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1. INTRODUCCION

El género Eucalyptus es nativo de Australia y contiene mas de 700 especies
cuyo habitat comprende un amplio rango de condiciones ambientales. La forestacién
con estas especies cubre 22 millones de hectareas en mas de 90 paises y es el género
con mayor difusion a nivel mundial (Dhahri et al., 2018). En Uruguay, la forestacién
ha presentado un gran avance, principalmente debido a incentivos propuestos en la
Ley Forestal de 1987 (No. 15.939). Las especies con mayor proporcién en el
territorio son E. dunnii seguido por el E. grandis (MGAP. DIEA, 2018). No obstante,
se analiza la implantacién de hidridos entre E. grandis y eucaliptos colorados (E.
camaldulensis y E. tereticornis), los cuales combinan las caracteristicas productivas
del primero con la rusticidad y aclimatacion al estrés de estos Gltimos.

Frente al cambio climético presente en los Gltimos afios, surge la necesidad
de estudiar con mayor profundidad cémo los arboles se adaptan a estas nuevas
condiciones ambientales. Existe poca informacion sobre cémo se modifica la
estructura del arbol para entender los mecanismos que operan frente a los eventos de
falta de agua en el suelo y posterior dafio a los tejidos de conduccién (xilema). Una
forma de conocer méas sobre esta tematica es a través del estudio de variables
funcionales asociadas al abastecimiento de agua al follaje. El estudio de dichas
variables permite comprender como logran los arboles conducir de forma eficiente
el agua desde las raices hasta las hojas y asi maximizar la produccién de biomasa.
De esta manera se puede elegir los mejores clones segln su capacidad de respuesta a
las nuevas condiciones ambientales.

Sin embargo, es fundamental caracterizar el comportamiento de clones
promisorios sin limitantes hidricas ni nutricionales, creciendo en invernaculo. La
informacion generada seré Util para posteriormente analizar los efectos de
diferentes factores ambientales.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Identificar si existen diferencias en cuatro clones de Eucalyptus grandis
(ABH17 y ABH23), E. grandis x tereticornis (GT) y E. grandis x camaldulensis
(GC) en funcion de variables hidrico-funcionales.



1.1.2. Objetivos especificos

1- Estudiar la conductividad hidraulica (kh), hidraulica especifica (ks) y
foliar especifica (kl) en plantas de 18 meses de Eucalyptus grandis, E. grandis x
tereticornis y E. grandis x camaldulensis.

2- Analizar los efectos de la altura (ubicacién en la ortéstica) y orientacion
de ramas (Norte y Sur) en variables funcionales.

3- Estimar el mddulo de elasticidad de pared celular a partir de curvas de
presion-volumen, analizando las diferencias entre clones.

4- Estudiar caracteres anatomicos de la madera (diametro de vasos) y
analizar su relacion con la informacidn provista por las variables hidrico-funcionales.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS DEL GENERO Eucalyptus

El género Eucalyptus cuenta con aproximadamente 700 especies y se
distribuye naturalmente en una amplia region de Oceania, presentando una gran
capacidad adaptativa a diferentes condiciones ambientales (Brussa, 1994). Por esta
razon, las empresas forestales evalian el uso de hibridos interespecificos,
principalmente entre E. grandis y eucaliptos colorados (E. camaldulensis y E.
tereticornis), debido que complementan la aptitud maderable de E. grandis con la
rusticidad de estos ultimos.

Eucalyptus grandis tiene su origen en el continente australiano, esta especie
crece en zonas humedas, templadas y calidas, desde el nivel del mar hasta
aproximadamente 1000 m. Es un arbol con follaje de textura gruesa y corteza caduca,
persistente en la base. Crece en areas con temperaturas maximas entre 24 a 30 °C y
minimas entre 3 a 8 °C. Es una especie con mucha difusion a nivel mundial dada su
conformacion y velocidad de crecimiento (Brussa, 1994).

Eucalyptus tereticornis es natural de Papua-Nueva Guinea y las regiones
aledafias, crece desde el nivel del mar hasta los 1800 m con rango de temperaturas
promedios entre 1 y 36 °C. Presenta una amplia copa, hojas péndulas y corteza
caduca. Se desarrolla en zonas con regimenes pluviométricos muy variables (Brussa,
1994).

Eucalyptus camaldulensis es la especie de mayor distribucion en Australia,
creciendo en un rango de temperatura promedio de 3 a 40 °C y precipitaciones entre
150 y 600 mm anuales. Es un arbol de gran porte con follaje péndulo, corteza caduca
y hojas finas (Brussa, 1994).

2.2. PARAMETROS HIDRICOS

El estudio del estado hidrico brinda informacién acerca de la regulacion del
intercambio gaseoso y de la capacidad de crecimiento de las plantas, especialmente
si se considera el escenario de incremento de la variabilidad climética en la region
(Linderman et al., 2013). Existen parametros fisiologicos, a partir de los cuales es
posible caracterizar el estado hidrico de los tejidos y comprender cémo operan en
conjunto los diferentes mecanismos en respuesta al estreés.



2.2.1. Conductancia estomatica

La apertura estomatica es la forma mas importante de regulacion del estado
hidrico ya que determina la capacidad de intercambio gaseoso de las plantas (ingreso
de CO. Yy salida de vapor de H.0). Se mide mediante la conductancia estomatica (gs)
al vapor de agua o al CO2, y depende directamente de la concentracion de COo,
presién de vapor de agua del aire (Dpv) y de la irradiancia (luz fotosintéticamente
activa, PAR) (Taiz y Zeiger, 2010). Un aumento de gs implica mayor intercambio
gaseoso (fijacion de CO2) pero un aumento también en la transpiracion, por eso es de
gran importancia un equilibrio entre una y otra. En Eucalyptus se reportaron valores
entre 200 y 980 mmol m s, Sin limitaciones hidricas, los valores se encuentran
entre 440 mmol m?s para E. grandis, 500 mmol m?s™ para E. camaldulensis y 740
mmol m? s para E. tereticornis (Whitehead y Beadle, 2004). White et al. (1999)
también midieron conductancias en E. camaldulensis y E. leucoxylon en 3 afios
diferentes y de forma consecutiva. Los autores registraron 278 y 264 mmol m? s*
respectivamente, en condiciones de 480mm de precipitacién promedio anual.

2.2.2. Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua (CRA) representa el contenido hidrico que
posee un tejido respecto a la maxima capacidad en hidratacion completa (turgencia
méaxima). A diferencia del contenido hidrico, el CRA permite comparar el estado
hidrico entre especies, independientemente de las condiciones ambientales del
momento de muestreo.

2.2.3. Potencial hidrico

El potencial hidrico (¥w) expresa el trabajo que se necesita sobre una masa
de agua para llevarla al estado energético de agua libre, y se expresa en unidades de
presién (MPa, Azcon-Bieto y Talon, 2008). La ventaja de este pardmetro, es que
permite predecir el movimiento del agua en el sistema suelo-planta-atmosfera. Se
trata de un parametro muy utilizado en estudios ecofisioldgicos. El agua ingresa a la
planta por un gradiente de Ww entre el suelo y la raiz, hasta que se introduce al
cilindro vascular (ya sea por las vias apoplastica o simplastica). Una vez alli, el
ascenso de la columna es posible gracias a la tension que se genera en las paredes del
mesdfilo y que se trasmite via xilema hasta las raices. La teoria que explica este
movimiento es la teoria coheso-tenso-traspiratoria (Taiz y Zeiger, 2015).

En ausencia de transpiracion, el Ww interno de la planta se equilibra
(desaparece el gradiente interno) y finalmente, se iguala al ¥w del suelo. Este proceso
se produce durante el periodo de oscuridad, es decir, cuando los estomas estan
cerrados. EI ¥w de la planta previo al amanecer se denomina potencial hidrico base
(Wb) y se aproxima al Ww del suelo. Este ultimo es més dificil de medir, y por ello



se usa el Wb como estimador (Franks et al., 2007). El potencial hidrico celular es
afectado por distintos potenciales, los cuales modifican la capacidad de realizar
trabajo del agua. El Pw estd compuesto por el potencial osmaético (W), el potencial
de presion (\Pp), el potencial matrico (¥m), y el potencial gravitacional (¥g).

El Wx toma valores negativos, ya que refleja la capacidad de realizar trabajo
que pierde el agua debido a la concentracién de solutos presentes. En células
plenamente hidratadas el Ww es cercano a 0. Por otro lado, el valor del ¥p hace
referencia a la presion ejercida por la pared celular sobre la vacuola, la cual eleva la
presion del agua en su interior por encima de la presion atmosférica. Asi, el agua
gana capacidad de realizar trabajo y el Wp toma valores mayores a cero. En células
plasmolizadas (turgencia minima) el ¥p es igual a cero. El tnico caso en el cual el
Yp < 0 es en los conductos xilematicos (vasos, traqueidas), ya que en ellos el agua
estd bajo tensidn (presion negativa). Esta caracteristica es fundamental para que
ascienda la columna de agua hasta las hojas (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Los potenciales Ym y Wg solo se consideran en situaciones particulares. Por
ejemplo, el WYm tUnicamente es relevante en tejidos muy secos, porque refleja la
energia que pierde el agua por estar adsorbida en las paredes celulares y
macromoléculas del protoplasto. Generalmente, es muy poca el agua en estas
condiciones y por eso es despreciable para calcular el Ww celular. El potencial
gravitatorio (Wg) esta definido por la altura sobre un punto de referencia, la densidad
del agua y la aceleracion de la gravedad. Asi, un incremento de 10 m de altura
aumenta el potencial 0,1 MPa (Taiz y Zeiger, 2015).

Una forma rapida y sencilla de medir el ¥w es mediante el uso de una
camara de presion (Schélander et al., 1965). Este valor corresponde al ¥w del xilema
y tejidos parenquimaticos, pero es posible estimar el potencial xilematico del tallo si
se sombrean las hojas previamente a la medicion del potencial hidrico de la ramilla.
Asi, se evita que transpiren y su ¥w se equilibra con el potencial hidrico del tallo
(Pwt), el cual tiene relacion directa con la actividad transpiratoria, ya que cuando
ésta aumenta, el Ywt disminuye.

Existe gran variedad de condiciones bajo las cuales puede medirse el ¥Yw.
Ademaés del Wb, el ¥ de mediodia (¥md) es un parametro fisiologico de suma
importancia, ya que las especies lefiosas regulan su actividad transpiratoria en
funcidn del valor minimo que éste tome. En este sentido, los eucaliptos se consideran
anisohidricos (Lewis et al.,, 2011), es decir, especies capaces de transpirar
activamente y por tanto, presentan valores de ¥md sumamente bajos. Se han
reportado valores de -2,0 MPa en plantaciones de E. grandis (Mielke et al., 2000),
pero en otras especies se observaron valores menores a -4,0 MPa (White et al., 2000).



2.2.4. Curvas de presidén-volumen

La curva de presion-volumen representa la relacion entre el contenido de
agua y el potencial hidrico de un tejido. A partir de ellas, pueden obtenerse
parametros tales como el modulo de elasticidad de pared (€), potencial osmético en
turgencia maxima (W7nmax) Y minima (Wno), contenido hidrico relativo en el punto de
maxima turgencia (CRApt), contenido relativo de agua simpléastica (S) y el contenido
relativo de agua liberada en el punto de maxima turgencia (Sppt). EStos parametros
permiten caracterizar las diferentes estrategias que utilizan las plantas frente al déficit
hidrico (Levitt, 1980).

Existen dos métodos para la realizacion de las curvas. EI método de
transpiracion libre (TL) donde el 6rgano a muestrear se seca en condiciones de
laboratorio al aire libre y se registran progresivamente los cambios de peso para
calcular su CRA en funcion del Ww (Hinckley et al., 1980). Otro método de medicién
es a través de la “expresion de savia” (ES) (Cheung et al., 1975). Esta metodologia
implica que el brote pierda agua en funcién de los incrementos de presion que se
realizan con la bomba de Schélander. EI método TL simula mejor la pérdida de agua
en forma natural, mientras que el método ES lo hace de manera forzada. Sin embargo,
este ultimo ofrece algunas ventajas, como por ejemplo, la rapidez de las mediciones.
Los dos procedimientos se diferencian en la forma en que se determina el cambio en
el contenido de agua simplastica entre dos mediciones sucesivas del potencial hidrico
(V) (Corcuera, 2003).

2.2.5. Cavitaciéon, embolia y transpiracién

La cavitacion es la formacion de pequefias burbujas de aire dentro del
liquido que esté sometido a tension. Puede ocurrir por condiciones de déficit hidrico
0 por procesos de congelamiento-descongelamiento. La embolia es el proceso por el
cual el flujo de agua es interrumpido por aire, y ello ocurre por la cavitacion originada
en el xilema debido a la tensidn excesiva durante el proceso transpiratorio (Azcén-
Bieto y Taldn, 2008).

En arboles altos y con alta demanda atmosférica (elevados Dpv), la tension
generada en el xilema puede superar la fuerza de cohesion de las moléculas de agua
y se producen eventos de cavitacién y embolia. Para minimizarlos, las especies
lefiosas regulan su actividad transpiratoria en funcién del potencial hidrico minimo,
por encima del cual opera la apertura de estomas (alta gs) y por debajo del mismo se
cierran los estomas (baja gs). Esta sefal estd modulada por el WYw y por la
conductividad hidraulica del xilema, que responde a la tension excesiva (Tyree y
Ewers 1991, Brodribb et al. 2003, McDowell et al. 2008, Sperry et al. 2016).



La transpiracion es la pérdida de agua de la planta en forma de vapor. La
mayor parte de esta pérdida de agua se da en las hojas por difusién a través de los
estomas. La intensidad del proceso depende de la diferencia del potencial hidrico ¥Yw
entre la planta y el suelo. A nivel de hoja el proceso transpiratorio depende
directamente del gradiente de concentracion de vapor (Cvap) del agua en estado
gaseoso entre la hoja y la atmdsfera y es inversamente proporcional a las resistencias
presentes, como por ejemplo la cuticula, la estomatica y la capa limite. El area foliar
(AF) afecta la transpiracion, ya que a mayor AF, mayor superficie a través de la cual
se pierde agua. Es importante sefialar que por cada molécula de CO que ingresa por
los estomas, difunden 400 moléculas de agua hacia la atmosfera. Por ello, existe una
competencia entre ambos procesos, orientada a maximizar la ganancia de carbono y
minimizar la pérdida de agua (Pallardy 2008, Taiz y Zeiger 2015).

2.2.6. Vulnerabilidad a la cavitacion

La vulnerabilidad a la cavitacion (VC) expresa cuan susceptible es el xilema
a sufrir cavitacion y embolia, y depende mayormente de la estructura xilematica
(tipos de elementos de conduccidn) y densidad de la madera. En angiospermas, el
xilema posee principalmente vasos, los cuales son de mayor didmetro que las
traqueidas, y por tanto, tienen mayor probabilidad de cavitar y embolizarse. Por el
contrario, las gimnospermas presentan traqueidas, que son células mas cortas, de
menor didmetro, y que ademas presentan puntuaciones areoladas. Dichas
caracteristicas reducen la vulnerabilidad a la cavitacion, aunque también aumentan
la resistencia al flujo de agua. No obstante, dentro de ambos grupos de plantas existe
gran variabilidad de respuestas (Pallardy, 2008).

La VC se correlaciona negativamente con la densidad de la madera. Los
elementos de sostén, como las fibras, presentan paredes con alto nivel de
lignificacidn que le aportan mayor rigidez al xilema, y por lo tanto, menor VVC (Hacke
et al., 2001). Es decir, las fibras, son los elementos celulares que contribuyen al
equilibrio necesario para soportar altas tensiones xilematicas, caracteristica muy
importante durante condiciones de activa transpiracion (Jacobsen et al., 2005).

2.3. VARIABLES HIDRICO- FUNCIONALES

2.3.1. Conductividad hidraulica

En lefiosas el agua circula por una extensa red de tejidos y la resistencia que
ofrecen es clave para comprender la dindmica del flujo de agua desde las raices al
follaje. Debido que las mismas son dificiles de medir, a menudo se calcula su inverso,
la conductividad hidraulica (kh). Es una medida de la capacidad que tiene un tejido
para conducir agua, y asi poder mantener la turgencia necesaria para mantener
abiertos los estomas y realizar el intercambio gaseoso (Hubbard et al., 2001).



La conductividad hidraulica se mide bésicamente a traves de dos
metodologias, basadas en el pasaje de agua desde un depoésito ubicado a una altura
conocida. Por cada metro de altura de distancia entre la reserva de agua y la muestra,
se genera una presion de 0,10 MPa (Sperry et al., 1998).

2.3.2. Conductividad hidraulica especifica

Es la conductividad hidraulica ponderada por el area transversal del
elemento conductivo, es una medida de porosidad de la rama. Esta variable nos
permite comparar los valores entre individuos, independientemente de las
dimensiones de la muestra. En E. grandis se han registrado valores de 88 kg m™ MPa-
151, mientras que en E. viminalis de 53 kg.m™ MPa* s™X. Ademas, se reporté para E.
globulus, un valor medio de 35 kg.m™* MPa! s (Barotto et al., 2018). También es
posible calcular la conductividad hidraulica teorica (kt) a partir del didmetro de los
conductos xilematicos, de acuerdo a la ley de Hargen-Poiseuille:

kt = i (di*mp/128nw)

donde, di = diametro del lumen del vaso, p = densidad del agua a 25°C (998 kg m)
y MW = viscosidad del agua (8,9 x 10°1° MPa).

2.3.3. Conductividad hidraulica foliar especifica

Es la conductividad hidraulica ponderada por el area foliar de la rama. Es
una medida atil de la suficiencia hidraulica para suministrar agua a las hojas. Su
principal uso es para calcular los gradientes de presion a lo largo del eje del arbol.
También se puede calcular como el valor de Huber (area de xilema activo / area
foliar) por la conductividad hidraulica especifica. En angiospermas tiende a valores
mas altos que en gimnospermas, esto se debe a que generalmente los vasos de xilema
en angiospermas son mas anchos que las traqueidas de las gimnospermas. Este valor
depende de factores que controlen kh, asi como también de los factores que hagan
variar el area foliar. Se han registrado valores en angiospermas desde 1x10° hasta
1x1072 (kg s*m MPa?) (Cruiziat et al., 2002).

2.3.4. Pérdida porcentual de conductividad hidraulica

La pérdida de conductividad hidraulica (PLC) refleja la vulnerabilidad a la
cavitacion, ya que relaciona la ks nativa de la muestra con la ks méaxima (sin
cavitacion). Se calcula como:

(%) PCL = [l - (kS / kSmaX)] 100



donde, ks = conductividad hidraulica especifica con embolismo nativo,
ksmax = conductividad hidraulica especifica sin embolismo.

2.4. ANATOMIA DE MADERA

El xilema es el principal tejido conductor de agua en plantas vasculares. Es
el encargado del transporte de solutos, cumple funciones de sostén y también en el
almacenamiento de reservas. Es un tejido complejo que posee diferentes tipos de
células, entre ellas las fibras que dan sostén al tejido, las células parenquimaticas que
son las responsables de almacenar nutrientes, y los vasos xilematicos y traqueidas,
que son los elementos de conduccion. En las angiospermas, el xilema es heteroxilado,
a diferencia de las gimnospermas. Por lo tanto, existen diferentes tipos celulares que
afectan la dinamica del agua y de solutos en la madera.

Los vasos y las traqueidas son células alargadas con paredes secundarias
lignificadas y que pierden su protoplasto durante el desarrollo. Se diferencian en que
las traqueidas tienen puntuaciones en las paredes, mientras que los vasos tienen
placas de perforacion, que pueden ser simples, multiples, reticuladas o foraminadas.
El transporte de agua y solutos se da a través de puntuaciones, ubicadas
mayoritariamente en las paredes laterales. Los vasos mas anchos tienen mayor
probabilidad a sufrir cavitacion y embolia. Asimismo, en la bibliografia se reporta
que el parénguima juega un rol importante en la recuperacién post-embolia, ya que
provee los solutos necesarios para generar un gradiente osmotico y permitir que el
agua entre en los vasos cavitados (Esau, 2006).

La conductividad hidraulica especifica (ks) es una medida de la porosidad
del xilema (Tyree y Ewers, 1991), depende de la densidad y tamafio de los vasos. La
eficiencia en la conductividad hidraulica estd mas influenciada por el didmetro de
vasos que por su disposicion en el xilema. Barotto et al. (2016) reportaron que la
distribucién diamétrica de vasos en tres especies de Eucalyptus, no solo se
correlaciona con la ks maxima, sino también con la vulnerabilidad a la cavitacion.

La tendencia general frente al estrés, es evitar la cavitacibn mediante un
incremento de la conductividad hidréulica, pero sin disminuir tension en el xilema.
De esta manera se evita el embolismo y se mantiene el flujo de agua (Meinzer y
McCulloh, 2013). Monteoliva et al. (2016) estudiaron estos atributos en varias
especies y observaron que E. viminalis es mas resistente que E. grandis a la
cavitacion, dado que presenta menor ndmero de vasos, y una mayor cantidad de
traqueidas vasicéntricas y radios parenquimaticos. También contribuyen al proceso
el parénquima axial disperso entre los elementos de conduccion. Estas caracteristicas
hacen posible una mayor eficiencia en la reparacion del embolismo. Ademas, el
parénquima xilematico constituye un reservorio de agua (capacitancia).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. INSTALACION DEL ENSAYO

El ensayo se instal6 en mayo de 2017 en el invernaculo del Depto. de
Biologia Vegetal de Facultad de Agronomia (34° 50°’S, 56° 13°W). Se utilizaron 24
plantas bajo un disefio completamente al azar (DCA), correspondientes a dos clones
de E. grandis (ABH17 y ABH23), un clon de E. grandis x camaldulensis (GC) y otro
de E. grandis x tereticornis (GT). Se utilizaron 4 plantas por clon desde los 15 a los
18 meses de edad, colocadas en macetas de 15 L conteniendo sustrato Carolina
Soils® (mezcla de turba (58%), vermiculita (40%) y trazas de elementos minerales).
Las plantas y los insumos utilizados fueron provistos por la empresa forestal Lumin.

3.2. ESTUDIO DEL ESTADO HIDRICO Y VARIABLES FUNCIONALES

3.2.1. Potencial hidrico

El potencial hidrico se midi6 en cuatro plantas por clon, todas ellas con 18
meses de edad en invierno, entre las 11:30 y 16:00 h en tres brotes por planta. Las
mismas estaban libres de signos de deficiencias nutricionales y ataques de
fitopatogenos. Previamente a las mediciones, se cubrieron las hojas con papel de
aluminio al menos durante las dos horas para equilibrar el potencial hidrico de las
ramillas con el tallo. El valor medido correspondio al potencial hidrico de tallo (‘Pw).
Para las mediciones se utilizd una cdmara de presion, PMS Instrument Corp®,
Corvallis, OR, USA (Schélander et al., 1965).

3.2.2. Curvas presién-volumen

Se elaboraron curvas de presion-volumen a los 15 meses de edad de las
plantas utilizando una metodologia adaptada de Hinckley (1980). Para ello, se
colectaron brotes subapicales (uno por planta) y se colocaron en agua destilada
durante al menos tres horas hasta alcanzar turgencia méxima. Luego se colocaron en
la camara de presion, se realizé un corte en la base, y se incremento6 progresivamente
la presion hasta alcanzar 1,6 MPa. Se utilizé papel de filtro para recoger el agua
expulsada en intervalos de 0,2 MPa. Los mismos se colocaron en placas de Petriy se
pesaron utilizando una balanza analitica de precision (Adventurer®, Ohaus Corp,
USA). Cada curva se construyd con 8 medidas del peso del agua expulsada vs el
reciproco del potencial hidrico de tallo (-1/¥wr).
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En cada una de las curvas se calculé la pendiente que relaciona el cambio
significativo en -1/¥wt entre dos puntos de agua acumulada. La pendiente de este
diferencial se relaciona con el médulo de elasticidad de pared ().

La funcion que se ajusta a los cambios de -1/¥w: en funcién del agua
acumulada es una funcién hipérbolica definida en la siguiente ecuacion

b
f = _—
(X) aer+d

donde, f(x) = reciproco del potencial hidrico, x = mg de agua desplazada.

3.2.3. Conductancia estomatica

La conductancia estomatica (gs) se midio entre las 11:30 y las 14:00 h en
tres hojas subapicales de cada planta a los 18 meses de edad, plenamente iluminadas
y sin signos de deficiencias nutricionales ni ataque de fitopatdgenos. La actividad se
realizé el 10/7/18 y se utilizd un porémetro modelo SC-1 de fase estacionaria
(Decagon Devices, Inc®). Con la informacion se calculd la gs media ajustada por
clon.

3.2.4. Contenido relativo de aqua

El contenido relativo de agua (CRA) se midio a los 18 meses de edad de las
plantas a partir de tres hojas subapicales de cada una. Para ello, se tomé un disco de
2,49 cm? por hoja y se pesaron para calcular su peso fresco. Luego se colocaron en
placas de Petri conteniendo agua destilada durante 72 h para obtener el peso turgente
(turgencia méxima). Mas tarde se secaron en estufa a 60 °C durante ocho horas y se
pesaron para obtener el peso seco. Se utilizé una balanza analitica de precision (mg)
modelo Adventurer® (Ohaus Corp, USA). EI CRA se calcul6 como:

CRA = [(peso fresco - peso seco) / (peso turgente - peso seco)] 100

3.2.5. Conductividad hidraulica

Para cuantificar la conductividad hidraulica, se construy6 un conductimetro
basado en la metodologia propuesta por Sperry et al. (1988). Se cortaron 4 ramas por
planta: dos ramas basales y dos subapicales, cubriendo dos orientaciones (norte y
sur). En total se trabaj6 en 16 plantas y se cortaron 64 ramas, todas a los 18 meses de
edad. Las muestras se colectaron desde el mediodia hasta las 17:00 h el dia 10 de
julio. Cada rama se cortd dentro de una bandeja con agua destilada para minimizar
la induccion de embolismo. Se calculd la conductividad hidraulica (kh) y luego se
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removieron los embolismos nativos mediante perfusion con una jeringa de 60 mL,
generando 0,1 MPa de presién (Fernandez y Gyenge, 2010). En cada caso se midio
el area transversal de cada ramilla y el area de xilema activo a partir de tincién con
una solucién de safranina 0,5% en agua.

Se calcularon:

Conductividad hidraulica (kh) = QI / AP [kg s*m MPa]

donde, Q = volumen de agua que atraviesa la muestra por unidad de tiempo, | =
longitud del segmento de tallo, AP = diferencia de potencial entre los extremos.

Conductividad hidraulica especifica (ks) = QI / As AP [kg s*m MPa]

donde, Q = volumen de agua por unidad de tiempo que atraviesa la muestra, | =
longitud del segmento, AP es la diferencia de potencial de presion entre los extremos
y As = area transversal del xilema activo.

Conductividad hidréaulica foliar especifica (k) = QI / AFAP [kg s m MPa]

donde, Q = volumen de agua por unidad de tiempo que pasa a través de la muestra, |
= longitud del segmento, AP es la diferencia de potencial de presion entre los
extremos y AF = area foliar de la ramilla.

Pérdida porcentual de conductividad hidrauica (PLC)
(%) PLC =[1 - (ks / ksmax)] 100

donde, ks = conductividad hidraulica especifica con embolismo nativo,
ksmax = conductividad hidraulica especifica sin embolismo.

3.2.6. Area foliar

Se midi6 el area foliar de cada ramilla colectada para conductividad
hidraulica. Con la informacion se calcul6 la conductividad foliar especifica (kl). Se
midio el &rea foliar de todas las hojas de cada ramilla a partir de imagenes de escaner
(modelo Epson Stylus TX 125®) procesadas con el programa de libre acceso
ImageJ® (Guerrero et al., 2012).

3.2.7. Anatomia de madera

En todas las ramillas que se usaron para calcular las conductividades, se
perfusiond con jeringa de 60 mL una solucién de safranina al 0,5%. El objetivo fue
resaltar los vasos xilematicos entre los demaés tipos celulares (Taneda y Sperry,
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2008). Se realizaron cortes a mano (2 mm de espesor) perpendiculares al eje de la
ramilla con hojas Gillette®. Con una cdmara digital modelo Dino Eye 2.0® acoplada
a un microscopio éptico Nikon E100®, se obtuvieron microfotografias 10x. Para el
estudio de los vasos se delimitaron campos de 0,102 mm?en cada cuadrante de la
seccion transversal de rama. Se calculd el diametro de vasos con el software
DinoCapture® version 1.5.27.A (Electronic Corp).

3.3. ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1. Andlisis de varianza

Para analizar las variables de conductividades hidraulicas y diametro de
vaso de xilema se utilizaron arreglos factoriales bajo un modelo lineal general. Los
tratamientos quedaron definidos por la interaccién de los diferentes niveles de cada
uno de los factores (genotipo, orientacion y posicion).

Una vez verificados los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza, se procedio a hacer un ANOVA para determinar el efecto significativo de
cada fuente de variacion. A posteriori se realizaron los contrastes ortogonales para
establecer las diferencias entre tratamientos de cada fuente de variacion. Para ajustar
los modelos lineales y para realizar los andlisis de varianza se utilizaron las funciones
Im y anova del paquete stats del software libre R (R Core Team, 2017). Los contrastes
ortogonales se realizaron con el paquete de R emmeans (Russell, 2018).

El modelo utilizado fue el siguiente:

Yijk=p+oi+ Bj + vt (af)ij + (ay)ik + (By)jk + (apy)ijk + €ijk donde,
Yijkes la variable de respuesta (las k y didmetro)

u es la media general del modelo

ai es el efecto del i-ésimo genotipo (ABH17 GC, GT, ABH23)

Bj es el efecto del j-esimo nivel de orientacion (norte y sur)

vk es el efecto del k- ésimo nivel posicion (arriba y abajo)

(ap)ij es la interaccion entre el i-ésimo nivel de a y el j-€ésimo nivel de 3

(ay)ik es la interaccion entre el i-ésimo nivel de a y el k-€simo nivel de y

(By)jk es la interaccion entre el j-¢simo nivel de 8 y el k-ésimo nivel de y
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(ofy)ijk es la interaccion entre el i-ésimo nivel de o, el j-ésimo nivel de B y el
k-ésimo nivel de y.

3.3.2. Modelo regresion

Para modelar la relacion entre el contenido relativo de agua y el potencial
hidrico en cada uno de los genotipos, se ajustd un modelo de regresion lineal. Lo
mismo se realiz6 para ver la relacién entre contenido relativo de agua y conductancia
estomatica. Estas regresiones se realizaron con la funcién Im del paquete stats del
software libre R (R Core Team, 2017).

Para modelar la relacion entre el reciproco del potencial hidrico y el peso
acumulado de agua (mg) se utilizé un método de minimos cuadrados mediante la
interaccion numerica de Gauss- Newton. Este ajuste se realizo con el software Origin
2019b (Origin Lab Corporation) y fue implementado en software libre R mediante la
funcién nls del paquete stats (R Core Team, 2017).



15

4. RESULTADOS

4.1. ESTADO HIDRICO

4.1.1. Potencial hidrico, conductancia estomética y contenido relativo de agua

Al analizar las variables individualmente, el potencial hidrico, conductancia
estomaética y el contenido relativo de agua fue similar para todos los clones (p<0,05).
Se observo una correlacion lineal directa entre la conductancia estomatica (gs) v el
potencial hidrico de tallo (Wwt), es decir, a medida que el Wwt desciende, la gs
disminuye. Esta tendencia fue observada en todos los clones (ABH17, ABH23, GC
y GT) (Figura 1).
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En cada grafico se indica la media general ajustada para todos los clones (linea punteada)
con la media ajustada de cada clon (linea continua)

Figura 1. Variacion de la conductancia estomatica (gs) en funcion del
potencial hidrico (Ww) para los clones ABH17 (A), ABH23 (B), GC (C) y
GT (D).



mostré

16

El contenido relativo de agua en funcién del potencial hidrico, no
correlacion lineal para los clones ABH23 y GC, dado su bajo R2 Sin

embargo, si para los clones ABH23 y GC (Figura 2).
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En cada gréfico se indica la media general ajustada para todos los clones (linea
punteada) y la media ajustada para cada clon (linea continua)

Figura 2. Variacién del contenido relativo de agua (CRA) en funcion del
potencial hidrico (Wwt) para los clones ABH17 (A), ABH23 (B), GC (C) y

GT (D).

4.1.2. Curvas presiéon volumen

Los datos obtenidos permitieron ajustar una hipérbole segun el modelo:

b
f = —
(x) a+X+d

Este modelo permite calcular en cada punto de la grafica, su valor

correspondiente al reciproco del potencial hidrico [f (x)] y el peso acumulado del
agua desplazado (x). En cada curva se calculé la pendiente que relaciona el cambio
significativo de -1/%w: entre dos puntos de agua acumulada. Si bien se ajusté la
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funcion para cada clon, el valor de € se estimé entre 10 y 20 mg de agua acumulada,
ya que en dicho rango se observé un mayor ajuste a la funcién hiperbélica. El clon
GC mostr6 el menor promedio (0,019 MPa mg H.0™Y) y, por lo tanto, menor
pendiente entre 10 y 20 mg de agua. , Los demas clones no presentaron diferencias
entre si (p<0.05) y el valor de ¢ estimado fue 0,03 MPa mg H20* (Figura 3).
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Figura 3. Curvas presion-volumen, reciproco del potencial hidrico
(-1/¥wy) en funcién del peso de agua acumulado (mg) para los clones
ABH17 (A), ABH23 (B), GC (C) y GT (D).

4.2. CONDUCTIVIDAD HIDRAULICA
La conductividad hidraulica vario entre clones (p<0,05) y no se observaron
efectos de la altura y orientacion de rama. A continuacion, se muestra los resultados

para las variables conductividad hidraulica especifica y foliar especifica.

4.2.1. Conductividad hidraulica especifica vy foliar especifica

La conductividad hidraulica especifica (ks) presento diferencias
significativas (p<0.05) entre clones, siendo GC el genotipo con mayor promedio
(2,09 £ 0,20). Por otra parte, el clon ABH17 presento el valor minimo promedio
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(1,35 £ 0,19), mientras que luego de desembolizar (ksmax), solo el clon GC fue
diferente al resto ya que mostro el promedio méaximo (3,94 £ 0,28) (Cuadro 1).

En la conductividad hidraulica foliar especifica (kl), el clon GC mostro
diferencias (p<0.05) con respecto a los demas genotipos, tanto para la kl como la
conductividad sin embolia (klmax), dando un valor de 3,51 + 0,28 x 10*y 7,63 + 0,54
x 10 respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Conductividad hidraulica especifica, foliar especifica y didametro de
vasos xilematicos para los clones ABH17, ABH23, GC, GT.

clon ks KSmax kI Klmax' didmetro
ABH17 1,35a 2,43 a 1,98 a 3,68 a 0,033 a
ABH23 1,65 ab 2,65a 1,89 a 3,02 a 0,035a

GC 2,09 b 3,94 b 3,51b 7,63 b 0,040 b

GT 1,95 ab 2,86 a 2,47 a 3,96 a 0,034 a

+ Expresado en x10*; ks: conductividad hidraulica especifica (kg m*MPa?s?), kI:
(kg m* MPa? s1) conductividad hidraulica especifica foliar, diametro: diametro de
rama (mm); letras diferentes indican diferencias significativas para p<0,05

Con los datos de las medias ajustadas de ks y ksmax Se estimd la pérdida
porcentual de conductividad hidraulica (PLC). EI mayor PLC lo mostro GC (47%) y
el menor lo presentd GT (32%), los otros dos clones mostraron un comportamiento
intermedio (38% y 45%, para ABH23 y ABH17 respectivamente).

4.2.2. Didmetro de vasos xilemaéticos

Se calculo un didmetro medio de vasos para cada clon. Los datos revelaron
un mayor tamafo (p<0.05) en el clon GC, con un valor promedio de 0,04 = 0,001
mm (Cuadro 1).



Figura 4. Corte transversal de ramas, microfotografias (10x) obtenidas en
los clones ABH17 (A), ABH23 (B), GC (C) y GT (D).
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5. DISCUSION
5.1. ESTADO HIDRICO

La informacion generada por los parametros fisiologicos que se estudiaron,
permitio caracterizar el comportamiento de los clones, los datos sugieren diferencias
en la regulacién del estado hidrico entre los diferentes genotipos. Dichas diferencias
surgen de la relacién de la conductancia estomatica (gs) y del contenido relativo de
agua (CRA) con el potencial hidrico del tallo (Wwy), el cual refleja la actividad
transpiratoria de la planta.

5.1.1. Potencial hidrico y apertura estomatica

Por un lado, existi6 correlacién positiva entre gs y el potencial hidrico de
tallo en todos los clones (Figura 1), lo cual es consistente con lo reportado por
Brodribb et al. (2003) para diversas lefiosas. El hibrido GC mostré mayor variacion
de la conductancia estomatica en funcion del potencial hidrico del tallo, y por lo
tanto, registré6 mayor gs a valores mas negativos de Ww:. Bourne et al. (2017)
observaron que las especies originarias de zonas himedas (como por ejemplo E.
camaldulensis) tienden a presentar una gs maxima mayor y una gs minima menor
que los eucaliptos provenientes de regiones mas aridas. Ademas, las primeras
muestran una mayor caida de gs ante una pequefia disminucion del ¥wt y por ende,
una mayor actividad transpiratoria. Le Roux et al. (1996) observaron mayor actividad
transpiratoria en hibridos GC respecto a E. grandis puros. En el presente trabajo este
comportamiento fue mas evidente en el clon GC, aunque también se observo en GT.

En lefiosas existe una compleja coordinacion entre el potencial hidrico de
tallo y el foliar, de manera tal que existe un valor umbral por debajo del cual se reduce
drasticamente la conductancia estomatica para evitar dafios por cavitacion y embolia
(Delzén y Cochard 2014, Nolf et al. 2015, Bartlett et al. 2016). Probablemente, GC
present6 una mayor actividad transpiratoria, inferida a partir del dato de conductancia
a bajos valores de potencial hidrico de tallo.

5.1.2. Contenido relativo de agua

El CRA no vari6 entre clones, sin embargo, la correlacion con el potencial
hidrico de tallo no fue igual en todos los genotipos. ABH17 y GT mostraron una
regresion lineal directa. No se observo dicha relacion para los genotipos ABH23
(0,31 R?) y GC (0,35 R?), aunque probablemente posean mecanismos que le permiten
mantener valores mayores de CRA a bajo Ww; (Figura 2), como por ejemplo, la
capacidad de ajuste osmdtico, elastico o hidraulico.
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5.1.3. Curvas de presion-volumen

La metodologia aplicada para la elaboracion de las curvas permite calcular
el punto exacto de plasmdlisis incipiente a partir de parametros de la funcién ajustada
(hiperbolica), en lugar de hacer una estimacion en base a la extrapolacion tedrica que
se propone en la bibliografia. Esto permite conocer el potencial hidrico en este punto,
sin la necesidad de una funcion accesoria (Figura 3). Por lo tanto, se puede obtener
el médulo de elasticidad () real a partir de modelos matematicos. Sin embargo, en
este trabajo se ajusté la funcion para cada clon pero el valor de € se estimo a partir de
la pendiente de cada grafico.

Los valores de modulo de elasticidad de pared fueron mas bajos en el clon
GC. White et al. (2000) midieron el médulo de elasticidad en E. saligna, E. platypus,
E. leucoxylony E. camaldulensis, dando este ultimo los mayores valores de &, aunque
menores que E. leucoxylon. La informacion aportada por el célculo de la pendiente y
de la bibliografia sugiere que el clon GC, presenta paredes mas elasticas que
acompafian en mayor medida la pérdida de agua celular por la disminucion del
contenido relativo de agua.

5.2. CONDUCTIVIDAD HIDRAULICA

La capacidad de abastecimiento de agua al follaje es expresada por la
conductividad hidréaulica foliar especifica (kl). En este trabajo, dicho valor varié
unicamente en funcion del clon y no se observaron efectos de la orientacion (norte y
sur) ni de la altura de ramas. Inicialmente se planted analizar el efecto de estos dos
factores, de acuerdo a lo sugerido en la bibliografia. Sin embargo, al tratarse de
plantas de bajo porte (menor a dos metros de altura) y en condiciones de invernaculo,
es esperable que no existan dichos efectos.

Se observo efecto del clon en ki, explicado por un mayor valor promedio
del clon GC. Los valores fueron 3,51 + 0,28 kg m* MPats?y 7,63 + 0,53 kg m™
MPa? s, con y sin embolismo respectivamente. Los demas genotipos presentaron
promedios similares entre si. Si bien las mediciones se realizaron en dias de invierno
con bajo DPV y alta humedad relativa, todos los clones duplicaron su Kl luego de la
eliminacion del embolismo (perfusion de las ramillas) y ello revela una importante
actividad transpiratoria. En arboles creciendo a campo, Whitehead y Beadle (2004)
reportaron una mayor exploracion radical de E. camaldulensis que incrementa kh en
tallo y rama. Quizas, los hibridos con esta especie expresen dicha capacidad, pero en
el presente estudio se trabajo en macetas y la capacidad de exploracion de las raices
estuvo limitada.
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En lefiosas existe una relacién lineal directa entre gs y kl, de manera tal que
una reduccion de kl induce el cierre estomatico (Hubbard et al., 2001). Es esperable
que el clon que presente mayor kl, muestre mayor gs. Sin embargo, en este estudio
no se encontré una correlacion entre estos parametros, probablemente por la
metodologia de medicidn utilizada.

Por otro lado, la pérdida porcentual de conductividad hidraulica (PLC) del
clon GC fue 3% mayor que ABH17, 10% que ABH23 y 15% que el hibrido GT. Esta
informacion es consistente con el mayor didmetro de vaso observado en GC (0,04 +
0,001 mm). Generalmente, un mayor diametro de vaso promueve un aumento de PLC
(Monteoliva et al., 2015). Sin embargo, si se hubieran medido otras variables
anatomicas, como por ejemplo, densidad de vasos, grosor de pared celular, densidad
de fibras y proporcion de parénquima, se podria conocer el efecto del didmetro de
vaso sobre la vulnerabilidad a la cavitacion.

A partir de la informacion generada en el trabajo, puede inferirse que GC
presentaria mayor tolerancia a situaciones de déficit hidrico, principalmente, por su
mayor conductividad hidraulica y por los mecanismos de reparacion de embolismos.
Si bien es escasa la informacion sobre hibridos interespecificos, es esperable que los
hibridos entre E. grandis (especie muy vulnerable a la cavitacion, Monteoliva et al.,
2015) y E. camaldulensis (mas resistente, Whitehead y Beadle, 2004) presenten el
comportamiento mencionado anteriormente.

Un hibrido como el GC, podria ser apropiado para plantaciones en sitios sin
limitantes hidricas ya que al presentar una mayor kh favorece el incremento de gs, y
por lo tanto, una mayor actividad fotosintética y generacion de biomasa. No obstante,
se ha observado que E. camaldulensis posee mecanismos que permiten sostener alta
kh en condiciones de déficit hidrico, particularmente por el incremento de kh en raiz
debido al aumento en la expresion de acuoporinas (Tsuchihira et al., 2010).
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6. CONCLUSIONES

Se observaron diferencias genotipicas en variables hidrico-funcionales, pero
no en los parametros de estado hidrico.

El clon GC presentd mayor capacidad de abastecimiento de agua al follaje
(kl), asociado a una mayor actividad transpiratoria. La conductividad
hidraulica en ramas no fue afectada por la altura ni por la orientacion de las
mismas.

El mddulo de elasticidad de pared (estimado) fue mayor en el clon GC, y por
lo tanto presentd paredes mas elasticas.

El hibrido GC presentdé mayor diametro de vasos xilematicos, lo cual
promovié mayor conductividad hidrdulica en el tallo y se asocié a una mayor
vulnerabilidad a la cavitacion (PLC).
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7. RESUMEN

En Uruguay se evalla la forestacion con clones hibridos entre Eucalyptus grandis y
eucaliptos colorados. El objetivo general del trabajo fue estudiar propiedades hidrico-
funcionales en clones de E. grandis (ABH17 y ABH23), E. grandis x tereticornis
(GT) y E. grandis x camaldulensis (GC) creciendo en invernaculo. En mayo/2017
se instalé un ensayo en Facultad de Agronomia (34° 50°S, 56° 13°W) con 24 plantas
(seis por clon) aleatoriamente distribuidas. A los 18 meses de edad se seleccionaron
tres ramas en cuatro plantas por clon y se midieron potencial hidrico de tallo (Ywy),
conductancia estomatica (gs), contenido relativo de agua en hoja (CRA) y
conductividad hidréulica (especifica, ks; foliar especifica, kl), analizando los efectos
de la altura y la orientacion (norte y sur) de rama. También se calculé la
vulnerabilidad a la cavitacion de cada rama mediante la pérdida porcentual de
conductividad hidraulica (PLC) y se midio el didmetro de vasos Xxilematicos.
Ademas, se elaboraron curvas de presidon-volumen en seis plantas por clon) y se
calcul6 el modulo de elasticidad de la pared celular (g). Los valores de Wt, gs, CRA
no variaron entre clones (p<0,05). Sin embargo, GC mostré mayor variacion de la
apertura estomatica (gs) en funcion del Ww, principalmente por su mayor actividad
transpiratoria. En ABH17 y GT se observo asociacion lineal entre CRA y Ywy,
mientras que en los otros clones la relacion no fue clara (bajo R?). GC presentd
paredes celulares mas flexibles (bajo €), lo cual refleja mayor adaptacion de sus
células a la pérdida de agua. La conductividad hidraulica varié entre clones y no fue
afectada por altura ni orientacion de rama. La eliminacion del embolismo (por
perfusion de aire) duplico la capacidad de abastecer agua al follaje (kl) y GC presentd
el mayor promedio (3,51 + 0,28 kg m MPas'y 7,63 + 0,53 kg m™* MPa's?, con
y sin embolismo respectivamente). Ademas, este clon presenté mayor didmetro de
vasos (0,04 £ 0,001 mm) y vulnerabilidad a la cavitacion (alto PLC), lo cual reflejo
su mayor actividad transpiratoria. Los elevados valores de kh de GC favorecieron un
mayor intercambio gaseoso (menor control estomatico), y a pesar de su alta
vulnerabilidad a la cavitacion, es posible que presente mecanismos compensatorios
en la reparacion del embolismo.

Palabras clave: Conductividad hidraulica; Curvas presion-volumen; Eucalyptus;
Transpiracion; Vasos xilematicos.
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8. SUMMARY

In Uruguay, afforestation with clonal hybrids between E. grandis and Red Gum is
evaluated. The main objective of this work was to study hydraulic properties in
clones of E. grandis (ABH17 and ABH23), E. grandis x tereticornis (GT) and E.
grandis x camaldulensis (GC), grown under greenhouse conditions. In May/2017, a
complete randomized experiment was conducted at Agronomy Faculty (34° 50°S,
56° 13°W) with six plants of each clone. At the age of 18 months, three branches of
four plants per clone were selected to measure stem water potential (‘Wwst), stomatal
conductance (gs), leaf relative water content (RWC) and hydraulic conductivity
(specific, ks; leaf specific, kl). The effect of branch height and orientation (north vs
south-pointing branches) was also evaluated. Vulnerability to cavitation was
calculated as the percentage loss of conductivity (PLC) and vessel diameter was
measured. Pressure-volume curves were constructed from foliage samples of four
plants per clone, and the elastic modulus of cell walls (&) was calculated. No clonal
difference was found (p<0,05) in Wwst, gs, and RWC. However, GC clone exhibited
a higher variation of stomatal opening (gs) as a function of Wws;, mainly due to its
elevated transpiration activity. ABH17 and GT showed a linear relationship between
RWC and Wws, unlike the other clones. GC had higher cell-wall flexibility (lower
€), which implies a better adaptation to cell-water loss. Hydraulic conductivity varied
among clones, and it was not influenced by branch height and orientation. Embolism
repair (by air perfusion) duplicated water supply to foliage, with GC averaging a
higher value (3.51 + 0.28 kg m*MPa's?tand 7.63 + 0.53 kg m* MPas, with and
without embolism respectively). This clone showed the highest vessel diameter (0.04
+ 0.001 mm), and it was also more vulnerable to cavitation (elevated PLC), which
reflected its higher transpiration activity. The higher kl of GC enhanced gas exchange
(lower stomatal control), and besides it was more vulnerable to cavitation, it probably
had compensatory mechanisms of embolism repair.

Keywords: Hydraulic conductivity; Pressure-volume curves; Eucalyptus,
Transpiration; Xylem vessels.
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