrUeciony 0.75-0.85 625-1.000 10-21 Baja Alta  Dickinson et al, 2013; Flores
esencias T:5-35 etal,, 2016)
, construccion y P: 1.000 - 1.600 (Boland et al., 2006; Alcorn et
E. cloeziana carbén 0.70-0.80 T-8-29 15-34 Moderada Moderada al,, 2013; Flores et al,, 2016)
. ., P: 750 - 1.500 . (Boland et al., 2006; Flores et
E. deanei construccion 0.50-0.65 T.0-30 20-40 Baja Alta al, 2016)
P: 2.500 — 5.000 (Eldridge et al., 1993; Boland
E. deglupta muebles y miel 0.45-0.60 T 16-33 14-50 Baja Baja et al., 2006; Flores et al.,

2016)




E. dunnii

E. exserta

E. globulus

E. grandis

E. maculata

E. melliodora

E. microcorys

E. nitens

E. paniculata

E. pellita

E.
phaeotricha

E. pilulares

celulosay
construccion

construcciony
lefia

celulosa, esencias
y biomasa

celulosay serreria

Construcciony
biomasa

construcciony
miel

construccion y
muebles

celulosa, muebles
y biomasa

construccion y
carbon

construccion y
carbon

construccion y
muebles

construccion y
carbon

0.60-0.70

0.70-0.75

0.55-0.65

0.45-0.55

0.75-0.85

0.55-0.70

0.55-0.70

0.45-0.55

0.80-1.10

0.65a0.75

0.50-0.60

0.60-0.70

P: 800 - 1.500
T:8-29

P: 400 - 1.800
T:2-36

P: 600 - 1.400
T:0-23

P:1.000-1.700
T:5-35

P: 625 -1.250
T:2-35

P: 450 - 1.400
T:-2-32

P: 900 - 1.500
T:5-32
P:950-2.100
T:-2-24
P: 825 -1.500
T:2-29
P: 900 - 2.400
T:12-33
P: 1.000 - 2.000
T:3-33
P: 1.000 - 1.500
T:5-32

28-42

10-15

10-40

17-70

21-35

2-6

8-30

20-40

9-18

10-20

20-30

10-20

Alta

Moderada

Moderada

Baja

Moderada

Alta

Moderada

Alta

Baja

Moderada

Moderada

Baja

Baja

Alta

Moderada

Baja

Moderada

Alta

Moderada

Alta

Moderada

Moderada

Moderada

Moderada

(Boland et al., 2006; Moraes
et al,, 2014; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006; Flores et
al., 2016)

(Boland et al., 2006;
Navarrete-Campos et al.,
2013; Flores et al., 2016)

(Boland et al., 2006; Almeida
et al., 2007; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006; Martins
et al., 2013; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006; Héroult
et al., 2013; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006; Martins
et al., 2013; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006; Carrillo
et al., 2017; Flores et al.,
2016)

(Mattei y Longhi, 2001;
Boland et al., 2006; Flores et
al., 2016)

(Boland et al., 2006; Hung et
al., 2015; Flores et al., 2016)
(Ferreira et al., 1992; Boland
et al., 2006; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006; Alcorn et
al., 2013; Flores et al., 2016)




E. propinqua

E. punctata

E. resinifera

E. robusta

E. saligna

E. tereticornis

E. torelliana
E. umbra

E. urophylla

E. viminalis

construccion

construccion

construccion

construccion

celulosay
construccion

celulosa,

construcciony

carbdn

construccion,
carbén y miel

construccion

construccion,
celulosa y miel

celulosa

0.75-0.85

0.55-0.70

0.70-0.85

0.60-0.75

0.50-0.65

0.70-0.80

0.70-0.75

0.55-0.65

0.50-0.60

0.45-0.55

P: 875 -1.400
T:4-33

P:625-1.250
T:4-32
P:1.300 - 1.500
T:4-32
P:1.000 - 1.500
T:3-32

P: 800 -1.200
T:3-30

P:500 - 1.500
T:2-32

P:1.000 - 1.500
T:10-29
P: 700 - 1.400
T:4-34
P:1.000 - 1.500
T:8-29
P: 625 -1.400
T:1-21

10-15

10-20

5-20

14-35

15-35

15-25

10-20

5-15

20-83

15-20

Baja

Baja

Baja

Baja

Moderada

Moderada

Baja
Moderada
Baja

Alta

Alta

Alta

Moderada

Alta

Baja

Alta

Moderada
Alta

Moderada

Baja

(Boland et al., 2006; Longui
et al,, 2014; Flores et al.,
2016)
(Bortoletto Junior, 2003;
Boland et al., 2006; Flores et
al., 2016)

(Boland et al., 2006; Sato et
al., 2007; Flores et al., 2016)

(Boland et al., 2006;
Razafimahatratra et al., 2016;
Flores et al., 2016)
(Boland et al., 2006; Moraes
et al., 2014; Flores et al.,
2016)

(Boland et al., 2006;
Aspinwall et al., 2016; Flores
etal., 2016)

(Boland et al., 2006; Dukku,
2011; Flores et al., 2016)

(Boland et al., 2006; Lima et
al., 2011; Flores et al., 2016)

(Boland et al., 2006; Wu et
al., 2013; Flores et al., 2016)

Boland et al., 2006;
McKiernan et al., 2014; Flores
et al,, 2016)
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De todos los posibles usos de interés comercial que pueden derivarse de
los eucaliptos, reflejados en la Tabla 1.1., destacan actualmente el uso
energético y la produccién de celulosa para pasta de papel. En 2016, las
energias renovables repercutieron el 18.2 % del total de la energia global
producida y, dentro de las renovables, el uso tradicional de la biomasa
correspondio al 7.8 % de ese 18.2 % (IEA, 2017; REN21, 2018). Los aumentos
constantes del precio del petroleo, la incertidumbre politica de los principales
paises exportadores y el aumento de las emisiones de los gases causantes del
efecto invernadero ha colocado a la biomasa, incluida la madera, en el foco de
atencion como una importante fuente de energia. Las empresas forestales
alrededor del mundo, desde los tropicos hasta los climas templados, utilizan cada
vez mas las plantaciones de Eucalyptus como la principal fuente de materia
prima de productos madereros y no madereros como lefia, carbon, pulpay papel,
aserrio y aceites esenciales. El incremento de las plantaciones realizadas con
fines energéticos, derivado del aumento de la demanda, supondra, ademas, 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, por aportar gran cantidad de biomasa de forma
rentable y con un coste de cultivo bajo (Searle et al., 2014). Estos cultivos
contribuyen, ademas, a reducir el déficit energético y el uso de energias no
renovables, asi como a conservar mejor las areas forestales naturales, no
cultivadas (Simioni et al., 2018). Las especies de eucalipto que vienen siendo
mas utilizadas para este fin son E. urophylla, E. cloeziana, E. pellita, E.
tereticornis, E. camaldulensis, E. brassiana, E. benthamii, E. dunnii, E. saligna,
E. grandis, E. pilularis, E. urograndis (hibrido), E. citriodora, E. maculata, E.
torelliana, E. botryoides, E. globulus y E. nitens (Knapic et al., 2014).

Por otro lado, aparte del importante uso energético que se esta dando a la
biomasa de eucaliptos actualmente, también hay una demanda creciente de
madera para la produccion de celulosa, donde cada vez es mayor el uso de
madera de frondosas, de fibra corta. Por ello, el género Eucalyptus se posiciona
también como una de las principales fuentes mundiales de esta materia prima,
por su crecimiento rapido y su alto contenido en fibras (Hart y Santos, 2015).
Ademas, como la produccion de celulosa en la etapa de coccion separa la lignina

de la celulosa, luego se redutiliza la primera como combustible, obteniendo la
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llamada “biomasa de proceso” con la que se puede generar energia. Ambas
ventajas, productividad forestal y rendimiento industrial de la madera, hacen que
el eucalipto sea un arbol altamente indicado para la fabricacién de celulosa y la
generacion de energia. En cuanto a la produccién de celulosa, a pesar de la gran
diversidad de especies de eucaliptos, solamente un grupo limitado viene siendo
utilizado para este fin, destacando, de entre las que aparecen en latabla 1.1., E.
saligna, E. grandis, E. urophylla, E. viminalis, E. dunnii, E. nitens, E. tereticornis,
E. benthamii y E. globulus (Neiva et al., 2015), siendo, dentro de esta Ultima
especie, la subespecie globulus la que destaca por su alto rendimiento en fibra
(>56 %) (Miranda y Pereira, 2002). Sin embargo, el empleo de estas especies
en plantaciones, tanto para cultivos energéticos como para celulosa, encuentra
limitaciones de expansion debidas a factores edaficos, climéaticos y de sanidad
vegetal (Machado et al., 1988; Gomide, 2010).

1.2. Mejora genética forestal: el caso del eucalipto

El objetivo de un plan de mejora genética con eucaliptos orientados a
plantaciones comerciales debe tener una alta rentabilidad econémica, presentar
buena variabilidad y, al menos, un moderado control genético. Hasta la
actualidad, los principales caracteres tenidos en cuenta en la seleccion y mejora
han sido los referentes al crecimiento y productividad (Plomion y Adam-Blondon,
2015); a las propiedades quimicas de la madera (Poke et al.,, 2004); a las
propiedades fisicas de la madera (angulo de fibras, espesor de pared) (Hong et
al., 2014); a la resistencia a plagas y enfermedades (Milgate et al., 2005); a la
tolerancia a estreses abioticos (heladas, sequias, salinidad) (Tibbits et al, 1991);
y a otros aspectos como capacidad fotosintética y caracteres fisioldgicos (Teskey
et al., 2015), uso en biorremediacion (Mclvor et al., 2014), produccion de
compuestos farmaceéuticos (Hu et al., 2016) o arquitectura del arbol (ramas,
nudos, interceptacion de luz) (Diaz-Varela et al., 2015). A pesar de todas las
caracteristicas mostradas, la mayoria de los programas de mejora forestal
llevados a cabo en eucalipto estan orientados al aumento de la productividad y
de la calidad de la madera, caracteristica que difiere dependiendo del objetivo y

del producto final. Por ejemplo, para la generacion de energia, la madera debe
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contener alto contenido de lignina y poseer alta densidad basica; para celulosa
y papel, los contenidos y tipos de ligninas son caracteristicas marcadas en el
proceso de la seleccion (Greaves et al., 1997); en el caso de madera para
aserrar, las propiedades fisicas, anatémicas e incluso quimicas estan
involucradas en el control de las tensiones de crecimiento, que devallan el uso
de la madera en construccion o fabricacion de muebles (Raymond, 2002).

El plan de mejora genética de especies como los eucaliptos se basa en la
seleccion recurrente, lo que implica la repeticién de varias etapas. Se comienza
con la seleccion de los mejores individuos (genotipos) a partir de la evaluacion
fenotipica de las caracteristicas de interés en una amplia base genética (masas
naturales o plantaciones de brinzales). Seguidamente se procede a la evaluacién
local de los individuos seleccionados, constituyendo la primera generacion de
mejora (Fo) con aquellos que no sean rechazados tras esta primera evaluacion.
Esta generacion de individuos seleccionados participara como progenitores de
la siguiente generacién de mejora (F1), asi como productores de propagulos
(semillas, esquejes, etc.) para plantaciones comerciales. Asi, sucesivamente, se
irdn generando las préximas generaciones de mejora (Plomion y Adam-Blondon,
2015).

Los programas de seleccion y mejora llevados a cabo por instituciones
publicas y privadas consistieron, inicialmente, en la evaluacién de especies y
procedencias prometedoras y, posteriormente, en la formacién de huertos
semilleros a partir de la seleccion masal de individuos superiores en familias de
medios hermanos. A partir de la década de los 80, la técnica de clonacion del
eucalipto, desarrollada de forma pionera en Brasil, permitié la perpetuacion y
multiplicacion de genotipos sobresalientes. Ello posibilité el impulso del sector
forestal con la formacion de plantaciones clonales homogéneas, resistentes a
enfermedades y de alta productividad (Berger et al., 2002; Leslie et al., 2019).
Asi, por ejemplo, la implantacion de esta técnica ayudo al control de
enfermedades, como en el caso del chancro (Cryphonectria cubensis), que tuvo
gran incidencia en la década de los 70 debido a la heterogeneidad de las
plantaciones procedentes de semillas. Ademas de todo ello, se cree que se
obtuvo una ganancia, en incremento volumétrico, del orden del 100 % en relacion
a las plantaciones realizadas con brinzales (Gongalves et al., 2001; Alfenas et

al., 2009; Wu et al., 2013; Griffin, 2014). A pesar de los desafios, los programas
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de mejora genética del eucalipto han sido eficientes en la generacion de
plantaciones mejoradas. Aunque los progresos son significativos, todavia hay
espacio para avances en la mejora de la calidad de la madera para todos los
segmentos industriales que la utilizan como fuente de materia prima (Harfouche
et al., 2014; Goncalves et al., 2017).

Asimismo, cuando estamos tratando con especies arboreas longevas, el
acortamiento de estos programas de mejora, a partir de mediciones en plantas
de corta edad y su extrapolacion a edades mayores (seleccion temprana o
precoz), es de vital importancia (Wu et al., 2013). Dicha seleccion temprana ha
sido utilizada, por ejemplo, mediante mediciones de crecimiento en diametro y
altura a los tres afios tras la plantacion (Massaro et al., 2010; Beltrame et al.,
2012), o mediante parametros fisiolégicos indicadores del crecimiento, la
resistencia a la sequia, al frio, a heladas o a plagas en plantas mas jévenes bajo
condiciones controladas (Chaves et al., 2004; Luo et al., 2014).

Paralelamente a estos avances, la sintesis de hibridos interespecificos en
el género Eucalyptus ha asumido destacada importancia dentro de los
programas de mejora genética de este género. La posibilidad de asociacion de
caracteristicas diferenciadas en especies importantes, asi como la manifestacion
de heterosis comprobada en los cruces entre especies, ha llevado a los
mejoradores de Eucalyptus a buscar en la hibridacién un medio mas rapido de
promover la mejora de caracteristicas deseables siguiendo, asimismo, un
proceso de seleccién y evaluacion antes de la seleccion final, multiplicaciéon y
explotaciéon comercial (Nunes et al., 2002). Se ha comprobado que es posible la
complementariedad de caracteristicas de crecimiento, de calidad de la madera
(celulosa, densidad, propiedades energéticas y mecanicas), de resistencia a
factores bidticos (plagas y enfermedades) y abioticos (estrés hidrico, de fertilidad
o de temperatura) (Potts y Dungey, 2004).

En este sentido, las especies como E. camaldulensis, E. tereticornis, E.
brassiana, E. resinifera, E. pellita y E. paniculata, todas con alta densidad de
madera (densidad basica > 550 kg/m?3), se utilizan cada vez mas en la produccién
de hibridos interespecificos con especies de mayor crecimiento (Tabla 1.2). El
cruce de estas especies con clones comerciales de otro hibrido, E. x urograndis,
ha generado materiales de alta productividad forestal y calidad de la madera

superior, sobre todo con mayor densidad (entre 18 % y 45 %) y menor contenido
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de lignina (Tabla 1.2) (Paludzyszyn Filho et al, 2006; Silva et al., 2018). Una
estrategia similar ha sido adoptada con éxito en la integracion de genes de E.
globulus y E. nitens para mejorar la calidad de la madera para la fabricacion de
celulosa (en promedio de 18%) (Carrillo et al., 2017). También est4 siendo
utilizada, por ejemplo, para transferir tolerancia a helada a E. globulus, el
cruzamiento con varias especies tolerantes como E. viminalis, E. gunnii y E.
nitens (Assis et al., 1993; Pardos, 2007; Navarrete-Campos et al., 2013).

Los principales hibridos utilizados en las plantaciones industriales son E.
grandis x urophylla por su alta productividad (Tabla 1.2), pudiendo llegar hasta
los 100 m3/(ha.afio) en algunas zonas de Brasil (Hart y Santos, 2015); E. grandis
x camaldulensis y las variedades que incluyen al menos una de las siguientes
dos especies, E. globulus y E. tereticornis. (Gongalves et al., 2013). Dichos
hibridos son plantados en una escala relativamente grande en Brasil y el Congo,
aunque también existen plantaciones importantes en China, Indonesia y
Sudéfrica. El despliegue de clones seleccionados de E. urophylla x grandis en
Brasil y el Congo ha sido un gran éxito en el combate al chancro y en la
susceptibilidad a otras enfermedades de E. grandis como la roya del eucalipto
(Puccinia psidii), o la causada por el hongo Cylindrocladium candelabrum
(Bouvet y Vigneron, 1996; Santos et al., 2013). Por otro lado, resulta de interés
probar otras especies como E. globulus y E. dunnii, por ejemplo, con objeto de
obtener un aumento de la densidad de la madera, siendo posible alcanzar, en el
caso de E. urophylla x E. dunni, un rango de densidad de 0.65 — 0.75 g cm3
(Beltrame et al., 2012), y en el caso del E. globulus x E. nitens un aumento en la
productividad en celulosa (68.4 % de contenido de holocelulosa) junto a la
reduccion de lignina (contenido de 25.7 %) y extractivos (contenido de 2.0 %),
mejorando el aprovechamiento del bosque en un sentido mas amplio (Palacios,
2018).
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Tabla 1.2. Caracteristicas basicas ecolégicas, de crecimiento y uso de los 4 hibridos mas utilizadas en plantaciones de Eucalyptus. Categorias de tolerancia a helada entre las
especies de Eucalyptus (T °C): Baja: hasta -3 °C; Moderada: de -4 °C hasta -9 °C; Alta: de -9 °C hasta -14 °C. Categorias de tolerancia a sequia entre las especies de Eucalyptus
(Potencial hidrico foliar () MPa): Baja: > -1.5 MPa; Moderada: -1.5 hasta -3.5 MPa; Alta: < -3.5 MPa. Temperatura (T) y Precipitacion (P): rangos de la media anual.

Hibrido

E. camaldulensis
x grandis

E. urophylla x
globulus

E. urophylla x
grandis

E. urophylla x
tereticornis

Usos principales

celulosa, lefia,
biomasa, carbon

celulosa

celulosa, carbodn,
lefia, panel,
serreria, madera
tratada

lefa, celulosa,
carbon

Densidad
madera

(g/cm®)

0.47-0.49

0.51-0.54

0.48-0.52

0.53-0.64

Contenido
de Lignina
(%)

29-31

23-25

26-29

28-35

Rango de Tolerancia

P (mm) productividad a helada
T (2C)
(m3/(ha.afio))
P:1.000-1.800 .
T-24 - 26 25-35 Baja
P:1.000-2.500
T-13- 20 35-45 Moderada
P:1.500-2.500 .
T-20-24 35-60 Baja
P:250- 625 .
T:24-26 25-35 Baja

Tolerancia
a sequia

Alta

Moderada

Moderada

Alta

Referencias
complementares

(Pereira et al., 2000;
Fonseca et al., 2010; Pima
et al., 2016)
(Pereira et al., 2000;
Fonseca et al., 2010;
Carrillo et al., 2017)

(Pereira et al., 2000;
Fonseca et al., 2010; Hart y
Santos, 2015)

(Pereira et al., 2000;
Fonseca et al., 2010;
Gongalves et al., 2013)
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El clima mediterraneo presente en la provincia de Huelva, lugar donde se
desarrolla esta tesis doctoral, se caracteriza por presentar inviernos templados y
lluviosos y veranos secos y calurosos, con periodo de sequia estival. Esto hace
que varie considerablemente la demanda evaporativa entre estaciones del afio,
especialmente agudizadas durante el verano, por lo que las plantas deben
adaptarse a ello, siendo muy interesante en este caso la evaluacién de la
respuesta al estrés hidrico. En ese contexto, ENCE, energia y celulosa S.A.,
desarrolla desde 1982 un programa de mejora genética, especialmente centrado
en Eucalyptus globulus, en dos zonas de mejora, Suroeste y Norte de Espafa,
basados en caracteres de crecimiento, calidad de fibra, resistencia a la sequia o
al frio, etc., dando lugar a la consecucion de clones propios de esta especie.
Asimismo, en los ultimos afios se ha incrementado la demanda de biomasa
destinada a uso energético, por lo que se estan tomando en consideracion tanto
clones de E. globulus ya seleccionados por su adaptacion al clima y suelo de
ambas zonas, como clones de otras especies y de hibridos con gran potencial
de adaptacion. Por estas razones, con especial referencia a Huelva, es crucial
implementar programas de mejora en resistencia a estrés hidrico y térmico 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.

1.3. Las heladas y sequias como factores ambientales estresantes

Los factores climaticos que condicionan mas la adaptacion y el crecimiento
de los arboles son las precipitaciones, la radiacion solar y el viento, que afectan
a su estado hidrico alterando su metabolismo y causando pérdidas en la
productividad, asi como la temperatura (tanto las altas, como las bajas) siendo,
habitualmente, las temperaturas minimas las mas letales, pudiendo matar parte
o la totalidad de la planta con una sola ocurrencia (Fernandez et al., 2006; Stape
et al., 2008). Los escenarios de cambio climatico desarrollados prevén eventos
climaticos extremos, como la disminucién de las precipitaciones, mayor
ocurrencia de heladas y un incremento en la recurrencia de episodios de sequia

extrema (IPCC, 2014). Cualquiera de esos cambios generara una serie de
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alteraciones para la vegetacion que son actualmente dificiles de prever con
precision pero que obligan a tomar medidas adaptativas a las futuras variaciones
ambientales (Warren et al., 2005).

Cuando las plantas son expuestas a temperaturas bajas, algunas de ellas
desarrollan diferentes grados de tolerancia al frio, controlado por relaciones
fisiologicas complejas (Leslie et al.,, 2014), mediante un proceso al que
denominamos endurecimiento, que puede originar ajuste osmaotico del interior
celular (Taiz et al., 2017) entre otros efectos. Si hay episodios de heladas, el
periodo del afio en que ocurren también tiene influencia. En este sentido las
heladas esporadicas son normalmente mas dafiinas porgue, aunque las
temperaturas raramente sean muy bajas, afectan a las plantas con bajo o ninguin
grado de endurecimiento (King y Ball, 1998). Las heladas pueden causar dafios
gue dependen de la intensidad, duracién y velocidad de la disminucion de la
temperatura, llegando hasta una temperatura critica a la cual los diferentes
organos vegetales son definitivamente dafiados. Tan solo una helada severa
(Tmin < - 6.6 °C) puede causar dafios irreversibles a especies como E. dunni, E.
benthamii, E. grandis y E. saligna, desde la caida de las hojas, muerte de la zona
apical o hasta la muerte de los individuos por el frio intenso (Pitz Floriani et al.,
2013). Por ello, la resistencia al frio es un factor ambiental determinante en la
adaptacién y éxito de las especies de Eucalyptus en las plantaciones forestales
(Moraes et al., 2014). El género Eucalyptus tiene gran variacion interespecifica
en cuanto a la capacidad de adaptacion al frio. Existen especies que no soportan
temperaturas por debajo de -3 °C (p. ej. E. deglupta) y otras que resisten valores
inferiores a - 23 °C, como E. rubida, E. niphophila, E. vernicosa y E. largiflorens
(FAO, 1981; Ritter, 2014). Entre los eucaliptos utilizados en plantaciones
comerciales, las especies reconocidas como mas resistentes a las heladas son
E. viminalis, E. benthamii, E. nitens y E. dunnii. Sin embargo, con excepcion de
E. benthamii y E. dunnii, son de baja productividad cuando se comparan con
especies tropicales como E. grandis, E. saligna o el hibrido E. urophylla x E.
grandis.

Por otra parte, el déficit hidrico y la sequia limitan la productividad vegetal
en nuestro planeta mas que cualquier otro factor ambiental y, generalmente, la
tasa de crecimiento de una comunidad vegetal o un cultivo son proporcionales a

la disponibilidad de agua (Navarrete-Campos et al., 2013), lo que incluye también
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al eucalipto (Stape et al., 2010). La seleccion de estirpes de Eucalyptus spp.
resistentes al déficit hidrico es de gran interés, principalmente en regiones
localizadas en areas que presentan régimen pluviométrico anual irregular y
escaso, asociado a altas temperaturas y elevada evapotranspiracion,
ocasionada por la demanda evaporativa del aire y los altos niveles de radiacion,
como es el caso del ambiente mediterraneo. La evapotranspiracion puede llegar
a exceder el 90 % de la precipitacion en plantaciones de Eucalpytus spp.
(Almeida et al., 2016). Cuando el déficit hidrico presenta una evolucion
suficientemente lenta para permitir cambios en los procesos de desarrollo
(endurecimiento) las especies de eucalipto pueden presentar diferentes grados
de resistencia al déficit de agua en el suelo (Tatagiba et al., 2007). De entre las
especies mas resistentes a la sequia destacan E. camaldulensis, E. torelliana,
E. tereticornis y E. brassiana (Lemcoff et al., 1994). Por comentar algunos
ejemplos, E. camaldulensis, aunque presenta baja capacidad de ajuste
osmotico, posee un sistema radicular profundo y ramificado, posibilitando
absorber agua de capas mas profundas del suelo, siendo atribuida a esta ultima
caracteristica su mayor resistencia a la sequia (Reis et al., 1991). E. globulus,
por su parte, aunque clasificado como un clon de resistencia baja a la sequia,
presenta determinados genotipos con potencial para tolerar ambientes con baja
disponibilidad hidrica (Costa e Silva et al., 2008). Asimismo, varios hibridos
vienen siendo utilizados en ambientes sujetos a déficit hidrico, tales como el E.
camaldulensis x E. grandis y E. x urograndis (Silva et al., 2014; Silva et al., 2016).

La eficiencia en el uso del agua (EUA) relaciona la tasa fotosintética o el
crecimiento de las plantas con el consumo de agua y se ha demostrado que es
un parametro fisiol6gico util para evaluar la adaptacion a la sequia de las plantas
(Navarrete-Campos et al., 2013; Li, 2000; Jiménez et al., 2007), y para diferenciar
el comportamiento de diferentes taxones (Silva et al., 2016). Sin embargo, EUA
no siempre es un rasgo constante de un taxdén dado: varia segun una
combinacion especifica de condiciones del sitio, el clima y la edad de los arboles
(Almeida et al., 2007). Mientras que las caracteristicas fisiolégicas pueden variar
dentro de un intervalo muy corto, no ocurre igual con las caracteristicas
morfoldgicas. Las segundas mantienen la misma estructura mientras el 6rgano
es funcional a pesar de los posibles cambios ambientales. De ahi la importancia

de desarrollar érganos con una estructura apropiada para resistir las condiciones
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ambientales futuras y de estudiar el efecto de algunas caracteristicas anatomicas
de las hojas en la pérdida de agua debido a la transpiracion de la planta, tanto
con estomas completamente abiertos, como con estomas totalmente cerrados.
Por ejemplo, las estructuras anatomicas de las hojas, como el parénquima en
empalizada y la densidad estomatica, y la morfologia de la hoja, como el grosor
y el peso especifico de la hoja, regulan las funciones fisiolégicas (p. €j., la
fotosintesis y la transpiracion), que varian en funcion de los diferentes cultivos o
clones (Bhusal et a., 2018). Asimismo, durante condiciones de sequia, la
conductancia estomatica (gs) se ve directamente afectada, y el consiguiente
cierre de los estomas es una forma de reducir la pérdida de agua debido a la
transpiracion de la hoja y a la susceptibilidad de los vasos xilematicos a la
cavitacion (p. ej., embolia o disfuncién), que resulta en una reduccion en la
conductancia hidraulica (Bhusal et al., 2019; McDowell et al., 2011). Por lo tanto,
dado que la resistencia a la sequia es un mecanismo de control multiple, es la
conjuncién de varios factores, no solo uno, lo que representa el verdadero grado
del consumo de agua y de la resistencia a la sequia de cada taxon (Pita et al.,
2005; Fernandez et al., 2010).
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2. OBJETIVOS
GENERALES







El presente estudio se desarrolla en la provincia de Huelva, de clima
mediterrdneo, y esta centrado en la evaluacion de nueve clones,
monoespecificos e hibridos de Eucalyptus spp. del programa de mejora genética
de la empresa ENCE, energia y celulosa S.A. En el trabajo se analizan aspectos
relacionados con las relaciones hidricas y la tolerancia a temperaturas bajo cero,
todo ello a edad temprana, y evaluando su comportamiento en distintas épocas
del afio. La hipotesis de partida es que debe haber diferencias entre clones en
dichos aspectos, los cuales varian dependiendo de las condiciones de
crecimiento y que son detectables a edad temprana.

Por estas razones, fueron abordados los siguientes objetivos generales:

1- Analizar caracteristicas anatomicas relacionadas con el uso del agua tales
como el tamafio y distribucion de los estomas en hojas y de los vasos xilematicos
en tallos jovenes, la estructura transversal de la hoja y el area foliar especifica
(SLA).

2- Cuantificar el consumo de agua (transpiracion), tanto en condiciones de
laboratorio como de campo, y relacionarla con las variables ambientales y

anatomicas.

3- Analizar parametros fisioldgicos relacionados con el uso del agua y la
resistencia al estrés hidrico tales como el contenido hidrico relativo, la
vulnerabilidad del xilema a la cavitacion, la distribucién del agua entre apoplasto
y simplasto y la descomposicion del potencial hidrico celular en sus componentes

osmotico y de turgencia.

4- Evaluar la tolerancia al frio durante la fase de endurecimiento de la época fria

y relacionarla con la temperatura ambiente y con parametros de nutricion mineral
(N'y K).
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3. Capitulo 1

ANATOMIA FOLIAR Y DEL XILEMA







3.1 RESUMEN

Las relaciones hidricas en las plantas y la produccién de biomasa estan
fuertemente influenciadas por el funcionamiento estomatico, por la estructura de
la hoja y por las propiedades anatémicas del xilema. Resulta importante, por
tanto, conocer dichas caracteristicas en los taxones utilizados en plantaciones
comerciales de Eucalyptus ssp. Para ello, utilizando plantas de vivero, se
evaluaron parametros foliares como el tamafo (largo, LS, y ancho, AS) y
densidad (d) de los estomas, el area foliar especifica (SLA) y la estructura
transversal de la hoja, todos ellos medidos en distintas épocas del afio.
Asimismo, se evaluaron también parametros xilematicos como la densidad (dv),
el diametro (Dv) y el area transversal (Av) de los vasos xilematicos, la densidad
de radios lefiosos (dr) y la longitud de los elementos de vaso (Lv). Se utilizaron
cinco clones comerciales de E. globulus y cuatro clones de hibridos
interespecificos. La densidad estomética, el tamafio de los estomas y la SLA
variaron en funcion de la época del afio y se diferenciaron entre clones. Todos
los parametros xilematicos evaluados se diferenciaron entre clones. Los rangos
de valores encontrados en los clones fueron: d = 204 - 434 mm=?; LS = 18.5 -
24.0 ym; AS=14.2 - 18.2 um; AS/LS=0.75- 0.78 um; SLA =9.0 a 13.4 m? kg
L dv=17.3-67.4mm?; Dy=34.2 -99.7 um; Ay = 940 - 8846 um?; dr=6.8 - 7.8
mm?y Lv=91.6 - 244.9 um. Se aprecia que hay variabilidad genética en los
clones estudiados y que, ademas, los individuos modifican sus parametros
morfo-fisiologicos durante el afio para acomodarse a las condiciones

ambientales, a pesar de tener en todo momento agua disponible en el sustrato.
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3.2. INTRODUCCION Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

La morfologia foliar (p. €j., area foliar especifica, SLA), las caracteristicas
estomaticas (p. ej., el tamafio y la densidad (d) de estomas y la apertura
estomatica) estan fuertemente relacionadas con la actividad fisiologica y el
control de la transpiracion, relacionadas a su vez con el crecimiento y la
supervivencia. En respuesta a la disponibilidad de recursos, las plantas pueden
manifestar ajustes en dichas caracteristicas, conocidos como respuestas
plasticas, facilitando la aclimatacion de éstas a las condiciones ambientales.
Ademas, la capacidad de aclimatacién a un factor ambiental, como por ejemplo
la intensidad luminica, es variable entre especies, poblaciones de una misma
especie y entre clones, lo cual refleja aspectos genéticos actuando
conjuntamente con los factores ambientales (Schlichting, 1986; Valladares et al.,
2002; Mejia de Tafur et al., 2014). Sin embargo, las relaciones entre el tamafio
de los estomas, d y la conductancia del estoma (gs) deben ser tratadas con
precaucion, porque la velocidad de variacién de gs no est4 necesariamente
relacionada con d o el tamafio de los estomas en diferentes especies, 0
individuos dentro de una especie (Haworth et al., 2018a).

Los estomas son pequefas aberturas, localizados principalmente en la
superficie de las hojas, que regulan la pérdida de agua (transpiracién) y la
absorcion de CO:2 durante la fotosintesis. Por lo tanto, las relaciones hidricas y
la acumulaciéon de biomasa en la planta estan influenciadas por el movimiento
de apertura y cierre de los estomas (Bussis et al., 2006; Anderegg et al., 2018)
gue a su vez son producidos por flujos de iones de potasio (K*) dentro o fuera de
las células guarda (Shimazaki et al., 2007). Dichos mecanismos podrian incluir
la desactivacion/activacion fisiologica del transporte de iones en las células
oclusivas, o un control genético de la expresion de los canales de transporte de
iones (Gerardin et al., 2018). Cuando un éarea de la hoja se encuentra en
condiciones de alto déficit de presion de vapor hoja-aire (DPV), los estomas
generalmente se cierran para evitar la desecacion, mientras que un bajo DPV
hoja-aire conduce a tasas mas altas de gs ya que el peligro de pérdida excesiva
de agua disminuye (Dai et al., 1992; Mott y Peak, 2013). La regulacion de la
apertura estomatica es multigénica, lo que resulta en un mecanismo de control

multiple (el estado hidrico, iluminancia, DPV, actividad fotosintética,
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concentracion de COg2, etc.) (Medrano, et al., 2007). Sin embargo, como las
simultdneas sefales estomaticas interactian e influyen en el comportamiento
estomatico es relativamente inexplorado (Haworth et al., 2018b). La
estanqueidad tras el cierre estomatico también constituye un componente
importante del control estomatico, particularmente durante una sequia cuando
es necesario restringir la pérdida de agua por transpiracion (Garcia-Mata y
Lamattina, 2001). Cuando son expuestos a la sequia, los estomas pueden
volverse cada vez mas sensibles a la concentracion de CO: y a la del acido
abscisico en las hojas (ABA), en comparacion con la radiacion fotosintéticamente
activa (PAR), el DPV hoja-aire y el potencial hidrico foliar (Haworth et al., 2018b).
Se espera que las especies de plantas con un control estomatico mas efectivo
tengan mas éxito en soportar situaciones de déficit hidrico. Sin embargo, no
todas las especies de plantas, o individuos dentro de una especie, poseen control
estomatico igualmente efectivo, tanto en el establecimiento del nimero de
estomas como en la regulacion de la apertura estomatica (Haworth et al., 2011).
Sin embargo, el comportamiento estomatico no es universal, ya que algunas
especies alteran el nUmero de estomas en las hojas recién desarrolladas en
respuesta a la concentracion de COz, en lugar de utilizar la regulacion fisiolégica
de la apertura estomética (Haworth et al., 2015). Los mecanismos de control
estomatico empleados por una especie vegetal influyen, entre otros factores, en
el riesgo de embolia del xilema al reducir la probabilidad de cavitacion a través
del cierre estomatico durante episodios de alta demanda de transpiracion (Jones
et al., 2002; Meinzer et al., 2009).

En los limbos foliares de hojas planas, los estomas pueden estar en ambas
superficies (hojas anfiestomaticas), o solamente en una de las superficies, por lo
general la inferior (hojas hipoestométicas) (Camargo y Marenco, 2011). En hojas
anfiestomaticas, como el caso del Eucalyptus ssp., la frecuencia estomética
suele ser mayor en la superficie inferior de la hoja (abaxial), que en la superficie
adaxial (Tari 2003).

El tamafio de los estomas y la densidad parecen ser variables anatdbmicas
muy sensibles al cambio en las condiciones ambientales, en especial las
condiciones de estrés hidrico, posiblemente relacionadas con la resistencia

estomatica a la transpiracion (Lammertsma et al., 2011). Hetherington y
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Woodward (2003) reportaron que, con frecuencia, la densidad estomatica se
relaciona negativamente con el tamafo de los estomas. La densidad estomatica
(d) puede variar debido a factores ambientales, tales como la luz, la humedad
relativa del aire, la disponibilidad de agua, la concentracion atmosférica de COz2
y el estado de madurez de la planta (Givnish 1988; Woodward y Kelly 1995). Se
ha constatado que puede haber un mecanismo de sefalizacion a partir de hojas
maduras hacia aquellas en desarrollo, optimizando la densidad y el tamafio
estomatico frente los cambios de las condiciones ambientales (Lammertsma et
al., 2011).

El &rea foliar especifica (SLA), por su parte, 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
mas 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 est4d altamente relacionada con las
condiciones hidricas del ambiente y los niveles de radiacion durante el desarrollo
de las hojas (mayor cuanta mas humedad y menor radiacion). 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., 2010). El menor espesor de la lamina
foliar se debe a que el parénquima en empalizada tiene células mas pequefas
y/o menor numero de capas de células (Canny y Huang, 2006). En especies de
Eucalyptus de ambientes mas xerdéfilos es comdn la presencia de tejido en
empalizada en ambas caras de la hoja (Smith et al., 1998). Del mismo modo, el
déficit hidrico puede causar desorganizacion y colapso de células y tejidos y
alteracion en el grosor del mesofilo y de la epidermis en esta especie (Souza et
al., 1999). Un mayor grosor de la epidermis y de la cuticula de ésta implica un
mejor control de la pérdida de agua bajo condiciones de humedad limitada, lo
gue mejora la adaptacion a condiciones de sequia y salinidad (Bahaiji et al., 2002;
Ali et al., 2009).
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En cuanto al xilema, este género vegetal presenta algunas caracteristicas
particulares como vasos simples distribuidos en porosidad difusa, escasos y, por
lo general, en disposicion diagonal, con placa de perforacion simple y
punteaduras intervasculares areoladas y alternas. Los elementos imperforados
gue acompafian los vasos son tragqueidas vasicéntricas y fibras de contorno
angular y/o circular, diferenciadas en dos tipos, unas con punteaduras simples y
otras con punteaduras areoladas (fibrotraqueidas). Presenta parénquima axial
paratraqueal vasicéntrico y/o apotraqueal difuso, y parénquima radial en radios
generalmente uniseriados, pero pueden aparecer biseriados, triseriados y
excepcionalmente tetraseriados, cuya variacion puede estar causada por efectos
genéticos y ambientales (Villegas y Rivera, 2002; Pirralho et al., 2014). Aunque
hay caracteristicas inherentes al género, la variacidén entre especies aconseja el
estudio particular de especies y genotipos, ya que influye en la respuesta a las
distintas condiciones de disponibilidad de agua y en la transpiracion (Navarrete-
Campos et al., 2013).

Los objetivos particulares de este capitulo, trabajando con plantas de vivero
de los clones de Eucalyptus correspondientes a un programa de mejora genética,
son: (i) Comparar la SLA y el tamafio y densidad de estomas en hojas
completamente desarrolladas pero de estado juvenil; (ii) Evaluar la
estacionalidad de los pardmetros foliares analizados; (iii) Caracterizar las

propiedades anatomicas del xilema de tallos y raices.
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3.3. PARAMETROS FOLIARES
3.3.1. MATERIAL Y METODOS

3.3.1.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado consistio en plantas de una savia de cinco
clones de E. globulus (cédigos de referencia: C14, 225, 227, 358, 437) y cuatro
clones de hibridos (E. x 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, en envases de 150 cm?® de
capacidad, procedentes del programa de seleccion y mejora vegetal de la
empresa ENCE, energia y celulosa S.A. El primero de ellos, C14, es un clon
perteneciente a la primera generacion de mejora (Fo), de alta productividad y
plasticidad, ampliamente utilizado por esta empresa en plantaciones
comerciales, incluso en zonas con estacion seca estival. Los demas son clones
de generaciones de mejora posteriores.

Durante tres afios consecutivos, en diciembre, se trasplantaban a
contenedores de 10 L donde se mantenian un periodo vegetativo completo. Se
usaron 4 plantas por clon cada vez. El sustrato consistié en una mezcla de turba,
fibora de coco y perlita (2:2:1 en volumen), bien regado 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=3. Las plantas estaban situadas al aire libre,
totalmente expuestas a la luz solar, en una parcela experimental de la
Universidad de Huelva (37° 12’ 03" N, 6° 54’ 53” W, 5 m snm). En la tabla 3.1 se
presentan los valores de las variables climaticas relevantes en la zona durante

todo el estudio.
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Tabla 3.1. Resumen de los valores de temperatura, humedad relativa y radiacién en el vivero de
los 90 dias anteriores a cada fecha de medicién, considerando que las mediciones de febrero,
mayo Yy noviembre fueron realizadas a principios de cada mes, y las mediciones de julio fueron
realizadas a finales de dicho mes.

Fechas de medicidn de parametros foliares

Variables Feb. Mayo Julio Nov. Feb. Mayo Julio Nov. Feb. Mayo
2015 2015 2015 2015 2016 2016 2016 2016 2017 2017

T’'a (°C) 16.3 199 30.0 249 198 193 286 273 179 20.9
t'a (°C) 3.3 69 151 140 85 75 144 138 57 8.0
H’a (%) 102.1 100.1 89.6 958 952 0936 86.7 869 89.8 91.6
h'a (%) 59.0 523 331 510 527 459 37.0 428 505 46.3

R (MJ/(m3d)) 9.3 162 263 160 9.1 168 262 171 95 16.2
T’a/H’a: media de las temperaturas / humedades relativas maximas diarias del periodo
de 90 dias.

- t'a/h’a: media de las temperaturas / humedades relativas minimas diarias del periodo de
90 dias.
- R:radiacién solar acumulada diaria en el periodo de 90 dias.

3.3.1.2. Tamafo y densidad de los estomas en la superficie foliar

En cuatro épocas del afio (hojas de primavera, verano, otofio e invierno),
en 10 fechas durante 2.5 afios seguidos, se tomaron 2—4 hojas por clon. Las
hojas eran juveniles pero completamente desarrolladas, y se tomaron del 3°-5°
verticilo del tallo principal. De dichas hojas, se extrajeron huellas o impresiones
(impresién foliar) hechas con laca base de ufas tefiida de color rosa o naranja
con el objetivo de distinguir los estomas. Las impresiones se obtuvieron de la
cara abaxial de las hojas, en tres zonas (basal, central y apical) (Figura 3.1), una
vez comprobado que en el lado adaxial no habia estomas o eran
extremadamente escasos. La imagen grabada en la pelicula de laca de ufias se
monto6 sobre un portaobjetos que permitia su visualizacidn al microscopio 6ptico
(Figura 3.2). Una camara de video, acoplada a un software capturador de
imagenes (Leica LAS EZ, Leica Microsystems), montada sobre el microscopio
nos permitidé tomar imagenes de las preparaciones hechas. Fue necesaria la
captura de fotos con aumento 100x para la densidad (d; nUmero de estomas por
mm?), y 400x para las dimensiones de ancho y largo, tanto de células oclusivas

(AS, LS, respectivamente) como de la apertura de la epidermis sobre el ostiolo
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema

(AO, LO) (Figura 3.1). En la Figura 3.3 se muestra un ejemplo de las imagenes
capturadas.
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Figura 3.1. (Izda.) Zonas de la hoja (B; C; A) de las cuales se tomaron las impresiones para

observar los estomas, y (Dcha.) el ancho y largo de las celulas oclusivas (AS, LS) y de la apertura
de la epidermis sobre el ostiolo (AO, LO).
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Figura 3.2. Muestras montadas sobre un portaobjetos.
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema

Figura 3.3. (Izda.) Estomas en aumento de 400x para la medicion de las dimensiones, largo y

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

De cada zona de la hoja se tomaron dos fotos aleatoriamente. Sobre cada
foto, para determinar la densidad, se contabilizaron el nimero de estomas
presentes en cuadriculas tomadas al azar de tamafio 250 x 250 um (0.0625
mm?). Se midieron 30 cuadriculas por hoja (10 cuadriculas por zona). Para las
dimensiones de los estomas (AS, LS, AO, LO), fueron medidos 93 estomas de
cada hoja (31 estomas por zona), escogidos aleatoriamente. También se calculo
el maximo potencial de apertura estomatica que deja la epidermis sobre los
ostiolos, a partir de la ecuacion, d x (1T x AO x LO)/4. Como este ultimo parametro
no tiene unidades, ya que es mm? de apertura estomatica por cada mm? de

superficie foliar, se expresé como un porcentaje (%).
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3.3.1.3. Estructura transversal de la hoja

Se seleccionaron 3 hojas, de tres plantas distintas, del vastago principal de
cada clon. Se tomaron secciones cuadradas de 2 x 2 cm de la parte media de
cada hoja y se conservaron en solucion hidroalcohdlica al 50 %. Todas las
muestras se tomaron para una fecha concreta, julio de 2015. Dichas muestras
fueron tratadas por el método de infiltracion o inclusion en parafina, que consiste
en una perfusion de la parafina en los tejidos para crear un medio homogéneo.
Este mismo método se utilizé para las muestras de xilema (apdo. 3.4.1.1), con la
particularidad de que los tiempos de inclusion, hidratacién y deshidratacion
fueron mas largos para las de xilema. La técnica comienza con la deshidratacion
de los materiales en alcoholes etilicos de graduacion creciente. La inclusiéon en
parafina se hizo segun el método de Johansen (1940), utilizando como medio de
inclusion Paraplast Plus y reemplazando el xilol por Bioclear. Se realizaron cortes
de 12 um con micrétomo rotativo de Minot (MicroTec®, CUT 4060, Alemania)
(Figura 3.4). Seguidamente, se procedié con las técnicas de tincion, con la
utilizacién de Azul de metileno y Safranina (Figura 3.5). Después de la tincion,
las preparaciones se montaron en portaobjetos con medio de montaje Eukitt®. A
partir de las preparaciones histoldgicas realizadas, se obtuvieron imagenes
digitales con 200 aumentos (200x) en un microscopio (Leica, modelo DMLS), con
adaptacion para una camara de video (Leica, modelo ICC A), conectado a una
tarjeta de captura de imagenes (Leica, MC170 HD) para su posterior analisis
(Figura 3.6). Asimismo, se captur6 una imagen con una escala de longitud
conocida (Figura 3.7) para tomarla como referencia en las mediciones.

En los cortes de las ldminas foliares se evalud: el grosor de dicha lamina
foliar, el de ambas epidermis (adaxial y abaxial) y el del parénquima en
empalizada. Se realizaron ocho observaciones por hoja (planta). Las mediciones
en las imagenes digitales se realizaron mediante el analizador de imagenes
(Leica LAS EZ ver 3.4.0).
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema

Figura 3.4. (Izda.) Proceso de obtencion de cortes histolégicos con micrétomo rotativo; (Dcha.)

Muestras de xilema fijadas en parafina sobre bio-casettes.

Figura 3.5. (Izda.) Cestilla con varias muestras para su tincion en una cubeta; (Dcha.)

Portaobjetos presentando cortes transversal y longitudinal de muestras de xilema.

Figura 3.6. Cortes transversales de lamina de hoja de Eucalyptus spp.
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema

A

Figura 3.7. Escala graduada para referencia en las mediciones. La distancia entre dos rayas
equivale a 10 pym.

3.3.1.4. Area foliar especifica (SLA)

El area foliar especifica se obtuvo a través del muestreo destructivo de
hojas juveniles, completamente desarrolladas, crecidas en las cuatro épocas del
afio (otofio, invierno, primavera y verano) correspondientes al 3°-4° verticilo
superior de los tallos. Se tomaron tres hojas por clon, de tres plantas diferentes,
en cada fecha de medicién, con un total de 10 fechas de muestreo durante 2.5
anos.

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 70 °C durante 72 horas para determinar su peso seco (PS).
Con estos ultimos datos se pudo calcular el &rea foliar especifica (SLA = AF/PS,
m? kg).

3.3.1.5. Anédlisis de datos

Para la densidad de los estomas en la superficie foliar, el analisis de los
datos se realiz6 siguiendo un Modelo Mixto Generalizado con distribucion
Poisson y funcion de enlace logaritmica. En un primer andlisis de la densidad
estomatica, se ha apreciado una sobredispersion de los datos. Para corregirlo,
se ha afiadido al modelo un parametro de dispersion. Para el tamafio de los

estomas y para la estructura transversal de la hoja, el andlisis de los datos se
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realizo siguiendo un Modelo Lineal Mixto con distribucion Gaussiana y funcion
de enlace identidad. Para la densidad y el tamafio de los estomas, se
consideraron los efectos fijos Clon, Fecha e interaccion Clon x Fecha y como
aleatorio la planta anidada dentro del clon. Para la estructura transversal de la
hoja, se considero el efecto fijo Clon y, como efecto aleatorio, la planta anidada
dentro del clon. Las diferencias significativas entre los grupos de los distintos
factores fueron analizadas mediante el test de Scheffé. Para SLA, el analisis de
los datos se realizé siguiendo un Modelo Lineal General de dos factores (clon,
fecha), que se consideraron fijos, y las diferencias entre los grupos de los
distintos factores fueron analizadas mediante el test T3 de Dunnett. Se utilizo el
paquete estadistico SAS ® 9.2. Las diferencias se consideraron significativas
para un nivel de significacion p <0.05.

3.3.2. RESULTADOS
3.3.2.1. Caracteristicas estomaticas

Comparando los estomas en hojas crecidas y recolectadas en las cuatro
épocas del afio antes mencionadas, se detectaron diferencias significativas para
la densidad estomatica entre los distintos clones (p < 0.001) y entre fechas (p <
0.001) (Tabla 3.2). Asimismo, la interaccion entre los dos factores resultd
significativa (p < 0.001), indicando un patrén de evolucién temporal distinto entre

clones (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Valores medios (# ET) de la densidad (d) de estomas en las diez fechas de medicion

de los nueve clones de eucalipto estudiados.

Respecto al tamafio de los estomas, largo (LS) y ancho (AS), se detectaron
diferencias significativas, tanto para LS como para AS, entre los distintos clones
(p <0.001) y fechas (p < 0.001) (Tabla 3.2), asi como para la interaccion Clon x
Fecha, p < 0.001 para LS y p = 0.014 para AS (Figuras 3.8 y 3.9).
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Tabla 3.2. Valores medios (+ ET) de la densidad (d), ancho (AS) y largo (LS) de las células

oclusivas, asi como la relacion entre el ancho y el largo, de los estomas de los distintos genotipos

de eucalipto ensayados y fechas de medicién. p = nivel de significacion. Para cada factor principal

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

d LS AS
Clon (n° mm?) (um) (um) AS/LS
Total 285.5+ 7.6 21.88 £ 0.29 16.62 + 0.25 0.763 £ 0.004
Clon
12€ 2788+ 7.1b 1851 +0.28 a 1418+ 0.24 a 0.768 £ 0.004 ab
HE 297.3+85Db 23.94+0.27d 1795+ 0.24d 0.751 £ 0.004 a
HG 434.5+10.8¢c 21.28+0.30b 1593+0.26 b 0.751 £ 0.005 a
HI 431.4+11.2¢c 19.10+0.29 a 14.32+0.25a 0.752 £ 0.004 a
225 237.6+6.2a 2156 +0.28 bc  16.52 + 0.25 bc 0.770 £ 0.004 ab
227 2254 +6.0a 23.02+0.29cd 1753+0.25cd 0.765 £ 0.004 ab
Cl14 225.6+£58a 24.03+0.28d 18.22+0.24d 0.760 £ 0.004 ab
358 204.0+59a 22.24+0.30bc 16.93 + 0.26 bcd 0.765 £ 0.005 ab
437 234.7+69a 23.22+0.30 cd 18.04 + 0.27d 0.781+£0.005 b
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Fecha
Feb 15 278.1+6.4bcd 2158+ 0.27 bcd 15.87 + 0.23 bcd 0.740 £ 0.004 a
Mayo_ 15 287.0+ 6.9 cd 22.76 £+ 0.27de  17.61 +0.23 ef 0.780 £ 0.004 d
Julio_15 275.9+ 10.0 abcd 20.73+0.40bc 15.97 £+ 0.35 bcde 0.776 + 0.006 bcd
Nov_15 247.3 £ 7.8 abc 1841 +0.35a 13.77+031a 0.751 £ 0.005 abc
Feb 16 247.0+6.5ab 22.75+0.29cde 17.24+0.26def 0.761 + 0.004 abcd
Mayo 16 275.9+ 10.0abcd 24.23+0.29¢€ 18.67 + 0.25f 0.773 £ 0.004 bcd
Julio_16 298.8 + 7.5 de 26.12+0.29f 20.20+0.25¢g 0.777 £ 0.004 cd
Nov_16 229.3+6.1a 20.27 £ 0.29ab 15.19+0.26 abc  0.753 + 0.004 abc
Feb 17 283.0+7.1bcd 20.20+0.27ab  15.07 £ 0.25 ab 0.750 + 0.004 ab
Mayo 17 343.6£8.7e 21.75+0.29bcd 16.65+0.25cde  0.770 * 0.004 bcd
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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Figura 3.9. Longitud de las células oclusivas de los estomas (LS) de los nueve clones de

eucalipto estudiados en las diez fechas de medicién (media + ET).
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Figura 3.10. Ancho de las células oclusivas de los estomas (AS) de los nueve clones de eucalipto

estudiados en las diez fechas de medicion (media # ET).

Asimismo, para la relacién AS/LS se detectaron diferencias significativas
entre los distintos clones (p < 0.001) y entre fechas de medicién (p < 0.001)

(Tabla 3.2), asi como para la interaccion Clon x Fecha (p < 0.001) (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Relacion entre el ancho y el largo de las células oclusivas de los estomas (AS/LS)

de los nueve clones de eucalipto estudiados en las diez fechas de mediciéon (media # ET).

Las correlaciones de los ocho parametros evaluados, ancho y largo de
células oclusivas (AS, LS) y de la apertura de la epidermis (AO y LO), ratio entre
ancho y largo de la apertura de la epidermis (AO/LO), ratio entre ancho y largo
de las células oclusivas (AS/LS), ratio entre el ancho de las oclusivas y de la
apertura de la epidermis (AS/AQO) y ratio entre el largo de las oclusivas y de la

apertura de la epidermis (LS/LO), se presentan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Coeficientes de correlacion (r) entre los ocho parametros evaluados en los estomas
para el conjunto de todos los clones. N = 14043 para todas ellos. El nivel de significacion (p)

resulté menor de 0.01 en todos los casos.

LS AS LO AO AS/LS AO/LO AO/AS LOILS
LS 1
AS 0.746 1
LO 0.795 0.621 1
AO 0.596 0.767 0.683 1
AS/ILS -0.193 0.492 -0.114 0.343 1
AO/LO -0.162 0.246 -0.293 0.472 0.580 1
AO/AS -0.129 -0.219 0.162 0.435 -0.167 0.388 1
LO/LS -0.140 -0.060 0.471 0.245 0.097 -0.256 0.458 1

LO (14.36 £ 0.21 um, en un rango de 4.85 a 28.68 um) se correlaciono
significativamente con LS, y AO (10.06 = 0.16 um, en un rango de 3.41 a 21.98
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um) se correlaciono significativamente con AS (Tabla 3.3). No se han presentado
con mas detalle los resultados obtenidos para AO y LO debido a las altas y
significativas correlaciones de estos dos parametros con AS y LS,
respectivamente, asi como su similar evolucion temporal y diferenciacion entre

clones.

Los restantes parametros no presentaron altas correlaciones entre si ni con
los demas parametros, a pesar de la significacion obtenida (Tabla 3.3). Los
valores obtenidos fueron: AO/LO = 0.708 + 0.005 (rango de 0.302 a 1.450);
AO/AS =0.598 £ 0.005 (rango de 0.213 a 1.007); y LO/LS = 0.648 + 0.005 (rango
de 0.246 a 0.960). No obstante se evalu6é el maximo potencial de apertura
estomatica por unidad de superficie foliar, calculado mediante el producto de la
densidad estomatica (mm-2) por el area maxima de apertura considerada como
una elipse (um?) (es decir, d [r AO LOJ/4). Este parametro, que no tiene
unidades, revel6 que todos los clones de E. globulus més el hibrido 12€ se
situaron en el rango mas bajo, de 2.3 % (12€) a 3.2 % (C14), mientras que los

otros tres hibridos se situaron en un rango de 3.7 % (HI) a 4.4 % (HG).

3.3.2.2. Seccion transversal de la hoja

No se detectaron diferencias significativas entre clones en los cuatro
parametros analizados para la fecha de medicion llevada a cabo: grosor de la
lamina foliar (p = 0.111), con valor medio de 267.56 + 27.4 pm; grosor de la
epidermis adaxial (p = 0.160), con valor medio de 20.6 + 2.1 um; grosor de la
epidermis abaxial (p = 0.370), con valor medio de 17.1 = 1.6 um y grosor del
parénquima en empalizada (p = 0.500), con valor medio de 76.7 £ 7.5 um. En el
analisis de datos realizado se observo que el mayor porcentaje de la varianza
total correspondié a la muestra (planta) para todos los parametros, lo que llevo
a gque el efecto clon no resultase significativo, incluso para el grosor de la lamina

foliar.
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3.3.2.3. Area foliar especifica (SLA)

Se detectaron diferencias significativas entre los distintos clones, fechas de
medicion (Tabla 3.4) y para la interaccion Clon x Fecha (p < 0.001) (Figura 3.12).
Estos valores son los obtenidos en plantas crecidas al aire libre, sin malla de
sombreado. En plantas crecidas bajo la malla de sombreado del 50 % se midi6
solamente en una fecha (noviembre de 2016) y el valor medio por clon (en pm)
fue: 19.17 + 0.82 para 12€; 18.99 + 0.82 para HE; 17.40 £ 0.82 para HG; 17.53
+ 0.76 para HI; 12.79 £ 0.76 para 225; 14.44 + 0.71 para 227; 11.70 £ 0.66 para
C14; 13.07 + 0.66 para 358; y 12.17 + 0.66 para 437.

Tabla 3.4. Valores medios (# ET) del &rea foliar especifica (SLA) de las hojas de los distintos

genotipos de eucalipto ensayados y fechas de medicion. p = nivel de significacién. Para cada
factor (clon, fecha) letras distintas en cada columna indican diferencias significativas.

SLA SLA
(m? k') (m? kg™)
Total 10.36 £ 0.15
Clon Fecha
12€ 13.36 £+ 0.63 ¢ Feb_2015 11.53+£0.29c¢c
HE 9.91+£0.30 ab Mayo 2015 10.08 + 0.33 bc
HG 12.17+045¢c Julio_2015 9.85 % 0.70 abc
HI 11.02 + 0.35 bc Nov_2015 14.41+0.62d
225 9.17+0.34 a Feb_2016 10.61 £ 0.36 bc
227 9.67 £ 0.36 ab Mayo_2016 8.12+0.22 a
C14 9.02+0.33a Julio_2016 9.18 + 0.31 ab
358 9.29+0.32a Nov_2016 10.73 + 0.38 bc
437 9.11+0.35a Feb_ 2017 11.81+0.43cd
Mayo_2017 8.26+0.31a
p <0.001 <0.001
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Figura 3.12. Area foliar especifica (SLA) de los nueve clones de eucalipto estudiados en las diez

fechas de medicién (media £ ET).

3.3.3 DISCUSION

En los clones de eucalipto del presente estudio, la presencia de estomas
se concentro en la superficie abaxial de la hoja. Para todos los clones estudiados
se encontrdé 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
completamente desarrolladas pero de plantas en estado juvenil, de corta edad.
Estas especies suelen presentar dimorfismo foliar marcado entre estado juvenil
y maduro, muy marcado para los clones de E. globulus, que también se hace
patente en la disposicion de los estomas en el limbo foliar. Para hojas del estado
de madurez, las diferencias morfologicas entre haz y envés se minimizan,
especialmente para E. globulus, E. maidenii y E. saligna, pudiendo encontrar
estomas en ambas caras del limbo. 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
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el conjunto de especies, en la superficie adaxial (10-80 estomas mm-?) habia 10
veces menos estomas que en la superficie abaxial (600 estomas mm-2), con

diferencias entre clones.

En las plantas de este estudio, los valores medios de densidad estomatica
de la cara abaxial se situaron entre 204 y 434 estomas por mm?, dentro del rango
de valores medios de hojas esclerdéfilas (100-500 mm-2, Larcher [2006]), de
especies que habitan en la selva tropical (Camargo y Marengo, 2011) o en zonas
templadas como Pinus taeda, Taxodium distichum o llex cassine (Lammertsma
et al., 2011), pero inferior a los 750-1050 mm contabilizados en especies
subtropicales como Toona ciliata (Carins Murphy et al., 2014) o los mas de 1000
que alcanzan algunos robles y arces de zonas templadas humedas
(Lammertsma et al., 2011). Las hojas que crecieron fundamentalmente en
primavera, concretamente desde el final del invierno hasta principios de verano
(mediciones de mayo Yy julio), tendieron a presentar una mayor densidad de
estomas, lo que facilita la via de salida del agua (y asimilacion de CO2) en la
época en que hay disponibilidad hidrica en el suelo y la demanda atmosférica no
es excesiva (Héroult et al., 2013; Bhusal et al., 2018; Haworth et al., 2018a). Sin
embargo, en las desarrolladas durante el centro y final del verano (principalmente
desde finales de julio hasta finales de septiembre), que corresponden a las
medidas tomadas a principios de noviembre, cuando suele haber limitacién de
agua y mayor demanda atmosférica, la densidad estomatica disminuyo, lo que
posibilita que las plantas ahorren agua y resistan mejor los eventos de sequia.
Todo ello hace suponer que, aparte de la disponibilidad de agua y nutrientes del
suelo, las plantas respondieron a otros estimulos ambientales (fotoperiodo,
radiacion solar, temperatura del aire, humedad relativa, etc., Dai et al., 1992;
Eksteen et al., 2013; Haworth et al., 2015). Estos ultimos controlaron en todo
momento la densidad estomatica de las nuevas hojas en desarrollo, y que debe
haber un mecanismo interno de captacion del estimulo y transmision de la sefal
(Dai et al., 1992).

Los clones con mayor densidad estoméatica de los aqui estudiados,
considerando todas las fechas, fueron los hibridos HI y HG, presentando una

media en torno a 430 estomas por mm?, mientras que la densidad estomatica
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para los clones 358, C14, 437, 227 y 225, todos ellos de E. globulus, fue la mitad
que para los anteriores. La menor densidad estomética de E. globulus en los
clones estudiados, podria ser un caracter relacionado con la adaptacion a la
sequia, aunque habra que tener en cuenta otros caracteres en su conjunto
(Gharun et al. 2015). Para Azadirachta indica A. Juss y Populus sp., por ejemplo,
d se correlacion6 positivamente con la fotosintesis neta y la produccién de
biomasa para A. indica (Araus et al., 1986) o con gs para Populus sp. (Pearce et
al., 2006). Por otro lado, los clones de E. globulus y el clon HE tendieron a
mantener la densidad estomatica a lo largo del afio (Ad < 150 mm2), mientras
que los otros tres clones variaron la densidad entre fechas de 160 mm=2 (HG) a
300 mm (HI). Por tanto, curiosamente, estos Ultimos clones mostraron mayor

plasticidad que los clones de E. globulus en cuanto a este parametro.

En general, los valores de longitud y ancho de las células oclusivas se
mostraron menores en las hojas crecidas entre mediados-finales de verano y
principios del otofio (mediciébn de noviembre), y mayores en las hojas que
crecieron en primavera, lo que indica un cierto grado de aclimatacién del aparato
estomético al cambio en las condiciones ambientales, que origina estomas
menores en épocas mas calidas y secas. Eso puede ser explicado porque
durante los meses de primavera-invierno, cuando la temperatura, radiacion y
fotoperiodo son menores y la humedad relativa mayor (Tabla 3.1), el desarrollo
de las hojas podria estar favoreciendo la formacion de estomas de mayor
tamanfo, y viceversa en el caso del verano y los primeros meses del otofio, con
el objetivo de regular el intercambio gaseoso y la eficiencia de uso del agua. El
mismo fendmeno fue encontrado para plantas de Sequoia sempervirens en
diferentes plantaciones de Chile (Toral et al., 2010). En la comparacion entre
clones, en general mayor para los que contienen genes de E. globulus, cabe
destacar las diferencias significativas de C14 y HE (LS = 24 um, AS = 18 um)
respecto de 12€, Hly HG (LS = 18.5-21.3 um, AS = 14.2-15.9 um). Estos valores
se encuentran en un rango levemente superior a los encontrados para otras tres
especies de Eucalyptus (E. delegatensis, E. pauciflora y E. radiata), que
mostraron un rango de 9.8-12.0 um para LO y de 10.0-14.0 um para AS (Gharun
et al. 2015).
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Por otro lado, considerando la combinacion del tamafio y d en nuestro
estudio (es decir, d x (11 x AO x LO)/4), los clones con el mayor potencial de
apertura estomética por unidad de superficie foliar, HG, HE y HI, podrian tener
un mayor potencial de transpiracion con estomas completamente abiertos,
mientras que al mismo tiempo presentan un riesgo de pérdida excesiva de agua
en situaciones de escasez de agua cuando el control estomatico no sea optimo.
Se ha reportado que d y la longitud de las células oclusivas estan relacionadas
con gs Yy la fotosintesis neta, asi como con otras caracteristicas fisioldgicas de la
planta (Mott y Peak, 2013; Xu y Zhou, 2008; Drake et al., 2013; Xiong et al.,
2018). Sin embargo, en otros estudios recientes, no se han detectado
correlaciones significativas entre d, el tamafio y la rapidez de la respuesta
estomatica (Haworth et al., 2015; Elliott-Kingston et al., 2016). Por lo tanto, se
puede asumir que las modificaciones y ajustes estacionales del tamafio y la
densidad estomatica encontrados en este estudio pueden afectar la fisiologia de
las plantas, al menos hasta cierto punto. Estas modificaciones seguramente
permiten que cada clon se autoajuste para mantener su mejor nivel de eficiencia
fotosintética, respondiendo a los estimulos ambientales. Sin embargo, los
resultados de este estudio no demonstraron que d y el tamafio de los estomas,
por si solos, fueran criterios de seleccion de clones relevantes para el ahorro de
agua, ya que en el caso de plantas bien regadas (p. €j., ¥ 2-1.0 MPa), las tasas
maximas de transpiracion fueron similares entre clones (Figura 4.25). Por lo
tanto, cuando se supone que todos los poros estan completamente abiertos,
aparte del potencial maximo de apertura estomatica por unidad de superficie
foliar determinado por d y el tamafo de los estomas, se deben tener en cuenta
otros factores, tales como la conductancia del mesofilo, la resistencia de la capa
limite, etc. Ademas, la pérdida de agua, que depende de la apertura estomatica
y de otros factores ambientales, puede variar considerablemente incluso para las
plantas con un buen estado hidrico, y este mecanismo de control multiple parece
tener un mayor efecto en la cantidad total de agua transpirada todos los dias que

d y el tamafio estomatico.

Estudios de diferentes especies arboéreas, tales como en alamos riberefios
crecidos en ambiente semiarido (Pearce, 2006); en especies de selva tropical
como Eschweilera bracteosa y Ferdinandusa elliptica (Camargo y Marenco,
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2011); en diversas especies de frondosas de clima subtropical como Quercus
fabri y Acer davidii (Krober y Bruelheide, 2014); como también en Eucalyptus
globulus, comparando poblaciones de lugares con alta y baja precipitacion
(Franks et al., 2009), reportaron una tendencia a reduccion del tamafio de los
estomas al aumentar la densidad. Sin embargo, en nuestro estudio, a pesar de
presentar una correlacion negativa significativa entre d y tamario de los estomas
en los nueve clones en su conjunto (p = 0.017), la correlacion fue muy débil (r =
—-0.252) y no fue significativo para cada clon por separado (p > 0.10).

Los menores valores de la ratio AS/LS obtenidos en los clones HE, HG y
HI indica una forma menos redondeada de los estomas respecto a los demas
clones estudiados, pero sin variar esta forma en el tiempo. Tanto la longitud (LS),
como el ancho (AS) de las células oclusivas presentaron una alta correlacion
positiva, respectivamente, con la longitud (LO) y con el ancho (AO) de la apertura
dejada por la epidermis, lo que indica que en el estandar global el tamafio de un

tipo de células influye en el tamafio de la estructura estomética asociada.

Para los cuatro pardmetros analizados de la seccion transversal de las
laminas foliares (grosor de la lamina foliar, de la epidermis adaxial, de la
epidermis abaxial y del parénquima en empalizada), aunque han sido obtenidas
diferencias significativas entre especies de Eucalyptus (Guarnaschelli et al.,
2009), en los clones de las distintas especies de nuestro estudio no fueron
detectadas diferencias. Esto pudo ser debido al menor nimero de muestras o a
gue corresponden solamente a una fecha de medicion. Seria de esperar que, al
menos uno de los parametros, el grosor de la lamina foliar, si presentase
diferencias entre clones para algunas fechas, tal y como ocurrié para el area
foliar especifica (SLA).

En cuanto a SLA, Sefton et al. (2002) estudiando plantulas de tres especies
de Eucalyptus (E. occidentalis, E. camaldulensis y E. grandis), observaron que
en las primeras etapas del desarrollo los valores de SLA eran mayores y con
mayor variacion entre las especies, pero a medida que maduraban las hojas y
crecian las plantas esos valores convergieron, 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 entre 1 y 2 afios de edad, estuvieron en
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un rango de 9.0 m? kg (C14) a 13.4 m? kg (12€) para plantas crecidas al aire
libre, y en un rango de 11.7 m? kg* (C14) a 19.2 m? kg (12€) para plantas
crecidas bajo la malla de sombreado del 50 %. Por tanto, por debajo del rango
medido por Sefton et al. (2002), especialmente las crecidas al aire libre, en un
ambiente de alta radiacion y humedad relativa mas baja. La variacion en SLA
encontrada entre los dos ambientes luminicos (total exposicion y bajo malla de
sombreado del 50 %) indica que las plantas son capaces de captar estimulos
ambientales, tales como la radiacién luminosa, y modificar la estructura de las
hojas durante su desarrollo, pero con distinto grado de plasticidad entre clones.
En nuestro estudio, los menores valores encontrados para los clones de E.
globulus y el clon HE, diferenciados principalmente de 12€ y HG que tienen
genes de E. grandis, asi como de HI, indicaria hojas mas gruesas para los E.
globulus, propio de su mayor adaptacion a climas secos, comparado con E.
grandis tipico de climas mas humedos. El clon HE, por su parte, emparentado
con E. globulus y E. grandis, parece que para este parametro ha dominado la
herencia del primero. En la evolucion estacional de los clones estudiados, hubo
una reduccion progresiva en SLA desde las hojas formadas en otofio-invierno,
medicion de febrero (10.6-11.8 m? kg?), hasta las formadas en época
primaveral, mediciones de mayo y julio (8.1-10.1 m? kg?), resultado de la
variacion de las condiciones climaticas de humedad relativa, radiacion y
temperatura (Tabla 3.1), teniendo en cuenta que las plantas estuvieron bien
regadas, lo que demuestra una vez mas su sensibilidad y capacidad de reaccién

a las variables meteorologicas.

51



3.4. PARAMETROS XILEMATICOS

3.4.1. MATERIAL Y METODOS
3.4.1.1. Preparacion de las muestras

Se tomaron muestras de tres estructuras de las plantas (raiz, tallo principal
y ramillos de menos de 1 afio de edad) (Figura 3.13). Se seleccionaron muestras
de 3 plantas de cada clon para los tallos principales y los ramillos, y de una planta
para la raiz. Los tallos principales tenian 3—4 cm de diametro, mientras que el de
las ramas finas y raices muestreadas era de 0.4-1.0 cm. Todas las muestras se
tomaron para una fecha concreta, julio de 2015. Se tomaron secciones en forma
de cuha de 2 cm de largo en las muestras de tallos, y discos de <1 cm de
didmetro para las muestras de ramas y de raiz, todas ellas de la parte media de
los entrenudos. Se conservaron en solucion hidroalcoholica al 50 %, a
temperatura ambiente, hasta el momento del procesado. El protocolo de la
preparacion de las muestras histoldgicas, de toma de imagenes y procesamiento
de éstas fue el mismo que el descrito en el apartado 3.3.1.3 Estructura

transversal de la hoja

Figura 3.13. (Izda.) Muestra de corte longitudinal de tallo principal de eucalipto en biocasette con

parafina; (Dcha.) Muestras de cortes transvesales de tallo, rama y raiz, respectivamente.

3.4.1.2. Mediciones

Sobre las imagenes digitales tomadas de los cortes transversales se midio

la densidad de vasos xilematicos (dv, n° mm2), la densidad de radios lefiosos
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema

(dr, n° mm?) y el didmetro de los vasos tomados en dos direcciones
perpendiculares en la seccion transversal (Dv, pum), procurando ajustarlas al
diametro mayor y menor de cada vaso. Para los dos primeros parametros, las
fotografias fueron tomadas con 40 aumentos (40x), mientras que para el ultimo
se necesitaron 200x (Figura 3.14). Para la evaluacion de la densidad de vasos,
se contabilizé el numero de vasos presentes en cuadriculas tomadas al azar de
tamario 250 x 250 um (0.0625 mm?). Se midieron 10 cuadriculas por muestra.
Para la evaluacion del diametro de los vasos individuales se midieron 31 vasos
por muestra, aleatoriamente seleccionados de entre toda la muestra. El diametro
medio de cada vaso se calculd a partir de la media entre el didmetro mayor y
menor de ese vaso. Para la evaluacion de la frecuencia media de radios, se tomo
una linea-plantilla de 300 um, que se colocaba perpendicularmente a la direccién
de los radios, y se hicieron 10 conteos por muestra, aleatoriamente distribuidos
por toda ella. Asimismo, a partir de los valores del diAmetro mayor y menor de
cada vaso, se calcul6 el area de la seccién transversal de cada uno (Av, pm?).

Figura 3.14. (Izda.) Corte transvesal del tallo principal de un eucalipto con aumento 40x; (Dcha.)
Corte transvesal de rama fina de eucalipto con aumento 200x. En ambos se observan los vasos

xilematicos y los radios lefiosos.

Sobre las imagenes digitales tomadas de los cortes longitudinales se
midieron los valores de la longitud de los elementos de vaso (Lv). Las fotografias
fueron tomadas a 40x (Figura 3.15). Fueron medidos 31 elementos de vaso por

muestra, seleccionados aleatoriamente entre toda la muestra.
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema

Figura 3.15. Corte longitudinal de raiz de eucalipto con aumento 40x. Las flechas

indican los extremos de elementos de vaso.

3.4.1.3. Andlisis de datos

Para el tamafio y distribucion de los vasos xilematicos, el andlisis de los
datos se realizdé siguiendo un Modelo Mixto Generalizado, con distribuciéon
Poisson y funcién de enlace logaritmica. Se considero el efecto fijo Clon y, como
efecto aleatorio, la planta anidada dentro del clon. Las diferencias significativas
entre los grupos de los distintos factores fueron analizadas mediante el test de
Bonferroni. Se utiliz6 el paquete estadistico SAS ® 9.2. Las diferencias se

consideraron significativas para un nivel de significaciéon p < 0.05.

3.4.2. RESULTADOS

Para las plantas muestreadas, de 2 afios de edad, se obtuvieron diferencias
significativas entre clones (p < 0.001) para la densidad de vasos xilematicos,
tanto en raiz, como en ramillos y tallo principal (Tabla 3.5), asi como también
resultaron significativas las diferencias entre plantas de un mismo clon (p <
0.001).

En el caso de la densidad de radios lefiosos, todos uniseriados, se
detectaron diferencias significativas entre clones para los tres érganos, ramillos

y tallo principal (p < 0.001) y raiz (p = 0.001), pero resultaron tan pequefias en
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valor absoluto para ese ultimo 6érgano que el test de Bonferroni no las diferencié

en grupos homogéneos separados (Tabla 3.6). También se obtuvieron

diferencias significativas entre plantas dentro de un mismo clon (p < 0.001).

Tabla 3.5. Valores medios (# ET) de la densidad de vasos xilematicos (dy) de las tres partes de

la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto ensayados. p =

nivel de significacion. Para el factor principal clon, letras distintas en cada columna indican

diferencias significativas (test de Bonferroni).

Densidad de vasos xileméticos (n° mm2)

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 30.56 + 1.34 51.14 + 2.40 26.22+1.10
Clon
12€ 2260+ 1.77ab 45.26+2.55ab 21.30+x1.17a
HE 2150+ 1.73ab 5355+220bc 27.45+1.01bc
HG 27.20+2.20abc 67.42+2.20d 28.77+1.01c
HI 1730+ 146 a 40.26 £ 255a 27.30+1.17 bc
225 39.60+286c 45.06+255ab 23.13+1.17 ab
227 35.60+259c 34.60+255a 24.43+1.17 abc
Ci14 41.0+ 3.67¢C 64.17 £ 2.20d 27.67+1.01c
358 33.20+6.18abc 51.12+2.20bc 28.32+1.01c
437 37.10+3.82bc 5883+255cd 27.66+1.17 bc
p <0.001 <0.001 <0.001

Tabla 3.6. Valores medios (# ET) de la densidad de radios (dr) de las tres partes de la planta

(raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto ensayados. p = nivel de

significacion. Para el factor principal clon, letras distintas en cada columna indican diferencias

significativas (test de Bonferroni).

Densidad de radios lefiosos (n° mm-1)

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 7.08 + 0.04 7.25+0.10 7.15+0.08
Clon
12€ 7.00 £ 0.00 a 7.80+0.09c 7.25 + 0.07 abc
HE 6.80+0.13 a 6.97 £ 0.09 a 6.92 £ 0.07 a
HG 7.20+0.13 a 7.60 + 0.09 bc 7.35+0.07c
HI 6.90+0.18 a 730+ 0.11ab 7.03+0.08 abc
225 7.50+0.16 a 7.23+0.11ab 7.16 + 0.08 abc
227 7.00+0.00 a 6.96 £ 0.11 a 7.20 £ 0.08 abc
Cl4 7.00+ 0.00 a 7.07 £ 0.09 a 7.17 + 0.07 abc
358 7.00£0.00 a 7.35+0.09 ab 7.32 £ 0.07 bc
437 7.30+0.50a 6.93+0.11a 6.96 + 0.08 ab
p 0.001 <0.001 <0.001
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Considerando ahora los diametros de los vasos xileméaticos, mayor, menor
y medio, medidos en seccidn transversal, se detectaron diferencias entre clones
para los tres 6rganos (p < 0.001) (Tabla 3.7, 3.8 y 3.9), asi como entre plantas
de un mismo clon (p < 0.001).

Tabla 3.7. Valores medios (+ ET) del diametro mayor de los vasos xilematicos (Dv-max) de las tres
partes de la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto
ensayados. p = nivel de significacion. Para el factor principal clon, letras distintas en cada
columna indican diferencias significativas (test de Bonferroni).

Diametro mayor de los vasos (um)

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 81.44 + 35.37 51.87+1.14 76.19 £ 1.50
Clon
12€ 121.23+4.15cd 65.76+1.06¢ 99.82+ 1.60f
HE 13358+ 3.81d 59.24+1.06d 84.88+1.39¢
HG 98.04+£356b 4538+ 1.06b 72.94+1.38 bc
HI 103.98 £ 4.73 bc 63.51+1.23de 83.43+1.60de
225 60.46 £ 2.08a 56.57+1.23cd 67.86%1.60ab
227 55.46 + 2.08 a 5156+ 1.23¢c 77.22%+1.60cd
Cl4 53.76 £ 2.08a 4260+1.06ab 69.04+1.38b
358 52.46 +2.08 a 39.94+1.06 a 69.28+1.39b
437 53.96+208a 4224+123ab 61.18+1.60a
p <0.001 <0.001 <0.001

Tabla 3.8. Valores medios (# ET) del diAmetro menor de los vasos xileméticos (Dv-min) de las tres
partes de la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto

ensayados. p = nivel de significacion. Para el factor principal clon, letras distintas en cada

columna indican diferencias significativas (test de Bonferroni).

Diametro menor de los vasos (um)

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 50.72 + 1.50 36.90 + 0.87 5357+ 1.11
Clon
12€ 80.51+3.30d 4441 +0.81d 63.73+1.17d
HE 8359+271d 43.12+0.82d 60.95+1.01cd
HG 66.40 + 2.43 c 33.37+0.82hb 49.67+1.02b
HI 63.16 £ 3.94 c 42.77+094d 5883+1.17cd
225 37.81+151b 41.04+094cd 50.68+1.17b
227 3281+151lab 37.94+094c 56.84+1.17c
Cl4 31.11+151ab 31.0+08lab 47.95+1.01ab
358 2981+151a 28.45+0.81la 49.69+1.02b
437 31.31+151ab 30.63+094ab 43.79+1.17a
p <0.001 <0.001 <0.001

56



Tabla 3.9. Valores medios (# ET) del diametro medio de los vasos xilematicos (Dv-m) de las tres
partes de la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto
ensayados. p = nivel de significacién. Para el factor principal clon, letras distintas en cada
columna indican diferencias significativas.

Diametro medio de los vasos (um)

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 66.05 + 1.77 44.39 £ 0.96 64.88 £ 1.25
Clon
12€ 99.71+363cd 55.09+0.90¢e 81.78+ 1.33 e
HE 107.65+3.17d 51.18+0.90de 72.92+1.15d
HG 83.10£299b 39.38+£0.90b 61.31+£1.15b
HI 81.96+4.18bc 53.14+1.04de 71.14+1.33cd
225 4897 +1.62a 48.81+1.04cd 59.27+1.33b
227 4404+ 164 a 4446 +1.04c 67.03+1.33¢C
Ci14 4414+ 270a 36.80+0.90ab 5850+1.15b
358 41,18+ 1.68a 34.20+0.90 a 59.48+ 1.15b
437 4263+1.77a 36.44+1.04ab 5249+1.33a
p <0.001 <0.001 <0.001

El &rea transversal (Av) y la ratio entre el didmetro mayor y el diametro
menor de los vasos xilematicos también diferenciaron significativamente entre
clones para los tres 6rganos (p < 0.001) (Figura 3.16 y Tabla 3.10), asi como
entre plantas dentro de un mismo clon (p < 0.001). Los valores medios (+ET) de
Ay para la raiz, ramillos y tallo principal fueron, respectivamente (en um?), 3881.4
+ 207.4, 1639.7 £ 71.8 y 3407.0 + 125.3.
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3. Capitulo 1. Anatomia foliar y del xilema
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Figura 3.16. Valores medios (# ET) del area de los vasos xileméticos (Av) de las tres partes de
la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto ensayados. Para
el factor principal clon, letras distintas en cada serie indican diferencias significativas entre clones
(p < 0.001), test de Bonferroni.

En cuanto a la proporcion de area conductora en la seccion transversal del
xilema (AC), para los tres érganos analizados, los clones se puedan agrupar en
dos grupos. Para la raiz, los valores mas bajos correspondieron a los clones de
E. globulus y al HI, en un rango de 5.1 % (437) a 9.1 % (HI), mientras que en el
grupo de valores altos encontramos a los otros tres clones, de 14.7 % (HG) a
19.0 % (HE). Para los ramillos, en el grupo de los valores mas bajos se
encuentran los clones de E. globulus (del 4.8 % para el 358 al 6.9 % para C14),
mientras que los otros cuatro clones se situaron en un rango de 8.7 % (HG) a
11.2 % (HE). Para el tallo, similarmente, los clones de E. globulus se situaron en
el rango inferior, en este caso acompafiado del hibrido HG (de 6.3 % para 437 a
8.8 % para HG), mientras que los otros tres clones se situaron entre 11.0 % (HI)
y 11.6 % (HE).
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Tabla 3.10. Valores medios (# ET) de la ratio entre el diAmetro mayor y el menor de los vasos
xilematicos (DVv-max/Dv-min) de las tres partes de la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los
distintos genotipos de eucalipto ensayados. p = nivel de significacion. Para el factor principal
clon, letras distintas en cada columna indican diferencias significativas (test de Bonferroni).

Ratio entre el diametro mayor y el menor de los vasos

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 1.681 + 0.018 1.422 + 0.019 1.436 + 0.018
Clon
12€ 1.528 +0.034ab 1.500 + 0.018 bc 1.577 £ 0.020d
HE 1.618 + 0.037 abc 1.381 + 0.018 a 1.401 + 0.017 ab
HG 1.493 £ 0.037 a 1.371+£0.018 a 1.492 +0.017 c
HI 1.716 £+ 0.055bc  1.512+0.021¢c 1.441 + 0.020 bc
225 1.631 £ 0.045 abc 1.422 + 0.021 abc 1.342 + 0.020 a
227 1.742+0.057 bc  1.393+0.021 a 1.391 + 0.020 ab
Cl4 1.789 + 0.062 ¢ 1.403+0.018 a 1.454 + 0.017 bc
358 1.831+0.068c 1.421+0.018 ab 1.408 + 0.017 ab
437 1.784 + 0.062 ¢ 1.396 £ 0.021 a 1.416 + 0.020 abc
p <0.001 <0.001 <0.001

En cuanto a la longitud de los elementos de vaso, medidos en seccion
longitudinal, se detectaron diferencias significativas entre clones para las ramas
y el tallo principal (p < 0.001), pero no para la raiz (p = 0.134) (Tabla 3.11),
mientras que si se diferenciaron entre plantas de un mismo clon (p < 0.001) para

las ramas y tallo.
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Tabla 3.11. Valores medios (# ET) de la longitud de los elementos de vaso (Lv) de las tres partes
de la planta (raiz, ramillos y tallo principal) de los distintos genotipos de eucalipto ensayados. p
= nivel de significacion. Para el factor principal clon, letras distintas en cada columna indican

diferencias significativas (test de Bonferroni).

Longitud de los elementos de vaso (um)

Clon Raiz Ramillos Tallo
Total 207.51 + 4.88 145.35+ 8.74 139.38 + 5.39
Clon
12€ 182.96 £ 9.20 a 126.42 + 7.56 ab 149.99+5.31cd
HE 211.09+11.92a 182.41+8.76d 160.54 + 4.59 d
HG 21159+ 1323 a 135.82 + 10.17 abc 144.32 + 4.59 bcd
HI 20457+ 11.32 a 151.08 + 8.76 bcd 164.16 £5.31d
225 210.69+12.19a 164.58 + 8.30 cd 121.41+£6.50b
227 199.43+7.04 a 153.74 + 8.76 bcd 142.60 + 6.50 bcd
Cl14 186.09 + 16.60 a 109.05+ 7.55 a 91.60+4.59a
358 216.28+ 17.01 a 148.46 + 10.0 abcd 136.04 + 4.59 bc
437 244.85 + 24.60 a 136.57 + 8.76 abc 143.77 + 6.50 bcd
p 0.134 <0.001 <0.001

3.4.3 DISCUSION

Se observd una gran variabilidad entre clones en la densidad de vasos
xilematicos en los tres érganos, en un rango de 17.3 vasos/mm? (HI) a 41.0
vasos/mm? (C14) para las raices; de 34.6 vasos/mm? (227) a 67.4 vasos/mm?
(HG) para los ramillos y de 21.3 vasos/mm? (12€) a 28.7 vasos/mm? (HG) para
el tallo. Estos valores pueden considerarse altos, pero dentro de los rangos
obtenidos por otros autores, como Leal et al. (2003) para E. globulus (23.6
vasos/mm?) y Veenin et al. (2005), 15 vasos/mm? (rango 11-20) en clones de E.
camaldulensis de 5 afios de edad. Por lo que, la mayor frecuencia en nuestro
estudio puede estar relacionada con la edad de la planta y el diametro del tallo o

raiz, cuanto mas joven, mayor densidad de vasos.

Con relacion a la densidad de radios lefiosos, los valores que se han
encontrado estdn en un rango inferior a los encontrados para Eucalyptus
camaldulensis en el estudio de Moglia et al. (2008). Al igual que para la densidad

de los vasos, esta diferencia se debe posiblemente a que las muestras tomadas
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por Moglia et al. (2008) eran de plantas mas adultas, de 5 afios de edad, pero en
este caso a mayor edad mayor densidad de radios lefiosos, o0 bien a que se trata
de especies diferentes. En la raiz, no hubo diferencias significativas entre clones
para este parametro. En el caso de las ramas y el tallo, dichas diferencias fueron
minimas, y no se observd una distincion entre el grupo de los clones de E.

globulus y el grupo de los hibridos.

En cuanto a los diametros de los vasos, los valores obtenidos (promedios
de 66 um para la raiz, 44 um para los ramillos y 65 um para el tallo principal) se
encuentran en un rango levemente inferior a los encontrados para Eucalyptus
spp. por otros autores (Veenin et al., 2005; Moglia et al., 2008; Longui et al., 2014
y Zanuncio et al., 2017), aunque dentro del rango encontrado por Pirralho et al.
(2014). Esta pequeiia diferencia en tamafo de la seccion transversal de los
vasos Xilematicos de nuestro estudio se debe, posiblemente, a que proceden de
muestras tomadas en plantas de corta edad, mientras que la de los autores
citados eran de plantas mas adultas, entre 2 a 5 afios de edad, incluso de 45
afos en el caso del estudio de Longui et al. (2014). Martin et al. (2013) relata
gue los mayores vasos, tanto en didmetro como en longitud, se hallan en las
ramas mas largas o en los 6rganos de mayor tamafio, por lo que, a mayor edad,
las longitudes y los didmetros medios tienden a aumentar, aunque pueden

estabilizarse a partir de los 5 afios dependiendo de cada especie.

En general, los clones de E. globulus presentaron menores diametros que
los otros clones, especialmente que estos tres, 12€, HE y HI. El diametro de los
vasos xilematicos en E. globulus suele estar dentro del rango inferior cuando se
compara con otras especies de eucaliptos (Pirralho et al., 2014). A este menor
diametro en los clones de E. globulus, especialmente agudizado en la raiz, se le
puede atribuir a una estrategia de resistencia a sequia (Rodriguez-Calcerrada et
al., 2017), pues cuanto menor es el diametro mayor defensa presenta ante la
vulnerabilidad a la cavitacion (Venturas et al., 2014). EI menor diametro le resta
capacidad de conduccion de agua, pero es, en parte, contrarrestada por una
mayor densidad de vasos, pero solo en parte porque el porcentaje de area
transversal conductora del xilema siempre estuvo en el rango mas bajo de todos

los clones estudiados. No obstante, en la resistencia a la vulnerabilidad a la
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cavitacion pueden influir también otros factores como las punteaduras, los
engrosamientos interiores de los vasos y las placas perforadas, entre otros.
Estos ultimos factores o caracteres de los vasos xilematicos generalmente son
parecidos dentro de una misma especie, al menos eso ocurrioé en nuestro estudio
donde los clones presentaron rasgos muy similares. Las caracteristicas
encontradas en todos los clones del presente estudio son placa de perforacion
simple, formando un angulo respecto a eje longitudinal del vaso proximo a 45°,
punteaduras areoladas y alternas y engrosamientos en las paredes ausentes,
similar a lo descrito por Monteoliva et al. (2015) y Moglia et al. (2008). Como
consecuencia del menor diametro de los vasos, el area transversal de estos
también fue menor para los clones de E. globulus, con valores dentro del rango
obtenido por Pirralho et al. (2014), siendo éste, asimismo, un parametro
influenciado por la edad (Leal et al., 2003). Los valores se situaron en un rango
de 1285 um? (358) a 8846 um? (HE) para las raices; de 940 um? (358) a 2413
um? (12€) para las ramas y de 2279 um? (437) a 5182 um? (12€) para el tallo

principal.

En cuanto a la ratio entre el diametro mayor y el didametro menor de los
vasos Xxilematicos, los valores se encuentran dentro de los rangos usuales
medidos (Leal et al., 2003). En la raiz, el menor valor obtenido por el clon HG
indica una forma mas redondeada, mientras que un valor alto, como el
encontrado en los clones de E. globulus C14, 358 y 437, indica una forma mas
eliptica. En el caso de las ramas y el tallo, por el contrario, los clones de E.
globulus y el hibrido HE tienden a estar en el grupo de valores mas bajos, vasos
mas redondeados, aunque sin grandes diferencias en valor absoluto respecto a
los otros. Cabe sefialar el comportamiento analogo del clon HE y los de E.
globulus respecto a la forma de los vasos (ratio entre diametro mayor y menor)
y la densidad de estos en la parte aérea, ya observado también en los caracteres
foliares, mientras que la densidad de vasos en la raiz y el diametro de estos es
mas parecido a E x urograndis, su otro progenitor. Por tanto, presenta caracteres
de uno y otro progenitor pero sin atenuarlos o presentar valores intermedios entre

ambos.
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La variacion de la longitud de los elementos de vaso entre plantas de un
mismo clon, encontrada en las ramas y en el tallo en nuestro estudio, también
fue relatada por Moglia et al. (2008), en ese caso en tallos de E. camaldulensis.
En cuanto a las diferencias entre clones para las ramas y el tallo, no se not6 una
separacion entre el grupo de los E. globulus y los hibridos, pero cabe destacar
las diferencias significativas entre el clon C14, con los valores mas bajos de
longitud del elemento de vaso, y los clones HE y HI. En este caso, el clon HE se
aleja de haber heredado caracteres de E. globulus, pero tampoco se acerca a E
X urograndis. Un valor corto del elemento de vaso puede ayudar también a la
resistencia a la vulnerabilidad del xilema a la cavitacion (Venturas et al., 2014),
aunque puede que reste capacidad de conduccion de agua. Pirralho et al. (2014)
encontraron, sin embargo, que E. globulus tenia vasos mas largos que E.
tereticornis, pero esta Ultima especie no se ha tratado en nuestro estudio, de ahi
gue no podamos hacer una comparacion. Por ejemplo, tres de los cuatro hibridos
estudiados contienen genes del E. grandis, y los valores de longitud de los
elementos de vaso encontrados en la bibliografia para esta especie (Sseremba
et al., 2016) son también mas altos que los medidos por Pirralho et al. (2014)
para E. globulus, ademas de constatar que dicha longitud aumenta con la edad
de la planta (de 338 hasta 548 pm), fenémeno contrario al que ocurre con la
densidad de los vasos pero similar al del diametro. En general, en plantaciones
destinadas a la produccion de celulosa, una mayor longitud de vaso provoca un
menor rendimiento de pulpa, ya que los vasos mas largos y mas grandes
producen altos volumenes de fibras en la pulpa, lo que disminuye la calidad
(Sseremba et al., 2016).

Por ultimo, considerando los valores medios globales de los parametros
evaluados en los tres 6rganos (raiz, ramillos y tallo principal) podemos resumir
qgue: para la densidad de vasos xileméaticos el mayor valor encontrado fue para
los ramillos, mientras que para la raiz y para el tallo los valores fueron similares;
para la densidad de radios lefiosos, el valor para los tres érganos fue analogo;
para el didmetro medio como para el area de los vasos, el menor valor
encontrado fue para los ramillos, mientras que para la raiz y para el tallo los
valores fueron semejantes; y para la ratio entre el diametro mayor y el menor de

los vasos como para la longitud de los elementos de vaso, los mayores valores
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encontrados fueron en las raices, mientras que para los ramillos y el tallo

principal los valores fueron practicamente los mismos.

3.5 CONCLUSIONES

Respecto a los parametros foliares, la presencia de estomas se concentro
en la superficie abaxial de la hoja para todos los clones estudiados. La densidad
estomatica vari6 en funcibn de la época del afio, mayor en las hojas
desarrolladas durante el final del invierno hasta principios de verano y menor en
las de centro y final del verano, pudiendo significar estrategias de control de la
pérdida de agua a través de los estomas.. Cada clon ajustd sus propios valores
de d y tamafo para aclimatar sus estomas a las condiciones de crecimiento. La
cantidad maxima de agua transpirada con estomas completamente abiertos
podrian depender de otros factores internos y externos. Por lo tanto, los criterios
de tamafo y d por separados no son suficientes para diferenciar entre clones, al
menos para este estudio. Los clones hibridos HI y HG presentaron mayor
densidad estomatica, mientras que considerando el conjunto de clones de E.
globulus, ésta fue la mitad que para los dos anteriores. Los clones
monoespecificos de E. globulus y el hibrido HE presentaron menor variacion
temporal de la densidad que los demas hibridos estudiados. El tamafio de los
estomas, medido por la longitud (LS) y ancho (AS) de las células oclusivas, se

mostraron menores en las hojas crecidas en verano.

No se detectaron diferencias significativas en los cuatro parametros
analizados de la seccion transversal de las laminas foliares (grosor de la lamina
foliar, de la epidermis adaxial, de la epidermis abaxial y del parénquima en
empalizada). En lo que se refiere al SLA, valores mas altos en época humeda y
bajos en la mas seca indican sensibilidad y capacidad de reaccion a las variables
meteoroldgicas 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.
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Respecto a los parametros xilematicos, la densidad de los vasos fue muy
variable entre los clones estudiados, y se situdé en un rango de 17.3 vasos/mm?
a 67.4 vasos/mm?. En cuanto a los didmetros de los vasos, se encuentran en un
rango levemente inferior a los encontrados para Eucalyptus spp (entre 44 um 'y
66 um) lo que se debe, posiblemente, a que proceden de muestras tomadas en
plantas de corta edad, y, dentro de ese, los clones de E. globulus presentaron
menores didmetros que los otros clones, pudiéndose atribuir a una estrategia de
resistencia a sequia. Como consecuencia del menor didmetro de los vasos, el
area transversal de estos también fue menor para los clones de E. globulus. Con
referencia a la longitud de los elementos de vaso y a la densidad de radios
lefiosos, no se notd una separacion entre el grupo de los E. globulus y los
hibridos, pero cabe destacar, para el primer parametro, las diferencias
significativas entre el clon C14, con los valores mas bajos de longitud del

elemento de vaso, y los clones HE y HI.

Los valores medios globales en los tres 6rganos (raiz, ramillos y tallo
principal) se comportaron de forma distinta para cada parametro. Destacan los
mayores valores en los ramillos para la densidad de los vasos, y los mayores
valores en las raices tanto para la ratio entre el diametro mayor y el menor de los

vasos, como para la longitud de los elementos de vaso.
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4. Capitulo 2

RELACIONES HIDRICAS Y CONSUMO DE AGUA







4.1 - RESUMEN

El estrés hidrico es uno de los principales limitantes del crecimiento en las
plantaciones de Eucalyptus. En un programa de mejora genética, la seleccion de
genotipos que mejoren la resistencia a este estrés ayudaria a mejorar la
productividad y a ampliar las plantaciones. Para ello, utilizando plantas de vivero,
se evaluaron diversos pardmetros relacionados con la transpiracion total y
cuticular, los parametros relacionados con la resistencia a estrés hidrico y al
consumo de agua, tales como la conductancia hidraulica y la vulnerabilidad a la
cavitacion del xilema, entre otros, asi como la capacidad de cada clon de
modificarlos en funcion de las condiciones de crecimiento. Se utilizaron cinco
clones comerciales de E. globulus y cuatro clones de hibridos interespecificos.
Como ejemplo, podemos destacar los rangos de valores obtenidos para el
contenido hidrico relativo en el momento del cierre estomatico (CHRc = 60.9 a
95.2 %), para la transpiracion cuticular (Ec = 0.07 a 0.59 mmol m2 s1), para la
tasa de transpiracion diaria en base a la superficie foliar (Tia = 0.09 a 8.01 L m
dia'l), para la conductancia hidraulica especifica xilematica (Csmax = 25.16 a
249.03 kg s™' m™2 MPa™") o para el potencial osmético a plena turgencia (Ws100 =
-1.85 a -1.19 Mpa). Las diferencias significativas entre clones y entre fechas de
medicion indican que hay tanto variabilidad genética como plasticidad en los
parametros medidos, que les permite acomodarse a las condiciones ambientales
cambiantes durante el afio, y que pueden ser incorporados a los programas de

seleccién y mejora genética.
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4.2 - INTRODUCCION Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

El agua es un patrimonio natural estratégico, un elemento vital para la
conservacion de los ecosistemas, por lo que la sostenibilidad del desarrollo
humano y del aprovechamiento de los ecosistemas pasa por ir mas alla de la
mera dimension econdémica (Wolkmer y Pimmel, 2013). Los bosques
desempefian un importante papel en el ciclo del agua y la regulacion de su
consumo esté influenciada por factores climaticos, edaficos y fisioldgicos, como
son la demanda evaporativa del aire, la cantidad de agua en el suelo y la
conductividad del dosel (controlada por la conductividad estomatica y el area
foliar). El crecimiento y la produccién de biomasa en cualquier comunidad
vegetal, natural o cultivada, esta fuertemente determinada por la cantidad de
agua disponible para las plantas (Onaindia et al., 2013), debido a que el déficit
hidrico es uno de los principales agentes estresantes que restringen el
crecimiento (Taiz et al., 2017). En zonas con algun periodo de sequia a lo largo
del afio, como las que se encuentran bajo clima Mediterrdneo, cuando la
evolucion del déficit hidrico es suficientemente lenta en las plantas, éstas pueden
presentar diferentes estrategias de resistencia a través de modificaciones
morfologicas, fisioldégicas y del ciclo de vida, que podemos llamar de regulacion
y aclimatacién, dependiendo de la intensidad y de la duracion de la sequia. Por
ello, la eleccion de especies con capacidad de aclimatacién a la variacion de los
recursos, en especial cuando éstos son limitados, es un criterio fundamental
desde el enfoque de la sostenibilidad (Navarrete-Campos et al., 2013), aplicada
tanto a masas naturales como a cultivos o plantaciones comerciales, donde se
incluyen los eucaliptos.

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 debe superar
a la cantidad de agua absorbida por las raices, para poder mantener el estado
de hidratacion adecuado y por ende el crecimiento. 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
transpirantes y la atmaosfera, asi como a la propia superficie transpirante. Si a la

transpiracion afiadimos la evaporacion directa del suelo y de otras superficies, la
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pérdida de agua del ecosistema por este concepto se denomina
evapotranspiracion. Es la demanda evaporativa del aire la que provoca la
principal pérdida de agua por evapotranspiracion. Variables como la radiacion
solar, humedad relativa del aire, velocidad del viento y temperatura afectan a la
evapotranspiracion, por su efecto sobre la evaporacion y la difusion, al afectar a
la apertura estomatica y la resistencia de la capa limite de las superficies
transpirantes (Will et al., 2013).

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 del afio, por lo que
las plantas deben adaptarse a ello, siendo importante conocer la transpiracion
de las plantas durante un ciclo anual completo (Oteros et al., 2013). La medida
directa de la evapotranspiracion forestal es dificultosa, ya que exige la instalacion
de equipos especiales y costosos y mediciones continuadas en el tiempo, lo que
limita su utilizacién practica. Por ese motivo, se han desarrollado métodos que,
en la mayoria de los casos, incluyen medidas fisicas y permiten estimar la
transpiracion total de la planta a partir de un muestreo adecuado en unas pocas
hojas o en intervalos de tiempo determinados, utilizando generalmente equipos
de medicién de intercambio gaseoso (Nouri et al., 2013). Los parametros de
intercambio gaseoso (fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracion) y su
efecto sobre la eficiencia instantanea del uso de agua se han identificado como
herramientas potenciales para seleccionar genotipos con mejor comportamiento
frente al uso del agua y su respuesta al estrés hidrico (Davis et al., 1987; Silva
et al., 2016). En plantas de vivero, puede afiadirse otra técnica de medicién que
consiste en pesar el conjunto planta-contenedor para evaluar la transpiracion
(Incrocci et al., 2014; Medrano et al., 2015), e incluso la evapotranspiracion si lo
contrastas con el consumo de agua de contenedores sin planta o con plantas
control (Salazar-Moreno, 2014), siendo todo ello muy util para la comparacion de
especies y variedades.

Otros parametros relacionados con la resistencia a estrés hidrico y al
consumo de agua son la conductividad hidraulica (ks) y la vulnerabilidad a la
cavitacion del xilema que, en angiospermas, estan principalmente determinadas
por las caracteristicas anatomicas de los vasos por donde circula la savia. Se

supone que el conjunto de caracteres anatdmicos en Eucalyptus estaria
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relacionado con algunos de sus requerimientos ecoldgicos y podria ser un
indicador del consumo de agua y de la resistencia diferencial al estrés en sus
respectivas zonas de cultivo. En términos generales, una mayor ks originada por
vasos de mayor didmetro aumenta el aporte de agua desde las raices hasta las
hojas para permitir la apertura estomatica y fijacion de carbono, a costa de
disminuir su resistencia al estrés (Barotto et al., 2017; Barotto et al., 2018). Sin
embargo, un apreciable nidmero de angiospermas, entre ellas los eucaliptos,
presentan traqueidas rodeando los vasos, las cuales muestran capacidad
conductiva y resistencia a la formacion de embolismos, ayudadas asimismo por
la capacitancia generada por la hidratacion del parénquima axial difuso
(Pfautshc et al., 2015; Barotto et al., 2016).

El andlisis de la relacion del consumo de agua y los parametros hidricos
con el tamafo de la planta y la distribucion de biomasa implica, generalmente,
mediciones y muestreos destructivos. Para evitar esta destrucciéon de forma
generalizada, es posible estimar la biomasa mediante ecuaciones alométricas a
partir de variables predictivas de facil medicion, como el diametro al cuello de la
raiz (Dy) y la altura de la planta (H) o algunas variables derivadas de estas (D¢ 0
D¢H). Para ello, es necesario determinar estas relaciones para cada especie, en
las diferentes condiciones de crecimiento y, a ser posible, en cada ciclo de
produccién (Gonzéalez-Garcia et al., 2013; Sigala Rodriguez et al., 2016).

Cabe, por tanto, resaltar la especial importancia que en Eucalyptus,
ampliamente utilizado en plantaciones comerciales, tienen estos estudios a nivel
especifico y clonal, con vistas al conocimiento de los requerimientos hidricos de
cada clon y a la seleccién de genotipos tolerantes a los periodos de escasez de
agua (Navarrete-Campos et al., 2013). Por todo ello, los objetivos de este
capitulo son: (i) comparar la tasa de transpiracion de distintos clones, con
estomas abiertos y cerrados, en condiciones de laboratorio; (ii) medir el consumo
de agua de las plantas y relacionarlo con el tamafio de estas y las variables
ambientales en diferentes periodos del afio, en condiciones de vivero, a fin de
evaluar las necesidades de agua; y (iii) caracterizar las diferencias entre clones
en cuanto a conductividad hidraulica del xilema y vulnerabilidad a la cavitacion,

asi como la capacidad de aclimatacion y mantenimiento el estado hidrico.
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4.3 - MATERIAL Y METODOS

4.3.1 - Material vegetal y condiciones de cultivo

El material vegetal utilizado consistié en plantas de una savia de cinco
clones de E. globulus (cédigos de referencia: C14, 225, 358, 437, 227) y cuatro
clones de hibridos (E. x 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, en envases de 150 cm?® de
capacidad, procedentes del programa de seleccion y mejora vegetal de la
empresa ENCE, energia y celulosa S.A. El clon C14 es un clon perteneciente a
la primera generacion de mejora (Fo) y ha sido ampliamente utilizado en
plantaciones comerciales. Es un clon altamente productivo y muy plastico. Se
adapta bien a distintos ambientes y, bajo clima mediterraneo, soporta periodos
de sequia estival. Los demas clones corresponden a generaciones de mejora
posteriores.

Durante tres afios consecutivos, en diciembre, se trasplantaban a
contenedores de 10 L donde se mantenian, al menos, un periodo vegetativo
completo. Se usaron 4 plantas por clon cada afo. El sustrato consistié en una
mezcla de turba, fibra de coco y perlita (2:2:1 en volumen), bien regados hasta
capacidad de campo y fertilizados con Ferticote 16-7-8 + 2 MgO + Micros (Burés
profesional S.A., Espafia) a la dosis de 1.5 kg m3. Las plantas estaban situadas
al aire libre, totalmente expuestas a la luz solar, en una parcela experimental de
la Universidad de Huelva (37° 12’ 03” N, 6° 54’ 53” W, 5 m snm). En la tabla 4.1
se presentan los valores de temperatura en la zona de estudio durante el tiempo

gue duro el ensayo.
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Tabla 4.1. Resumen de los valores de temperaturas mensuales en el vivero situado en la zona de

estudio.

Ene. Feb. Marzo Abril Mayo Junio Julio Ago. Sep. Oct. Nov. Dic.

2015 Ta(°®C) 164 163 208 224 282 289 328 303 265 234 221 199
ta(®C) 2.6 4.5 6.1 100 123 147 182 174 136 144 9.0 84

2016 Ta(°C) 175 17.7 191 21.0 240 293 325 330 29.6 251 19.2 18.1
t'a (°C) 8.0 6.8 5.8 99 117 143 173 175 150 127 74 7.1

2017 Ta(°®C) 164 175 208 241 257 306 306 321 29.0 276 21.1 16.7
t'a (°C) 2.6 7.3 7.4 92 123 154 162 168 138 131 75 43

- T’a: media mensual de las temperaturas maximas diarias.

- t'a: media mensual de las temperaturas minimas diarias.

4.3.2 - Transpiracion cuticular (Ec)

Siguiendo metodologia estandar presente en la bibliografia (Carevic et al.,
2010), en cuatro épocas del afio (hojas de primavera, verano, otofio e invierno),
en 10 fechas durante 2.5 afios seguidos, se tomaron 3 hojas por clon, en estado
juvenil pero completamente desarrolladas, tomadas del 3°-5° verticilo del tallo
principal. Una vez recolectadas e hidratadas hasta saturacion (en oscuridad, a 4
°C durante 16 h), se tomaron pesos sucesivos (peso fresco) 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 comprobacién en
el grafico generado que la caida de peso era constante en el tiempo) (Figura
4.1). 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 4.2). En una primera fase, la transpiracion ocurre a
través de los estomas (transpiracion estomatica, Ee) y de la epidermis foliar
(transpiracion cuticular, Ec), pero tras el cierre de los estomas, solo queda Ec.
Posteriormente, terminado el pesaje, las hojas fueron escaneadas para

determinar el area foliar (AF) con la ayuda del software ImageJ. Asimismo,
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas

seguidamente, las hojas se llevaron a estufa hasta peso constante a 70 °C para
determinar su peso seco (PS). Con estos dos datos, se pudo referir la

transpiracion cuticular tanto a peso seco (Ec-aw) como a area foliar (Ec-ia).

Figura 4.1. (Izda.) Balanza de precision utilizada en el pesaje de las hojas de eucalipto para la
determinacion de la tasa de transpiracion cuticular (Ec). (Dcha.) Hojas expuestas en una rejilla

elevada sobre la mesa del laboratorio durante las mediciones.
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Figura 4.2. Ejemplo de representacion grafica de las mediciones tomadas para determinar la
transpiracion cuticular (Ec) y de algunos parametros derivados de ellas. La flecha indicia el tiempo
transcurrido hasta el cierre estomatico (tc); la pendiente de la recta de regresion (y =a x + b) es

considerada la tasa de transpiracion cuticular (Ec). 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 (Et = Ee + E¢) y tasa de transpiracion cuticular (Ec), referidas tanto al peso
seco como a area foliar; tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas (t¢);
contenido hidrico relativo y contenido de humedad en el momento del cierre

estomatico (CHRc y Hc, respectivamente).

4.3.3 - Transpiracion diaria, por intervalos horarios y total

Para la estimacion de la evolucion de la transpiracion a lo largo del dia se
cont6 con plantas crecidas en macetas de 10 L de capacidad. Se procedio a
pesajes en intervalos de 3 h, desde las 08:30 hasta las 20:30 h y, tras el Gltimo
pesaje del dia se realizé un ultimo pesaje a las 08:30 h del dia siguiente
(completando un dia entero). Se procedi6 asi porque se comprob6 previamente
que la pérdida de peso (y por tanto la transpiracién) desde las 20:30 h del
atardecer y durante toda la noche era muy pequefia, comparada con los demas
intervalos horarios. De esta forma se podia cuantificar la transpiracion de los
clones de eucalipto a lo largo del dia y de la noche. Esta evaluacién se llevo a
cabo en dos periodos diferentes de la época de mayor demanda evaporativa, el
principio y el centro del verano (junio y julio de 2016, respectivamente). Se partia
de plantas con sustrato saturado de humedad y se midié en dias sucesivos pero
sin regar en ningin momento hasta el final del experimento, por lo que se pudo
evaluar, asimismo, el agua consumida por transpiracion para distintos niveles de
humedad en el sustrato. Para evitar la transpiracion directa desde el sustrato y
el sobrecalentamiento por la radiacion solar, los contenedores se envolvieron en
bolsas de plastico blanco (Fig. 4.3). Se determiné la cantidad de humedad inicial
en el sustrato y se prosiguié hasta la observacién visual del grado maximo de
estrés soportado por las plantas sin perder sus hojas, teniendo la precaucion de
no causar su muerte. Esto es, observacion de marchitamiento foliar e inicio de
clorosis en hojas basales. En el primer ciclo de estrés (junio), las plantas fueron
pesadas durante 6 dias consecutivos; en el segundo ciclo (julio) fueron pesadas
durante 4 dias, pues en el 4° dia algunas de las plantas empezaron a perder

hojas y, por tanto, a cesar su actividad fisiolégica.
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas

Paralelamente, se realizaron mediciones de potencial hidrico de base (W¥),
en hojas extraidas justo al amanecer, con una camara de presion (Model 1000,
PMS Instruments, Corvallis, USA) (Figura 4.4). Asimismo, se registraron datos
de las variables meteoroldgicas en intervalos de 30 minutos (viento, radiacién
solar, temperatura y humedad relativa del aire). A partir de estos datos, se
calcularon otros parametros adicionales, tales como el déficit en la presion de
vapor del aire (DPV), la evapotranspiracion de referencia (ET,), calculada por la
ecuacion de Penman-Monteith, el potencial hidrico del sustrato (Wws) y el

contenido de humedad del sustratro (w).

Figura 4.3 Plantas de eucalipto en envases de 10 L dispuestas al aire libre en un dia

soleado, sometidas a pesajes sucesivas para estimar la evolucion diaria de la transpiracion.

Figura 4.4. Medicién del potencial hidrico xileméatico (¥) con cadmara de presion.
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En cuanto a la transpiracion total diaria (T), se utilizaron 36 plantas (4
plantas por clon), crecidas tanto en contenedores de 10 L como de 100 L de
capacidad, en funcion del tiempo de permanencia de las plantas en el
contenedor, para disponer de plantas de varios tamafios. Se midieron en
distintas fechas durante 2.5 afios seguidos, por lo que se fueron replanteando 5
ensayos distintos, todos ellos con el mismo numero de plantas por clon (1°,
septiembre-diciembre de 2014 (10 L); 2°, septiembre-2014 a mayo-2105 (100 L);
39, febrero-octubre-2015 (10 L); 4°, octubre-2015 a julio-2016; y 5°, septiembre-
2016 a mayo-2017 (10L)). Los dos primeros se solaparon en el tiempo ya que
era necesario dejar pasar un intervalo de tiempo desde el momento de la
plantacién hasta la primera medicién, para que las plantas desarrollasen sus
raices y alcanzasen el tamafio necesario para la medicion. El método utilizado
consistié en el pesaje directo en balanza de precisién (+ 5 g para contenedores
de 10 L, y + 50 g para los de 100 L) del conjunto planta-contenedor, el cual solia
ser de unos 5y 50 kg de media, respectivamente. En cada ensayo se afiadian 4
contenedores sin plantas de eucalipto pero con plantas de graminea, que se
cortaban a 12 cm de altura en las fechas de medicion, con el fin de comparar las
tasas de transpiracion de los eucaliptos con la de un pasto de tamafio estandar
(Epasto).

El consumo diario de agua por parte de las plantas se evalué mediante la
diferencia de peso de los contenedores en mediciones tomadas en dos dias
consecutivos, eligiendo siempre dias despejados, sin nubes. 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 mafana,
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 (Figuras 4.5y 4.6).
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas

Figura 4.5. (arriba) Detalle de un ensayo con plantas de eucalipto en contenedores de 10 L, en
estado avanzado, en la fase final de dicho ensayo. (abajo) Detalle de dos ensayos, al fondo
plantas crecidas en contenedores de 100 L listas para comenzar las mediciones, delante un

nuevo ensayo recién trasplantado en contenedores de 10L.

Figura 4.6. Aspecto de las plantas de eucalipto en los momentos de las mediciones, a la

izquierda en contenedor de 100 L, a la derecha en contenedor de 10 L.

79



Para relacionar el agua transpirada con el tamafio de las plantas,
especialmente con la superficie foliar transpirante (SF), midiendo en distintas
fechas a lo largo de cada ensayo y sin necesidad de destruir las plantas, en cada
una de las fechas se midié la altura (H) y el didmetro en la base del tronco
principal (D), se contd el numero de hojas (Nn) y se estim6 el area foliar
especifica (SLA), siguiendo la metodologia de Andivia et al. (2013). Con estos
datos (D, H, Nnj) y el peso seco de las hojas de las plantas cosechadas al final
de cada ensayo y de otras plantas adicionales cosechadas a lo largo de los
ensayos, se establecieron ecuaciones de regresion (ecuaciones alométricas)
con las que poder estimar la superficie total transpirante de cada planta, sin
necesidad de cosechar las plantas en las fechas intermedias. Al final de cada
ensayo se media D, Hy Ny, y se determinaba el peso seco de las hojas (PSh) y
su SLA, con los que se pudo determinar la superficie foliar total de cada planta
(SF = SLA.PSyj) en ese momento. A partir de los datos medidos del consumo de
agua diario de las plantas en los contenedores se calcularon las tasas de
transpiracion diaria en base a la superficie foliar (Tia, L m?2 diat).

En cada fecha de medicion 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 sensores conectados a un registrador HOBO®Pro

v2., para analizar su efecto sobre la transpiracion de las plantas.

4.3.4 - Transpiracion y crecimiento diametral en condiciones variables de

humedad

En dos fechas, julio de 2016 y julio de 2017, se colocaron dendrémetros
electrénicos de desplazamiento lineal (de 4 um de precisién) en siete plantas de
eucalipto cada vez, crecidas en contenedores de 100 L, una planta por clon (C14,
225, 358, HI, HE, HG, 12€), en la base del tallo principal. Asimismo, se colocaron
sondas de humedad (ECHO® EC-20), en el centro de los contenedores y
enterradas en posicion vertical desde 10 hasta 30 cm de profundidad. Los

dendrometros tomaban datos cada 30 minutos que se almacenaban en
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registradores HOBO®. También se determind, diariamente, la humedad del
sustrato a tres profundidades (0-20 cm, 20—-40 cm y 40-60 cm), con un equipo
TDR (TRIME FM-3). EIl inicio del ensayo partia de plantas regadas hasta
capacidad de campo y se pesaban a intervalos de 24 horas para cuantificar el
agua transpirada en un dia, del mismo modo que lo descrito en el apartado 4.3.3.
Cuando las plantas manifestaban sintomas de estrés hidrico se regaban hasta
capacidad de campo, para proseguir con las mediciones, permitiéndonos
cuantificar la transpiracion para cada nivel de humedad del sustrato. En el
segundo ensayo, el de 2017, tras el pesaje del dia siguiente, se reponia agua
pero solamente la mitad de la transpirada, con el fin de inducir un proceso de

déficit hidrico lento y controlado, que duré casi un 1 mes (Figura 4.7).

Figura 4.7. (izda.) Detalle de las plantas crecidas en contenedores de 100 L. para cuantificacion
del consumo de agua y el crecimiento a distintos niveles de disponibilidad hidrica; (centro)
Dendrémetro electrénico de desplazamiento lineal y registrador acoplado; (dcha.) Contenedor
con hierba graminea recortada a 12 cm de altura tomada como referencia para comparacion con

la transpiracion de las plantas.

Con los datos registrados se determind el valor maximo y minimo diario del
diametro del tallo (Dtmax Y Dtmin, respectivamente) para cada planta. Con estos
valores se pudo estimar: el incremento diario (Idmax = Dtmaxn - Dtmaxn-1, O bien,
Idmin = Dtminn - Dtminn-1), Siendo n una fecha concreta y n-1 el dia anterior a esa
fecha; el crecimiento acumulado, como suma de todos los incrementos diarios

consecutivos; y la oscilacion diaria de la dilatacion o contraccion del tronco
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(Dtmaxn - Dtminn). LOS datos climaticos usados para la realizacion del estudio se
tomaron con los mismos equipos descritos en el apartado 4.3.3 de cuantificacion
de la transpiracion total diaria (T, L dia?) y la transpiraciéon diaria en base a

superficie foliar (TLa, mmol m=2 s1),

Paralelamente, se hicieron mediciones con un analizador de gases portatil,
(IRGA, Infra Red Gas Analysers, ADC®), entre las 10:00 y las 11:00 horas local,
para estimar parametros fotosintéticos tales como: transpiracion (E, mmol m=2 s-
1), conductancia estomatica (gs, mol m? s1) y fotosintesis neta (A, umol m-2 s),
como también de potencial hidrico foliar al amanecer (W) y el area foliar
especifica (SLA), para cada clon y dia evaluado. También se calcul6 la
evapotranspiracion de referencia (ET,) a través de la ecuacion de Penman-
Monteith, el potencial hidrico del sustrato (Wws) y el contenido de humedad del

sustrato (w), asi como la ratio entre T y Epasto.

4.3.5 - Distribucion de biomasa en las plantas

Al final de cada ensayo o ciclo de produccion descrito en los apartados
4.3.3y 4.3.4, se determind la distribucion de biomasa en cada uno de los 6rganos
de la planta, a partir de un muestreo destructivo, separando las raices, los tallos
principales, las ramas y las hojas. Una vez separadas las partes, se llevaron a la
estufa de secado a 75 °C hasta peso constante. Los parametros medidos fueron:
diametro del tallo en la base (D) y altura (H), que estuvieron en un rango de
3.1-52.3 mm y 39-284 cm, respectivamente; nimero de hojas (Nyj); peso seco
de tallos (PSu), raices (PSrz) y hojas (PSkj); y SLA (Figura 4.8). 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 relacionan D y/o H con

la biomasa seca de la planta.
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas

Figura 4.8. (arriba-izda.) Planta de eucalipto extraida del contenedor; (arriba-dcha.) Planta de
eucalipto tras la eliminacién del sustrato de las raices. (abajo) Separacion de la planta en los
distintos Organos, para la estimacién de la distribucién de biomasa. Todas estas fotos

corresponden a plantas crecidas en contenedores de 100 L.

4.3.6 - Vulnerabilidad a la cavitaciéon

La conductancia hidraulica (C, kg s* MPa' de H20) y el porcentaje de
pérdida de conductancia hidraulica (PCH, %) se determinaron segun la
metodologia descrita por Sperry et al. (1988) (Figura 4.9). En 18 plantas (2 por
clon) crecidas en envases de 10 L en el mismo vivero de la Universidad de
Huelva (37° 12’ 03" N, 06° 55’ 06” W, 5 m snm), de 18 meses de edad, se

83



extrajeron ramillos desarrollados de 1.5-3.0 mm de didmetro sin corteza (Figura
4.9), con al menos 4-5 hojas totalmente expandidas por encima de la seccién de
corte. Seguidamente se cortaron segmentos de entrenudos de 2-4 cm de
longitud, bajo agua para evitar el ingreso de aire al xilema, y se colocaban en el
dispositivo de medicion. La altura de agua utilizada (desde la mesa hasta el nivel
del vaso Mariotte colocado mas arriba) fue de 88 cm, y la presion ejercida para
revertir los embolismos de 1.2 bares, aplicada durante 15 minutos, nos
proporciond la conductancia maxima (Cmax, kg st MPa! de H20). La
conductancia hidraulica especifica xilematica (Csmax, kg s* m? MPa! de H20) se
expresd como la razén de Cmax entre la seccion transversal del segmento de
ramillo descortezado, y la conductancia hidraulica especifica foliar (Cimax, kg s
m2 MPa) entre el area foliar presente por encima del segmento cortado. Se
partié de plantas bien hidratadas para el primer muestreo, midiéndose a varios
niveles de estrés hidrico a lo largo de dos semanas hasta alcanzar niveles de W

de entre -2.0 y -3.0 MPa, segun clon.
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas

Figura 4.9. (arriba-izda.) Detalle de la disposicion de los segmentos de los ramillos en tubos para

la determinacién de la conductividad hidraulica. En el dispositivo se podian acoplar hasta 10
segmentos. (arriba-dcha.) Detalle de dos de los segmentos de ramillos descortezados acoplados
al sistema. (abajo-izda.) Reservatorio de agua destilada y desgasificada donde se aplico presion
de 1.2 bares durante 15 minutos a través de una bomba de pie para la eliminacién de los
embolismos. (abajo-dcha) Vaso Mariotte colocado en la parte superior para asegurar una presion
constante durante las mediciones.

4.3.7 - Curvas presiéon-volumen

Se determinaron los parametros hidricos derivados de la construcciéon de
isotermas presién-volumen en dos fechas distintas, mediados de septiembre
(plantas no estresadas) y finales de octubre de 2017, tras sufrir dos ciclos de
estrés hidrico moderado (de -2.0 a -2.3 MPa). Se procur6 que las hojas utilizadas
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tuvieran caracteristicas similares en cuanto a madurez y tamafio que las usadas
para medicion de caracteres estomaticos y de morfologia foliar, asi como
procedentes del mismo tipo de ramillos que los utilizados en la determinacion de
la vulnerabilidad a la cavitacion. Se utilizaron las mismas plantas en las dos
fechas, 18 plantas (2 por clon). Las hojas, una vez extraidas de las plantas,
fueron hidratadas durante 24 horas en oscuridad hasta su saturacion. Las curvas
se crearon a partir del método de transpiracion libre (Corcuera, 2003) (Figura
4.10). La estimacion de los parametros se realizo utilizando la metodologia de
Tyree y Richter (1981), la cual relaciona el inverso del potencial hidrico (1/%) con
el respectivo contenido hidrico relativo (CHR) de la muestra (Figura 4.11). Con
ello, se pudo determinar el valor de los componentes osmoético (Ws) y de presion
(Wrp) del potencial hidrico (W) a cualquier nivel de hidratacién celular, el potencial
osmético a plena turgencia (Ws100) y en el punto de pérdida de la turgencia (Wso),
el médulo de elasticidad de la pared celular (€), el contenido hidrico relativo en el
punto de pérdida de la turgencia (CHRo) y contenido hidrico relativo del apoplasto
(CHRa).

Figura 4.10. Hojas de los nueve clones de eucalipto dispuestas en rejilla plana para las
mediciones sucesivas del peso fresco y potencial hidrico xilematico (W) en camara de presion

tipo Scholander, para la posterior determinacion de las curvas presién-volumen.
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Figura 4.11. Ejemplo de representacion gréfica de las mediciones tomadas para determinar el
valor de los componentes osmdtico (Ws) y de presion (We) del potencial hidrico (V) a distintos
niveles de hidratacion. La linea punteada indica el inverso del potencial osmético, de donde se
puede deducir el valor a saturacion (1/Wsioo), el punto de pérdida de la turgencia (W= 0) y el
contenido hidrico relativo del apoplasto (CHRa). 1/%: inverso del potencial hidrico; CHR:

contenido hidrico relativo.

4.3.8 - Analisis de datos

Para la transpiracién cuticular y los parametros asociados, la distribucién
de biomasa, la vulnerabilidad a la cavitacion y las curvas presién-volumen, el
analisis de los datos se realiz6 siguiendo un Modelo Lineal General de uno (Clon)
o dos factores (Clon, Fecha), dependiendo de la variable analizada, que se
consideraron fijos. Las diferencias entre los grupos de los distintos factores
fueron analizadas mediante el test T3 de Dunnett. Para la transpiracion diaria
(total diaria y por intervalos horarios), el analisis de los datos se realiz6 siguiendo
un Modelo Lineal Mixto. Para la primera, se consideraron los efectos fijos Clon,
Fecha e interaccion Clon x Fecha, y como efecto aleatorio la planta anidada
dentro del clon. Debido a la posible presencia de correlacion temporal en el
mismo clon para las observaciones del mismo dia, se han experimentado
distintas estructuras de la matriz de varianzas-covarianzas para estas

observaciones. Finalmente se considerd la matriz no-estructurada de cinco
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bandas. Para la segunda, se consideraron todos los efectos fijos (clon, intervalo
del dia, presencia de estrés hidrico, e interacciones) debido a la posible
presencia de correlacion temporal en la misma planta, también se han
experimentado distintas estructuras de la matriz de varianzas-covarianzas para
estas observaciones y se considerd la matriz potencial. Los componentes de la
varianza se han estimado por maxima verosimilitud restringida o residual. Para
analizar la mejor estructura de modelo en ambos casos se han comparado los
valores del criterio de informacion de Akaike (AIC) (Akaike, 1974) de modo que
aguellas con menores valores indican un mejor ajuste. Se utilizdé el paquete
estadistico SAS ® 9.2. Las diferencias se consideraron significativas para un

nivel de significacion p <0.05.

En el caso de los ensayos encaminados a estudiar la relacion de la
transpiracion diaria y el crecimiento diametral, considerando los dos ensayos
conjuntamente, se analiz6 mediante regresion el efecto de las variables
ambientales (potencial hidrico del sustrato, velocidad del viento, temperatura del
aire, humedad relativa, radiacion solar y evapotranspiracion de referencia) y del
potencial hidrico de las plantas sobre la transpiracion, medida ésta tanto como
el valor acumulado diario (Ta) como el instantaneo en un momento del dia (E).
Asimismo, se evalud la correlacién existente entre distintos parametros entre si
([Dtmaxn - Dtminn], Idmax, Tra, E, T/Epasto, €tC).

4.4. RESULTADOS

4.4.1 - Transpiracion cuticular y parametros asociados

Comparando las hojas crecidas y recolectadas en las cuatro épocas del
afio antes mencionadas, para el contenido hidrico relativo en el momento del
cierre estomatico (CHRc) y para el tiempo transcurrido hasta el cierre de los
estomas (tc) se detectaron diferencias significativas entre los distintos clones (p
<0.001) y entre fechas (p < 0.001) (Tabla 4.2). Asimismo, la interaccién entre los

dos factores resulto significativa, p < 0.001 para el primero y p = 0.001 para el
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segundo parametro, indicando un patron de evolucién temporal distinto entre

clones (Figuras 4.12 y 4.13).
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Figura 4.12. Contenido hidrico relativo en el momento del cierre estomético (CHR.) de los nueve

clones de eucalipto estudiados en las diez fechas de medicion (media # ET).
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Figura 4.13. Tiempo transcurrido hasta el cierre de los estomas (tc) de los nueve clones de

eucalipto estudiados en las diez fechas de medicién (media + ET).

Respecto al contenido de humedad al cierre de los estomas (Hc), no se
detectaron diferencias significativas entre los distintos clones (p = 0.536), pero si
entre fechas (p < 0.001) (Tabla 4.2), asi como para la interaccion Clon x Fecha
(p < 0.001) (Figura 4.14).

Tabla 4.2. Valores medios (+ ET) del contenido hidrico relativo (CHRc), el tiempo transcurrido
(tc), y el contenido de humedad (Hc) en el momento del cierre de los estomas de las hojas de los
distintos genotipos de eucalipto ensayados y fechas de medicion. p = nivel de significacion. Para

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

CHR¢ te Hc
(%) (min) (%)
Total 79.59 + 0.42 70.88 + 1.22 61.02 + 0.29
Clon
12€ 78.23+ 1.32 ab 70.20+3.00b 61.76 + 1.00 a
HE 74.77 + 1.38 a 80.59+3.70b 59.86 + 0.89 a
HG 80.85+1.34ab 64.54+3.80ab 61.69+0.78 a
HI 83.41+1.04b 55.47 + 3.22 a 61.38+0.76 a
225 79.69 + 1.09 ab 73.35+3.64b 60.98 + 1.03 a
227 79.43+ 1.18 ab 73.94 + 4.66 ab 61.37+0.94 a
Cl4 79.26 + 1.03 ab 76.54 + 3.58 b 61.11+0.76 a
358 80.40 + 1.10 ab 7226 +2.76 b 60.46 + 0.76 a
437 80.54 + 1.15 ab 72.31+352hb 60.57 + 0.87 a
p <0.001 <0.001 0.536
Fecha
Feb 15 73.15+1.17 a 86.29 +3.32¢c 58.68 + 0.58 ab
Mayo_15 8287+0.76c 81.30+4.33bc 60.38+0.61 bc
Julio_15 79.16 + 1.68abc 50.01+2.73a 59.37+ 1.49 abcd
Nov_15 81.38+251abc 4896+ 1.53a 67.71+1.09f
Feb 16 80.81+0.76 c 66.33+1.55hb 62.40 + 0.56 cd
Mayo_16 82.63+0.65¢ 64.13+£2.72b 56.54 + 0.45 a
Julio_16 80.54 +2.01abc 74.73+2.45bc 60.84 £ 0.85 bce
Nov_16 79.40 + 1.23 bc 70.15+ 3.40bc  64.57 £ 0.90 def
Feb 17 75.52+0.94ab 73.89+3.03 hc 64.53 + 0.46 df
Mayo_ 17 81.77+0.86¢c 7774+ 476 bc 57.27+0.73 ab
p <0.001 <0.001 <0.001
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Figura 4.14. Contenido de humedad al cierre de los estomas (H¢) de los nueve clones de

eucalipto estudiados en las diez fechas de medicién (media + ET).

En cuanto a la tasa de transpiracion cuticular (Ec), se detectaron diferencias
significativas entre los distintos clones y fechas de medicidén tanto en base al
peso seco como o al area foliar (p < 0.001) (Tabla 4.3). Mientras que para la tasa
de transpiracion total al inicio (E:), se detectaron diferencias significativas entre
las distintas fechas de medicion (p < 0.001) y entre clones cuando se calculé en
base al peso seco foliar (p < 0.001), pero resultaron tan pequefias en valor
absoluto para ese ultimo parametro que el test T3-Dunnett no las diferencio en
grupos homogéneos separados. Sin embargo, cuando se calcul6 en base al area
foliar, no se detectaron diferencias significativas entre clones (p = 0.055) (Tabla
4.3). Asimismo, para la interaccion Clon x Fecha, se obtuvieron diferencias

significativas (p < 0.001) (Figuras 4.15 a 4.18).
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Tabla 4.3. Valores medios (# ET) de la tasa de transpiracion total al inicio (E:) y de la tasa de

transpiracién cuticular (Ec) de las hojas de los distintos genotipos de eucalipto ensayados y

fechas de medicidn. p = nivel de significacién. Para cada factor (clon, fecha) letras distintas en

cada columna indican diferencias significativas.

E Ec E: Ec
(mmol kgt s?) (mmol kg* s (mmol m?2 st (mmol m?2 s
Total 8.11+0.27 1.69 + 0.06 0.775 + 0.022 0.166 + 0.007
Clon
12€ 9.86+ 1.08 a 1.71+0.17 abc 0.681 + 0.049 a 0.123+0.011 a
HE 8.26 £ 0.88 a 2.60+0.22¢c 0.817 £ 0.070 a 0.267 £ 0.022 b
HG 941+111a 1.97 £ 0.22 bc 0.767 £ 0.074 a 0.164 + 0.018 a
HI 8.54 £ 0.77 a 1.32+0.11ab 0.733+ 0.058 a 0.116 + 0.011 a
225 8.30+0.71a 146+ 0.18 ab 0.921+0.079 a 0.161 + 0.022 a
227 7.67£0.53 a 1.78 + 0.23 abc 0.799 + 0.060 a 0.182 + 0.027 ab
Ci14 7.20+0.67 a 1.62+0.17 ab 0.784 + 0.065 a 0.179 + 0.017 ab
358 6.50 £ 0.42 a 1.18+ 0.08 a 0.724 + 0.047 a 0.130+ 0.010 a
437 6.89+0.59 a 156+ 0.21 ab 0.777+£0.074 a 0.178 £ 0.031 ab
p <0.001 <0.001 0.055 <0.001
Fecha
Feb_15 7.55+ 0.39 bc 191+0.14c 0.628 + 0.033 ab 0.162 + 0.013 abc
Mayo_15 453+040a 1.12+ 0.07 ab 0.477 £ 0.045 a 0.115 + 0.009 a
Julio_15 11.86+0.87d 1.83+0.26 abc 1.236 £ 0.075d 0.223 + 0.044 abc
Nov_15 12.85 + 2.13 bcd 3.07+£0.34d 0.879+0.133abcd 0.235+ 0.034 abc
Feb_16 7.75+0.31 bc 1.68 £ 0.15 bc 0.745+0.034 b 0.163 + 0.015 abc
Mayo_16 584+0.32a 1.06 + 0.08 a 0.729+0.035 b 0.136 + 0.011 abc
Julio_16 6.70+ 1.04 abc 156+ 0.32abcd 0.751+ 0.126 abcd 0.184 + 0.046 abc
Nov_16 9.43+0.61cd 234+0.16 ¢ 0.810 + 0.042 bc 0.218+0.021 ¢
Feb_17 11.15+0.60d 210+0.17c 0.948 + 0.043 cd 0.179 + 0.015 bc
Mayo_17 6.16 £ 0.49 ab 0.94 £ 0.08 a 0.759 + 0.057 bc 0.118 £+ 0.011 ab
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas
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Figura 4.15. Tasa de transpiracion total al inicio (E:) en base al peso seco de los nueve clones

de eucalipto estudiados en las diez fechas de medicién (media # ET).
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Figura 4.16. Tasa de transpiracion cuticular (Ec) en base al peso seco de los nueve clones de

eucalipto estudiados en las diez fechas de medicién (media + ET).
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Figura 4.17. Tasa de transpiracion total al inicio (E;) en base al area foliar de los nueve clones

de eucalipto estudiados en las diez fechas de medicién (media # ET).
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Figura 4.18. Tasa de transpiracion cuticular (Ec) en base al area foliar de los nueve clones de

eucalipto estudiados en las diez fechas de medicion (media + ET).
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4.4.2 - Transpiracion diariay en intervalos del dia

Comparando la transpiracion total diaria de las plantas, expresada en base
a la superficie foliar transpirante (T.a), entre los nueve clones de Eucalyptus y en
distintas fechas durante 2.5 afios seguidos, se detectaron diferencias
significativas entre los distintos clones, fechas de medicion (Tabla 4.4) y para la
interaccion Clon x Fecha (p < 0.001) (Figura 4.19).

Como la transpiracion diaria también depende del tamafio de la planta, a
su vez relacionado con la superficie foliar transpirante, se evalud la posible
relacion existente entre la transpiracion diaria total y el diametro o la seccion
transversal del tallo (Figura 4.20 y 4.21). También se analizo 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 resulté una buena predictora, por tanto fue

descartada.
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Figura 4.19. Tasa de transpiracion diaria en base a la superficie foliar (T.a) de los nueve clones

de eucalipto estudiados en las diecisiete fechas de mediciéon (media + ET).
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Tabla 4.4. Valores medios (# ET) de la tasa de transpiracion diaria en base a la superficie foliar

(Twa) 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 m2 diah)
Total 2.04 +0.15
21/10/2014 1.07 + 0.18 abc
12¢€ 137£0.14a 5102014 0.99 + 0.18 abc
17/11/2014 0.44 +0.18 ab
+
HE 244x0.14¢ 41102014 034+018a
25/03/2015 1.01+0.14 ab
+
HG 167£014ab 50080015 1.77 +0.13 cd
02/07/2015 5.40+0.18 g
HI 1.87+0.14
87x014abc 0712015 5.23+0.17 g
10/11/2015 1.95 +0.13 de
22 201401
> 01£0.158abc 30016 0.98 +0.13 ab
26/04/2016 297+012f
+
22t 2.21x015bc 001060016 2.34+0.12 de
21/07/2016 2.37+0.13 de
+
cl4 240£0.14¢ 112016 243 +0.12 ef
12/01/2017 1.17 +0.12 be
358 212+015b
C  00/03/2017 1.01+0.12 de
2.36 + 0.12 def
437 230+016bc  18/05/2017 e
p <0.001 D <0.001
8,0 -
7,0
. y =0,2939x2 + 0,0636x + 0,045
6,0 1 R?=0,8188
] *
. 50 1
o ]
T 4,0 +
= ]
=~ 30
2,0
1,0 1
0,0 - ——
0,0 1,0 2,0 4,0 5.0
D (cm)

Figura 4.20. Relacion 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 afio.
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Figura 4.21. Relacién entre la seccién 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.

En el caso de la transpiracion en distintos intervalos horarios dentro del dia,
antes de comparar los intervalos entre si y entre los nueve clones de Eucalyptus,
se hizo un analisis previo del potencial hidrico en el sustrato. Se tom6 como
criterio que el valor estimado de potencial hidrico del sustrato fuese igual (sin
estrés hidrico) o distinto (con estrés hidrico) de 0 al 95% de probabilidad. De esta
forma se agruparon las fechas de medicién en dos grupos, con estrés hidrico y
sin estrés hidrico. Se detectaron diferencias significativas entre intervalos del dia
(Figura 4.22) para la variable estrés (Figura 4.23) y para la interaccion Intervalo
X Estrés (p < 0.001) (Figura 4.24), pero no entre clones (p = 0.903), ni tampoco

para las interacciones Clon x Estrés (p = 0.348) y Clon x Intervalos (p = 0.238).
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Figura 4.22. Tasa de transpiracion para cada intervalo horario (media + ET), considerando el
conjunto de clones, tratamientos de riego (con estrés y sin estrés hidrico) y ambos periodos
evaluados, junio y julio. Letras distintas en cada intervalo indican diferencias significativas (p <

0.001). Las horas son horas locales (UTC+2).
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Figura 4.23. Tasa de transpiracion para cada tratamiento de disponibilidad de agua (media +
ET), considerando el conjunto de clones, intervalo horario y ambos periodos evaluados, junio y

julio (media #ET). Letras distintas en cada intervalo indican diferencias significativas (p < 0.001).
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Figura 4.24. Tasa de transpiracién para cada intervalo horario y tratamiento de disponibilidad de
agua (media #ET), considerando el conjunto de clones y ambos periodos evaluados, junio y julio.
Letras distintas en cada intervalo horario indican diferencias significativas: intervalo 8:30-11:30

(p = 0.007), para los demés intervalos: p < 0.001. Las horas son horas locales (UTC+2).

Las siguientes figuras muestran la relacion entre el potencial hidrico al
amanecer y la tasa de transpiracion diaria (Figura 4.25); la tasa de transpiracion
medida en el IRGA (E, Figura 4.26) y la eficiencia intrinseca del uso del agua

(EIUA, Figura 4.27).
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Figura 4.25. Relacién entre la tasa de transpiracién diaria durante un periodo de 24 horas,
y el potencial hidrico al amanecer del dia inicial de cada fecha de medicion, para los nueve clones
estudiados, considerando el conjunto de intervalos horarios y ambos periodos evaluados, junio

y julio (media # ET).

- 7,0
< -
AHI OHE ©HG e e 6,0
o DO.AQ r
*12€ a227 x358 O, L0 8841 50
A L FRAC® JAA '
e Cl4 +225 x437 Ag x*}g‘:' .
o, O ‘.XAXA’ 49 40

. 3,0
o °© & %%‘Qgﬁ L
[m} ° $ SA )§<> 2’0

[z g
>
>
[ ]
+ X
>
i
Toit
*
o
E (mmol m2s1)

o . o x+A R -
* *‘xx ‘ B 1'0
TIPS I
[ —— 'xl*"' ? T %?. T T T T T T T T T T T T T T T T T 0,0
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0
¥ (MPa)

Figura 4.26. Relacién entre la tasa de transpiracion medida en el IRGA (E), medida 2 h
después del amanecer, y el potencial hidrico al amanecer, para los nueve clones estudiados,
considerando el conjunto de intervalos horarios y ambos periodos evaluados, junio y julio (media
+ET). E se correlaciond significativamente con la conductancia estomatica, gs (E = 9.036 gs +
5.547,r = 0.963, p < 0.001) y con la fotosintesis neta, A (A = 0.038 E* — 0.661 E® + 3.446 E? —
2.525 E + 0.619, r = 0.962, p < 0.001). E (mmol m2 st of H,0), gs (mol m?2 s of H,0), A (umol
m2 s of CO,).
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Figura 4.27. Relacion entre la eficiencia intrinseca del uso del agua (EIUA = A/gs) medida
2 h después del amanecer y el potencial hidrico al amanecer, para los nueve clones estudiados,
considerando el conjunto de intervalos horarios y ambos periodos evaluados, junio y julio (media

+ET). A (umol m2 st of CO,), gs (mol m?2 s of H,0).

4.4.3 - Crecimiento y consumo hidrico en condiciones variables de

humedad

Los datos proporcionados por los dendrometros muestran la variacion de
didmetro del tronco que se caracteriza por su expansion y contraccion diaria,
influenciado por cada ciclo de riego-estrés. En la época del afio en que se
llevaron a cabo las mediciones (mes de julio), la expansion del diametro del tallo
se iniciaba por la tarde, generalmente entre las 17:30 h y las 18:40 h (hora local),
cuando las plantas estaban bien regadas (¥ = -1.0 MPa), pero retrasandose
hasta las 20:30-21:40 h en los dias en que estaban algo estresadas (¥ < -1.2
MPa), tanto mas cuanto mas estresadas. Este incremento diametral, originado
por la rehidratacién de los tejidos, se alargaba hasta justo antes de amanecer,
alcanzando en ese momento el valor maximo diario del tallo (entre las 6:00 y las
7:00 h). La salida de sol en esta época se producia en torno a las 7:20 h (hora
local) y la puesta de sol a las 21:50 h. No obstante, la luz crepuscular se percibia
desde las 6:50, antes de la salida de sol, y hasta las 22:20 h, después de la
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puesta. Posteriormente, una vez amanecido, generalmente entre las 7:50 h y las
8:40 h, el tronco comenzaba a contraerse, progresivamente hasta alcanzar su
valor minimo diario sobre las 14:00-16:00 h, pero detectandose el cambio de
tendencia originado por el inicio del cierre estomatico a las 12:00-13:30 h (algun
dia retrasandose hasta las 15:30 h). En ese momento, permanecia con el valor
minimo hasta que volvia a iniciarse la rehidratacion, por la tarde, y se iniciaba un
nuevo ciclo (Figura 4.28). No se encontr6 una tendencia general que diferenciara
entre clones respecto a los momentos del dia en que se iniciaba la expansion o

contraccion del tallo.

En los dias en que no se sometieron las plantas a restriccion hidrica, el
valor maximo del tronco de cada dia fue generalmente superior al del dia
anterior, lo que indica crecimiento. Por el contrario, durante los dias en que se
sometieron las plantas a restriccion hidrica, el maximo diametro del tronco de
cada dia alcanzé generalmente un valor inferior al méximo del dia anterior, dando
como resultado contracciones diarias, proporcionales al grado de estrés hidrico
sufrido por cada planta. Las series de crecimiento mostraron que todos los clones
siguieron generalmente la misma tendencia y estuvieron fuertemente
sincronizados a pesar de las diferencias en el valor absoluto de su crecimiento
(Figuras 4.29 y 4.30). Al regar las plantas tras un ciclo de estrés hidrico, estas
recuperaban la hidratacion en menos de un dia. Cabe resaltar, la rapidez de
respuesta en la rehidratacion, asi como el amplio intervalo de variacion
diamétrica (altibajos en el proceso hidratacion-deshidratacion) que presentaron
los clones 12€, HE y HI en algunas fechas. Los valores del clon C14 del afno

2017 han sido eliminados porque fue atacado por un hongo patégeno.
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Figura 4.28. Variaciones del diametro del tronco caracterizadas por su expansion y contraccion

diaria en dos dias consecutivos, de los clones 358 y C14, medidos en la época estival del afio.

103



4. Capitulo 2. Relaciones hidricas

3 - 0
2016
: ' A
: /"/‘\/Tlulil F -2
= 4 5
* + AW A
1 4 & R it d' -
—_— . .
: ; . i whel™ g
- ] = ik &
'E = c : :|;§ !r._!." b E
L wl
%
E . M"‘fﬂl sy hd i I 5
- i 1 . F - + ]
zﬁ_f'ﬂ)(jllllf ll!:l-l'.“‘" A r ! r o
E 3 ald " Ep g - W, " & =
: b B U AR el T T
g e A Al s L AT e g
E s Jr'|.p 1 ""!l.l". F ¥ L '!I o -4 ! 1}:‘ r-"‘q.-* 4 Pk E
= g ] " 3 . S e T 1 -
-1 A O P R R L T W e “r- 2 A R
[ Tol - Fip A | i -
# 3 & Mﬁﬁt{f‘_r‘ ' I..Ir 'i ; o - ; ] I?.‘::“ Lm': w i ? g "1-|‘ ':.|r L] E
L L - 1 Ly
: Vol W e i s
= _"'-r T
= -1k
= '-.1,1” E
. =15
M
z : ' . ! : ' i ! ; - i : i ' ! -2
¥ 33131 33:7i3i33iFFFFIFIEE i FETFIFITEIGEG LG
w - ~ =a - - =2 - = Wy & - 3 = = - Pl - - e 7% 3 - ) = 5 ]
- — - - - — - -_ - — r 4 i e o (] ] i | ™ 5 L] i ~d L]
~38  —.— HE N, " S — €14 — —Hi —— —HG
& s 358 = ko HE Wiyrs 124 o Whws 14 W ilhe HI s HG

Figura 4.29. Variaciones del diametro del tronco de los nueve clones medidos en la época estival del afio de 2016 y sometidos a ciclos de riego y estrés hidrico.

Los riegos se aplicaron elos dias 12, 19, 25y 28 de julio y el 2 de agosto. Los puntos indican el potencial hidrico del sustrato en algunos dias, cuando se

apreciaban ciertos sintomas de estrés hidrico o antes de regar.
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Figura 4.230. Variaciones del diametro del tronco de los nueve clones medidos en la época estival del afio de 2017 y sometidos a ciclos de riego y estrés

hidrico. Los puntos indican el potencial hidrico del sustrato en los los dias en que se determind.
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Las variables ambientales tomadas en consideracion ejercieron un efecto
muy variable entre los diferentes parametros medidos en las plantas, unas veces
muy significativo y otras no. Considerando el conjunto de clones (con un tamafo
tal que promediaron 0.93 m? de area foliar por planta), el potencial hidrico de las
plantas (¥), medido a primera hora de la mafana, se vio afectado por el del
sustrato (Wws) (¥ = -0.139 Wws? + 0.669 Wus -0.624, R? = 0.475, p < 0.001),
medidos ambos en MPa. Considerando la transpiracién diaria de las plantas (Tia,
mmol m~? s1), se vio afectada casi en un 60% por el potencial hidrico del sustrato
(Tia = 2.143 e1389%ws R2 = (0,596, p < 0.001), pero no por el potencial hidrico de
la planta, medido al amanecer (Figura 4.31). Segun se aprecia en esta figura,
para Yws < -0.8 MPa se obtuvieron siempre valores de T.a inferiores a unos 1.3
mmol m? s, igual que sucedié para ¥ < -1.2 MPa (< -1.4 MPa para HE y HG).
Asimismo, para ¥ > -1.2 MPa (> -1.4 MPa para HE y HG) T.a no se relacion6
con V. Cabe sefialar que, para estas plantas, ese valor de Ta proximo a 1.3
mmol m2 s coincidié con el punto en el que T (L dia!) igualaba a la transpiracién
de referencia del pasto (T/Epasto = 1), a travées de la relacion:
Tia=1.282 (T/Epasto)®24, r = 0.941, p < 0.001. T/Epasto varié entre 0.20 y 3.30. En
cuanto a la transpiracion instantdnea medida con el IRGA a media mafiana (E,
mmol m~? s1), al contrario que Tia, se relaciond mejor con ¥ (E = 5.195 e0-564¥

R? =0.395, p < 0.001) que con Yws (R? = 0.181).

¢12€ OHG AHI OHE 4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5 o ‘ﬁ .

— . 0,0 ———
-3,0 2,0 -1,0 -3,0 -2,0 -1,0 0,0

¥, (MPa) ¥ (MPa)

X358 @Cl4 X225

T,, (mmol m2s?t)
T,4 (mmol m2s1)

Figura 4.31. (Izda.) Relacion entre la transpiracion diaria (T.a) y el potencial hidrico del sustrato
(¥us) y (Dcha.) entre Tia y el potencial hidrico de las plantas (%), para los siete clones de eucalipto

en los ensayos realizados.
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En lo que se refiere al incremento del diametro entre dos dias consecutivos
(Idmax), NO se vio significativamente afectado por ¥ o Wws (R? < 0.231), ni se
correlacion6 con la transpiracion (r = 0.374). Sin embargo, se pudo observar que
para poder obtener incrementos positivos (esto es, Idmax 2 0.0 mm), se debia
cumplir que ¥ = -1.4 MPa, o Wws = -1.1 MPa. Por el contrario, la correlacion de
Idmax con la amplitud diaria de la oscilacion del didmetro (Dtmaxn - Dtminn) resultd
negativa y significativa (Idmax = -0.245 In[Dtmaxn - Dtminn] - 0.336, r =-0.695, p <
0.001). El valor limite de la oscilacién diaria para a partir del cual siempre se
obtuvieron incrementos diametrales negativos estuvo en torno a 0.6 mm.
Oscilaciones menores de 0.6 mm resultaron en incrementos negativos o
positivos, en funcion del efecto conjunto de todas las variables puestas en juego.
Del mismo modo, la oscilacion diaria del diametro (Dtmaxn - Dtminn) S€ relacioné
significativa y negativamente tanto con ¥ ([Dtmaxn - Dtminn] = 0.161¥2+ 0.023¥ +
0.237, R? = 0.402, p < 0.001) como con Wws ([Dtmaxn - Dtminn] = 0.035Wws?-
0.524%ws + 0.185), R? = 0.489, p < 0.001) (Figura 4.32). Asimismo, este Ultimo
pardmetro se correlacioné negativa y significativamente con la transpiracion
diaria (Tra = 0.610[Dtmaxn - Dtminn] ©-°¢8, r =-0.600, p < 0.001), resultando que para
valores de la oscilacién diaria por encima de 0.6 mm Ta resultd siempre menor

de 2.0 mmol m2 s,
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Figura 4.32. Relacion entre la oscilacion diaria del diametro (Dtmaxn - Dtminn) Y €l potencial hidrico
del sustrato (%) (Izda.) y el potencial hidrico de las plantas (¥) (Dcha.), para el conjunto de

clones y los dos afios de medicion.
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Respecto al efecto sobre la transpiracion, o sobre las variaciones diarias
del diametro del tallo principal, de las otras variables ambientales medidas
(velocidad del viento, temperatura del aire, humedad relativa, radiacion solar o la
propia evapotranspiracion de referencia), el andlisis de regresion no mostrd

relacion significativa en este estudio.

4.4.4 - Distribucion de biomasa

Para poder determinar las tasas de transpiracion de las plantas en base a
la superficie foliar transpirante (TLa) es necesario conocer el valor de este
parametro. Como éste solo se midid6 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 en la base del tronco principal (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. Dichas ecuaciones se determinaron para cada clon por
separado, aunque sin diferencias significativas entre la mayoria de ellos, de ahi
que se muestren solamente la relaciébn obtenida para el conjunto de clones
(Figuras 4.33 a 4.36), aunque a efectos de calculo se utilizé para cada clon la
suya propia. Los valores medios (+ET) del peso seco de los clones en las
diferentes fechas de cada cosecha, asi como la significacion de sus diferencias,
se muestran en las Tablas 4.4a y 4.4b. En cuanto a la distribucion de la biomasa
en los diferentes 6rganos, se obtuvieron diferencias significativas entre clones
para algunos de los ensayos. Considerando la relacién de peso foliar a peso de
parte aérea [PSh / (PSh+PSu)] los valores medios por clon en las cuatro
cosechas se movieron en un rango de 0.36 a 0.50, siendo significativas para los
ensayos cosechados en jun-2015 (100L), jun-2016 (10L) y mayo-2017 (10L),
(0.002 < p = 0.012), pero no en el de jun-2016 (100L) (p = 0.508). Aungue con
leves diferencias entre cada ensayo, la tendencia general fue que el clon 12€
presento valores en el rango mas bajo de este parametro y los clones C14 y HE

en el rango mas alto. Considerando ahora la relacion parte aérea a raiz
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[(PSh+PSu) / PSy], los valores obtenidos se movieron en el rango 1.4-4.0,
resultando significativos para los ensayos cosechados en junio-2016 (10L) y
mayo-2017 (10L) (p = 0.010 y 0.001, respectivamente), pero no los otros dos
(0.259 < p =£0.298). Asimismo, para este parametro, la tendencia obtenida en los
cuatro ensayos cosechados fue que el clon 12€ siempre estuvo en el grupo que
presento las ratios mas bajas, mientras que el clon C14 estuvo en el de las mas

altas.

900 -
800 A
700 1 y = 0,1131x2.2356 . o
600 - R*=0,9319

500
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Figura 4.33. Relacién entre el diametro en la base del tronco principal (D) y el peso seco de
hojas (PSk;) para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10 L
y 100 L.
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Figura 4.34. Relacion entre el diametro en la base del tronco principal (D) y el peso seco de tallos
(PSu) para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10 L y 100
L.

y = 0,0285x%6541
R*=0,9499

60

D (mm)

Figura 4.35. Relacién entre el didmetro en la base del tronco principal (D) y el peso seco de
raices (PS,) para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas de 10
Ly 100 L.
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Figura 4.36. Relacién entre el didmetro en la base del tronco principal (D) y la superficie foliar
total de la planta (SF) para el conjunto de clones de Eucalyptus estudiados y crecidos en macetas
de 10 Ly 100 L.

Tabla 4.4a. Peso seco de hojas (PSy)), tallos (PSu) y raices (PS:;) para el conjunto total de clones
de eucalipto en los casos en que no se obtuvieron diferencias significativas entre clones. Se

muestra el volumen del contenedor en el que habian sido cultivadas, 10 o 100 L. p: nivel de

significacion.
Junio-2015 (100 L) Junio-2016 (10 L) Junio-2016 (100 L)
P Shj PSui PShj PSui PS:; PShj PSui PS:;
(9) (9) (9) (9) (9) (9) (9) (9)
Total 220+20 339+37 65+3 83+4 78z%5 458+ 542+48 346%
42 40

p 0.423 0.249 0.064 0.143  0.095 0.272 0.697 0.888
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Tabla 4.4b. Peso seco de hojas (PSy), tallos (PSu) y raices (PSy;) de los distintos genotipos de
eucalipto en los casos en que se obtuvieron diferencias significativas entre clones. Se muestra el

volumen del contenedor en el que habian sido cultivadas, 10 o 100 L. p: nivel de significacion.

Junio-2015 (100 L) Mayo-2017  (10L)

P PSh; P P
Clon o o o o
Total 229.6 £+ 25.9 476+ 2.6 574+ 3.1 298+ 15
12€ 474.3 + 1425 ab 35.1+4.0a 450+ 3.3 ab 27.8+2.3ab
225 175.5+48.1 ab 46.4+ 4.6 ab 48.7 + 6.2 ab 25.2+3.0ab
227 3155+3.1b 629+70Db 83.7+x11.2c 38.0+6.0Db
358 186.2 + 32.2 ab 66.7+56b 73.7 £5.0 bc 38.7+38b
437 258.0 +122.2 ab 46.3+25ab 60.7 £ 5.2 abc 33.6+23ab
Cl14 154.9 + 45.6 ab 60.7+3.2b 70.9 +5.3 bc 33.2+22ab
HE 208.0 +33.4 ab 473+ 7.7 ab 474 +7.6 ab 27.7+45ab
HG 116.1 £+ 25.2 a 316+28a 50.6 +2.4 ab 255+0.2ab
HI 262.8 +81.1 ab 31.5+57a 359+6.2a 18.8+4.0a
p 0.039 <0.001 <0.001 0.007
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4.45 - Vulnerabilidad a la cavitaciéon

Los segmentos de entrenudos de ramas finas revelaron diferencias
significativas entre clones para la conductancia hidraulica maxima, para la
conductancia hidraulica especifica xilematica, asi como también para la

conductancia hidraulica especifica foliar (p < 0.001) (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Valores medios (# ET) de la conductancia hidraulica maxima (Cmax), la conductancia
hidraulica especifica xilematica (Csmax), ¥ la conductancia hidraulica especifica foliar (Cimax) del
xilema de los segmentos de entrenudos de los distintos genotipos de eucalipto ensayados. p =

nivel de significacion. Letras distintas en cada columna indican diferencias significativas entre

clones.
Cmax Csmax Cimax

(kg s™' MPa™) (kg s m2MPa™) (kg s m2MPa™)

Total 3.010%+ 2.4 10° 96.21 £ 5.33 0.9102+1.010°3
Clon

12€ 4.8104+9.310%ab 154.44 £ 19.37d 1.2102+2.010% abc
HE 3.510%4+£3.410%hb 110.89 + 1456 bcd 0.9102+ 1.2 103 abc
HG 4.3104+8.710%ab 126.07 £ 5.06 cd 1.1102+1.210%hc
HI 5.6 104+ 12.0 10° ab 143.80 £ 18.76 d 1.2102+1.7103c
225 1.2104+1610%a 5597 £6.01 a 0.5102+1.010%a
227 1.9104+1.110%ab 62.69 £ 5.69 ab 0.5102+1.0103%ab
Ci4 2510%+2710%ab 82.54 + 10.37 abc 0.6102+ 1.010%ab
358 2.310%+2410%ab 77.53 +9.72 abc 0.7102+ 1.010% abc
437 21104+ 1.710%ab 84.15 + 8.54 abc 0.8102+ 1.010% abc
p <0.001 <0.001 <0.001

Considerando el comportamiento de los nueve clones, medidos en varios
niveles de estrés hidrico a lo largo de dos semanas, desde 6ptimo estado hidrico
hasta alcanzar niveles de W de entre -2.0 y -3.0 MPa, los valores de potencial
hidrico para el cual se obtuvo una pérdida de conductancia hidraulica del 50%
(PCHso) o del 80% (PCHso) se muestran la Tabla 4.6.
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Tabla 4.6. Valores medios de potencial hidrico (MPa) para el cual se obtuvo una pérdida
de conductancia hidraulica del 50% (PCHsp) y del 80% (PCHsgo) para los distintos clones.

Clon PCHso (MPa) PCHgo (MPa)

12€ -0.96 -1.33
HE -0.77 -1.31
HG -0.93 -1.26
HI -1.36 -2.61
227 -0.59 -0.80
225 -0.54 -0.86
Ci4 -0.64 -0.94
358 -0.48 -0.71
437 -0.31 -0.77

4.4.6 - Pardmetros derivados de curvas presién-volumen

Las hojas recolectadas en las dos fechas antes mencionadas, tras
someterlas a ciclos moderados de estrés hidrico, mostraron diferencias
significativas entre clones en los parametros hidricos derivados de las curvas
presion-volumen (p < 0.004). Entre fechas, se detectaron diferencias
significativas para Wsioo y Wso, pero no para ¢, CHRo ni CHRa (Tabla 4.7).
Asimismo, la interaccidn entre los dos factores (Clon x Fecha) resulto significativa
para Wsio0 (p = 0.006), € (p = 0.044) y CHRa (p = 0.025) (Figuras 4.37, 4.38 y
4.39), pero no para Wso (p = 0.258) ni para CHRo (p = 0.811).
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Tabla 4.7. Valores medios (+ ET) del potencial osmoético a plena turgencia (Wsi00), €l potencial

osmoético en el punto de pérdida de la turgencia (Wso), €l modulo de elasticidad de la pared celular

(€), el contenido hidrico relativo en el punto de pérdida de la turgencia (CHRy) y el contenido

hidrico relativo en el apoplasto (CHR,) de los distintos genotipos de eucalipto ensayados y fechas

de medicion. p = nivel de significacién. Para cada factor (clon, fecha) letras distintas en cada

columna indican diferencias significativas.

W00 Yy € CHRo CHR,
(MPa) (MPa) (MPa) (%) (%)
Total -1.40 £ 0.02 -1.80 £ 0.03 7.0+04 85.0+0.1 314+15
Clon
12€ -1.53+£0.03ab -1.96 + 0.07 ab 7.8+ 0.8 abc 87.3+ 1.3 abc 39.0+x1.9ab
HE -1.36 £ 0.08 bc -1.71+0.08¢c 79+1.2bc 86.7 £ 2.8 abc 31.1+43ab
HG -1.69+0.07a -1.99+0.07a 124+1.4d 88.9+0.8¢c 222+27a
HI -1.37+0.09bc -1.65+0.11c 85+11c 87.9+ 0.9 bc 28.1+5.1ab
225 -1.31+£0.05¢c -1.72+0.06 bc 5.8+ 0.5 abc 84.9 + 0.7 abc 33.4+33ab
227 -1.39+ 0.03 bc -1.83 + 0.05 abc 5.8 £ 0.6 abc 8lltl4da 249+ 3.6 ab
Ci4 -1.25+£0.05¢c -1.82+0.05 abc 43+05a 82.3+1.2ab 41.0+50hb
358 -1.38 £ 0.04 bc -1.79 £ 0.07 abc 6.4 + 0.5 abc 83.1+ 1.3abc 27.0+4.6ab
437 -1.30£0.05¢c -1.81+0.08 abc 48+0.3ab 82.8 + 1.4 abc 37.0x5.1ab
p <0.001 0.003 <0.001 <0.001 0.004
Fecha
sep_17 -1.33+£0.03b -1.69+0.03b 71+05a 85.4+0.7a 295+19a
oct 17 -149+0.04a -1.97%+0.03a 6.9+0.7a 84.4+0.7a 344+25a
p <0.001 <0.001 0.689 0.217 0.063
Fecha (dd-mm-aa)
01-09-17 01-10-17 01-11-17
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Figura 4.37. Valores medios (+ ET) del potencial osmotico a plena turgencia (¥s100), €n las dos

fechas de medicién de los nueve clones de eucalipto estudiados.
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4. Capitulo 2. Relaciones hidricas
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Figura 4.38. Valores medios (+ ET) del modulo de elasticidad de la pared celular (c), en las dos

fechas de medicion de los nueve clones de eucalipto estudiados.
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Figura 4.39. Valores medios (# ET) del contenido hidrico relativo en el apoplasto, (CHR.), en las

dos fechas de medicion de los nueve clones de eucalipto estudiados.
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4.5 - DISCUSION

4.5.1 - Transpiracion cuticular y parametros derivados

El contenido hidrico relativo (CHRc) y el contenido de humedad (Hc) en el
punto de cierre de estomas son importantes indicadores del estado hidrico de
las hojas en condiciones de sequia. Estos parametros estan 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 a la hojay la
tasa de transpiracion, asi como la tolerancia de la hoja a la deshidratacion
(Gaulton et al., 2013; Correia et al., 2014; Hernandez et al., 2016).

Los valores medios encontrados del contenido hidrico relativo (CHRc) 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 mediterrdneo y hojas esclerofilas, que obtuvieron una
variacion estacional de CHRc entre 62.0 % (marzo) y 91.2 % (junio), y Mendes
et al. (2013), estudiando cinco genotipos de E. x urograndis, que obtuvieron una
variacion de CHRc entre 78.9 % y 90.1 % bajo dos regimenes de irrigacion,
siendo menores significativamente en determinados genotipos en el régimen con
suspension de agua. Respuesta similar obtuvieron Merchant et al. (2007), que
observaron que el déficit hidrico disminuyé CHRc en seis especies de eucalipto,
pero de forma diferenciada entre ellas. En nuestro estudio, la evolucién
estacional oscil6 entre un minimo de 73.2 % (hojas desarrolladas en otofio e
invierno) y 82.9 % (desarrolladas en primavera), no diferencidndose
significativamente este ultimo de las desarrolladas en verano. Los clones que
mas se apartaron de esta tonica general, y que presentaron grandes oscilaciones
estacionales a lo largo del estudio, fueron HE, 227 y 12€. Andivia et al. (2012),
estudiando la tolerancia a la sequia de dos procedencias espafiolas de encina
observaron variaciones estacionales en este parametro, indicando una
estrategia de conservacion del agua durante el verano (con valores maximos
cerca de 90 %) y "gastadora de agua" durante la estacion humeda. Todo ello
indica que los nueve clones de Eucalyptus analizados en este estudio, con
ligeras diferencias entre ellos, utilizaron adaptaciones fisiolégicas para reducir la

pérdida de agua en las épocas de mayor demanda, ya que reaccionan cerrando
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los estomas a mayor nivel de hidratacion (CHRc) en las épocas mas
desfavorables hidricamente, aspecto util para la supervivencia en climas con
estacion seca, como el mediterrdneo. Siguiendo con esta linea de
argumentacion, para el conjunto de fechas de medicion, el clon HE se comporto
como el menos precavido o conservador del agua, ya que permitia una mayor
deshidratacion antes de cerrar estomas, mientras que en el lado contrario estaria

el clon HI.

Por otro lado, el contenido de humedad (Hc) presentd un valor medio de
61.0 %, sin diferencias significativas entre clones en valor absoluto, aunque si
entre fechas. La evolucion estacional se diferencio de CHRc, la cual oscil6 entre
un minimo de 56.5 % (hojas de primavera) y 67.7 % (hojas de verano-principio
de otofio), con valores altos observados también en las hojas desarrolladas
durante el otofio-invierno. En el caso del tiempo transcurrido hasta el cierre de
los estomas (tc), a medida que se va deshidratando la hoja, puede variar con la
edad de la hoja, con el tamafio del estoma y su localizacion, con la especie y
entre individuos de una misma especie, en funcion de su estado vegetativo, asi
como con las condiciones ambientales en que se realiza la medicién (Kozlowski,
2012). Entre los clones del presente estudio, destacé con tiempo de cierre de
estomas mas corto el clon HI (56 min), que se diferencio significativamente de
otros seis clones, cuyos tiempos de cierre variaron entre 70 min (12€) hasta 80
min (HE). En la evolucién estacional se movieron en un rango de 49 minutos
(medicion de noviembre-2015) hasta 86 minutos (febrero-2015). En el afio de
2015, las hojas formadas en los periodos més secos cerraron sus estomas en la
mitad de tiempo que las formadas en periodos mas frios y humedos, hecho que
no ocurrié en el afio siguiente. Esto evidencia, una vez mas, estrategias de
plasticidad para la aclimatacion a climas como el mediterraneo, donde deben
aclimatarse a las condiciones ambientales del momento para prevenir pérdidas

excesivas de agua en meses mas secos.

La cuticula forma una eficaz barrera protectora en las plantas ante la
pérdida no controlada de agua a través de la epidermis foliar. Durante un periodo
de 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
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de dicha cuticula. Los valores obtenidos de transpiracion cuticular (Ec) en todo el
estudio promediaron 1.69 mmol kg* s, o bien 0.17 mmol m? s, segin se
exprese en base a peso o a area foliar. Estos valores son superiores a los
encontrados por Carevic et al. (2010) para encinas adultas crecidas en campo
(0.06 — 0.19 mmol kg? s?), pero inferiores a los valores encontrados por
Fernandez et al. (2015) para siete especies (Dichrostachys cinérea, Populus x
euroamericana “I-214”, Eucalyptus camaldulensis, Casuarina cunninghamiana,
Paulownia fortunei, Salix purpurea y Leucaena diversifolia) crecidas, no al aire
libre sino bajo malla de sombreo en vivero, que obtuvieron valores de 0.83 mmol
m s para E. camaldulensis hasta 3.98 mmol m s para S. purpurea. Eamus
et al. (2008), analizando hojas de Eucalyptus haemastoma (Sm.) a diferentes
temperaturas, especie de clima semiarido en el verano con inviernos de noches
frias, obtuvo valores de E. entre 0.04 mmol m? s midiendo a temperatura baja
(18 °C) y 0.5 mmol m? s a temperatura elevada (38 °C), valores que se
encuadran dentro de los obtenidos en nuestro estudio. Atendiendo a la variacion
estacional obtenida, la tendencia general es que las hojas crecidas durante la
primavera (mediciones de mayo) son las que mostraban menor transpiracion

cuticular.

Los valores de Ec: fueron semejantes estadisticamente para todos los
clones, con excepcién de las diferencias mostradas por el clon que presenté el
valor mas alto (HE), que se diferencié significativamente de otros cinco clones.
Esto sugiere que el clon HE tiene una estrategia menos eficiente de ahorro de
agua en relacion a los otros clones citados, cuando consideramos la

permeabilidad de la epidermis foliar (Andivia et al., 2012).

Por otro lado, el test estadistico no diferencio entre clones para la tasa de
transpiracion total al inicio (E:) en las condiciones de medicién de este estudio,
dentro de laboratorio, con baja radiacion luminosa y sin viento. El valor medio de
E: fue 0.78 mmol m2 s, con valor minimo (0.5 mmol m=2s) en la medicién de
primavera de 2015 y maximo en el verano del mismo afio (1.2 mmol m2s?). Este
rango de valores es habitual para este género, teniendo en cuenta las
condiciones de medicion (Vellini et al., 2008; Eksteen et al., 2013; Mendes et al.,
2013; Silva P et al., 2015, 2016).
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4.5.2 - Transpiracion diaria 'y en intervalos del dia

La transpiracion media diaria por planta varié en funcién del tamafio de ésta
y de la época del afio, en un rango de 0.05 L dia! hasta 5.58 L dia, con plantas
de tamafio entre 0.31 cm y 4.57 cm de didametro en la base del tallo (0.07 cm? —
16.43 cm? de seccion transversal de tallo), es decir, un promedio de 0.49 L dia*
por cada cm? de seccion de tallo, para el conjunto de clones y de épocas del afio
medidas y con buena disponibilidad de agua en el sustrato. Resulta l6gico que a
mayor tamaiio de planta corresponda un mayor consumo por la mayor superficie
foliar transpirante (Otto et al., 2014). No obstante, debemos ser cautos con estos
datos y no extrapolarlos a transpiraciones en plantaciones o masas naturales
(Gyenge et al.,, 2008; Anderegg et al., 2017), puesto que las condiciones

ambientales y la competencia entre arboles son distintas.

Los valores de transpiracion diaria (TLa) se diferenciaron significativamente
entre clones, destacando con valores mas altos HE y C14 (2.4 L m dia?! de
promedio), en contraposicion a los mas bajos de 12€ y HG (1.4 y 1.7 L m? dia,
respectivamente). Eso sugiere que los clones HE y C14, cuando hay suficiente
agua disponible en el suelo, tienen una estrategia de mayor consumo de agua
por unidad de superficie foliar (Matos et al., 2016). Zeppel y Eamus (2008),
analizando hojas de Eucalyptus crebra, especie de clima semiarido en el verano
con inviernos de noches frias, obtuvo valores de Tia entre 0.7 y 1.1 L m* dia’%,
valores que se encuadran en el rango mas bajo de los obtenidos en nuestra
medicion (0.1-8.0 L m2 dia®, en funcién del clon y la fecha de medicién). Esto
puede ser debido a la disponibilidad hidrica, dado que en nuestro estudio se
partia de plantas con sustrato saturado de humedad y siempre se midi6 en dias
no nublados, mientras que en el estudio citado, la transpiracion fue cuantificada

durante y después de episodios de sequia.

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 (Hernandez et
al., 2016; Anderegg et al., 2017). 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 resultados obtenidos por otros
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autores (Eksteen et al., 2013; Fernandez et al., 2015). En las dos fechas de
medicion del mes de julio de 2015 (verano), cuando se obtuvieron las maximas
tasas de transpiracion diaria, fue cuando observo las mayores diferencias entre
clones. Para estas dos fechas, los clones HE, C14 y 227 presentaron mayores
tasas de transpiracion diaria que 12€, HG, 225, 358 y 437. En las demas fechas

de medicion, las diferencias de transpiracion entre clones resultaron menores.

Por otra parte, considerando la evolucion de la transpiracion a lo largo del
dia, en intervalos horarios, en los dos periodos evaluados del principio y el centro
del verano (junio y julio de 2016, respectivamente), la falta de diferencias entre
clones obtenida en este estudio no es algo tan extrafio (Hatton et al., 1998). Esto
puede ser debido a la alta homogeneidad en las condiciones de crecimiento de
todas las plantas, afiadido al elevado efecto que causaron las condiciones de
humedad del sustrato y las condiciones ambientales de cada intervalo horario,
que absorbian la mayor parte de la variacién. La tasa de transpiracion varié entre
0.15 mmol m2 s del intervalo predominantemente nocturno (20:30-08:30, hora
local) y 2.21 mmol m?s? del intervalo 11:30-14:30, debido posiblemente a la
combinacion de elevada radiacion luminosa y temperatura con un potencial
hidrico foliar aun alto en este ultimo intervalo. Los intervalos anterior y posterior
a este Ultimo, de tasa transpiratoria maxima, mostraron tasas un poco menores,
por la variacion de las variables ambientales: menor radiacién solar y
temperatura en el anterior, y descenso del potencial hidrico foliar junto a
temperatura probablemente algo excesiva en el segundo. Este rango de valores
es habitual para este género y en las condiciones medidas (Gharum et al., 2013;
Albaugh et al., 2013; Doody et al., 2015; Christina et al., 2017). En numerosas
ocasiones, la apertura nocturna de estomas puede llegar a alcanzar hasta el 33
% del maximo diurno, dando lugar a tasas transpiratorias importante (15-20 %

de las diurnas) (Daley y Philips, 2006), pero éste no fue el caso de este estudio.

Con respecto al efecto del grado de estrés hidrico aplicado a las plantas
(con y sin estrés hidrico), en todos los tramos horarios se obtuvo una obvia
reduccion en la tasa de transpiracion bajo condiciones de estrés moderado,
concordando con otros estudios con Eucalyptus sp. (Navarrete-Campos et al.,
2013; Correia et al., 2014; Hernandez et al., 2016). En el caso de las plantas bien

regadas (p. €j.,, W = -1.0 MPa), las tasas maximas de transpiracion fueron
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similares entre clones (Fig. 4.25 y 4.26). Los clones HE, HG y 12€ mantuvieron
altas tasas de transpiracion cuando W se redujo de —1.0 a -2.0 MPa. Mientras
tanto, los otros clones estudiados comenzaron a reducir su transpiracion cuando
WY alcanzé6 -1.0 MPa, lo que indica un comportamiento de ahorro de agua mas
acentuado en estos ultimos (Fig. 4.26 y 4.31). Ademas, en este rangode ¥ (-1.0
a —2.0 MPa), la tasa fotosintética (A) se redujo en mayor medida que la tasa de
transpiracion (E) y que gs para los clones HE, HG y 12€, por lo que EUA y EIUA
se vieron disminuidas en estos tres clones en mayor medida que para los clones
de E. globulus (Fig. 4.27). Esto ultimo también sefiala el peor comportamiento de
los primeros tres clones (HE, HG, 12€) bajo condiciones de estrés hidrico

moderado.

453 - Crecimiento y consumo hidrico en condiciones variables de

humedad

Los clones de eucalipto presentaron el tipico comportamiento de expansion
y contraccion del tronco, con valores maximos a comienzos de la mafana y
minimos al atardecer, tal y como se ha encontrado en estudios previos realizados
con este género vegetal (Downes et al., 1999; Zweifel et al., 2014) y con otras
especies arboreas (Martin et al., 2014; Oberhuber et al., 2014). Cuando se
incrementd la limitacion de agua, con un consecuente aumento en el déficit
hidrico, los troncos sufrieron deshidratacion y experimentaron contracciones
diarias (Xiao et al., 2014), lo que reduce las tasas de traspiracion y fotosintesis
(Carevic et al., 2014), ademas de inhibir la actividad cambial (Oberhuber et al.,
2014). Durante la reposicién del agua, tras un ciclo de estrés moderado, se
produjo un incremento significativo y rapido de diametro del tronco, fruto de la
rehidratacion, seguida de la division y crecimiento celular (Downes et al., 1999;
Kutschera y Niklas, 2013; Carevic et al., 2014).

En lo que se refiere al comportamiento de los clones en cada ciclo de riego-
estrés, este fue distinto al compararlos entre los dos afios medidos. En 2016,
algunas tendencia destacables fueron que el clon 12€ fue el que mas creci6 en

el conjunto del experimento, pero debido casi exclusivamente a la ganancia de
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los primeros 5 dias, y mostré6 grandes contracciones del diametro cuando
avanzaba el estrés hidrico moderado aplicado pero recuperandose rapidamente
tras el riego; el clon HE present6 también grandes altibajos en los ciclos,
indicando una alta actividad transpiratoria en estos dos clones mientras disponen
de agua, pero arriesgando demasiado al no reducir dicha actividad con
anterioridad, lo que podria llevarles a agotar las reservas de agua del sustrato.
El clon C14 presentd un comportamiento extrafio los primeros dias porque
decrecié cuando habia humedad disponible, pero eso pudo ser debido a una
cuestidon mecanica del ajuste del dendrémetro al tallo, pues después siguié un
patrén mas acorde a los demas clones. En 2017, se pudo observar que todos los
clones siguieron generalmente la misma tendencia. Al contrario que en el afio
anterior, el clon 12€ fue el que menos crecio en el conjunto del experimento y el
gue mas contraccion del diametro mostro tras el fuerte estrés hidrico sufrido,

pero, eso si, igual que en el afio anterior, recuperandose bien tras el riego.

El potencial hidrico al amanecer de las plantas fue mas bajo que el del
sustrato, por término medio 0.5 MPa, pero en un rango de 0.1 a 0.9 MPa. El
potencial hidrico del sustrato explicd casi la mitad de la variacion del potencial
hidrico de la planta, siendo la demés variacién explicada por otras variables
ambientales como temperatura, la radiacion solar o la humedad relativa, asi
como el propio error de medicién. En la misma direccion que en nuestro estudio,
el estudio de Silva et al. (2017) detect6 una disminucion significativa del potencial
hidrico de la planta en 35 genotipos de eucalipto, siendo la magnitud de esta
caida variable entre genotipos, y la dispersion tanto mayor cuanto mayor fue el
estrés hidrico. En lo que se refiere a la transpiracion diaria (Tia), solamente el
potencial hidrico del sustrato (Wws) explicd casi el 60 % de la variacién, debido a
que Traes una cuantificacion acumulada a lo largo del todo el dia, durante el cual
el Yws no varia excesivamente, pero si lo hace el de la planta (Christina et al.,
2017). En nuestro estudio, el potencial hidrico de la planta (W) medido solamente
al amanecer, no fue tan buen predictor de T.a como el del sustrato, ya que se
necesitarian mas mediciones a lo largo del dia para poder hacer una integracion
del comportamiento diario, como minimo midiendo también a mediodia (Zhang
et al., 2015). No obstante, de la representacion grafica de Tia y ¥, puede

deducirse un umbral minimo de ¥ limitante para Tia, independientemente de los
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valores de las demas variables ambientales, que se sitla entre -1.2 y -1.4 MPa,
pudiendo diferenciar entre clones. En este sentido, los uUnicos clones que
mantuvieron altas tasas de transpiracion diaria entre -1.2 y -1.4 MPa fueron HE
y HG, mientras que los demas clones estudiados las redujeron antes de alcanzar
el umbral de -1.2 MPa.

Al contrario que Tia, la transpiracion instantanea medida con el IRGA (E)
se relacion6 mejor con ¥ que con YWws, l0 que se puede explicar porque el
potencial hidrico de la planta se midi6 esa misma mafiana y, a la hora de
medicion de E, las variables ambientales (temperatura, radiacion, humedad
relativa) aun presentaban valores favorables, al tiempo que las plantas
mantenian un buen al estado hidrico (Navarrete-Campos et al., 2013). Cabe
afadir que, en nuestro estudio, en el momento del dia en que se midi6 E suele
coincidir con el momento en que las plantas presentan mayor transpiracion,

como se ha visto en el apartado 4.4.2.

Aunque estd documentado que las variables ambientales explican una
considerable proporcion de la variacion de la transpiracibn en eucaliptos
(Pfautsch et al., 2010; Gharun et al., 2013), en nuestro estudio, la ausencia de
relacion entre las variables ambientales medidas y la transpiracion puede ser
explicada debido a que se midi6 siempre en dias del centro del verano y
despejados de nubes, por lo que estas variables presentaron un rango de
variacion muy pequefio, que contrastan con el rango de variacion alto inducido

al potencial hidrico del sustrato.

En cuanto a las variaciones en el didmetro del tallo obtenida en este
estudio, la correlacién negativa y significativa entre el incremento diario (Idmax) y
la amplitud diaria de la oscilacién del diametro (Dtmaxn - Dtminn) indica que a mayor
oscilacion diaria menor incremento diametral, al menos cuando el grado de
estrés hidrico no es severo. Martin et al. (2014) también registraron mayores
incrementos diarios en el diametro del tronco en Quercus ilex ssp. ballota cuando
la amplitud diaria de la oscilacion del diametro se estabilizo, tras altas
variaciones, debido a las precipitaciones recibidas. La relacion existente entre la
oscilacion diaria del diametro del tronco y el crecimiento diametral (Idmax) y la

transpiracion diaria (Tra), con un umbral de 0.6 mm a partir del cual se paralizaba
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Idmax Y S€ minimizaba Tia, indicaria el limite de estrés hidrico moderado para el
cual la planta aun es capaz de rehidratarse durante la noche pero no es capaz
de compensar, durante el dia, todo el agua que va perdiendo por transpiracion,
por lo que debe cerrar estomas en algin momento del dia para reducirla. Esta
correlacion concuerda con los estudios realizados por De Schepper et al. (2012)
y King et al. (2013), cuando la disminucién de la oscilacién diaria del diametro

fue proporcional a la menor pérdida de agua por transpiracion.

4 5.4 - Distribucién de biomasa

Los altos grados de relacion del didmetro 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 medicién del diametro,
medicion no destructiva y facil de realizar. Dicha capacidad de prediccion de
estos parametros a partir del diametro ha sido indicada para Eucalyptus por otros
autores (Montagua et al., 2005; Alcorn et al.,, 2013; Mandal et al., 2013;
Fernandez et al., 2018). Las diferencias entre clones en el peso seco de las
distintas partes del individuo no resultaron significativas para, practicamente, tres
de las cosechas realizadas, solo diferencidandose en la cosecha de mayo-2017,
para la cual los clones 227 y 358 presentaron los mayores tamafios, mientras
gue el clon HI los mas bajos. No obstante, este patron no se repitié en las demas
cosechas por lo que debe ser mas atribuible a las 4 plantas/clon empleadas en
cada experimento que al comportamiento general del clon. Esto ocurrid,
probablemente, debido a la corta edad de las plantas probadas (4-10 meses,
dependiendo del ensayo), como observaron Mughini et al. (2013) en plantas de
8 meses de edad de clones hibridos de Euclayptus. Asimismo, la proporcion en
peso de hojas respecto a peso de la parte aérea (36-50 %), también esta dentro
de lo habitual para plantas de estos tamafios, alejado del 5-15 % que presentan
arboles de gran tamafio de plantaciones comerciales (Hernandez et al., 2009;
Bouvet et al., 2013).
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455 - Vulnerabilidad a la cavitacion

Referente a la conductancia hidraulica del xilema de ramillos finos, para la
conductancia hidraulica maxima (Cmax) Y la conductancia hidraulica especifica
foliar (Cimax), €n términos generales, los clones monoespecificos de E. globulus
mostraron valores mas bajos que los clones de hibridos estudiados. Sin
embargo, tan solo se diferenciaron significativamente los clones de valores mas
extremos (HE > 225 para Cmax; Hl y HG > 225 para Cimax) siendo algo esperable
en eucaliptos (Hernandez et al., 2016), en especial la falta de significacion
cuando se analizan clones de la misma especie (Pita et al., 2003). En el caso de
la conductancia hidraulica especifica xilematica (Csmax) ocurrié algo similar, no
se diferenciaron los clones de E. globulus entre si y las diferencias mas
destacables fueron valores mas altos en 12€, Hl y HG que en 225, 227. El rango
de valores de Csmax de nuestro estudio esta dentro del obtenido para otras
especies lefiosas, como por ejemplo Quercus ilex ssp. ballota (Carevic et al.,
2014), y para eucaliptos (Barotto et al., 2016). Este ultimo estudio citado también
encontré diferencias significativas entre genotipos, situando a E. globulus en el
rango mas bajo de conductancia xilematica. Asimismo, como se comentd
anteriormente en el capitulo 1 en cuanto a la anatomia del xilema, esta menor
conductancia de E. globulus se corresponde con vasos de menor diametro v,
posiblemente, mayor resistencia al flujo de agua (Lens et al.,, 2011), lo que
pudiera comprometer el flujo de savia, el crecimiento y la rehidratacién tras un
periodo de sequia, pero una garantia de supervivencia durante ésta (Rodriguez-
Calcerrada et al., 2017).

En cuanto a la vulnerabilidad a la cavitacion del xilema, las diferencias en
PCHso obtenidas entre clones (1.05 MPa entre el mayor y el menor, pero solo
0.33 MPa para clones de E. globulus entre si), asi como en PCHso, son
interesantes, aunque cabe mencionarse que estos resultados deben ser
tomados con precaucion debido a que el tamafio muestral fue pequefio. Sin
embargo, sugieren que existe variabilidad en la vulnerabilidad a la cavitacion del
xilema de ramas entre los clones analizados, que debe explorarse mas
profundamente. Un antecedente de curvas de cavitacion comparo un clon de E.

grandis, que mostro un PCHso de -1.31 MPa, con hibridos de E. grandis y E.
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camaldulensis, encontrando una diferencia maxima de 0.46 MPa entre clones
(Vander Willigen y Pammenter, 1998). Adicionalmente, estudiando cuatro clones
de E. globulus se han encontrado un grado de diferenciacion en PCHso de 0.18
MPa entre los mismos (Pita et al., 2003).

En el caso de E. globulus, su vulnerabilidad a la cavitacién lo ubica entre
las especies mas vulnerables de las aqui estudiadas, sufriendo pérdidas
importantes de conductividad cuando aun el estado hidrico es alto (Pita et al.,
2005). Estos autores han sugerido que esta especie posee alta productividad a
expensas de estar siempre al borde del embolismo catastrofico, lo que
seguramente resulta muy arriesgado si las condiciones de estrés hidrico
aumentan. Sin embargo, a la misma vez, esta especie podria reducir la
transpiracion y el consumo de agua, conservando durante mas tiempo el agua
del suelo, lo que puede prolongar el crecimiento en condiciones limitantes de
agua, lo que explica por qué E. globulus es una especie muy productiva bajo
clima mediterrdneo con periodos de sequia estival (Pita et al., 2003). Mas
recientemente, Barotto et al. (2016), investigando arboles adultos de 15-25 m de
altura, midieron valores de PCHso de -2.4 MPa para E. globulus, -3.8 MPa para
E. viminalis y -4.2 MPa para E. camaldulensis, reafirmando la menor resistencia
a la cavitaciéon de la primera especie (es decir, mayor vulnerabilidad), aunque no
por ello le tiene que restar resistencia a sequia ya que actla diversos factores y
la estrategia de cada genotipo es distinta (Gharun et al., 2015; Hernanez et al.,
2016; Rodriguez-Calcerrada et al., 2017).

4.5.6 - Curvas presion-volumen

Del analisis de los pardmetros derivados de las curvas presion-volumen, el
rango de valores coincide, con ligeras variaciones, con los obtenidos por otros
autores para eucaliptos (Pita y Pardos, 2001; Battie-Laclau et al., 2013; Poot y
Veneklaas, 2013). El modulo de elasticidad de la pared celular presentd gran
variabilidad entre clones, destacando con valores mas altos HG y HI, en
contraposicion a los valores bajos de C14 y 437, que indican pared mas rigida
de los primeros y elastica de los segundos (Pita y Pardos, 2001; Bulfe y
Fernandez, 2014). En lo que se refiere a los otros cuatro parametros (Wsio0, Wso,
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CHRo y CHRa), a pesar de que el analisis estadistico apunto diferencias
significativas, solo diferenciaron los clones con valores mas extremos. Podemos
destacar los valores mas bajos de 12€ y HG para Ws100 y Wso, l0 que les permite
mantener la turgencia a potencial hidricos mas negativos; valores mas altos de
HG respecto de 227 y C14 para CHRo, lo que indica que los segundos son
capaces de mantener la turgencia a mayor grado de deshidratacion que el
primero.

En el tiempo que dur6 el experimento, para el conjunto de clones, se ha
observado ajuste osmotico en respuesta al estrés hidrico inducido, pero solo
significativo para los clones HE, HG y HI. Esto indica que dichos clones han sido
mas eficientes, sensibles o rapidos que los demas en realizar ajuste osmético,
ya que E. globulus también es capaz de llevarlo a cabo (Pita y Pardos, 2001;
Callister et al., 2008).

Como consideracion final, relacionando los parametros medidos en los
distintos ensayos de transpiracién cuticular, vulnerabilidad a la cavitacién, curvas
p-V, transpiracion diaria en vivero y caracteristicas estomaticas, se pudo
apreciar, en general, un comportamiento similar entre clones de E. globulus en
contraposicion a las diferencias con los demas clones de hibridos en algunos de
los parametros, pero dichas diferencias variaron de un parametro a otro. Si
tomamos como referencia el clon C14, muy utilizado en plantaciones
comerciales, de alta plasticidad ambiental y resistente a la sequia estival propia
de clima mediterraneo, el comportamiento de cada clon se muestra en la Figura
4.37. Dentro de la similitud de respuesta de los 5 clones de E. globulus, en el
conjunto de parametros medidos, la tendencia general fue que el clon 437 es el
gue mas se acercoO al comportamiento del C14, mientras que el 225 es el que
mas se alej6, empeorando éste Ultimo en parametros relacionados con la
conductancia hidraulica, el rango de potencial osmaético entre saturacion y
pérdida de la turgencia y el diametro y longitud de los vasos xilematicos de las
ramas finas. Ateniéndonos a las propiedades del C14, la buena respuesta a
situaciones de estrés hidrico, aparentemente, pudiera estar ligada a la
combinacion de algunas caracteristicas morfo-fisiolégicas como:

- Alta densidad de vasos en raices pero de diametro pequefio.
- Vasos delgados y elementos de vaso cortos en ramas finas.

- Area foliar especifica baja.
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- Elasticidad en paredes celulares (menor g).

- Alto rango de variacion del componente osmotico del potencial hidrico
desde saturacion hasta pérdida de la turgencia (Ws1o0 - ¥so).

- Buen acoplamiento entre el control estomatico y el estado hidrico, que
permite una mayor deshidratacion antes de perder la turgencia celular
(menor CHRo) pero cerrando estomas cuando llega este momento (CHRc
y CHRo muy proximos).

Sin embargo, no parece estar ligada a los valores absolutos del componente
osmatico celular (Wsi00, Ws0), al tamafio de los estomas (LS, AS), a la
conductancia hidraulica especifica del xilema (Csmax, Cimax) 0 a la transpiracion
diaria (TLa) siendo, esta dltima de las més altas medidas cuando se mide en
situacion de buena disponibilidad de agua. Altas tasas de transpiracion pueden
favorecer el crecimiento en épocas de buena disponibilidad de agua, pero deben
estar acompafnadas de medidas de seguridad durante épocas de escasez. Esto
parece estar compensado en los clones de E. globulus, especialmente en C14,
pero los clones de hibridos aqui considerados no presentan las mismas
estrategias en todos los parametros considerados.

Los clones hibridos estudiados, se distanciaron del comportamiento
general mostrado por C14 en algunos parametros, de forma distinta para cada
hibrido. EIl clon HE fue el méas distanciado en el global de parametros medidos
pareciendo, a priori, menos precavido en la conservacion del agua ante periodos
de estrés hidrico que C14. Todos ellos mostraron un sistema hidraulico mas
potente que C14, lo que favorece el crecimiento en épocas de disponibilidad de
agua. Sin embargo, en los caracteres ligados a la resistencia al estrés hidrico,
podemos sefialar, como diferencias mas destacadas:

- Peor control estomatico (CHRc: < CHRo; para 12€, HE, HG), cuticula mas
permeable (HE) y mayor proporcion de area foliar ocupada por estomas
(HG, HE, Hl).

- Menor densidad de vasos xilematicos y de mayor diametro en raices (12€,
HE, HG, HI) y en ramas finas (12€, HE, HI).

- Bajo rango de variacion del componente osmotico (HE, HG, HI) y paredes

celulares mas rigidas (HG, HI, 12€, HE).
Alta SLA (12€, HG, HI).
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Fig 4.37. Comparacion de las caracteristicas principales de cada clon con el clon de referencia C14. Se muestran solamente un resumen de los parametros
mas destacados y que presentaron diferencias significativas entre clones, medidos en los distintos ensayos. Para cada parametro (PA) calculado a partir de
los valores medios, se muestra la proporcion de desviacion entre el clon iy el clon C14 respecto del rango de variacion global del conjunto de clones [(PA -
PAc14)/(PAmax - PAmin)]. Valores > 0 estarian relacionados con una mayor resistencia a sequia y viceversa. La variacion y la significacion de las diferencias ya
se mostraron en tablas y figuras anteriores. Contenido hidrico relativo (CHR¢) y tiempo transcurrido (tc) en el momento del cierre de los estomas; tasa de
transpiracion cuticular (Ec); transpiracion diaria en base a area foliar (T.a); conductancia hidraulica especifica xilematica maxima (Csmax) y foliar maxima (Cimax);
potencial hidrico para el cual se obtuvo una pérdida de conductancia hidraulica del 50% (PCHbso); potencial osmético a plena turgencia (Wsi00), potencial
osmotico en el punto de pérdida de la turgencia (Wso) y rango de ¥ = Wsi00 - Wso, modulo de elasticidad de la pared celular (€); contenido hidrico relativo en
el punto de pérdida de la turgencia (CHRy); proporcioén de &rea foliar ocupada por los estomas abiertos (Aesvnoa = (d 7 AO LO)/4), siendo d la densidad
estomaticay AO y LO el ancho y largo de la apertura de la epidermis en el poro estomético; &rea foliar especifica (SLA); densidad de vasos xileméticos (dv);
diametro de los vasos xilematicos (Dv); longitud de los elementos de vaso (Lv).
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4.6 - CONCLUSIONES

Del seguimiento estacional durante 2.5 afios, de parametros relacionados
con la transpiracion y el estado hidrico, llevado a cabo a los distintos clones de
Eucalyptus, podemos concluir que:

- Los nueve clones de Eucalyptus tendieron a mantener altos contenidos
hidricos relativos (CHR¢) y a acortar el tiempo (tc) en el momento del cierre
estomético en los periodos mas secos, con el fin de mantener constante
el contenido de humedad (Hc). Cabe afiadir que en el afio de 2015, las
hojas formadas en los periodos mas secos cerraron sus estomas en la
mitad de tiempo que las formadas en periodos mas frios y humedos,
hecho que no ocurrié en el afio siguiente, evidenciando que dichos clones
utilizaron estrategias de plasticidad para la aclimatacion a las condiciones
ambientales del momento, para prevenir pérdidas excesivas de agua en
meses mas secos.

- Atendiendo a la variacion estacional obtenida, la tendencia general es que
las hojas crecidas durante la primavera (mediciones de mayo) son las que
mostraban menor transpiracion cuticular.

- Los valores de transpiracién diaria (T.a) fueron mas altos en los clones HE
y C14, que sugiere que cuando hay suficiente agua disponible en el suelo,
tienen una estrategia de mayor consumo de agua por unidad de superficie
foliar. TLa fue bastante variable de unos meses a otros, siendo mas
elevada en las fechas que coincidieron con el verano y mas reducida al
final del otofio y el invierno, evidenciando que las plantas responden a los
estimulos del ambiente, como la radiacién, temperatura, humedad relativa
y velocidad del viento.

- Considerando la evolucién de la transpiraciéon a lo largo del dia, en
intervalos horarios, la mayor tasa de transpiracion se obtuvo en el intervalo
11:30-14:30 (hora local), debido posiblemente a la combinacion de
elevada radiacion luminosa y temperatura con un alto potencial hidrico
foliar. El valor minimo se obtuvo en el periodo predominantemente
nocturno (20:30-8:30), un 7 % de la del periodo maximo a pesar de contar

con 2.5 h de luz solary 1 h de luz crepuscular.
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Respecto al crecimiento en didmetro en condiciones variables de
humedad, los clones se comportaron de forma distinta en cada ciclo de
riego-estrés entre los dos afilos medidos. Destacamos la gran variacion en
la expansion-contraccion del diametro del tronco en los clones 12€, HE y
HI, en los ciclos humedad-estrés hidrico.

El potencial hidrico del sustrato explicé casi el 60 % de la variacion de la
transpiracion diaria (Tia), reduciéndose ésta cuando el estrés hidrico
aumentaba. Los Unicos clones que mantuvieron altas tasas de
transpiracion diaria cuando el potencial hidrico foliar bajo entre -1.2 'y -1.4
MPa fueron HE y HG, mientras que los demas clones estudiados las
redujeron antes de alcanzar el umbral de -1.2 MPa.

Con relacion a la conductancia hidraulica xilemética, en términos
generales, los clones monoespecificos de E. globulus mostraron valores
mas bajos de Cmax ¥ Cimax que los clones de hibridos estudiados. Los
resultados sugieren que existe variabilidad en la vulnerabilidad a la
cavitacion del xilema de ramas entre los clones analizados, que debe
explorarse mas profundamente en futuros estudios utilizando un mayor
tamafio muestral.

Del andlisis de los parametros derivados de las curvas presion-volumen,
se ha observado ajuste osmotico en respuesta al estrés hidrico inducido,
pero solo significativamente para los clones HE, HG y HI, indicando que
dichos clones han sido mas eficientes, sensibles o rapidos que los E.
globulus y que el hibrido 12€ en realizar ajuste osmoético, aunque no esta
clara si ésta constituye una estrategia predominante en Eucalyptus como
adaptacion al estrés hidrico.

El clon HE, con alta capacidad transpiratoria a través de los estomas, es
el que mas agua pierde a través de la epidermis (transpiracion cuticular),
por lo que se vera comprometido ante un evento de sequia prolongado.
Ademas, presentd un mal control estomatico al permitir deshidratarse en
mayor proporcion antes del cierre estomatico, con lo que correria el riesgo
de no poder recuperarse si la sequia se prolonga mas de lo habitual.

El clon HI, por el contrario, a pesar de también disponer de un alto

potencial de transpiracion a través de los estomas, es el mas conservador
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del agua interior ya que cierra estomas mas pronto y a menor grado de
deshidratacion.
Los valores mas altos de SLA de los clones 12€ y HG indican hojas mas
delgadas y propias de ambientes con mayor humedad o menor radiacion
luminosa que los otros clones, contrastando con los valores bajos de E.
globulus y HE.

Teniendo en cuenta solamente los parametros morfo-fisiolégicos aqui
medidos y los genotipos considerados, el clon de conocida resistencia a
la sequia, C14, se caracterizd por mostrar valores bajos de SLA, g, Ec,
Dv-raiz, Dv-ramas, pero altos de d, dv, tamafio de estomas y CHRc. Dichas
caracteristicas fueron compartidas por los demas clones de E. globulus,
pero los clones de hibridos, en menor o mayor medida, se distanciaron

del C14 en uno o varios de estos caracteres.
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5. Capitulo 3

TOLERANCIA AL FRIO DE NUEVE CLONES DE
Eucalyptus ssp.: EVOLUCION ESTACIONAL
DURANTE LA ESTACION FRIA Y
EFECTO DE LA FERTILIZACION







5.1 - RESUMEN

Los eucaliptos son ampliamente utilizados en plantaciones comerciales,
pero las temperaturas bajo cero limitan su distribucion geografica y reducen la
productividad de los cultivos. Por lo tanto, es importante conocer el grado de
tolerancia al frio de los taxones utilizados en estas plantaciones, asi como su
evolucion durante la época fria (otofio-invierno) y el efecto que puedan ejercer
ciertas practicas de cultivo en vivero sobre dicha tolerancia. Para ello, utilizando
plantas juveniles en la fase final del cultivo en vivero y durante dos periodos de
cultivo, se evalud, en un primer afio, el efecto del cultivo al aire libre o bajo malla
de sombreado y, en un segundo afo, el efecto de la fertilizacion mineral variando
las dosis de N y K, sobre la tolerancia al frio, midiendo ésta en hojas. Se
utilizaron cinco clones comerciales de E. globulus y cuatro clones de hibridos
interespecificos, correspondientes al programa de mejora de la empresa ENCE,
energia y celulosa. Aunque se obtuvieron diferencias significativas entre clones
y entre fechas a lo largo del otofio-invierno para la tolerancia al frio, medida ésta
como la temperatura que causa el 50 % de dafios en hojas (LTso), estas
resultaron tan pequefias en valor absoluto (en general una diferencia menor de
2 °C, entre -5.0 y -7.0 °C) que resulto dificil diferenciar entre clones. La escasa
variacion estacional en LTso obtenida indica que estos eucaliptos ensayados no
poseen un alto grado de endurecimiento estimulado por la temperatura. El efecto
de la dosis aplicada de N resulto significativo, diferenciando entre las dos dosis
mas altas empleadas entre si (126 y 252 mg/L de N) o entre las dos dosis
menores (0 y 5 mg/L de N), asi como la interaccién N x K, aunque no el efecto
principal K, por lo que, para establecer la dosis correcta de fertilizacion, se
deberia tener en cuenta la relacion N/K. Las concentraciones de N y azlcares
solubles (SS) en hojas no se correlacionaron significativamente con la tolerancia
al frio (LTso0), al menos para el rango de concentraciones obtenido en este

estudio.
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5.2 - INTRODUCCION Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

La tolerancia al frio es un aspecto importante para el estudio comparativo
de taxones vegetales (especies, clones, etc.) potencialmente utilizables en
plantaciones comerciales, cuando no se tiene certeza de los mas apropiados al
clima de una determinada zona. Es un carécter de vital importancia a la hora de
poder ampliar los limites de las plantaciones con eucaliptos, especialmente

cuando se ensayan clones hibridos de especies propias de clima subtropical.

La tolerancia al frio puede ser expresada como la temperatura mas baja a
la cual una planta puede ser expuesta sin ser dafiada. Los mecanismos de
proteccion para evitar la formacion de hielo en los tejidos definen la capacidad
de tolerancia y de supervivencia de una planta bajo clima frio (Taiz et al., 2017).
Dicha tolerancia al frio puede tener un componente genético (Gusta y
Wisniewski, 2013), importante para el desarrollo de programas de mejora y
esencial para la asignaciéon de genotipos a diferentes sitios de plantacion
(Harfouche et al., 2014). Como ejemplos de umbrales de tolerancia al frio en
especies de eucaliptos utilizadas en plantaciones comerciales podemos citar los
-10 °C soportados por clones de Eucalyptus de ciertas especies (Moraes et al.,
2014), -7 a -9 °C por E. globulus ssp. globulus y E. globulus ssp. maidenii
(Moraga et al., 2006), -5 °C por E. dunnii (Paludzyszyn Filho y Santos, 2005) y -
4 °C como limite recomendado para E. grandis (Golfari et al., 1978). Asimismo,
la tolerancia al frio tiene un componente ambiental o de aclimatacion, al poder
ser incrementada por estimulos ambientales que preceden a las primeras
heladas (Paludzyszyn Filho y Santos, 2005). En este sentido, se ha demostrado
que la exposicion a temperaturas bajas incrementa significativamente la
tolerancia a heladas de algunas especies de Eucalyptus (Harwood, 1980). Como
consecuencia de dicha exposicion puede tener lugar un aumento gradual de la
concentracion en el citosol de varios carbohidratos, de aminoacidos como la
prolina y la betaina, de poliaminas como la putrecina, de solutos minerales como
iones derivados de N, P y K (Bogeat-Triboulot y Levy, 1998), de Ca (Miura y
Furumoto, 2013), de hormonas como el acido abscisico (ABA) (Guo et al., 2014),
o de lipidos y proteinas de respuesta al frio (Thomas et al., 2013; Ramalho et al.,
2014, Lin et al., 2014), asi como un incremento en la elasticidad y adaptabilidad
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de las membranas celulares a las fluctuaciones de las temperaturas (Takahashi
et al.,, 2013). Todos estos cambios estan mediados por distintas redes de
sefalizacion intracelular relacionadas entre si, que comienzan con la bajada de
la temperatura ambiente (Wang et al., 2013), influyendo tanto la variacion de la
temperatura como el periodo de exposicion (Han et al., 2013; Janmohammadi et
al., 2015). No obstante, otros factores, como el fotoperiodo, el estado hidrico o
el nutricional, también pueden influir (Fernandez et al., 2008a; Andivia et al.,
2014; Vitasse et al., 2014).

El proceso de dafios por heladas comienza primero en el apoplasto ya que,
al descender la temperatura por debajo de 0 °C, comienzan a formarse pequefios
cristales de hielo, sin afectar todavia al simplasto, por su mayor concentracion
de solutos. Consecuencia de esto, como el hielo tiene afinidad por el agua, parte
del agua del simplasto sale hacia el apoplasto, permaneciendo dentro de la
célula las sustancias disueltas, por no poder atravesar el plasmalema. Esto
altimo aumenta la concentracion de solutos en el simplasto, bajando aliin mas el
punto de congelacion e incrementandose el grado de tolerancia al frio. Si el tejido
no fuese suficientemente tolerante al frio, los cristales de hielo del apoplasto
aumentarian demasiado y se deshidratarian severamente las células, o se
formarian cristales en el interior celular. Cualquiera de estas dos opciones
llevaria a una desnaturalizacion de las proteinas y a la ruptura del plasmalema,
liberandose el contenido citoplasmatico en el apoplasto con la consiguiente
muerte celular (Charrier et al., 2015).

A la hora de cuantificar la tolerancia al frio, esta muy extendido el uso de la
temperatura que causa un determinado nivel de dafio, por ejemplo la
Temperatura Letal 50 (LTso), definida como la temperatura minima donde el 50 %
de las plantas, o de las hojas o células de una planta son dafiadas, siendo un
parametro facilmente comparable a la hora de cuantificar dafios (Navarrete-
Campos et al., 2013) y util para analizar la evolucién en el tiempo o las diferencias
entre taxones (Moraga et al., 2006; Coopman et al., 2010). También se suele
utilizar LT10 (10 % de dafo). Aunque existen diversas metodologias para la
medicion y calculo final, como la evaluacion visual de los dafios en planta
completa o en hojas, la medicion de la conductividad eléctrica por el incremento

de electrolitos liberados al dafiarse las células y la medicion de la fluorescencia
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de la clorofila (Moraga et al., 2006; Lingye et al., 2015), la evaluacion visual de
dafios siempre es aconsejable realizarla por su fiabilidad (Cunningham y Read,
2006). Para una caracterizacion a gran escala de la tolerancia al frio, por su
rapidez y sencillez, se puede utilizar el test de frio de hoja suelta ya que, al usar
hojas arrancadas de las plantas, permite manejar de una sola vez gran cantidad
de muestras. Asimismo, este tipo de test puede realizarse tanto a plantas de
vivero como a plantas instaladas en parcelas de campo, tanto en hojas juveniles
como en hojas adultas y en cualquier época del afio, pudiendo realizar varios
test a la misma planta y, ademas, ha dado buen resultado para eucaliptos
(Fernandez et al., 2007).

En el presente estudio se han utilizado plantas de vivero de 1-2 afios de
edad de los nueve clones de Eucalyptus, monoespecificos e hibridos, utilizados
en capitulos anteriores. Durante la época fria (mediados de otofio e invierno) de
dos periodos de cultivo, se plantearon como principales objetivos determinar,
para estos clones: (i) la evoluciéon en el tiempo de la tolerancia al frio durante el
periodo de otofio-invierno considerado, (ii) las posibles diferencias entre los
taxones estudiados, (iii) el efecto de la fertilizacién otofial con diferentes dosis de
N y K sobre la tolerancia al frio.

5.3 - MATERIAL Y METODOS

5.3.1 - Primer afio. Material vegetal y disefio experimental

El material vegetal utilizado consistio en plantas de vivero (50-80 cm de
altura) de nueve clones de Eucalyptus: cinco de E. globulus ssp. globulus
(cédigos de referencia: C14, 225, 227, 358, 437) y cuatro clones de hibridos (E.
x urograndis, 12€; E. urograndis x globulus, HE; E. dunnii-grandis x globulus, HG;
E. saligna x maidenii, HI), procedentes del programa de seleccién y mejora
vegetal de la empresa ENCE, energia y celulosa S.A. Dichas plantas procedian
de estaquillas enraizadas, cultivadas en envase forestal de 150 cm?® de
capacidad durante el primer afio en el vivero de ENCE (Huelva, Espafa) y
trasplantadas a envases de 10 L durante un segundo afio, ubicadas en el vivero
de la Universidad de Huelva (37° 12’ 03" N, 06° 55’ 06” W, 25 m snm). El sustrato
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utilizado consistio en una mezcla de fibra de coco:turba rubia (70:30 %, v/v). Las
plantas se mantuvieron bien regadas y recibieron una fertilizacion estandar (126
mg/L de N, 71.23 mg/L de P, 89.93 mg/L de K). Un grupo de plantas (4
plantas/clon) estaban situadas al aire libre, totalmente expuestas a la luz solar
sin malla de sombreado, mientras que el otro grupo (2 plantas/clon) bajo una
malla que reducia la radiacion solar un 50 % pero que permitia circulacion del
aire lateral y verticalmente. Todas las plantas (6 plantas/clon) fueron
seleccionadas aleatoriamente.

Entre la 22 semana de diciembre de 2016 y las mismas semanas de enero,
febrero y marzo de 2017 (que denominaremos dias 1, 28, 58 y 85,
respectivamente), se llevaron a cabo los test de frio a distintas temperaturas,
entre -3°Cy -7.3 °C, seleccionadas en funcién de ensayos previos realizados en
enero de 2016. Como se espera que las temperaturas por debajo de 10 °C sean
efectivas para inducir la aclimatacion al frio para especies adaptadas a climas
calidos, generalmente las menores de 7 u 8 °C (Ferndndez et al., 2003),
mediante un registrador de temperatura del aire colocado junto a las plantas se
pudo evaluar el niumero de horas de frio < 7 °C (HF-7.c) acumuladas por las
plantas en el vivero (Tabla 5.1). El nUmero de horas de frio, de los 15 y 30 dias
anteriores a cada fecha, para las dos temperaturas antes mencionadas (< 7 °C
y < 8 °C) se correlacionaron significativamente: HF-s.c = 0.973 HF.7oc + 43.032, r
=0.989,n=8, p=0.01.
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Tabla 5.1. Resumen de los valores de temperatura y humedad relativa en el vivero de los 30 dias
anteriores a cada fecha de medicion, asi como las horas de frio de los 15 y 30 dias anteriores a

cada fecha de medicion.

Fechas de medicién (semana)

Variables
22 dic. 22 ene. 22 feb. 22 mar.
Ta 26.4 23.6 22.3 24.9
T'a 21.0 20.4 19.1 20.3
tm 14.5 12.7 11.5 14.0
t'a 8.1 5.0 3.8 7.7
ta 2.7 1.2 -0.9 0.9
H'a 99.5 99.6 97.9 99.8
hm 80.1 76.0 74.1 78.9
h'a 60.8 52.4 50.3 58.1
HF.7oc (15) 5 136 81 10
HF.7c (30) 53 201 240 20
HF+ 53 249 462 482

- Ta: temperatura méxima absoluta.

- T'a/Ha: media de las temperaturas / humedades relativas maximas diarias.

- tm/ hm: temperatura / humedad relativa media del periodo considerado.

- t'a/h’a: media de las temperaturas / humedades relativas minimas diarias.

- ta: temperatura minima absoluta.

- HF-c (15): numero de horas de frio < 7 °C acumuladas en el vivero durante los 15 dias
anteriores a cada fecha de medicion.

- HF-c (30): nimero de horas de frio < 7 °C acumuladas en el vivero durante los 30 dias
anteriores a cada fecha de medicion.

- HFt: nimero de horas de frio totales acumuladas hasta cada fecha de medicion desde 30
dias anteriores a la primera.

Estos ensayos sirvieron para, ademas de comparar los distintos clones y la
evolucion estacional, establecer las temperaturas Optimas de ensayo en cada
fecha para futuras ocasiones y estimar el efecto de la malla de sombreado sobre

la tolerancia al frio.

5.3.2 - Segundo afio. Material vegetal y disefio experimental

El material vegetal utilizado consistid en plantas de vivero de una savia
(20-40 cm de altura) de ocho clones de Eucalyptus de los citados anteriormente,
cuyos codigos son C14, 227, 358, 437, 12€, HE, HG y HI. Dichas plantas (60 por

taxon) procedian de estaquillas enraizadas, cultivadas en envase forestal de 150
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cm3, con el mismo sustrato y tipo de fertilizacion que las del afio anterior. No se
utilizé el clon 225 por no disponer de planta ya que habia sido retirado de la
produccion comercial por parte de la empresa ese mismo afio.

A principio de octubre de 2017 las plantas fueron ubicadas en el vivero de
la Universidad de Huelva, bajo la misma malla de sombreo que el afio anterior.
Se mantuvieron en esas condiciones hasta la finalizacién del experimento, final
de marzo de 2018, bien regadas y sometidas a distintos tratamientos de
fertilizacion. Se llevaron a cabo mediciones en cuatro fechas (3% semana de
diciembre y 42 semana de enero, febrero y marzo, que denominaremos como
dias 1, 35, 66 y 93, respectivamente). A continuacion se muestra el resumen con
los datos de temperatura y humedad relativa en el vivero de los treinta dias
anteriores a cada una de las fechas de medicion (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Resumen de los datos de temperatura y humedad relativa en el vivero de los 30 dias
anteriores a cada fecha de medicién, asi como las horas de frio de los 15 y 30 dias anteriores a

cada fecha de medicion.

Fechas de medicién (semana)

Variables
3adic. 42 ene. 42 feb. 42 mar.
Ta 27.4 25.2 25.6 25.6
T'a 21.3 19.1 194 19.9
tm 14.0 13.1 12.4 14.5
t'a 6.6 7.1 55 9.2
ta 1.8 2.3 1.1 1.5
H'a 92.7 96.2 89.6 95.2
hm 67.9 76.4 65.8 76.1
h'a 43.1 56.7 41.9 57.0
HF.7oc (15) 125 100 86 6
HF.7oc (30) 162 126 160 39
HF+ 162 344 504 538

- Ta: temperatura méxima absoluta.

- T'a/Ha: media de las temperaturas / humedades relativas maximas diarias.

- tm/ hm: temperatura / humedad relativa media del periodo considerado.

- t'a/h’a: media de las temperaturas / humedades relativas minimas diarias.

- ta: temperatura minima absoluta.

- HF-2c (15): nimero de horas de frio < 7 °C acumuladas en el vivero durante los 15 dias
anteriores a cada fecha de medicion.

- HF-2c (30): nimero de horas de frio < 7 °C acumuladas en el vivero durante los 30 dias
anteriores a cada fecha de medicion.

- HF: nimero de horas de frio totales acumuladas hasta cada fecha de medicion desde
30 dias anteriores a la primera.
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5. Capitulo 3. Tolerancia al frio

El nimero de horas de frio, de los 15 y 30 dias anteriores a cada fecha,
para las dos temperaturas consideradas (< 7 °C y < 8 °C) se correlacionaron
significativamente, HF-s.c = 1.136 HF-7ec + 14.556, r = 0.963, n = 8, p = 0.01.

Los clones 227, 358, 437, HE y HG fueron fertilizados Uunicamente con el
tratamiento de referencia, similar al del afio anterior y al que denominaremos
N:K1 (Tabla 5.3), a 5 plantas/clon. Para estos clones solo se analizo la evolucion
en el tiempo y la comparacion entre clones para este tratamiento. Sin embargo,
los otros tres clones, C14, 12€ y HI, se sometieron, ademas, a un ensayo de
fertilizacion mineral. Estos tres clones se escogieron en funcién del grado de
tolerancia al frio manifestado el afio anterior, mayor para HI, menor para 12€ e
intermedio para C14. Para ello, se tomaron aleatoriamente 40 plantas/clon y se
distribuyeron en bandejas. A estos tres clones se aplicaron ocho tratamientos de
fertilizacion (Tabla 5.3), a razon de 5 plantas por clon y tratamiento, desde el
inicio del ensayo (12 semana de octubre) hasta el final (42 semana de marzo).
Los tratamientos se diferenciaban en las dosis de N y K aplicadas y consistieron
en un disefo factorial completo con dos factores (N y K), con cuatro niveles para
N (No, N125, N1 y N2) y dos niveles para K (K1, Ki50) y dejando las dosis de los
demas macro- y micronutrientes constantes. La cantidad aplicada de P fue de
71.23 mg/L, como en los ensayos del afio anterior.

El fertilizante se aplic6 semanalmente mediante fertirriego, procurando
mantener el substrato humedecido hasta capacidad de campo constantemente.
En cada fertirriego, se regaba hasta que drenase por el fondo del envase para
evitar la concentracion de los nutrientes en el substrato. Entre dos fertilizaciones
consecutivas, si era necesario, se regaba con agua destilada para mantener la
humedad, pero procurando que no drenase por el fondo para evitar el lavado del
substrato. Como el periodo del ensayo coincidié con la época fria, no fue

necesario reponer mucha agua.
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Tabla 5.3. Tratamientos de fertilizacion mineral aplicados a las plantas en vivero durante el

periodo de otofio-invierno.

Cddigo de los Solucién fertilizante (mg/L)
tratamientos N K

N1 K1 126.00 89.93
No K1 0.00 89.93
Na/2s K1 5.04 89.93
Nz K1 252.00 89.93
N1 K50 126.00 1.79
No Ku/s0 0.00 1.79
Na/25 K1/50 5.04 1.79
N2 K50 252.00 1.79

5.3.3 - Evaluacioén de la tolerancia al frio

Para evaluar la tolerancia al frio se utilizé6 un ensayo de hoja suelta, tal y
como fue descrito para Eucalyptus globulus (Fernandez et al., 2007). Este
método permite la obtencidén de datos sin sacrificar la planta completa, por lo que
nos permitié llevar a cabo varios test con diferentes temperaturas usando hojas
de la misma planta. Las hojas seleccionadas, una vez arrancadas, se introducian
en tubos de ensayo (2.2 cm de didmetro y 15 cm de longitud) que se colocaban
en un congelador al que se ha acoplado un programador de temperatura (West
® 4400; ISE Inc., Cleveland, OH) y dos ventiladores internos que distribuyen el
aire en el interior de forma uniforme (Figura 5.1). Cada test comenz6 a 12 °C y
la temperatura iba descendiendo a razon de 3 °C/hora hasta la minima
temperatura evaluada. La temperatura minima se mantenia durante 3 horas y
posteriormente ascendia hasta 12 °C, a una tasa de 4-5 °C/hora. Un ciclo
completo solia durar entre 14 y 16 horas. Una vez terminado el ciclo de
temperatura, los tubos de ensayo se sacaban del congelador, se les afiadia agua
destilada (< 2 cm?) hasta cubrir el pequefio peciolo, para evitar su deshidratacion

y se cubrian con tapén translicido no hermético.
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5. Capitulo 3. Tolerancia al frio

Figura 5.1. Detalle de la disposicién de las hojas dentro del arcén congelador con regulador de

temperatura y temporizador acoplado, ventiladores interiores y termémetros registradores.

Seguidamente, las muestras se introducian en una camara de cultivo (25
°C dia/17 °C noche; fotoperiodo de 12 h; > 70% de humedad relativa y 350
umol m2? s de flujo de fotones fotosintéticos) con el fin de inducir la aparicion
visual de los dafios (Bowers, 1994). El dafio a las hojas se evaluo visualmente
(VD) transcurridas 24, 48 y 72 horas después de la finalizacién del tratamiento
de frio. El sistema para medir el dafio por frio fue similar al utilizado por Leslie et
al. (2014), mediante la estimacion del porcentaje de superficie foliar que
manifestaba un dafio visualmente apreciable, causado por la lisis celular. La
estimacion del dafio variaba de 0 % (ningun dafio visible) hasta 100 % (hoja
completamente dafiada). Los valores intermedios de dafio se evaluaban
mediante la asignacion de un valor dentro de intervalos de 10 % (< 10 %, 10-19
%, 20-29 %, ..., 90-99 %), con la ayuda de una plantilla de papel milimetrado.
Cabe afiadir que mas del 85 % de las hojas testadas mostraron los valores mas
extremos, 0 o 100 %, y menos del 15 % valores intermedios, lo que facilitaba
mucho la evaluacién y disminuia el error de estimacion. Dicho dafio se reconocia
por un particular oscurecimiento y cambio de color de la hoja después del ensayo
(Figura 5.2). Los datos que se mostraran son los correspondientes a las 48 h,
puesto que no se diferenciaron con los mostrados 72 h, y resultaron mas fiables
gue los medidos a las 24 h, ya que un pequefo porcentaje de hojas necesitaron
mas de 24 h para mostrar visualmente todos los dafios sufridos.
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5. Capitulo 3. Tolerancia al frio

Figura 5.2. Diferentes niveles de dafio tras el ensayo de hoja suelta para la tolerancia al frio: a)
Dafio no visible, 0 %; b) Dafio total, 100 %; c) d) e) Dafios parciales, niveles 85 %, 25 % y 5 %,

respectivamente.

Para cada ensayo de frio se utilizaron 3-4 hojas por clon, tratamiento y
temperatura ensayada. Hojas completamente desarrolladas del 3¢, 4° o 5°
verticilo por debajo del meristemo principal del tallo, escogidas aleatoriamente
de entre las plantas disponibles por clon y tratamiento. En cada fecha se
ensayaron 4-5 temperaturas minimas, -3.0 a -7.3 °C el primer afio y -4.0 a -8.0
°C el segundo, dependiendo de la fecha. Tras los ensayos, se represent6
graficamente la relacion entre temperatura minima y dafio obtenido con lo que
se pudo determinar la temperatura que causaba un 10 % (LT10) 0 un 50 % (LTs0)
de dafos a las hojas, a partir del ajuste a una ecuacién de regresion del tipo
Gompertz: VD = a * exp(-b * exp(-k * T)) (Cunningham y Read, 2006), donde: VD
representa el nivel de dafio visual de cada hoja, asignandole el valor medio del
rango en el que se incluye (%); a representa el valor asintético, T es la
temperatura (°C); b y k son constantes relacionadas con la forma de la curva al
inicio y el punto de inflexion.

En las mismas fechas de cada test de frio, se tomaron 2 hojas por clon y
tratamiento con el fin de analizar los contenidos en azlcares solubles (SS),

nitrégeno (N) y potasio (K), asi como determinar la relacion de estos parametros
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con la tolerancia al frio obtenida. Estas muestras de hojas fueron inmediatamente
secadas en estufa (70 °C), almacenadas en seco y, posteriormente, molidas y
tamizadas a 0.8 mm. La determinacion de los azucares solubles (SS) se realiz6
mediante una extraccion hidroalcohdlica seguida de una colorimetria con antrona
(Spiro, 1966) usando un espectrofotometro (UV-1601, Shimadzu R, Tokio,
Japon), la determinacion de N se llevd a cabo mediante el método Kjeldahl y el

potasio por fotometria de llama.

5.3.4 - Andlisis de datos

El andlisis de los datos se realizo siguiendo un Modelo Lineal General. Para
la tolerancia al frio de las plantas se llevo a cabo un ANOVA de tres (clon, fecha,
temperatura minima), cuatro (clon, fecha, temperatura minima, nivel de radiacion
solar) o cinco factores (clon, fecha, temperatura minima, N, K), dependiendo de
cada uno de los experimentos. A los datos se les aplico la transformacion angular
arcosen (VD/100)%5, para asegurar la homocedasticidad. Todos los factores se
consideraron fijos. Como criterio general y cuando no se especifique nada, las
diferencias significativas entre los grupos de los distintos factores fueron
analizadas mediante el test de Scheffé, aunque en algun caso, indicado
oportunamente en los resultados, también se utilizoé el de Bonferroni. Se utilizé
el paquete estadistico SAS ® 9.2. Las diferencias se consideraron significativas
para un nivel de significaciéon p < 0.05.

5.4 - RESULTADOS

5.4.1 - Primer afio. Nueve clones bajo dos tratamientos de radiacién solar

durante el otofio-invierno de 2016-2017

Comparando el nivel de dafio en hojas maduras entre diciembre de 2016 y
marzo de 2017, se detectaron diferencias significativas entre fechas (p < 0.001)
(Figura 5.3) y entre temperaturas minimas ensayadas (p < 0.001) (Figura 5.4),
asi como entre el nivel de radiacion recibido (p < 0.001), con valores medios de
52.15 £ 0.02 % para el tratamiento sin mallay 43.01 + 0.02 % para el tratamiento
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con malla del 50 % de sombreado. También se obtuvieron diferencias
significativas entre clones (p = 0.001), siendo el valor medio para el conjunto de
clones de 47.60 = 0.04 %. Aunque el test de Sheffé no discrimin6 entre clones
(p = 0.103), el test de Bonferroni diferencio significativamente al clon HI, que
presento el valor mas bajo de dafio (35.07 £ 0.04), de HE (55.67 £ 0.04; p =
0.009), 12€ (54.75 £ 0.04; p = 0.019) y 225 (53.80 £ 0.04; p = 0.039).

Asimismo, resultaron significativas algunas interacciones entre factores
principales, como Fecha x Temperatura (p < 0.001) (Figura 5.5), Fecha x
Radiacion (p < 0.001) (Figura 5.6), Clon x Fecha x Temperatura (p = 0.003)
(Figura 5.7), y Fecha x Temperatura x Radiacion (p < 0.001) (Figura 5.8),
indicando un patrén de evolucién temporal y grado de endurecimiento distintos

entre clones y entre tratamientos de exposicion solar.
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Figura 5.3. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada fecha de
medicién, considerando el conjunto de clones, temperaturas minimas y grado de exposicion solar
(media #ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: totalmente dafiada. Letras distintas en cada fecha
indican diferencias significativas: entre diciembre 2016 y enero 2017 (p = 0.016), entre
enero_2017 y marzo_ 2017 (p = 0.001).
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Figura 5.4. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio, para cada temperatura
minima ensayada, considerando el conjunto de clones, fechas de medicién y grado de exposicion
solar (media #ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada

temperatura indican diferencias significativas (p < 0.001).
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Figura 5.5. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio, para cada temperatura
minima ensayada y fecha de medicién, considerando el conjunto de clones y grado de exposicion
solar (media #ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Para cada temperatura,

letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.001) entre fechas.
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5. Capitulo 3. Tolerancia al frio
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Figura 5.6. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio, para cada fecha de
medicion y grado de exposicion solar, considerando el conjunto de clones y temperaturas
minimas (media #ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en
cada grado de exposicidn solar indican diferencias significativas (p < 0.001) para esa fecha de
medicion.
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Figura 5.7. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio, para cada fecha,
temperatura minima ensayada y clon, considerando el conjunto de exposiciones solares (media
+ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. No se han representado las
temperaturas -3 °C y -7.3 °C porgue no diferenciaron entre clones, siendo VD de 0 % y muy
préximo a 100 %, respectivamente, para todos los clones.
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Figura 5.8. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio, para cada temperatura
minima ensayada, grado de exposicién solar y fecha, considerando el conjunto de clones (media
+ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. No se han representado las

temperaturas -3 °C y -7.3 °C porque no diferenciaron entre clones, siendo VD de 0 % y muy
préximo a 100 %, respectivamente, para todos los clones.

Considerando el comportamiento de estos nueve clones tratados
Unicamente con la solucion nutritiva de referencia (N1K1), los valores de LTso y

LT10 se muestran la Figura 5.9.
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Figura 5.9. Evolucion estacional de la resistencia al frio (LTso y LT10, °C) del tratamiento
estandar N:K1, para el conjunto de clones, en las fechas de medicion del ensayo de 2016/17.
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5.4.2 - Segundo afio. Ocho clones sometidos a un unico tipo de fertilizacion
(N1K1) durante el otofio-invierno de 2017-2018

Comparando el nivel de dafio en hojas recolectadas entre diciembre de
2017 y enero, febrero y marzo de 2018, se detectaron diferencias entre los
distintos clones (p < 0.001, Figura 5.10), entre fechas (p = 0.001, Figura 5.11) y
entre temperaturas (p < 0.001, Figura 5.12). Asimismo, para las distintas
interacciones entre los tres factores, solamente la interaccion Clon x Fecha
resultod significativa (p < 0.001, Figura 5.13), indicando un patrén de evolucion
temporal distinto entre clones. Para -8 °C, el dafio fue de 100 % para todas las
plantas, y a -4 °C del 0 %, por lo que estas temperaturas no se incluyeron en el

analisis.
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Figura 5.10. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada clon,
considerando el conjunto de fechas y temperaturas minimas (media #ET), 0 %: dafio no visible;

100 %: hojas totalmente dafiada. Letras distintas en cada clon indican diferencias significativas
(p <0.001).
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Figura 5.11. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada fecha de
medicién, considerando el conjunto de clones y temperaturas minimas (media # ET), 0 %: dafio
no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada fecha indican diferencias
significativas (p = 0.001).
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Figura 5.12. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada temperatura
minima ensayada, considerando el conjunto de clones y fechas de medicién (media #ET), 0 %:
dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada temperatura indican

diferencias significativas: entre -5 °C y -6 °C (p = 0.05), y p < 0.001 para las demas.
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Figura 5.13. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada fecha de
medicién y clon, considerando el conjunto de temperaturas minimas ensayadas (media #ET), 0

%: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafada.

Considerando el comportamiento de los ocho clones tratados con esta
Unica solucidn nutritiva de referencia (N1K1), los valores de LTso y LT10 obtenidos

se muestran la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Valores de LTso y LTi0 (°C) del tratamiento estandar N;K; para los distintos
clones y fechas de medicion en el ensayo de 2017/18.

Clon Dias desde el primer test
Dic_2017 Ene_2018 Feb_2018 Mar_2018
LTso (°C)
HE -7.46 -6.87 -6.60 -6.36
437 -6.89 -6.12 -6.66 -6.65
227 -5.51 -6.66 -6.33 -7.07
358 -7.39 -6.62 -6.59 -7.48
HG -7.47 -7.20 -6.49 -8.00
Ci4 -6.49 -5.95 -5.64 -5.30
12€ -6.57 -4.69 -5.14 -5.07
HI -7.39 -5.93 -5.39 -5.13
LT10 (°C)

HE -6.62 -6.47 -5.91 -4.86
437 -6.37 -5.52 -5.39 -5.13
227 -4.91 -5.67 -6.01 -6.41
358 -4.83 -5.67 -5.86 -5.06
HG -5.16 -6.40 -5.89 -6.84
Ci4 -4.83 -3.79 -4.70 -4.76
12€ -5.16 -3.29 -4.30 -4.91
Hi -6.54 -3.49 -4.79 -4.73
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5.4.3 - Segundo afo. Tres clones sometidos a distintos tipos de fertilizacion

durante el otofio-invierno de 2017-18

Se detectaron diferencias significativas entre los distintos clones (p < 0.001,
Figura 5.14), fechas (p < 0.001, Figura 5.15), temperaturas minimas ensayadas
(p < 0.001, Figura 5.16) y niveles de N (p < 0.001, Figura 5.17), pero no entre
niveles de K (p = 0.623). Asimismo, para las distintas interacciones entre los
cinco factores, las interacciones Clon x Fecha (p = 0.009), Fecha x Temperatura
(p < 0.001, Figura 5.18), Clon x N (p = 0.026, Figura 5.19) y N x K (p < 0.001,
Figura 5.20) resultaron significativas, indicando un patron de evoluciéon temporal
y grados de endurecimiento distintos entre clones y entre los distintos niveles de
N y K. Para -8 °C, el dafo fue de 100 % para todas las plantas, y a -4 °C del O

%, por lo que no se incluyeron en el analisis.
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Figura 5.14. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada clon,
considerando el conjunto de fechas de medicién, temperaturas minimas, niveles de N y de K

(media #ET); 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada clon

indican diferencias significativas (p < 0.001).

157



60 -

50 - a

Daio visual (%)
w
o

Dic_17 Ene 1 Feb_18 Mar_18
Fecha

Figura 5.15. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada fecha de
medicién, considerando el conjunto de clones, temperaturas minimas y niveles de N y K (media
+ET); 0%: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada fecha indican
diferencias significativas (p < 0.001).
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Figura 5.16. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada temperatura
minima ensayada, considerando el conjunto de clones, fechas de medicion y niveles de N y de
K (media £ET); 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada

temperatura indican diferencias significativas (p < 0.001).
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Figura 5.17. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada nivel de N
ensayado, considerando el conjunto de clones, fechas de medicién, temperaturas minimas y
niveles de K (media #ET); 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas

en cada nivel de N indican diferencias significativas (p < 0.001).
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Figura 5.18. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada temperatura
minima ensayada y fecha de medicion, considerando el conjunto de clones, niveles de N y de K
(media #ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. Letras distintas en cada

temperatura indican diferencias significativas entre fechas (p < 0.001).
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Figura 5.19. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada nivel de N
y clon, considerando el conjunto de fechas de medicién, temperaturas minimas y niveles de K
(media £ ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. El asterisco indica diferencias

significativas entre clones para esa dosis de N segun el test de Bonferroni (p < 0.05).
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Figura 5.20. Dafio visual en hojas (VD) tras el ensayo de tolerancia al frio para cada nivel de N
y K, considerando el conjunto de fechas de medicién, temperaturas minimas y clones (media

+#ET), 0 %: dafio no visible; 100 %: hoja totalmente dafiada. El asterisco indica diferencias

significativas entre niveles de K para esa dosis de N (p < 0.001).

Considerando el comportamiento de los tres clones para el conjunto de los
ocho tratamientos de fertilizacion, los valores de LTso y LT10 se muestran la
Figura 5.21.

160



Dic_2017 Ene_2018 Feb_2018 Mar_2018

-3.00 | | | )
—e— LT50C14
-4,00 -
c —=— 1750 12¢€
@ - o
S 5,00 —a— TS0 HI
-
(0]
S
g 600 A - - - LT10C14
£
2 - - LT1012¢€
-7,00 A
- - = LTI0HI
-8,00 -

Fecha

Figura 5.21. Evolucién estacional de la resistencia al frio (LTso y LT10, °C) de los tres clones para
los distintos tratamientos de fertilizacién y fechas de medicién en el ensayo de 2017/18 (dia 1:
18-diciembre; dia 93; 23 de marzo).

Considerando los dos afios de estudio, los tres ensayos realizados vy el
conjunto de clones no se obtuvo una relacion significativa entre LTso y las horas
de frio contabilizadas (HF-7ec (15), HF-7ec 30) y HFT), 0.036 < R? <0.0.342,0.05<p

< 0.653), ni cuando se consider6 cada clon individualmente (p > 0.100).

5.4.4 - Segundo afio. Estado nutricional de las plantas y relacién con

tolerancia al frio

Los valores de la concentracion del nitrégeno en hojas, para los distintos
clones, tratamientos y fechas de medicién, se situaron entre 9.0 y 18.2 mg g%,
con diferencias significativas solamente entre fechas (p = 0.027, Tabla 5.5) pero
no entre clones o entre tratamientos de fertilizacion ni para las distintas
interacciones entre los efectos principales (p = 0.253). En este ensayo y con este
rango de valores, la concentracion foliar de N no se correlacion6
significativamente con LTso para cada clon individualmente (r < 0.875, p > 0.321),
ni para el grupo de clones en su conjunto (r =-0.102, p = 0.614). Los valores de

la concentracion del potasio en hojas tampoco resultaron significativamente
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diferentes entre clones, tratamientos y fechas de medicion, con un valor medio
de 0.48 £ 0.05 %.

Tabla 5.5. Valores medios (#ET) de la concentracion de nitrébgeno en hojas para el
conjunto de tratamientos de fertilizacion y clones en las fechas de medicion indicadas. p =

nivel de significacion.

Fecha N (%)
Diciembre_17 1.11+£0.07b
Enero_18 1.12 + 0.08 ab
Febrero_18 1.30 £ 0.09 ab
Marzo_18 1.45+0.09 a
p 0.027
Media Total 1.23+ 0.05

Los valores de la concentracién de azucares solubles en hojas, para los
distintos clones, tratamientos y fechas de medicion, se situaron entre 43.8 y
161.8 mg g1. Hubo diferencias significativas entre clones (p < 0.001), siendo los
contenidos en los clones HI (103.4 mg g') y HG (131.3 mg g!) significativamente
mayores que en el clon C14 (72.0 mg g?), mientras que los demas clones
presentaron valores intermedios entre esos, no diferenciandose
significativamente. También hubo diferencias significativas entre fechas (p =
0.003, Tabla 5.6), pero no entre tratamientos de fertilizacion (p = 0.490) ni para
la interaccién Clon x Fecha (p > 0.062) (Fig. 5.22). La concentracion de azUcares
solubles no se correlacioné significativamente con LTso para el conjunto de
clones (r = 0.149, p = 0.378), ni para cada clon por separado (r > -0.797, p >
0.203).
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Tabla 5.6. Valores medios (# ET) de la concentracién de azlcares solubles en hojas (SS)
para el conjunto de tratamientos de fertilizaciéon y clones en las fechas de medicion
indicadas. p = nivel de significacion.

Fecha SS (mg g?t)
Diciembre_17 104.4+£9.3b
Enero_18 110.3+£9.6Db
Febrero_18 85.8+9.1a
Marzo_18 80.4+6.8a
p 0.003
Media Total 955+4.2

180 1~

160

140 4

120 -

100 A

80 -

60 -

SS hojas (mg g1)

—e— 227 —e—12€ - - Cl4

--A-=Hl  =-=HE --¢-HG

20 ~
—*— 437 —»—358

Dic_2017 Ene_2018 Feb_2018 Mar_2018

Fecha

Figura 5.22. Patron de evolucién de azlcares solubles en hojas (SS) para los clones en las

distintas fechas de medicion.

163



5.5 - DISCUSION

Se obtuvieron diferencias significativas entre clones para la tolerancia al
frio, pero la diferencia entre ellos en cuanto a la temperatura minima que
causaba un cierto nivel de dafio resulté tan pequefia (en general menor de 2 °C)
que resulto dificil diferenciar entre clones. No obstante, se pudo llegar a detectar
diferencias entre clones, al igual que hicieron Almeida et al. (1994) y Moraga et
al. (2006) estudiando procedencias y subespecies de E. globulus. En nuestro
estudio, el clon que presentd mayor nivel de dafio visual, situandose
generalmente en el rango mas bajo de tolerancia en todos los ensayos, fue el
12€. Esto puede ser debido a que dicho clon es E. x urograndis, fruto del cruce
de dos especies tropicales (E. urophylla y E. grandis) que, a pesar de poseer
variabilidad genética para tolerancia al frio, su porcentaje de dafio suele ser
mayor comparado con especies subtropicales, tales como E. globulus, E.
maidenii y E. dunnii (Flores et al., 2016). Observaciones realizadas en campo
constatan que las especies subtropicales, como E. benthamii y E. dunnii, sufren
menos dafios por las heladas que especies tropicales como E. urophylla, E.
grandis y E. saligna. (Higa et al., 2000; Caron et al., 2011; Moraes et al., 2016).
Se pudo apreciar que las temperaturas minimas que mas diferenciaron entre los
clones estudiados estuvieron comprendidas entre -5.5y -6.5 °C, pues apenas se
incrementaban éstas 1 °C respecto a ese rango ya no causaban dafios y, por el
contrario, si se bajaban 1 °C dafiaban casi completamente a todas las hojas. Ello
implica que en un rango muy estrecho de temperaturas, menor a 3 °C, se puede
pasar de tolerancia total a dafio total, por lo que hay que afinar bien la
temperatura minima de ensayo para obtener resultados concluyentes.

La respuesta dispar del clon HI entre el primer afio de estudio (entre los
clones mas resistentes) y el segundo (en el grupo intermedio) se debio,
posiblemente, a su concentracién de N, ya que en el primer afio (1.2 a 1.5 %)
fue mayor que la del inicio del segundo afio (0.9 %), lo que pudo condicionar su
respuesta diferente entre los ensayos de ambos afios (Fernandez et al., 2007).
Aunque el manejo y las condiciones de cultivo fueron los mismos para todas las
plantas, siempre hay leves diferencias entre clones en la velocidad y ritmos de
enraizamiento y crecimiento, por lo que el estado de las plantas no es siempre

exactamente el mismo al final del periodo vegetativo. Como en el ensayo del
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primer afio se utilizaron plantas de 2 savias (50—-80 cm de altura) que habian sido
trasplantadas a envases mayores, el aspecto de las plantas era mas homogéneo
entre clones, ya que se habia perdido gran parte de la influencia del primer afio
de vivero. Sin embargo, durante el segundo afo, las plantas usadas eran de una
savia, por lo que podrian aun estar condicionadas por algunas diferencias (como
la comentada del contenido en N foliar) derivadas del proceso de estaquillado,
enraizamiento y crecimiento durante esa etapa en el vivero.

En cuanto a la evolucion temporal de la tolerancia al frio y para el conjunto
de ensayos realizado, el grado de variacion entre fechas de LTso mostrado por
todos clones fue muy pequefio, entre 1.0 y 2.2 °C, lo que significa que estos
eucaliptos no poseen un alto grado de endurecimiento estimulado por la
temperatura, como también ha ocurrido para E. globulus con endurecimiento
estimulado por otro agente abiotico como el estrés hidrico (Coopman et al.,
2010). Sin embargo, en especies de clima templado, de otros géneros distintos
a Eucalyptus, la variacion de LTso durante el periodo frio puede llegar a superar
los 7 °C (Fernandez et al., 2008a; Pardos et al., 2014; Fernandez-Pérez et al.,
2018). Valores de LTso similares a los de este estudio fueron registrados por
Moraga et al. (2006) para tres subespecies de Eucalyptus globulus Labill.

En el intervalo de fechas que comprendi6 el experimento, el mes de enero
resultd ser el mas dafino para las hojas analizadas, seguido del mes de marzo,
es decir, no siguiendo un patrén estacional fijo ascendente o descendente. Por
tanto, la acumulacion de horas de frio no se tradujo en un incremento de
tolerancia al frio a lo largo del tiempo para estos clones ensayados. En
consecuencia, la temperatura ambiental no actu6 como un estimulo
determinante que indujera variaciones significativas en la tolerancia al frio (LTso),
al contrario que ocurre para otras especies de climas templados (Becwar et al.,
1981; Morin et al., 2007). Por otro lado, a pesar de que el andlisis estadistico
apunté diferencias significativas entre las dos condiciones de exposicion solar
(plantas totalmente expuestas a la luz solar y bajo malla de sombreado), esas
diferencias fueron minimas en valor absoluto y no parece que dichas condiciones
de cultivo influyeran en la diferenciacion entre clones ni en la evolucién temporal.

Fernandez et al. (2008b) muestran que suele haber cierta discrepancia en
cuanto al efecto que la fertilizaciéon con N puede tener sobre la tolerancia al frio.
Nuestros datos muestran que, aunque la dosis de 252 mg de N dio el mejor valor
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de tolerancia al frio, no difirié significativamente de la dosis de 5 mg, pero si de
la de 126 mg, puesto que esa ultima redujo la tolerancia al frio respecto a las dos
anteriores. Ese efecto es contrapuesto al encontrado por Andivia et al. (2012)
analizando dos procedencias de Quercus ilex, en el cual una mayor dosis (125
mg) mejord siempre la tolerancia al frio de las plantas respecto a una dosis
menor 6.25 mg. En nuestro ensayo, es posible que la interaccion entre
crecimiento y disponibilidad de nutrientes haya afectado a la tolerancia al frio,
por efecto de dilucion del N en los tejidos. Para las dosis menores, 0 y 5 mg de
N, el crecimiento de las plantas se puede haber visto reducido aunque no
anulado, por lo que solo hay dilucion en el que no aporta nada de N (0 mg);
mientras que para las dosis altas, 126 y 252 mg de N, aunque las dos puedan
activar el crecimiento la menor disponibilidad de N de la primera puede haber
originado ese efecto de dilucion. No obstante, como no se midio directamente el
crecimiento por ser época fria, de crecimiento relativamente lento, y porque a las
plantas se les iban arrancando hojas, esta afirmacion es especulativa y no puede
verse contrastada con datos.

Por otro lado, se aprecido un comportamiento distinto entre clones en su
respuesta al tratamiento de N, aunque con diferencias también muy pequefias
entre ellos en valor absoluto. Por ello, en el rango de concentraciones foliares de
N, obtenido para todos los clones y fechas (0.9-1.8 %), el mayor contenido en N
no se tradujo en una mayor tolerancia al frio, posiblemente, porque no han
entrado en un estado de deficiencia importante (Fernandez et al., 2007). Estos
ltimos autores citados, estudiando E. globulus, observaron que concentraciones
foliares de N en el rango 1.3-1.6 % eran suficientes como para no suponer un
impedimento en cuanto a la calidad de las plantas producidas y su respuesta en
campo, pudiendo incluso enmascarar los efectos de otros nutrientes. En cambio,
concentraciones por debajo de 1.0 % si que limitaban la capacidad de
crecimiento y de endurecimiento de las plantas. Con respecto a la relacion de la
concentracion de N en los tejidos con LTso, la ausencia de esta en este estudio
también fue observada en el estudio de Gallino et al. (2007) con diferentes clones
de E. globulus. Estos autores constataron que los clones mas plasticos (esto es,
con mayor variacion estacional de LTso) son los que alcanzaron el mayor grado
de tolerancia, pero sin estar éste relacionado con las concentraciones de

nutrientes minerales (N, K) en hojas o la acumulacion de azucares solubles.
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Acerca de la fertilizacion con K, Gomez-Ruiz et al. (2016) observaron en
especies tropicales de zonas aridas que la fertilizacién con potasio aumentaba
la tolerancia a las heladas, principalmente en las hojas jovenes. También,
Jonsson et al. (2004) relataron, para zonas templado-frias, que los arboles de
Picea abies con un estado relativamente bajo de K y P tenian una mayor
sensibilidad a las heladas. Por el contrario, Garcia y De La Pefia (2013), para
Eucalyptus grandis en plantaciones, constataron que la fertilizacion de otofio con
diferentes dosis de potasio y nitrdgeno no afectaba a la resistencia de las plantas
a las heladas. Una respuesta similar a este ultimo estudio fue obtenida en el
nuestro, en el cual la aplicacion de distintos niveles de K no afecto a la tolerancia
al frio. Eso demuestra que el comportamiento de los eucaliptos, al menos los
aqui ensayados, se diferencia de especies de zonas templadas y templadas-
frias. Asimismo, considerando la interaccién NxK, el dafio visual experimentado
en las hojas con tratamiento N1K: fue superior a las sometidas al tratamiento
N1K150, l0 que nos hace pensar que, al igual que comentamos mas arriba, debe
haber efecto de dilucion en el tratamiento N:Ki, originado por un mayor
crecimiento de este tratamiento, dado que Eucalyptus es un género que optimiza
su crecimiento aprovechando al maximo los nutrientes (Beadle y Sands, 2004) y
diluyendo un poco sus concentraciones siempre que las condiciones
ambientales lo permitan.

En cuanto a los azucares solubles (SS), algunos estudios han demostrado
un efecto positivo en la tolerancia al frio con el aumento de la concentracién de
SS en hojas en varias especies de Eucalyptus (Almeida et al., 1994; Travert et
al., 1997), coniferas (Ogren et al., 1997; Tinus et al., 2000) y Quercus (Morin et
al., 2007), aunque la relacion entre SS y la tolerancia al frio varia de una especie
a otra. Pese a que los clones HI y HG tuvieron una mayor concentracion de SS
y se mostraron como los clones de mayor tolerancia en algunos de los ensayos
en términos de dafio visual observado (VD), ésta no llegd a correlacionarse
signifcativamente con LTso para el conjunto de clones estudiados. Esto también
es constatado por Andivia et al. (2012), analizando dos procedencias de Quercus
ilex, en que los datos mostraron unas concentraciones y contenidos similares de
SS entre los distintos tratamientos de fertilizacion con N ensayados, no
presentando correlacion con la tolerancia al frio. Todo ello podria indicar que

deben participar, no solo SS sino otros mecanismos, tales como otros
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carbohidratos, aminoacidos, solutos minerales, hormonas, proteinas, incluida la
acumulacion de lipidos en la resistencia global al frio (Larcher, 2006). En
resumen, nuestros datos sugieren una diferente asimilacién y/o acumulacion de
N, Ky SS entre distintos clones, pero aspectos fisiolégicos como la tolerancia al
frio parecen depender de otros aspectos, incluidos los genéticos, por lo que seria
conveniente profundizar en ello, analizando diferentes condiciones de cultivo y

el efecto de la plasticidad intra- e inter-poblacional en este caracter fisiolégico.

5.6 - CONCLUSIONES

Aunque se obtuvieron diferencias significativas entre clones y entre fechas
para la tolerancia al frio, esas resultaron tan pequefias en valor absoluto (en
general menor de 2 °C de variacién para LTso) que resulto dificil diferenciar entre
clones. Esto significa que estos eucaliptos no poseen un alto grado de
endurecimiento estimulado por la temperatura. Aun asi, se puede decir que el
clon 12€ (E. x urograndis) fue el que presenté menor grado de tolerancia al frio,
con una LTso que varié entre -4.7 y -6.7 °C en el conjunto de ensayos realizados.

Los resultados demostraron cierta discrepancia en cuanto al efecto de la
fertilizacion con N sobre la tolerancia al frio, ya que, aunque la mayor dosis
aplicada (N2, 252 mg L) de N mejoré dicha tolerancia, la dosis intermedia (N1,
126 mg L) no mejoré respecto a la dosis baja (5 mg L), incluso la empeoré,
aungue la ausencia de fertilizaciéon nitrogenada (No, 0 mg L) mostr6 la tasa de
tolerancia en el rango mas bajo obtenido. En la misma direccion apunté la
interaccidn NxK, cuya tolerancia disminuy6 en el tratamiento N1K1 respecto al
N1K1s0, 0 que nos hace pensar que algunas situaciones, como el tratamiento
N1K1, debe haber disminuido la concentracion de nutrientes en los tejidos por
efecto de dilucién por el crecimiento, o algun otro aspecto no identificado.

En lo que se refiere a las concentraciones foliares de N, no se constat6é un
incremento significativo en las plantas fertilizadas con las dosis mas elevadas de
nitrogeno aplicadas, a pesar de aumentar a medida que avanzaba el periodo de
ensayo (otofio-invierno). Ademas, no existi0 correlacion entre LTso y la
concentracion foliar de N en el rango de concentraciones obtenido, tampoco
entre LTsoy la concentracion foliar de azucares solubles, a pesar de disminuir a

medida que avanzaba el periodo de ensayo (otofio-invierno).
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6. DISCUSION
GENERAL







En los clones de eucalipto del presente estudio, la mayor densidad de
estomas tuvo lugar en las hojas desarrolladas en la época en que la
disponibilidad hidrica en el suelo no era limitante. Esto posibilita un mayor
ndmero de puntos de intercambio gaseoso, facilitando la asimilacion de CO2z aun
a costa de la salida del agua (Héroult et al., 2013; Bhusal et al., 2018; Haworth
et al., 2018a). Sin embargo, en épocas de limitacion de agua edafica y mayor
demanda atmosférica, la densidad estomatica disminuyd, asi como el tamafio de
las células oclusivas y el &rea foliar especifica (SLA), lo que posibilita que las
plantas ahorren agua y resistan mejor los eventos de sequia. Las plantas, por
tanto, respondieron a las variaciones de estimulos ambientales, como puede ser
el fotoperiodo y la temperatura, ya que dispusieron en todo momento de buena
disponilidad hidrica en el sustrato. Estos estimulos regulan los procesos de
morfogénesis, como el caso de los parametros foliares citados anteriormente
(Dai et al., 1992; Eksteen et al., 2013; Haworth et al., 2015). Sin embargo, no
todos los clones tuvieron la misma respuesta a lo largo del afio. Los clones de E.
globulus y el clon HE tendieron a mantener la densidad estomatica mas
homogénea (variacion anual menor de 150 mm2), mientras que la variacién en
los clones HG, HI y 12€ estuvo entre 160 mm=2 y 300 mm= por lo que estos
ultimos se comportaron mas sensibles a los estimulos externos.

De la misma forma, el contenido hidrico relativo en el momento del cierre
estomatico (CHRc) vari6 a lo largo del afio, con valores mas altos en primavera
y verano. El clon HE se comporté como el menos conservador del agua, ya que
permitia una mayor deshidratacion antes de cerrar estomas, mientras que en el
caso contrario estaria el clon HI. En cuanto al tiempo transcurrido hasta el cierre
de los estomas (tc), las hojas formadas en los periodos mas secos cerraron sus
estomas en la mitad de tiempo que las formadas en periodos mas frios y
hamedos. Este comportamiento general mostrado para CHRc y tc evidencia, una
vez mas, estrategias de plasticidad a las condiciones ambientales para prevenir
pérdidas excesivas de agua en meses mas secos. En cuanto a la transpiracion
cuticular (Ec), también se observo variacion estacional, siendo la tendencia
general que las hojas crecidas durante la primavera fueron las que mostraron
menor valor. Las diferencias entre clones se manifestaron, casi exclusivamente,
para el clon HE, que mostrd una estrategia menos eficiente de ahorro de agua

(mayor Ec¢) que los demas y, por tanto, mayor permeabilidad de la epidermis foliar
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(Andivia et al., 2012).

Respecto a la transpiracion acumulada diaria (T.a), mas elevada en el
verano y mas reducida al final del otofio y el invierno, en coincidencia con los
resultados obtenidos por otros autores (Eksteen et al., 2013; Fernandez et al.,
2015), responde a la mayor demanda atmosférica de la época estival. Fue en
esta época estival cuando mas se acentuaron las diferencias entre clones, con
HE, C14 y 227 presentando mayores tasas de transpiracion diaria que 12€, HG,
225, 358 y 437. En cuanto a la evolucion de la transpiracion a lo largo del dia por
intervalos horarios, medida en época estival, las diferencias entre clones no
fueron tan significativas (Hatton et al., 1998), debido al alto efecto de los factores
ambientales (radiacion solar y temperatura, déficit en la presion de vapor el aire)
en cada intervalo del dia. En esta €poca, la tasa de transpiracion varié entre 0.15
mmol m?s del intervalo predominantemente nocturno (18:30-06:30, hora solar)
y 2.21 mmol m?s? del intervalo 09:30-12:30. Cuando se aplicaron ciclos de
riego-estrés hidrico, los clones 12€ y HE, ambos con algun parental de
Eucalyptus grandis, presentaron una alta actividad transpiratoria mientras
disponian de agua edéfica, lo que les permiti6 altas tasas de transpiracion
cuando el agua es abundante. No obstante, estos mismos clones arriesgaron,
permitiendo una mayor deshidratacion de sus tejidos a medida que disminuia el
agua disponible antes de reducir su tasa de transpiracion. El potencial hidrico del
sustrato (Wws) explicé casi el 60 % de la variacion de la transpiracion diaria,
debido a que TLa es una cuantificacion acumulada a lo largo de todo el dia,
durante el cual el Wws no varia excesivamente, pero si lo hace el de la planta
(Christina et al., 2017). Para Wws < -0.8 MPa el substrato actué como limitante y
se obtuvieron siempre valores de Ta inferiores a unos 1.3 mmol m? s, mientras
que para Wws > -0.8 MPa Ta no dependia de Wws. Por su parte, el umbral minimo
de potencial hidrico foliar (), medido justo al amanecer, limitante para T.a se
situd entre -1.2 y -1.4 MPa. Los Unicos clones que mantuvieron altas tasas de
transpiracion diaria para ¥ <-1.0 MPa (entre -1.0 y -2.0 MPa) fueron HE, HG y
12€, mientras que los demas clones estudiados las redujeron antes de alcanzar
el umbral de -1.2 MPa. Es decir, en el caso de las plantas bien regadas (¥ =-1.0
MPa), las tasas maximas de transpiracion fueron similares entre clones, pero los

clones 100% de E. globulus y el clon HI mostraron un comportamiento de ahorro
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de agua mas acentuado en condiciones de estrés hidrico moderado. Ademas,
en esterangode V¥ (-1.0 a-2.0 MPa), la tasa fotosintética (A) se redujo en mayor
medida que la tasa de transpiracion (E) y que la conductancia estomatica, para
los tres clones con algun parental de E. grandis (HE, HG y 12€), por lo que la
eficiencia en el uso del agua se vio disminuida en estos tres clones en mayor
medida que para los clones 100% de E. globulus.

Se observd una gran variabilidad entre clones en la densidad de vasos
xilematicos en los tres drganos (raices, ramillos y tallos). En general, los clones
de E. globulus presentaron vasos con menor diametro que los otros clones, en
especial que 12€, HE y HI, mas acentuada esta diferencia en el caso de la raiz.
Este menor didmetro en los clones de E. globulus seria indicativo de una menor
vulnerabilidad a la cavitacion (Venturas et al., 2014), por lo que se les podria
atribuir una estrategia de resistencia a sequia (Rodriguez-Calcerrada et al.,
2017), siendo éstos los mismos clones monoespecificos que presentaron baja
densidad estomatica. Referente a la conductancia hidraulica xilematica, en
términos generales, los clones monoespecificos de E. globulus mostraron
valores mas bajos que los clones de hibridos estudiados, debido al menor
diametro de los vasos y, posiblemente, mayor resistencia al flujo de agua (Lens
et al., 2011), que no fue compensado por la mayor densidad de vasos. Este
menor didmetro puede comprometer el flujo de savia y el crecimiento, asi como
la rehidratacion tras periodos de sequia, pero supone una garantia de
supervivencia durante estos ultimos (Rodriguez-Calcerrada et al., 2017).

De los parametros derivados de la construccion de curvas de presion-
volumen, podemos destacar que solamente se diferenciaron significativamente
aquellos clones que presentaron los valores mas extremos, para cada
pardmetro. Entre los nueve clones, el clon HG se manifesté como: de paredes
celulares mas rigidas, por su mayor modulo de elasticidad (Pita y Pardos, 2001;
Bulfe y Fernandez, 2014); de bajo potencial osmoético (Wsi00 Yy Wso) lo que le
permitiria mantener la turgencia a potencial hidricos mas negativos; a la vez que
un alto CHRo que le hace perder la turgencia celular a mayor grado de
deshidratacion. En cuanto al ajuste del componente osmatico, en el ensayo
realizado solo se manifesto significativo para HE, HG y HI. Esto indica que dichos
clones, de alta actividad transpiratoria (al menos los dos primeros), han sido mas

eficientes, sensibles o rapidos que los demas en realizar ajuste osmatico, ya que
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E. globulus también es capaz de llevarlo a cabo (Pita y Pardos, 2001; Callister et
al., 2008).

Visto el comportamiento de todos los parametros morfo-fisiologicos arriba
indicados, las diferencias entre clones respecto a la resistencia al estrés hidrico
o la eficiencia en el uso del agua no parece estar ligada a los valores absolutos
de cada uno de ellos, como el componente osmotico celular (Wsi00, Wso), la
densidad o el tamafio de los estomas, la conductancia hidraulica especifica del
xilema o la transpiracion acumulada diaria (Tra). Altas tasas de transpiracion
pueden favorecer el crecimiento en épocas de buena disponibilidad de agua,
pero deben estar acompafadas de medidas de seguridad durante épocas de
escasez. Esto parece estar compensado en los clones 100% de E. globulus,
especialmente en C14, pero los clones de hibridos aqui considerados no
presentan las mismas estrategias en todos los parametros considerados.

Por otro lado, en cuanto a la tolerancia al frio, todos los clones analizados
se movieron en un rango muy estrecho de temperatura. En menos de 3 °C se
pudo pasar de la tolerancia total a dafio total. Aun asi, el clon que se mostré mas
susceptible al frio fue el 12€, quizas debido a ser un de E. x urograndis que, a
pesar de poseer variabilidad genética para tolerancia al frio, su susceptibilidad
suele ser mayor comparada con otras especies tales como E. globulus, E.
maidenii y E. dunnii (Flores et al., 2016). Las diferencias encontradas no pudieron
explicarse por el contenido en N, porque el rango de concentracion no alcanzé
un estado de deficiencia importante (Fernandez et al., 2007). Tampoco por el
contenido en azucares solubles (SS) que no llegd a correlacionarse
significativamente con LTso para el conjunto de clones estudiados, pese a que
los clones HI 'y HG tuvieron una mayor concentracion de SS y se mostraron como
los clones de mayor tolerancia en algunos de los ensayos. En cuanto a la
evolucion temporal de la tolerancia al frio, el estrecho grado de variacion entre
fechas (1.0 y 2.2 °C) indica que estos eucaliptos no poseen un alto grado de
endurecimiento estimulado por la temperatura, como también ha ocurrido para
E. globulus con endurecimiento estimulado por otro agente abiético como el
estrés hidrico (Moraga et al., 2006; Coopman et al., 2010), al contrario que otros
géneros vegetales distintos a Eucalyptus (Fernandez et al., 2008a; Fernandez-
Pérez et al., 2018). En resumen, nuestros datos sugieren una diferente

asimilacion y/o acumulacion de N, Ky SS entre distintos clones, pero aspectos
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fisioldgicos como la tolerancia al frio parecen estar correlacionados, ademas, con
otros aspectos tales como otros carbohidratos, aminoacidos, solutos minerales,

proteinas, lipidos, asi como aspectos genéticos y anatémico-morfoldgicos
(Larcher, 2006; Jankowski et al., 2017).

175






7. CONCLUSIONES







Las plantas mostraron variacion estacional en cuanto a densidad y
tamafo de los estomas, area foliar especifica, transpiracion cuticular,
contenido hidrico relativo y tiempo transcurrido hasta el cierre de los
estomas a medida que se deshidrata la hoja, transpiracion diaria, asi
como en el crecimiento en diametro en condiciones variables de humedad
del sustrato. Ello evidencia que responden a estimulos como la radiacion
luminosa, la temperatura y/o la demanda evaporativa del aire que
condicionan estos pardmetros durante el desarrollo de las hojas, para
ajustarse a las condiciones ambientales de cada época del afio y optimizar
el uso del agua.

En las condiciones ensayadas, el potencial hidrico del sustrato explicd
casi el 60 % de la variacion de la transpiracion diaria, reduciéndose ésta
cuando el estrés hidrico aumentaba. La tasa de transpiracion diaria fue
independiente del potencial hidrico foliar hasta que éste bajo a-1.2 0-1.4
MPa, en funcién del clon, reduciéndose considerablemente a partir de
dicho umbral.

Considerando la evolucion de la transpiraciéon a lo largo del dia, en
intervalos horarios, la mayor tasa de transpiracion se obtuvo en el
intervalo 09:30-12:30 (hora solar), debido posiblemente a la combinacién
de elevada radiacion luminosa y temperatura con un alto potencial hidrico
foliar, lo que demuestra una vez méas su sensibilidad y capacidad de
reaccion a las variables meteoroldgicas.

En cuanto a la densidad y tamafio de los vasos xilematicos, se aprecio
gue hay variabilidad genética en los clones estudiados y que, ademas, los
individuos modifican estos parametros durante el afio para acomodarse a
las condiciones ambientales, lo que proporciona informacién para ser
incorporada a los programas de seleccion y mejora genética. En general,
la diferencia entre los clones de E. globulus, que presentaron mayor
densidad de vasos pero éstos mas delgados, y los hibridos fue mas

acusada en los vasos de las raices que en los de los tallos.

Referente a la conductancia hidraulica xilematica y a los parametros
derivados de las curvas presion-volumen, en términos generales, los

clones monoespecificos de E. globulus mostraron valores mas bajos de
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conductancia hidraulica y menor ajuste osmético en respuesta al estrés
hidrico inducido que los clones de hibridos estudiados. Por un lado, los
resultados sugieren que existe variabilidad en la vulnerabilidad a la
cavitacion del xilema de ramas entre los clones analizados, pero por otro
lado no esta claro si ésta menor sensibilidad en el ajuste osmdtico
constituye una estrategia predominante en Eucalyptus como adaptacion
al estrés hidrico, que ambos deben explorarse mas profundamente en
futuros estudios.

Las pequefias variaciones en valor absoluto, aunque estadisticamente
significativas, entre clones y entre fechas para la tolerancia al frio (en
general menor de 2 °C de variacidon para LTso), indican que estos
eucaliptos no poseen un alto grado de endurecimiento estimulado por la
temperatura y que nos deja un margen muy estrecho a la hora de
clasificarlos por este caracter.

Aunque la tendencia es que a mayor dosis de N, aplicada durante la
fertilizacion, mejora la tolerancia al frio, ésta ultima también puede haber
sido afectada por la interaccién con el crecimiento y afectar a dicha
tolerancia, por efecto de dilucién. En la misma direccion la interaccion de
N con K afectd al grado de tolerancia al frio mas que cada factor por
separado. Todo ello, unido a la falta de correlacion entre LTso y la
concentracion foliar de N o de azucares solubles en el rango de
concentraciones obtenido, hace pensar que la tolerancia al frio en estos
clones depende varios factores, algunos de ellos no identificados en este

estudio.
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