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1. INTRODUCCION

En Uruguay la superficie forestada es de aproximadamente 1,5 millones
de hectareas, lo que representa un 8,6 % del territorio nacional. De la anterior
superficie forestal, el 50,9 % (766.000 ha) corresponden a plantaciones
comerciales (FAO, 2007). Entre las especies de latifoliadas introducidas,
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden se destaca tanto por su buena conformacién
como por su velocidad de crecimiento, o que explica su amplia difusibn como
especie cultivada con fines industriales. Asimismo, es una de las especies mas
utilizadas a nivel local (MGAP. DGF, 2013).

A nivel mundial, las plantaciones con hibridos interespecificos de
Eucalyptus spp. se realizan desde hace décadas para utilizar la
complementariedad entre especies y el vigor hibrido (Assis y Mafia, 2007). Asi,
surgieron plantaciones clonales con hibridos interespecificos en el Uruguay. Sin
embargo, es necesario evaluar la performance de estos genotipos en
condiciones locales, como asi también, caracterizarlas en funciéon de
parametros fisiologicos relacionados con el crecimiento y la eficiencia en el uso
de recursos. El objetivo del presente trabajo fue analizar el curso del estado
hidrico, eficiencia en el uso del agua y crecimiento en cuatro clones
promisorios. La informacién generada sera util para la seleccion de genotipos
mejor adaptados a nuestras condiciones de produccion.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Conocer la dinamica estacional del estado hidrico y crecimiento en un
ensayo clonal de Eucalyptus grandis e hibridos en Tacuarembo.

1.1.2. Objetivos especificos

a) Analizar el curso estacional del potencial hidrico foliar (Ww) y
variables dasométricas (altura y diametro) en clones de Eucalyptus grandis (G),
E. grandis x E. camaldulensis (GC), E. grandis x E. treticornis (GT), E. grandis x
E. urophylla (GU).

b) Conocer la evolucion estacional de la actividad transpiratoria, inferida
mediante el gradiente de potencial hidrico (AWYw = Wbase - Wmediodia) en los
distintos clones.



c) Estimar la eficiencia en el uso del agua (EUA) mediante dos
metodologias, EUA instantanea y EUA integrada.

d) Estudiar la anatomia y distribucién estomatica en los distintos
genotipos y su relacién con variables hidricas y fotosintéticas.

e) ldentificar mecanismos de respuesta al estrés hidrico (ajuste
osmotico) en estos genotipos.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE Eucalyptus spp.

El género Eucalyptus spp. descripto por primera vez por Charles Louis
L'Heritier pertenece a la familia Myrtaceae subfamilia Leptospermoideae, e
incluye aproximadamente 600 especies originarias de Australia e islas vecinas
(Pryor, 1976, 1981). Eucalyptus grandis (“rose gum”, “flooded gum”, “eucalipto
rosado”) tiene una amplia distribucidn natural dentro del continente australiano
localizandose en areas disyuntas del Norte y centro del continente hasta el Sur
costero (entre los 16° S y los 33° S). Presenta heterogeneidad en las
condiciones climaticas en las cuales se desarrolla, altitudes hasta los 1100 m,
clima templado al Sur, tropical al Norte con temperaturas maximas promedio
entre 24 °C y 32 °C y minimas promedio entre 3 °C y 17 °C (Hall et al. 1963,
Boland et al. 1980, Jacobs 1981). En Uruguay se difundié en la década del '60
luego de la introduccion de huertos semilleros sudafricanos (Brussa, 1994).
Actualmente es una de las especies mas utilizadas en Uruguay, debido a su
versatilidad, forma y por su rapida tasa de crecimiento con fines energéticos y
estructurales, ocupando una superficie de 247.499 ha (MGAP. DGF, 2013).

Eucalyptus camaldulensis (“eucalipto colorado” “river red gum”) es la
especie de mayor amplitud en su area de distribucién natural en el continente
australiano (entre los 12° 30" S y los 38° S). Habita diferentes ecotipos desde
calidos a templados con diferentes comportamientos y adaptaciones,
soportando tanto las sequias, inundaciones peridédicas, como heladas. Se
localiza desde el nivel del mar hasta los 700 m, en un rango de temperaturas
promedio entre 3 °C y 40 °C (Hall et al. 1963, Boland et al. 1980). Se considera
una de las primeras especies del género plantada fuera de su habitat natural
(Jacobs, 1981). En nuestro pais se planta desde 1860 incentivada por su
adaptabilidad. Su desarrollo se vinculé a la complementacion de la produccién
ganadera en las formaciones de “islas” de eucaliptos colorados, brindando
servicios de proteccidbn como, cortinas corta vientos, sombra, y abrigo a los
animales (Brussa 1994, Pou 2016).

Esta especie esta asociada a Eucalyptus tereticornis (“forest red gum”
“eucalipto colorado”), la cual es originaria de la isla Papua-Nueva Guinea y
region Norte, centro-Este y Sur de Australia. Sin embargo, también se
encuentra en zonas costeras y continentales (6° y 38° S), con clima variable
desde, tropical al Norte a templado-frio al Sur, con rangos de temperaturas
promedio entre 1 °C a 36 °C y altitudes hasta los 1000 m en Australia y los 1800
m en Papua-Nueva Guinea (Poynton 1979, Boland et al. 1980, Jacobs 1981).
Las dos especies se utilizan para construcciones rurales como, mangas,
embarcaderos, postes, piques, durmientes, pisos, carpinteria y combustible.



Son menos valoradas con destino a la produccién de pulpa de celulosa, debido
a su coloracion (JICA 1991, Brussa 1994).

Eucalyptus urophylla (eucalipto, anpupu, “timor mountain gum”), es una
de las pocas especies del género que no es originario del continente
australiano. Forma masas boscosas en islas de indonesia (8° 30y 10° S), entre
los 350 m y 3000 m de altitud con clima tropical variable segun la altitud, con
registros de temperaturas promedio entre 17 °C y 29 °C (Turnbull et al., 1978).
En Uruguay es una especie de menor importancia con pocas plantaciones para
evaluaciones de comportamiento, con aptitudes para la construccion,
carpinteria, combustible y pulpa de celulosa (Brussa, 1994).

Dentro del género Eucalyptus spp. existe una considerable divergencia
genética y de procedencias, asociadas a la manifestacion de ciertos caracteres
que estimulan la realizacion de programas de hibridacion (Davidson, 1973). La
hibridacion entre especies distintas y posteriores selecciones clonales de los
individuos superiores en las progenies, han sido practicas habituales del
mejoramiento genético en Eucalyptus spp. (Assis, 1986). Los hibridos son
consecuencia de cruzamientos naturales o artificiales entre genotipos
diferentes, entre especies o entre procedencias bien diferentes dentro de las
especies (Zobel et al. 1987, Zobel y Talbert 1992).

La hibridacion interespecifica es la forma mas rapida y eficiente de
obtencion de ganancias genéticas en la mejora de especies de Eucalyptus spp.
La busqueda de complementariedad en las caracteristicas tecnoldgicas de la
madera, en la tolerancia al estrés bidtico y abidtico, asi como la manifestacion
de heterosis, constituyen los principales caminos para producir individuos
superiores en crecimiento, adaptacion y calidad de la madera (Van Wyk et al.,
1989). Como las progenies hibridas normalmente son heterogéneas, los
meétodos de clonacion son necesarios para permitir la captura y multiplicacion
de individuos superiores obtenidos en los cruces hibridos (Assis, 2014).

2.2. CARACTERIZACION CLIMATICA DE LA REGION

En la produccién de cultivos, los factores climaticos tales como la
intensidad de radiacién solar, humedad relativa, temperatura, precipitaciones y
velocidad del viento, tienen efectos significativos en sus rendimientos (Corsi et
al. 1994, Staduto 2012). En el Uruguay la ausencia de sistemas orograficos
importantes contribuye a que las variaciones espaciales de gran parte de las
variables climaticas sean relativamente de poca magnitud (Castafio et al.,
2011). La temperatura media anual en Uruguay es de 17,7 °C, variando desde
19,8 °C en la zona Noroeste, hasta 16,6 °C en la costa Sur del pais. La region
de estudio (Tacuarembd) presenta una isoterma de 18 °C. Los valores medios



de precipitacion acumulada anual sobre el pais se situan entre 1200 y 1600
milimetros (mm) con los menores valores situados al Suroeste y los maximos al
Noreste, con una isoyeta de 1400 mm para Tacuarembo. El gradiente por lo
tanto es incremental de Suroeste a Noreste (Castafio et al., 2011).

La humedad relativa del aire promedio en el pais presenta una variacion
espacial con una tendencia creciente en direccion Noroeste - Sureste. Los
valores de humedad relativa media anual se situan entre 70 y 78 % con los
mayores valores situados al Sureste y los minimos al Noroeste. La isbhuma
para la region de Tacuarembd se situa en 74 %. Considerando el
comportamiento histérico se destaca una baja variabilidad interanual
registrandose los menores valores durante el verano (65-75%, siendo enero el
mes mas seco), los maximos valores durante el invierno (76-80%, julio el mes
mas humedo) y los valores intermedios en primavera y otofio (72-78%, Castano
et al.,, 2011). A nivel diario, los maximos se registran durante la madrugada
(90%) y los minimos luego del mediodia (45%, MDN. DNM, s.f.). La radiacién
solar neta es el resultado del intercambio de radiacién de onda larga y onda
corta que recibe, emite y refleja una superficie. En el Norte del Uruguay esta
comprendida entre 4,4 y 4,6 kW h-' m=2 (Abal, 2010).

La evapotranspiracion (ET) es la combinacion de dos procesos
separados por los que el agua se pierde a través de la superficie del suelo, por
evaporacion y por otra parte mediante transpiracion del cultivo (Penman 1948,
Allen et al. 2006). La evaporacién y la transpiraciéon ocurren simultdneamente y
no hay una manera sencilla de distinguir entre estos dos procesos (Allen et al.,
2006). La evaporacién es el proceso por el cual el agua liquida se convierte en
vapor de agua (vaporizacion) y se retira de la superficie evaporante (remocion
de vapor). El agua se evapora de una variedad de superficies, tales como lagos,
rios, caminos, suelos y la vegetacion mojada. La transpiracion consiste en la
vaporizacion del agua liquida contenida en los tejidos de la planta y su posterior
remocioén hacia la atmésfera (Allen et al., 2006).

La evapotranspiracion potencial (ETP) es la maxima capacidad de agua
que puede evaporarse desde un suelo cubierto de vegetacion, con desarrollo
optimo y sin limitaciones hidricas, en el caso de la evapotranspiracion real es la
cantidad de agua perdida en funcion de las condiciones atmosféricas, contenido
de agua del suelo y caracteristicas de la vegetacion (Rivas, 2004). Los valores
medios de evapotranspiracion acumulada anual para Uruguay, estimada por el
método de Penman-Monteith, se sitian entre 1000 y 1200 milimetros (mm), con
los menores valores situados al Sureste y los maximos al Noroeste del pais. El
gradiente por lo tanto es incremental de Sureste a Noroeste. Para la region de
Tacuarembo la isolinea de evapotranspiracion es de 1000 mm (Castafo et al.,
2011). La evapotranspiracion presenta un claro comportamiento estacional con



valores mas altos durante el verano (160-185 mm/mes), seguido de la
primavera (95-105 mm/mes), el otofio (65-80 mm/mes) y el invierno con 25-35
mm/mes (Castaro et al., 2011).

2.3. RELACIONES HIDRICAS DEL VEGETAL

El agua es uno de los factores ambientales mas importantes que limita
la supervivencia, crecimiento y productividad vegetal, tanto en la agricultura
como en ecosistemas naturales (Schulze et al. 1987, Wullschleger et al. 2002,
Nemani 2003, Azcon-Bieto y Talon 2008, Taiz y Zeiger 2010). Su baja
disponibilidad, tanto en la atmdsfera como en el suelo, se identifica como uno
de los factores que en mayor medida restringe la productividad de los bosques
plantados de Eucalyptus spp. (Kozlowski 1982, Shvaleva 2006, Pepper et al.
2008, Stape et al. 2010, Villar et al. 2011, Correia et al. 2014).

Frecuentemente se utiliza el potencial hidrico (Yw) como indicador del
estado hidrico de los tejidos vegetales (Yatapanage et al. 2001, Azcon-Bieto y
Talon 2008, Taiz y Zeiger 2010). Este se vincula con parametros fisiologicos y
ambientales como son la conductancia estomatica (gs), la actividad
transpiratoria (E), el déficit de presion de vapor (Dpv), y por lo tanto con la
eficiencia en el uso del agua (EUA, White et al. 2000, Bhaskar 2006, Tonello
2011, Bleby et al. 2012). El estado hidrico de la planta, como lo indican los
potenciales hidricos foliares o del xilema, reflejan un equilibrio entre el
suministro de agua, determinado en gran medida por la disponibilidad de agua
del suelo y la demanda de evaporacion atmosférica (Bhaskar, 2006).

El género Eucalyptus spp. es dominante en muchos ecosistemas de
bosques en todo el continente australiano y ocupa una amplia gama de
condiciones ambientales (Specht 1970, Merchant 2007). A pesar que han
evolucionado en un ambiente seco, los cambios en el estado hidrico afectan
considerablemente su fisiologia y capacidad de crecimiento (Batchelard 1986a,
1986b, Metcalfe et al. 1990, Whitehead y Beadle 2004). Mientras que algunas
especies son reconocidas por su tolerancia a las condiciones aridas y la
capacidad para hacer frente a los potenciales hidricos extremadamente bajos,
otras se limitan a las zonas humedas (Merchant, 2007).

2.3.1. Potencial hidrico

El potencial hidrico (Ww) representa la capacidad de realizar trabajo del
agua en un punto del sistema en comparacion con el agua pura y libre, que por
definicién se considera cero (Azcon-Bieto y Talén 2008, Taiz y Zeiger 2010). Su
cuantificacion es de importancia para predecir la magnitud y direccion del flujo
entre diferentes partes del sistema suelo-planta-atmésfera (Taiz y Zeiger, 2010).



En dicho sistema existen una serie de componentes que determinan la
capacidad energética al agua y el valor del WYw, estos son; el potencial de
presion, el potencial osmatico, potencial matrico y el potencial gravitacional.
Todos ellos se expresan en unidades de presion (MPa, Azcén-Bieto y Talon,
2008).

El flujo de agua se produce hacia regiones de menor WYw o menor
energia libre. De este modo su movimiento en el continuo suelo-planta-
atmosfera se da por un gradiente de potencial hidrico (AWw, Taiz y Zeiger,
2010). En el suelo el movimiento del agua se produce por difusién (cortas
distancias) y fundamentalmente por flujo masal (largas distancias) impulsado
por un gradiente de presion hacia regiones mas secas. El agua ingresa a la
planta producto de una diferencia de potencial hidrico generada entre el suelo y
la raiz. Atraviesa la epidermis y la corteza hasta ingresar al cilindro vascular.
Una vez en el xilema, el agua se mueve por flujo de masas por la tensiéon que
origina la transpiracion (Tyree 1994, Azcon-Bieto y Talon 2008, Taiz y Zeiger
2010).

El AWw proporciona la fuerza motriz para el transporte de agua desde el
suelo a través de la planta hacia la atmésfera (Begg y Turner 1970, Nobel 1974,
Tyree 1994, Azcén-Bieto y Talon 2008). ElI mecanismo que explica el
movimiento en ascenso del agua en el sistema suelo, planta, atmédsfera, se
denomina teoria tenso-coheso-transpiratoria. Las propiedades cohesivas y
adhesivas del agua debido a los puentes de hidrogeno, permiten la formacion
de columnas de agua en contacto con las paredes xilematicas. La transpiracion
crea un AWw a través del mesofilo foliar, generando una fuerza tensional sobre
las columnas del xilema. La reduccion en el Ww foliar sera transmitida a través
del xilema hacia las raices, provocando el ingreso del agua desde el suelo hacia
el interior, de este modo, se crea un flujo de masa continuo desde el suelo, via
raices, tallos y hojas hasta la atmésfera (Pickard 1981, Tyree y Sperry 1989,
Zimmermann et al. 1995, Steudle 2001, Azcén-Bieto y Talén 2008).

El Ww foliar es variable durante el dia en funcién de la demanda
atmosférica. Durante la mafana, el aumento de tensibn que genera la
transpiracion esta regulado por células parenquimaticas del xilema y en estas
condiciones el Ww disminuye lentamente (Zimmermann et al. 1995, Larcher
2003). El descenso abrupto del potencial hidrico foliar al mediodia (¥Ymd)
promueve el cierre temporal de estomas y de este modo, se reduce la actividad
transpiratoria y los dafios por cavitaciéon y embolia en los conductos xilematicos
(Tyree y Sperry 1988, Tyree 1994, Zimmermann et al. 1995, Davis et al. 2002,
Larcher 2003). En estas condiciones, las plantas necesitan una regulacién
rapida de gs. que permita la maxima fotosintesis (A) y evite que el Ww caiga por



debajo del umbral de cavitacion (Cochard et al. 1996, 2002, Kikuta et al. 1997,
Salleo et al. 2000, Sperry 2000, Brodribb et al. 2003, David et al. 2004).

Los aspectos del clima, en particular la diferencia de presién de vapor
entre el aire y la hoja (Dpv), crean el gradiente de conduccién para la pérdida de
agua. La tasa de pérdida por transpiracion se determina luego por la interaccién
del Dpv y conductancia estomatica, por lo tanto, la regulacion estomatica y la
interaccion con la conductancia de la planta completa desempefian un papel
critico en la prevencion de la caida excesiva de los potenciales hidricos (Sperry
et al., 2002). Los rasgos funcionales que aumentan la conductancia de la planta
entera, tales como vasos grandes O numerosos, pueden amortiguar los
potenciales hidricos foliares frente a las pérdidas por transpiracion. Por ello, el
Wmd refleja las interacciones entre los aspectos de la arquitectura hidraulica de
la planta, asi como los factores abioéticos que determinan el suministro de agua
del suelo y la demanda de evaporacién (Bhaskar, 2006).

En resumen, el potencial hidrico al medio dia (Wmd) constituye un
parametro relevante porque los arboles regulan su tasa transpiratoria en funcion
del Ww foliar (Mott y Parkhurst 1991, Ewers et al. 2000), por ello, el WYw deberia
ser el indicador mas directo del estrés hidrico de las plantas, pues mide el
efecto integrado del suelo, la planta y las condiciones atmosféricas sobre la
disponibilidad de agua dentro de la propia planta (McCutchan y Shackel, 1992).

Por otro lado, los flujos insignificantes de baja transpiracién nocturna
permiten que los potenciales hidricos de las hojas y del suelo se equilibren
antes del amanecer, permitiendo el uso de potencial hidrico foliar antes del
amanecer (Wb) como estimador del potencial hidrico del suelo (Begg y Turner
1970, Crombie 1988, Kramer y Boyer 1995, Richter 1997, Améglio et al. 1999).
El Wb se usa para estimar los cambios en los niveles minimos de estrés hidrico
(Whitehead y Beadle, 2004), reportandose valores de Wb en multiples especies
de Eucalyptus spp. con patrones similares de variacion estacional de -0.33 a -
4.07 MPa en los meses mas calurosos (White et al., 2000). Sin embargo, si
procesos como la transpiracion nocturna previenen el equilibrio a lo largo del
continuo suelo -planta- atmésfera, el valor del Wb puede ser inferior al potencial
hidrico del suelo (Donovan et al., 1999, 2001).

2.3.2. Conductancia estomatica y transpiracion

Los poros estomaticos proporcionan una ruta de baja resistencia para la
difusion de gases a través de la epidermis y de la cuticula en las hojas de las
plantas, por lo que, cambios en la resistencia estomatica determinan la
capacidad del intercambio gaseoso (Baldochi et al. 1991, Kozlowski et al. 1991,



Larcher 2003, Taiz y Zeiger 2010). De acuerdo con Angelocci et al. (2004), las
respuestas estomaticas a las condiciones ambientales son extremadamente
complejas, la apertura estomatica y su regulacion generalmente son el principal
control que ejercen las plantas sobre la pérdida de agua y, por lo tanto, su nivel
de hidratacién a corto plazo (Cowan 1982a, Schulze et al. 1994, Franks 2007).

La apertura estomatica se expresa mediante la conductancia
estomatica (gs) y depende de factores del ambiente como la concentracion de
CO2, el déficit de presién de vapor del aire (Dpv), la irradiancia (PA.), la
temperatura del aire y el estado hidrico de las hojas (Landsberg y Gower,
1997). Su regulacion (y la regulacion del area foliar a mas largo plazo) en el
intercambio de gases, es necesaria para preservar la continuidad hidraulica del
continuo suelo-hoja, evitando la caida excesiva de los potenciales hidricos,
permitiendo asi, mantener la homeostasis hidrica de los tejidos (Meidner 1986,
Baldochi et al. 1991, Nardini et al. 1996, Sperry 2002, Azcén-Bieto y Talén
2008).

El Dpv es la diferencia entre la presién de saturacion y la presion parcial
del vapor de agua en el aire (Allen et al., 2006). Es utilizado como indicador de
la demanda atmosférica y tiene una relacién directa con la evapotranspiracion y
la temperatura. Ademas del cierre estomatico en respuesta a incrementos del
Dpv, los vegetales desarrollan respuestas adaptativas en funcién de la variacion
de los factores ambientales mencionados. Por lo tanto, responden al estrés
hidrico disminuyendo gs y la tasa de transpiracion (E), evitando o minimizando
el dafno a través de la deshidratacion de las células y tejidos, con la
consecuente economia de agua (Sack y Tyree 2005, Merchant et al. 2007,
Hubbard et al. 2010). Los mecanismos fisioldgicos que evitan la falla hidraulica,
por ejemplo, la reduccion del numero y diametro de vasos de xilema, modifican
gs y controlan la pérdida de agua. Como contrapartida, la asimilacién de
carbono (A) disminuye y con ella la capacidad de crecimiento (Cowan y
Farquhar 1977, Katul et al. 2003, Whitehead y Beadle 2004, Pita et al. 2005,
Almeida et al. 2007, McDowell et al. 2008, 2013, Tonello 2011, Meinzer et al.
2013).

La sensibilidad de gs al Dpv y al Ww, indica que gs es uno de los
factores mas importantes que limitan la productividad y la actividad
transpiratoria en Eucalyptus spp (Whitehead y Beadle, 2004). Si bien el Dpv es
variable, existe un rango de capacidad en el cual los arboles pueden ejercer
control sobre la tasa de pérdida de agua por transpiracién, mediante la
regulacion de gs minimizando las fluctuaciones del Ww en los tejidos. De esta
manera se distinguen categorias de especies segun el grado en que el Ww se
mantiene estable en condiciones ambientales fluctuantes (Turner et al. 1984,
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Loewenstein y Pallardy 1998a, 1998b, Tardieu y Simonneau 1998, Frank 2007,
Pou et al. 2012, West et al. 2012, Zhang et al. 2013, Meinzer 2014).

La respuesta combinada de gs a los cambios del Dpv y el Wb puede ser
utilizada para distinguir si una especie de Eucalyptus spp. evita o tolera la
sequia. Se reportaron valores de gs entre 0,2 y 0,98 molH2O m=Zs' en
Eucalyptus spp. promedialmente en condiciones hidricas no limitantes, se
reportan 0,44 molH2O m32s' en E. grandis, 0,50 molHO m32s' en E.
camaldulensis y 0,74 molH20 m=2s' en E. tereticornis (Whitehead y Beadle,
2004).

La actividad transpiratoria (E) es definida como la pérdida de agua en la
planta en forma de vapor, siendo la de mayor ocurrencia, la perdida foliar. A su
vez, provoca tension sobre las columnas de agua en el xilema, determinando
asi, el transporte del agua a grandes distancias en los tejidos (Tyree et al. 1994,
Zimmermann et al. 1995, Sperry et al. 1996, Cochard et al. 2000). La
transpiracion es considerada un proceso secundario inevitable, resultado de la
necesidad de la apertura estomatica para realizar fotosintesis en horas del dia
en la cual el déficit de presion de vapor es mayor (Schulze et al. 1987, Larcher
2003). En un bosque homogéneo y poco denso, la E individual es responsable
de mas del 90% de la pérdida por evapotranspiracion del cultivo (Kaufmann y
Kelliher, 1991). La tasa transpiratoria (E) depende en gran medida del Dpv, de
modo que la superficie foliar expuesta al aire cede tanto mas vapor de agua por
unidad de tiempo y area, cuanto mayor sea el gradiente de presion de vapor
entre la superficie y el aire.

Otro factor que limita E es gs, siendo la resistencia estomatica a la
difusién de vapor de agua la de mayor relevancia, donde la mayor parte del
vapor se mueve a través de los estomas, por ello, la sensibilidad estomatica al
Dpv influye en la tasa transpiratoria, siendo variable entre especies de
Eucalyptus spp (Leuning et al., 1991), a su vez, en la difusiéon de CO; a través
de la fase gaseosa y su incorporacion a la fotosintesis, los estomas deben estar
abiertos, lo que determina incrementos de E, y no necesariamente en aumentos
de la tasa fotosintética (A, Azcon-Bieto y Talén, 2008).

Los Eucalyptus spp. ajustan la capacidad de transpiracion para
adaptarse a la disponibilidad de agua (Merchant, 2007). Se estudiaron patrones
estacionales y/o diurnos de intercambio de gases foliares y el estado hidrico de
las hojas en varias especies de Eucalyptus spp. que crecian en condiciones de
campo (Pereira et al. 1986, 1987, Serrano 1992, Roberts y Rosier 1993,
Kallarackal y Somen 1997, Battaglia y Sands 1997). Estos estudios
demostraron que las especies de Eucalyptus spp. tienen un control estomatico
eficiente de la transpiracion bajo niveles bajos de humedad del suelo y una alta
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demanda de evaporacion. A pesar de este control estomatico de la
transpiraciéon, se ha observado una disminucién en la asimilacién neta de
carbono en ambientes calidos y secos (Pereira et al. 1987, Serrano 1992).

2.4. ACTIVIDAD FOTOSINTETICA

La fotosintesis es un proceso de oxidacidn - reduccién que utiliza
energia de la luz solar para sintetizar carbohidratos a partir del CO2 del aire y
liberar oxigeno al medio ambiente a partir de H20. Los vegetales ceden agua a
la atmdsfera para lograr el ingreso de COg, fijando solamente 1 mol de CO2 por
cada 200 a 400 moles de H20 transpirada (Taiz y Zeiger, 2010). Por lo tanto,
existe un compromiso entre ganancia de carbono y transpiracién que limita A y
que determina la eficiencia en el uso del agua (EUA). La fotosintesis esta
limitada por el estrés hidrico y nutricional.

Los efectos del estrés hidrico atmosférico y del suelo sobre A son
causados principalmente por cambios en gs en respuesta a cambios
estacionales y diurnos del Dpv y Ww, respectivamente (Leuning 1990, Eamus et
al. 1995, Eamus y Cole 1997, Pryor et al. 1997, Bota et al. 2004, Flexas et al.
2004, 2006a, 2012, Grassi y Magnani 2005, Galmés et al. 2013, Cano et al.
2014). Por lo que existe una fuerte relacion entre gs y A, en una gama de
condiciones ambientales y especies de plantas con metabolismo C3, aunque la
forma de la relacién es variable (Eamus y Cole 1997, Jones 1997, Katul et al.
2003, Galmés et al. 2007, Damour et al. 2010, Kreuzwieser y Gessler 2010,
Gimeno et al. 2015).

Los estomas se cierran bajo estrés hidrico para limitar la transpiracion,
pero esto inevitablemente restringe la difusion interna de CO2 y es una de las
mayores limitaciones para A en plantas con estrés hidrico (Medrano et al. 2002,
Chaves et al. 2009). Lewis et al. (2011) observaron que la respuesta de A frente
a cambios de gs fue similar en varios Eucaliptus spp: E. argophloia, E. dunnii, E.
globulus (especies asociadas a habitats de humedad moderada), E.
sideroxylony y E. tereticornis (ambientes aridos). Sin embargo, E. camaldulensis
(ambientes humedos) presentd menor A que el resto, pero con valores de gs
similares. Ademas, existieron diferencias inter-especificas en el patron diurno
de gs las cuales explicarian en gran medida (hasta el 93%) la variacién de A
Los autores sefialaron que gs juega un papel importante en el balance de
carbono, aun si la demanda atmosférica es baja.

Héroult et al. (2013) obtuvieron resultados similares con respecto a la
relacion entre gs y A para 4 especies de Eucalyptus spp. de ambientes
diferentes: especies de zonas humedas (E. dunnii y E. saligna) y de humedad
moderada (E. cladocalyx y E. melliodora). Las especies de habitat humedos
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frente a valores similares de gs presentaron menor A, a su vez, ambos grupos
de especies mostraron descensos en gs en respuesta al Dpv a lo largo del
rango diurno de las condiciones ambientales, pero las especies de habitat
hamedo fueron mas sensibles al Dpv, presentando menores valores en gs que
las especies de habitats subhumedos.

2.5. ANATOMIA ESTOMATICA

Los estomas constan de un poro rodeado de células oclusivas o de
guarda y sus movimientos dependen de cambios en la presion de turgencia
tanto de sus células oclusivas como de las células epidérmicas adyacentes. Su
control equilibra dos requisitos contrapuestos, la conservacion de agua y la
obtencién de CO2 para la fotosintesis (Azcon-Bieto y Talén 2008, Brodribb et al.
2009). De este modo son responsables del intercambio de gases entre la
atmoésfera y la hoja mediante su apertura y cierre, evitando asi la excesiva
pérdida de agua (Weeb y Baker 2002, Fan et al. 2004, Buckley y Mott 2013). Es
por ello que desempefian un papel vital en el mantenimiento de la homeostasis
de la planta, de ahi la importancia de conocer su cantidad, forma y factores que
controlan sus movimientos (Azcon-Bieto y Talén, 2008).

Los estomas responden de forma compleja y no lineal a multiples
factores ambientales como la temperatura, el Dpv, la concentracion de CO2 en
la atmodsfera y la radiacion fotosintéticamente activa (PAR, Cowan 1982b,
Damour et al. 2010). En la planta, el agua se evapora desde la superficie
interna que rodea las células de las camaras subestomaticas y pasa a través de
los estomas hacia la fase gaseosa del ambiente externo de la hoja (Salisbury y
Ross, 2000). De este modo, minimizan la transpiracion en relaciéon con la
ganancia de carbono fotosintético y mantienen las tasas de transpiraciéon
consistentes con la eficiencia del suministro de agua a las hojas (Cowan y
Farquhar, 1977). Se estima que, a lo largo de la vida de una planta, se pierde
95% del agua absorbida por transpiracion (Azcon-Bieto y Talén, 2008). Muchas
especies poseen estructuras protectoras especiales, o el poro esta ocluido por
ceras que contribuyen a aumentar la resistencia difusiva. Tanto la frecuencia de
estomas como su tamanio, pueden variar en funcion de su posicién en hoja y de
las condiciones de crecimiento (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

La cantidad de estomas en la superficie adaxial (haz) en comparacion
con la abaxial (envés) es caracteristica distintiva de diferentes especies. Las
plantas con estomas sélo en el haz son llamadas epiestomaticas, las que tienen
solamente en el envés son hipoestomaticas y aquellas con estomas en el haz y
envés son anfiestomaticas (Gates 1980, Larkin et al. 1996, Serna et al. 2002,
Azcén-Bieto y Talon 2008).
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El numero de estomas en las diferentes especies vegetales es variable.
Esau (1977) establece un rango de 100 a 300 estomas mm2 en angiospermas,
aunque otros autores (Opik y Rolfe, 2005) reportan un rango de valores mas
amplio. Estudios realizados en hojas esclerofilas de clones de Eucalyptus spp.
reportan valores medios de entre 100 a 500 estomas por mm? (Larcher 2003,
Santos et al. 2006, Carignato 2017). La densidad estomatica es variable de
acuerdo con la edad de la planta y directamente influenciada por las
condiciones ambientales (Cao 2000, Justo et al. 2005), entre tanto, esta
caracteristica esta positivamente relacionada con la asimilacion de CO:
(Abrams et al. 1994, Justo et al. 2005) y los intercambios gaseosos (Araus et
al., 1986), donde el aumento de la densidad estomatica se asocia con una
mayor gs (Boardman, 1977). En numerosas especies de Eucalyptus, la
densidad estomatica en la superficie adaxial es menor que en la abaxial (Santos
et al., 2006). Resultados similares fueron obtenidos por James y Bell (1995)
cuando analizaron hojas de Eucalyptus camaldulensis.

2.6. RESPUESTAS AL DEFICIT HIDRICO

Las respuestas de las plantas al estrés hidrico dependen del modo en
que éste se impone. Por ejemplo, la tasa de imposicidon de estrés hidrico puede
determinar la respuesta de la planta después de la rehidratacion (Turner 1986,
Flexas et al. 2006a, Bogeat-Triboulot et al. 2007, Chaves et al. 2009, Lawlor y
Tezara 2009). En condiciones naturales, el estrés hidrico se produce
progresivamente durante semanas 0 meses en especies de arboles,
dependiendo de las caracteristicas del suelo en el que crecen. Las plantas han
desarrollado diferentes respuestas frente al estrés hidrico que en conjunto
implican asegurar la supervivencia de la especie, aumentar la disponibilidad de
agua y mejorar la eficiencia de su uso (Schulze, 1987). A lo largo de la
evolucion, las plantas han desarrollado respuestas frente al estrés hidrico y
generalizarlas en un patrén comun resultaria complejo, dado que existe una
gran variacion en intensidades y frecuencias de los déficits hidricos. A su vez,
en las especies hay una amplia heterogeneidad morfoldgica, fisiologica y de
ciclos de vida, vinculada con adaptaciones y mecanismos incorporados como
caracteres constitutivos. A ello se suman respuestas relacionadas a la
aclimatacién en el largo plazo y respuestas de regulacion en el corto plazo
(Medrano et al., 2007).

El interés por generalizar los tipos de respuesta ha conducido a
establecer modelos de comportamiento que describen conjuntos de
caracteristicas que tienden a presentarse a la vez en respuesta a la sequia y
que confieren a la especie mayor capacidad de resistir y completar su ciclo bajo
esta limitacion ambiental. Se describen asi estrategias 0 modelos de respuesta
frente al déficit hidrico que se fundamentan en las respuestas morfolégicas y

13



fisiolégicas que reducen y/o retrasan la incidencia y los efectos del déficit
hidrico (Levitt 1972, Jones et al. 1981, Jones 1992, Medrano et al. 2007).
Dichas respuestas pueden clasificarse como mecanismos para escapar al
déficit, evitarlo o tolerarlo. El escape al déficit hidrico, consiste principalmente
en acoplar el ciclo bioldgico a los meses con mayor disponibilidad de agua. Las
especies que evitan previenen el dano por déficit hidrico mediante un rapido
cierre de estomas (con la consiguiente reduccion de gs, A y E), evitando asi
cambios en el Ww de la planta, pero limitando A Las plantas tolerantes reducen
la pérdida de agua manteniendo cierta asimilacion de carbono y su Ww se
reduce durante horas de luz y se recupera por la noche (Kramer 1983, Jones
1987).

En varias especies de arboles se han identificado adaptaciones a déficit
hidricos relacionadas a diferencias morfofisiologicas intraespecificas en el
crecimiento (Osorio y Pereira, 1994), a la expansion foliar temprana (Osorio et
al., 1998), a la morfologia de las hojas (Teklehaimanot et al., 1998) y al grado
de ajuste osmoético (Turner y Jones 1980, Tuomela 1997, Merchant et al. 2010).
En Eucalyptus la mayoria de los estudios se han centrado en la evitacion del
déficit hidrico a través del cierre de estomas (Macfarlane et al.,, 2004) o la
tolerancia al déficit hidrico mediante el mantenimiento de la turgencia.

Las modificaciones en arquitectura y conductividad hidraulicas son
frecuentes respuestas a mediano y largo plazo al déficit hidrico. A su vez, estos
cambios afectan las respuestas estomaticas (Whitehead 1998, White 2003) y
ocasionan reducciones de crecimiento, del uso de agua y la productividad
general de la planta (Bedon et al. 2011, Pinheiro y Chaves 2011). Otras
respuestas dentro del género incluyen cambios en la asignacion de biomasa
(Rawat y Banerjee, 1998), refuerzo de la pared celular (Ladiges, 1975), y el
almacenamiento de agua en la pared celular (Tuomela, 1997)

Esto concuerda con investigaciones que demuestran que el descenso
del potencial osmoético es una respuesta comun dentro del género Eucalyptus
(Lemcoff et al. 1994, White et al. 1996, 2000, Tuomela 1997, Li 1998,
Guarnaschelli et al. 2003), donde existe una considerable variacién
interespecifica en la capacidad de regular el potencial osmdético (Myers y
Neales, 1986) y esto se extiende a la variacion entre procedencias (Tuomela
1997, Li 1998) e incluso entre clones (Pita y Pardos, 2001).

A medida que se implanta un déficit hidrico, el Ww del suelo se hace
mas negativo. De esta forma, para que los arboles puedan continuar
absorbiendo agua y mantener un AWw o fuerza tensional suficiente que permita
la continuidad hidrica del sistema, es necesario que la planta disminuya su
potencial osmatico, tal respuesta puede lograrse mediante la acumulacion de
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solutos dentro de la célula de la planta, o por una disminucidén del volumen
celular que conduce a una mayor concentracion de solutos osméticos a medida
que el agua sale de la vacuola. La disminucion del potencial osmético como
consecuencia de acumulacion de iones inorganicos y de solutos organicos en el
citoplasma entre los que se encuentran, polioles, sacarosa, glicin-bateina y
prolina, es considerado un mecanismo muy importante como tolerancia a la
sequia y se denomina ajuste osmotico (Morgan 1984, Heuer 1999). Estas
moléculas compatibles impiden la disminucion de la turgencia sin interferir con
el funcionamiento celular, permitiendo asi una continuacion de la expansion
celular, ajustes estomaticos y fotosintéticos (Bray 1993, Diaz et al. 1999, Heuer
1999).

La acumulacion de prolina en plantas sometidas a estrés hidrico se ha
observado ampliamente, aunque no universalmente, su aumento durante el
estrés hidrico es inversamente proporcional a las concentraciones iniciales de
prolina en los 6rganos de las plantas (Heuer, 1999), a su vez, permite tolerancia
al estrés hidrico no solo por ajuste osmotico, sino también por proteccién de
membranas y proteinas, y / o por efectos sobre el metabolismo (Hare et al.,
1998).

La capacidad de acumular y utilizar prolina ha sido correlacionada en
ciertas plantas con genotipos tolerantes a la sequia (Al-Sulaiti et al., 1990)
aunque no existen evidencias directas que demuestren que las plantas que
acumulen mas prolina sean mas tolerantes al estrés hidrico (Samaras et al.
1995, Diaz et al. 1999). Se reportan valores de concentracion de prolina en
hojas de clones de Eucalyptus spp. bajo déficit hidrico entre 12 y 16 umol.g' de
materia seca (Shvaleva et al., 2005). El ajuste osmaético puede contribuir al
mantenimiento de la turgencia permitiendo a los arboles continuar la expansion
celular y crecimiento foliar a bajos Ww del suelo (Turner y Jones 1980, Heuer
1999).

2.7. EFICIENCIA EN EL USO DEL AGUA

La eficiencia en el uso del agua (EUA) es una medida de la efectividad
de los estomas en maximizar la fotosintesis, reduciendo al mismo tiempo la
pérdida de agua por transpiracion. EUA es un parametro que puede definirse a
distintos niveles, desde una hoja, una planta entera, un cultivo o a escala de un
ecosistema (Medrano et al. 2007, Azcon-Bieto y Talén 2008). La medida de la
eficiencia en el uso del agua a escala foliar tiene un enorme valor experimental.
Es un parametro de sencilla medicién y puede ser representativo de la EUA a
escala de planta entera. Desde este punto de vista, se han desarrollado
principalmente dos técnicas para su medida: EUA instantanea determinada por
el intercambio de gases, técnica que generalmente integra un periodo de
tiempo breve o muy breve, y EUA integrada obtenida por analisis de la
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discriminacion isotopica del carbono, que integra un periodo de tiempo mucho
mayor (Medrano et al., 2007).

2.7.1. Eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA)

EUA instantanea mide la relacion a escala foliar de la proporcién molar
del carbono asimilado por unidad de agua transpirada (Farquhar et al., 1989) y
se determina con el cociente A/E Se mide mediante el analisis de gases por
infrarrojo (IRGA, por su sigla en inglés), y presenta como principal limitacion el
hecho de ser una medida puntual que corresponde a un periodo breve de
tiempo y por ello, altamente variable (Bacon, 2004).

De esta manera, EUA instantanea dependera principalmente de dos
tipos de factores; de caracteristicas propias de la especie y variedad que tengan
relacion con la capacidad de optimizacion de los procesos de asimilacion de
carbono y de evapotranspiracion del agua; y de las caracteristicas del ambiente
en el que crece y se desarrollan las plantas (ejemplo, Dpv, Medrano et al.,
2007). Por ello, un mismo grado de apertura estomatica puede traducirse en
tasas fotosintéticas y transpiratorias muy diferentes. Whitehead y Beadle (2004)
observaron que los factores que permiten una capacidad fotosintética mayor por
unidad de area foliar pueden aumentar la EUA.

2.7.2. Eficiencia integrada en el uso del agua (EUAI)

Mediante la discriminacion isotdpica del carbono se calcula la EUA de
una manera integrada a lo largo de toda la vida de la hoja y en condiciones de
campo. Esta técnica se basa en que la rubisco, enzima que participa en la
fijacion de CO2 en especies C3 durante la fotosintesis, discrimina fuertemente
en contra del is6topo pesado '¥CO2 (1%) comparado con el isétopo mas
abundante 2CO; (99%, O'Leary, 1981), mientras que la difusién a través de los
estomas soélo discrimina débilmente en contra de '3CO.. Por tanto, con los
estomas abiertos y resistencias a la difusion bajas hay una mayor
discriminacion en contra 3CO. ('3C / '2C, A'C) que cuando existe una
limitacion difusiva frente a la asimilacién de CO2 por cierre estomatico (Azcon-
Bieto y Talén, 2008). Por lo tanto, los periodos con mayor abundancia relativa
del isétopo pesado estan relacionados con valores menores de gs y viceversa.

La regulacién de gs en plantas C3 determina la relacion a largo plazo
entre el diéxido de carbono intercelular y el atmosférico, (Ci/Ca), describiendo
asi el grado de discriminacién '3CO2 a favor de '>CO. durante la fotosintesis
(Farquhar et al., 1982). Por ello existe una relacion lineal entre la discriminacion
por el 13C (A) y la concentracion interna de COz en el interior de las hojas. Como
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EUA se vincula con la concentracion interna de CO2 existe una relacion lineal y
negativa entre la discriminacion por el 3C (A) y la EUA (Le Roux et al. 1996,
Azcon-Bieto y Talén 2008). Por lo tanto, A'3C puede proporcionar una medida
indirecta de la variacion de EUA (Farquhar y Richards, 1984). En esencia, las
plantas con menor EUA deberian tener relativamente menos del isétopo mas
pesado, 13C, por el contrario, las plantas con una alta EUA deberian tener
relativamente mas del is6topo mas pesado, '3C, lo que daria lugar a un A'3C
menos negativo (Olbrich, 1993).

En Eucalyptus sp., el conocimiento de las bases genéticas en las
diferencias de A'3C puede ser Util para seleccionar materiales (clones/especies)
con mayor resistencia a condiciones adversas, principalmente sequias
estacionales (Le Roux et al., 1996). Le Roux et al. (1996) estudiaron la EUA
integrada en clones de E. grandis, E. grandis x camaldulensis, y E. grandis x
nitens. Los autores reportaron que la variacion clonal de A'3C esta asociada
con la variaciéon de EUA, independientemente de la disponibilidad de agua del
suelo.

2.8. CRECIMIENTO VEGETAL

El crecimiento es el incremento de un organismo, poblacién u objeto en
un determinado periodo de tiempo, pudiendo considerarse en el significado
especifico del término, como la diferencia en valores de los parametros
volumen, altura y/o diametro evaluados en momentos separados en el tiempo.
Su estimacion es una etapa esencial en el manejo forestal, en el cual, los
arboles individuales estan influenciados por sus caracteristicas genéticas y su
interrelacion con el medio ambiente, factores climaticos, del suelo y
caracteristicas topograficas. Ademas de estos factores, la competencia es un
factor muy importante y el mas controlable a través del manejo silvicultural
(Prodan et al., 1997).

En E. grandis se observaron valores de incremento medio anual (IMA)
entre 49 y 59 m® ha! afio! en los sitios donde mejor crece y en materiales de
diferentes procedencias. A saber, zonas CONEAT 7, 8 y 9 (Resquin et al.,
2004). Doldan (2008) relevd plantaciones comerciales en diferentes regiones
del pais y obtuvo valores de IMA promedio en torno a 28 m® ha afo. Esto
confirma el elevado potencial productivo de estos materiales. Asimismo, este
potencial es consistente con los altos valores de area foliar, apertura estomatica
y actividad fotosintética obtenidos. En Brasil, Stape (2002) sehalé que el
maximo valor de crecimiento en plantaciones clonales de E. grandis de seis
afos es la tasa mas alta registrada en lefiosas en ese lugar (20 ton ha' afio).
En el caso de Argentina, en particular en las provincias de Corrientes y Entre
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Rios, Aparicio et al. (2005) describen que en sitios de buena aptitud y con una
silvicultura apropiada es la especie de mayor tasa de crecimiento y puede
alcanzar los 60 m® ha' afo' de madera. En cambio, si el sitio no es el
adecuado Y la silvicultura no es la apropiada el crecimiento no supera los 15 m?
ha! afo.

La relacion entre EUA y tasa de crecimiento en clones de dieciséis
meses ha sido estudiada exhaustivamente por Le Roux et al. (1996). Los
autores observaron que la acumulacion de biomasa se correlaciona
negativamente con la marca isotdpica de carbono (5'3C/5'2C) vy, por lo tanto,
con el valor de discriminacion (A) de los clones evaluados (1,49 kg, -24,8 %o y
1,6 kg, -25,7%0 de acumulaciéon de materia seca y 8'3C respectivamente).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. SITIO DE ESTUDIO

El trabajo experimental se realiz6 en un predio en la empresa forestal
Lumin ® (312 38'15” S; 55° 54’ 17” W) localizado a 12 km al Norte de la ciudad
de Tacuarembd. La zona presenta suelos moderadamente profundos, de
textura franco arenosa, de color pardo oscuro, baja fertilidad y buen drenaje
(MGAP. RENARE, s.f.). Los mismos corresponden al grupo CONEAT 7.2., que
estd representado por areniscas de Tacuarembd (Molfino, 2002). La
temperatura media anual para la zona es de 18 °C y una precipitacion
acumulada anual de 1400 mm (Castano et al., 2011).

En octubre de 2012 se implanté un ensayo clonal de Eucalyptus grandis
e hibridos en una superficie de 1,2 ha para la evaluacién de 4 clones: E. grandis
(G), E. grandis x camaldulensis (GC), E. grandis x tereticornis (GT) y E. grandis
x urophylla (GU). EI disefio experimental fue en bloques completos
aleatorizados, con 3 bloques y 4 parcelas (clones) en cada uno. Las parcelas
presentan 10 individuos de cada genotipo. En setiembre 2014 se podd con una
intensidad del 50% y un mes después comenzaron las mediciones de
parametros fisiologicos.

3.2. METODOLOGIA

De cada parcela se seleccionaron dos clones de forma aleatoria para la
medicién de los siguientes parametros hidricos: potencial hidrico foliar (WYw),
conductancia estomatica (gs) y actividad fotosintética (A.). También se midié la
altura total (Ht) y el didmetro de referencia (Dap) de cada individuo. Las
mediciones de parametros hidricos y crecimiento se realizaron cada 6-7
semanas desde octubre/2014 hasta mayo/2015. La actividad fotosintética se
midié en la ultima fecha. Ademas, en esta fecha se colectaron muestras de
hojas para analizar la discriminacion isotépica de carbono y la presencia de
prolina.

3.2.1 Potencial hidrico

En los arboles seleccionados de cada parcela (clon) se tomaron hojas
adultas del tercio superior del dosel. Se midi6é el potencial hidrico base (Wb,
MPa) y mediodia (Wmd, MPa) mediante camara de presion (PMS Instrument
Corp®, Corvallis, OR, USA, Scholander et al., 1965). EI Wb se midié en 3
hojas/arbol entre las 4:30 - 6:30 hs y se calculé el promedio por clon. El Ymd se
midié ente las 11:30 - 16:00 hs en 3 hojas de c/arbol y también se calculd el
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promedio por clon. A partir de dicha informaciéon se calculdé el gradiente de
potencial hidrico como: (AYw) = (Wb — ¥Ymd).

3.2.2 Variables dasométricas

En los arboles seleccionados (6 de c/clon) se midi6 la altura de fuste
(Ht) (m) y diametro de referencia (Dap, m) en las mismas fechas en que se
determind el potencial hidrico foliar. Se utilizo pértiga telescopica (centimetrada)
y cinta diamétrica (milimetrada). La informacion permitié calcular el volumen
fustal por arbol (Vol., m3) y la tasa de crecimiento relativo (TCR), mediante las
siguientes ecuaciones:

Vol. = ((Dap)? * Ti/4) * Ht * FF

Donde,
FF= factor de forma promedio (se considero6 el valor de 0,5)

TCR (%) = Vn-Vn-’] / (Vn_1) (Tn_Tn_1) *100

Donde,
V = volumen fustal (m3) y T = tiempo (dias)

3.2.3 Actividad fotosintética y conductancia estomatica

En cada arbol se tomaron tres muestras foliares del afio en el tercio
superior de la copa y se midié: tasa fotosintética (A, umolCO2 m2 s), tasa
transpiratoria instantanea (E, mmol H20 m2 s-'), conductancia estomatica (gs,
mol H2O m2 s*1) y concentracién interna de CO2 (Ci) por medio de analisis de
gases por infrarrojo IRGA Li-Cor® 6400 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA). Se
utilizé un flujo de aire de 500 ymol s y una concentracion de CO> externa entre
360 y 380 uL L-'. Las medidas se tomaron en los dias 07 y 08/05/15 entre las
12:00 y 15:30 hs. La informacion se utilizé para calcular los promedios por clon
y tratamiento.

3.2.4 Eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA)

Con la determinacion de la tasa fotosintética (A, umolCO2 m2 s1) y tasa
transpiratoria instantanea (E, mmol H>O m=2 s) se calculd la €eficiencia
instantanea en el uso del agua (Azcon-Bieto y Taldén, 2008) mediante el
cociente:

EUA = tasa fotosintética (A) (umolCO2 m2 s1)
tasa transpiratoria instantanea (E) (mmol H.O m=2 s1)
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3.2.5 Eficiencia integrada en el uso del agua (EUAI)

En mayo de 2015 se colectaron muestras de hojas del afio (3 por arbol)
en los mismos arboles en que se midio el potencial hidrico. Las mismas fueron
molidas con molino de cuchillas fijas y méviles (MA580 Marconi®) y luego un
molino rotatorio (200 Vial Rotator Sampletek®). Cada muestra fue pesada en
capsulas de estano e introducida en un analizador elemental (1112 FlashEA®),
acoplado a un espectrometro de masa (DELTAplus Thermo Finningan®) en el
cual se determiné la abundancia natural de '3C. La precisién (desviacién
estandar) de la determinacién fue de 0,3 partes por mil (%o), la relacién isotdpica
se expresd en notacion delta (3'3) en %o respecto al estandar Pee Dee
Belemnite (PDB, Berriel et al., 2014). La informacion se utilizé para calcular el
valor de discriminacion isotdpica de carbono (A, %) como A = (8'3 Ca - 8'3 Choja)
/ (1 + 8" Cnoja /1000, Farquar et al., 1982).

3.2.6 Informacion meteoroldqgica

La informacion meteorologica se obtuvo de la estacion INIA de
Tacuarembd (“La Magnolia”, 31°42'32,59" S 55°49'36,93" W), situada 12 km al
Suroeste del ensayo. Los parametros utilizados fueron: temperatura del aire
maxima y minima diaria (°C), precipitacion efectiva diaria (mm) vy
evapotranspiracion “Penman” diaria (mm). Con esta informacién se calculé el
déficit de presién de vapor (Dpv, KPa) segun Allen et al. (2006):

Dpv =es * (1 - HR/100)

es =exp (16,78"T, - 116,9)
Ta+237,3

Donde,

Ta = Temperatura del aire (°C)

HR = Humedad relativa (%)

Dpv = Déficit de presion de vapor (kPa)

3.2.7 Anatomia estomatica

En cada arbol se tomaron muestras foliares del estrato superior de
copas (3 brotes por arbol) en la ultima fecha de muestreo (mayo/2015) para
analizar la distribucion y frecuencia estomaticas. Para ello, se realizaron
levantados de epidermis mediante tratamiento con esmalte incoloro en ambas
caras de la hoja (adaxial y abaxial, EI-Sharkawy et al. 1985, Sanchez et al.
2013). Las imagenes se obtuvieron con una camara digital (Dino Eye 2.0®)
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acoplada a un microscopio 6ptico (Nikon E 1000) y se cuantificé la densidad
estomatica de ambas caras (No. mm) con el programa Dino-Lite®.

3.2.8 Determinacion de prolina

En los mismos brotes colectados para el estudio de estomas, se analizd
el contenido de prolina. Para este estudio se eligié la ultima fecha (7/05/15)
porque en ese momento se observd el menor potencial hidrico base (Wb). En
total se tomaron 72 muestras (3 por cada arbol seleccionado). La mismas se
secaron a 65 °C durante 48 h en estufa (Thelco®, modelo 26) y luego se
procedié a la molienda con un triturador de mandibula (Karl Kob®). EI material
obtenido se almacené en sobres de papel hasta su procesamiento.
Posteriormente, se pesaron 25 mg de cada muestra con balanza de precision
(Adventurer OHAUS®) y se coloco su contenido en tubos eppendorf (1,5 mL).
La determinacién de prolina se realizé en base a modificaciones del protocolo
utilizado por Shvaleva et al. (2005). Finalmente, se midié la absorbancia con
espectrofotometro (UV-1201V, Shimadzu Corporation®) a 515 nm utilizando
prolina como estandar.

3.2.9 Analisis estadistico

El analisis se realizd6 por medio de modelos lineales de efectos fijos
(MLG) para medidas repetidas en el tiempo. El contraste de medias se realizé
por medio de Test de Tukey (p<0,05). La informacién se proceso con el paquete
estadistico InfoStat 2009® (Universidad Nacional de Cordoba, Argentina). El
MLG propuesto fue:

Yik= M + Bloque; + Clon; + Fechak + (Clon*Fecha)i + Eik
Donde,
Y = Variable dependiente o de respuesta

M = Media general de cada variable
E = Error experimental
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4. RESULTADOS

4.1. INFORMACION METEOROLOGICA

4.1.1. Temperatura y precipitacion

El trabajo se inici6 en primavera y se extendid hasta mediados del
otofio. Durante las mediciones de primavera (octubre y diciembre) la
temperatura promedio fue 25 °C respectivamente. En verano (enero y marzo)
fue 24,4 °C mientras que en otofio (mayo) fue de 10,3 °C (Figura 1).

34,6
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w
»
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BT (°C) Max.
| T (°C) Min.

28. oct. 14 05. dic. 14 27.ene. 15 12. mar. 15  07. may. 15
Fechas de medicion

Figura 1. Temperatura maxima y minima diaria (T, °C) registrada en la Unidad
Experimental “La Magnolia” INIA. GRAS (Tacuarembd, Uruguay) entre
octubre/2014 y mayo/2015.

La precipitacién acumulada hasta el verano de 2015 fue de 1003,7 mm
en el periodo mayo/2014 - mayo/2015, alcanzando un maximo acumulado de
209,9 mm entre la fecha de medicion de diciembre y la del mes de enero
(Figura 2). A su vez, la precipitacién de 2014 fue un 33,3% mayor al promedio
anual mientras que el afio 2015 se aproximé a la media histérica de la region
(1476 mm, Castaro et al., 2011).
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Figura 2. Precipitacion acumulada (mm) entre octubre/2014 y mayo/2015 en la

unidad experimental “La Magnolia” de INIA (Tacuarembd, Uruguay).

4 .1.2. Demanda atmosférica

El déficit de presion de vapor (Dpv) es un indicador de la demanda
atmosférica que se relaciona con la evapotranspiracion y la temperatura. El Dpv
durante el periodo del estudio presenté una dinamica estacional similar a la
temperatura (Figura 1). Los valores maximos se registraron en primavera-
verano disminuyendo hacia el otofo (Figura 3).
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Figura 3. Déficit de presion de vapor (Dpv) diario entre octubre/2014 y
mayo/2015 registrado entre las 11:30 y las 16:00 hs durante la medicion del
potencial hidrico, unidad experimental “La Magnolia” INIA (Tacuarembod,
Uruguay).

4.2. RELACIONES HIiDRICAS

4.2 1. Potencial hidrico base (Wb)

El potencial hidrico base (Wb) presentd diferencias significativas entre
fechas (p<0,0001), sin embargo, no existié efectos significativos entre clones ni
interaccion clon*fecha (Cuadro 1). EI Wb presentd el menor registro en la
medicion de mayo y en marzo se observé el mayor (Cuadro 2).

Cuadro 1. Resultados del anava para las variables Wb, Ymd y AWw (p<0,05).

Fuente de variacion | Grados de libertad Valor p>F
Wb Ymd AWYw
Clon 3 0,6828 | <0,0001 | <0,0001
Fecha 4 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Clon*fecha 12 0,8956 | <0,0001 | <0,0001
C.V. (%) 49,31 18,50 21,80
Media -0,2065 -2.288 2,06
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Cuadro 2. Promedio del potencial hidrico base (Wb) en cada fecha de muestreo.

Fecha Wb (MPa)
07. may. 2015 -0,26 a
28. oct. 2014 -0,22 ab
27. ene. 2015 -0,20 bc
05. dic. 2014 -0,20 bc
12. mar. 2015 -0,17 ¢

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey p< 0,05).

4.2.2. Potencial hidrico mediodia (WYmd)

El potencial hidrico mediodia (Wmd) mostré efectos significativos entre
clones (p<0,0001), fechas (p<0,0001) e interaccién clon*fecha (p<0,0001)
(Cuadro 1), en este sentido, el clon GU mostré diferencias en las primeras dos
fechas y varid en relacion con las dos ultimas, observandose los menores
valores en la primera fecha (-2,98 + 0,09 MPa) y los mayores en la segunda
fecha (-1.72 £ 0,09 MPa), respecto a las dos ultimas mediciones, los valores
disminuyeron sin alcanzar los valores de la primera. El clon GU (-2,26 + 0,04
MPa) junto al clon G (-2,11 £ 0,04 MPa) presentaron los mayores valores de
WYmd promedio. En el caso de los clones con genotipos colorados (GC y GT), se
observaron los valores mas bajos en la ultima fecha de muestreo, el clon GC
registro -2,84 £ 0,09 MPa y clon GT -2.76 + 0,09 MPa, existieron diferencias con
el resto de las mediciones sin variaciones entre si. El clon GT mostré el menor
WYmd promedio (-2,45 *+ 0,04 MPa) y el clon G fue el unico genotipo que no vario
entre las diferentes fechas (Figura 4).
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(Tukey p< 0,05).

Figura 4. Promedio del potencial hidrico mediodia (WYmd) para cada clon en
cada fecha de muestreo
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4 .2.3. Gradiente de potencial hidrico (AYw)

La diferencia entre el Wb y el WYmd (AWw) es un estimador de la
actividad transpiratoria. Existieron diferencias significativas entre clones
(p<0,0001), entre fechas (p<0,0001) y también interaccion clon*fecha
(p<0,0001, Cuadro 1). La variable AYw mostré una dinamica similar al Wmd en
algunos genotipos. El clon G al igual que el clon GT se comporto sin diferencias
entre las fechas de medicion. En el caso del clon GU se diferencio en tres de
las cinco fechas de muestreo, observandose el mayor valor en la primera fecha
(2,75 £ 0,11 MPa) y el menor en la segunda fecha (1,51 £ 0,11 MPa), durante el
verano hasta el otofio los valores se incrementaron y fueron similares. En
promedio los valores de los clones G (1,90 + 0,05 MPa) y GU (2,03 £ 0,05 MPa)
fueron los menores. En el caso del clon GC en la ultima fecha de muestreo se
observo su mayor AWw (2,57 £ 0,11 MPa) diferenciandose unicamente con las
tres fechas del verano (Figura 5).
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Las barras de error indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey p< 0,05).

Figura 5. Promedio del gradiente de potencial hidrico (AYw) para cada clon y
en cada fecha de muestreo.

4.2.4. Relaciones entre variables

Las relaciones entre variables muestran que no existid un vinculo
significativo entre el AWw y el Wb (r = 0,12). Sin embargo, cuando se relaciona
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el AWw y el Ymd se observa una relacion lineal directa (r = 0,98). En ambos
analisis se compara el conjunto de todas las mediciones de todas las fechas
muestreadas (Figuras 6y 7).
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Figura 6. Relacidn entre el gradiente de potencial hidrico (AWw) y el potencial
hidrico base (Wb) para el conjunto de datos.
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Figura 7. Relacion entre gradiente de potencial hidrico (AWw) y potencial
hidrico mediodia (Wmd) para el conjunto de datos.

4.3. ACTIVIDAD FOTOSINTETICA

La tasa fotosintética, la conductancia estomatica (gs) y la tasa
transpiratoria (E) se midieron en la ultima fecha del trabajo (mayo/2015). La
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tasa fotosintética arrojé efectos significativos entre clones (p<0,0001), se
observo que los genotipos que presentaron los mayores valores fueron G, GC y
GT, mientras que GU present6 el promedio mas bajo, aunque no se diferencid
del clon G (Cuadro 3). En el caso de la variable gs, también existieron
diferencias significativas entre los clones (p<0,0001), siendo GC y GT los
clones con mayores promedios (Cuadro 3).

En la tasa transpiratoria instantanea existieron diferencias significativas
entre clones (p<0,0001). Los clones GU y G presentaron los valores mas bajos
promedio, 2,05 £ 0,12 mmol H.O m2 s'y 220 + 0,13 mmol H20 m2 s
respectivamente, sin diferencias significativas entre ambos. En los clones GT y
GC se observo los valores mayores promedio, 3,40 £ 0,13 mmol H2O m2 sy
4,85 £+ 0,13 mmol H.O m=2 s-! respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores promedio de las variables tasa fotosintética (A, umolCO2 m-2
s-1), conductancia estomatica (gs, mol H2O m=2 s) y tasa transpiratoria
instantanea (E, mmol H.O m-2 s-') para cada genotipo del estudio.

Clon | A (umolCO2 m=2 s') | gs (mol H20 m2 s') |E (mmol H20 m2 s)
GC 15,94 a 0,30 a 4,85 a
GT 15,27 a 0,18 b 3,40b
G 13,89 ab 0,11c 2,20c
GU 11,91 b 0,10 c 2,05c

Contraste de medias por Tukey (p<0,05).

Por otro lado, se estudio la relacidon entre la tasa fotosintética (A) y la
conductancia estomatica (gs) para los cuatro clones. Se observo correlaciones
significativas en todos los genotipos (Cuadro 4), aunque el grado de asociacion
entre las variables mostré diferencias en las respuestas de los clones. En los
casos de los genotipos G, GC y GT la respuesta a incrementos en gs se
asocian a una mayor tasa fotosintética, en cambio en el clon GU, aunque se
observé un patrén similar al resto, una vez alcanzada una maxima tasa
fotosintética, incrementos en gs la fotosintesis disminuyd. A su vez, los clones
G y GU alcanzan sus mayores valores de tasa fotosintética a menor gs que los
clones GT y GC (Figuras 8 a 11).
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Cuadro 4. Coeficientes de correlacion (Pearson, r) entre las variables

fotosintesis neta (A, pmol CO2 m2s-1) y conductancia estomatica (gs, mol H.O
m-2s-) para cada clon del estudio (p<0,05).

Clones

Correlacién entre Ay gs p-valor
G 0,90 <0,0001
GU 0,66 0,002
GC 0,49 0,04
GT 0,73 <0,0001
20 -
18 A & R
=16 - B
’ w0 o8 o
N‘f 14 - o
£ 12 ~
810 -
S 8-
£ 6
< 4 y =-145,45x2 + 105,83x - 2,4759
Rz =0,2721
2 -
0 T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 04

gs (mol H20 m-2 s-1)

Figura 8. Relacion entre las variables fotosintesis neta (A) y conductancia
estomatica (gs) para el clon GC.
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Figura 9. Relacion entre las variables fotosintesis neta (A) y conductancia
estomatica (gs) para el clon GT.

20 -
18 I e [5)
: 16 _ 9,@90 (STRRTTIIIL A
? 14 R
£ 12 - O....C-)O-% .
e
§ 10 -
(@]
S 8- p
E 6 -
= 4 y = -330,12x2 + 135,19x + 3,2915
< T Rz = 0y8822
2 -
0 | | I I I
0 0,05 0,1 0,15 0,2 025

gs (mol H20 m-2 s-1)

Figura 10. Relacion entre las variables fotosintesis neta (A) y conductancia
estomatica (gs) para el clon G.
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Figura 11. Relacién entre las variables fotosintesis neta (A) y conductancia
estomatica (gs) para el clon GU.

También se analizé por medio de regresion la asociacion entre la tasa
transpiratoria instantanea (E) y la conductancia estomatica (gs) en los cuatro
genotipos (Figura 12). Todos los clones se ajustaron a los modelos con una
elevada correlaciéon de forma significativa (Cuadro 5). En el analisis el clon GU
presentd el mayor incremento de E por cada aumento en gs, observandose una
fuerte dependencia de E frente a cambios en la apertura estomatica. El
genotipo GC mostré la menor pendiente, y los clones G y GT presentaron
pendientes similares, siendo intermedios entre los otros dos clones (Figura 12).
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Figura 12. Relacion entre las variables tasa transpiratoria (E) y conductancia
estomatica (gs) para los cuatro clones en estudio.

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion (Pearson, r) entre las variables tasa
transpiratoria instantanea (E, mmol H.O m2 s-1) y conductancia estomatica (gs,
mol H20 m-2s-') para cada clon (p<0,05).

Clones Correlacién entre E y gs p-valor
GU 0,99 <0,0001
GT 0,99 <0,0001

G 0,95 <0,0001
GC 0,95 <0,0001

4.4, RELACIONES ENTRE ACTIVIDAD TRANSPIRATORIA Y PARAMETROS
HIDRICOS

En el analisis de las relaciones entre E con el Wm y el AWw, se utiliz6 el
coeficiente de correlacion de Pearson. Se observd que el genotipo G fue el
unico que mostrd una relacion lineal de tipo negativa entre E y Wmd (Cuadro 6).
Respecto a la asociacion entre E y AWYw ninguno de los clones se vinculd
linealmente de manera significativa.
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Cuadro 6. Coeficientes de correlacion (Pearson, r) entre el potencial hidrico
mediodia (Wmd, MPa) y tasa transpiratoria instantanea (E, mmol H2O m? s'). Y
entre el gradiente de potencial hidrico (AWw, MPa) y la tasa transpiratoria
instantanea (E, mmol H20 m2 s*') para cada genotipo (p<0,05).

Correlacién
Clones Correlacion entre Wmd y E p-valor |entre AWYwy E | p-valor
G -0,51 0,05 0,39 0,15
GU 0,25 0,31 -0,37 0,14
GC 0,28 0,25 -0,29 0,24
GT 0,23 0,37 -0,16 0,59

4.5. EFICIENCIA EN EL USO DEL AGUA

4.5 1. Eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA)

La eficiencia instantanea en el uso del agua varié entre los diferentes
clones (p<0,0001). El clon G fue el material con mayor eficiencia en el uso del
agua (6,47 + 0,23 pymol CO2 / mmol H20) seguido del clon GU (5,88 £ 0,21 pmol
CO2 / mmol H20), mientras que los clones menos eficientes fueron GT (4,54 +
0,21 pmol CO2 / mmol H20), y GC (3,30 + 0,21 ymol CO2 / mmol H20, Figura
13).
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Figura 13. Variable eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA) para cada
clon en la ultima fecha de muestreo, mayo/2015.

4.5.2. Eficiencia integrada en el uso del agua (EUAI)

El valor de A'3C se relaciona de una forma inversa con la EUAi En su
analisis, al igual que la eficiencia instantanea en el uso del agua, la variable
integrada mostro diferencias significativas entre los clones por medio de la
variable A'3C (p<0,0001). Los clones G (20,31 + 0,14 A'C %) y GU (19,87 *
0,14 A'3C %o) presentaron mayor eficiencia en el uso del agua (menores valores
de A'C) y no se observaron diferencias entre ellos. Los clones GT (21,21
0,14 A™3C %) y GC (21,56 + 0,14 A'3C %o) fueron lo menos eficientes en el uso
del agua (mayores A'3C, Figura 14).
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Figura 14. Variable discriminacion isotopica del carbono (A'3C) para cada
genotipo en la ultima fecha de muestreo, mayo/2015.

4.6. ANATOMIA ESTOMATICA

En el andlisis de la anatomia estomatica la variable densidad
estomatica (No. /mm?2) mostré diferencias significativas entre clones (p=0,003) y
entre tipo de cara foliar (<0,0001, Figura 23). Los clones GC y GT presentaron
estomas en ambas caras foliares (anfiestomaticas), en cambio los clones G y
GU presentaron estomas solamente en la cara abaxial (envés), por lo tanto, sus
hojas se denominan hipoestomaticas. Ademas, las hojas de los clones G y GU
presentaron estomas completamente inmaduras en su epidermis superior
(Figura 15).
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Figura 15. Variable densidad estomatica foliar (No. /mm-2) para cada genotipo
segun cara foliar.
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Figura 16. Imagenes obtenidas con camara digital acoplada a microscopio
optico de levantado de caras foliares (adaxiales y abaxiales), tratadas con
esmalte incoloro correspondientes a los 4 clones estudiados.

4.7. VARIABLES DASOMETRICAS

En el analisis de las variables dasométricas tanto el Dap (m), la Ht (m)
como el Vol (m3® arbol') arrojaron diferencias significativas entre clones y
fechas. En el caso de la tasa de crecimiento relativo no existio diferencias entre
los genotipos ni interaccion clon*fecha, pero si hubo diferencias significativas
entre las fechas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados del anava para las variables Dap (m), Ht (m), Vol (m3
arbol') y TCR volumen (%, p<0,05).

Valor p>F
Fuente de Grados
variacion | 9€ Vol m? | TCR
libertad | pap (m) | Ht(m) | O | volumen
arbol™) (%)
Clon 3 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 0,2827
Fecha 4 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 0,0192
Clon*fecha 12 0,93 0,97 0,91 0,8602
C.V. (%) 7,39 16,07 26,23 88,35
Media 0,136 10,39 0,16 0,148

En el analisis de los genotipos la variables Dap (m), Ht (m) y Vol (m3
arbol') promedio presentaron una evolucidon creciente entre fechas, se
incrementaron desde la primavera (octubre) hasta el otofio (marzo / mayo)
(Cuadro 9). En los clones G, GC y GU se observaron los mayores Dap
promedio (0,14 £ 0.002 m) y el clon GT presenté el valor mas bajo (0,12 £ 0.002
m, Cuadro 8). La altura total del fuste (Ht, m) también mostré variacion entre los
genotipos, los clones G (11,61 £ 0,33 m), GC (10,59 £ 0,33 m) y GT (10,48 %
0,33 m) tuvieron los valores mayores y el clon GU (8,88 + 0,33 m) el menor. De
este modo el volumen fustal en los clones G (0,19 £ 0,01 m3) y GC (0,17 £ 0,01
m3) fueron los mayores, siendo los clones GT (0,13 £ 0,01 m3) y GU (0,14 +
0,01 m3) los de menor volumen (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Valores promedio de las variables: Dap (m), Ht (m) y Vol (m3 arbol-")
para cada uno de los genotipos estudiados.

Clones | Dap (m) | Clones Ht (m) Clones Vol (m3 arbol")
G 0,14 a G 11,61 a G 0,19 a
GC 0,14 a GC 10,59 ab GC 0,17 a
GU 0,14 a GT 10,48 b GU 0,14 b
GT 0,12b GU 8,88 c GT 0,13 b

Contraste de medias por Tukey (p<0,05).

Cuadro 9. Valores promedio de las variables: Dap (m), Ht (m) y Vol (m3 arbol-")
en cada una de las fechas muestreadas.

Fechas Variables dasomeétricas
Dap (m) Ht (m) Vol (m3arbol)
07. may. Ha. 0,15 a 11,88 a 0,21 a
12. mar. 4a. 0,14 ab 11,36 a 0,19 ab
27.ene. 3a. 0,14 b 10,57 ab 0,16 b
05. dic. 2a. 0,13 c 9,49 bc 0,12 c
28. oct. 1a 0,12 c 8,65¢c 0,11c

Contraste de medias por Tukey (p<0,05).

En el analisis realizado entre fecha el parametro tasa de crecimiento
relativo (%) mostré diferencias significativas entre las fechas estudiadas
(Cuadro 10). La ultima fecha de medicién fue la unica que se diferencié del

resto, a su vez, arrojo el menor valor (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Valores promedio de la TCR (Vol., %) en cada una de las fechas

muestreadas.
Fechas TCR Elozl)umen
28. oct. n/c. n/c.
27. ene. 32 0,22 a
12. mar. 42 0,14 ab
05. dic. 22 0,13 ab
07. may. 52 0,11b

Contraste de medias por Tukey (p<0,05).

4.8. VARIABLES DE RESPUESTA AL DEFICIT HIDRICO

El estudio de la concentracion del aminoacido prolina, analizada en la
ultima fecha de mediciéon (mayo/2015) no arrojo diferencias significativas entre

clones (p=0.3185, Figura 17).

42



1,60

A
1,40
1,20 A
_ A A
g-’ 1,00
£ = GU
30,80
© mG
c
S 0,60 o GC
Q0,40 mGT
0,20
0,00
GU G GC GT

Clones

Las barras de error indican el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey p< 0,05).

Figura 17. Valores promedio de la concentracion foliar de aminoacido prolina,
para cada clon en la ultima fecha de medicién (mayo/2015).
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5. DISCUSION
5.1. RELACIONES HIiDRICAS

5.1.1. Potencial hidrico

A nivel diario los menores valores de potencial hidrico foliar (Ww) se
registraron al mediodia (Wmd) y los mayores antes del amanecer (Wb). Los
datos del Wb reflejan el estado hidrico del suelo, ya que por la noche la
transpiracion es minima y los arboles recuperan el agua perdida en el dia
equilibrandose con el contenido hidrico del suelo (Begg y Turner 1970, Sellin
1999, Wright 2012). En cambio, el Wmd manifiesta el estado hidrico foliar
cuando la transpiracion es maxima (Azcon-Bieto y Talon 2008, Taiz y Zeiger
2010). El patron estacional mostrd diferencias entre fechas en ambos
parametros. Existieron precipitaciones con valores acumulados superiores al
promedio durante el verano, y el Wb reflej6 dicha variacién (Figura 2),
observandose valores mayores en verano y menores en otofio (Cuadro 2 y
Figura 4).

Condiciones ambientales de alta demanda evaporativa (Dpv alto) y
humedad del suelo ampliamente fluctuante, afectan a la tasa transpiratoria por
medio del control estomatico modificando el intercambio gaseoso (Franks et al.,
2007). Los resultados sugieren que en promedio los hibridos disminuyeron la
transpiracion en condiciones de elevado Dpv como se observo en los meses de
verano (Figuras 3 y 5). La variable Wmd mostré un patrén similar al gradiente de
potencial hidrico (AWw), esperable por la relacidon significativa entre ambos
(Figura 7). ElI parametro Wb exhibié variaciones estacionales atribuidas
fundamentalmente a las precipitaciones acumuladas mas que por el Dpv
(Figuras 2 y 3). Los valores del Wb con buenos suministros de agua se
aproximaron con los valores reportados por Dye (1996) para plantaciones de E.
grandis en Sudafrica (-0,3 Mpa) y por Mielke (1999) en hibridos de E. grandis
plantados en Brasil (-0,4 Mpa).

5.1.2. Variacion clonal

A diferencia del Wb, el WYmd mostré diferencias entre clones, El clon G
no vario entre estaciones, pudiendo haber manifestado un mayor control
estomatico. En los casos de hibridos de E. grandis con genotipos “colorados”
presentaron el promedio mas bajo (GC Y GT) pudiendo haber transpirado mas
intensamente, exceptuando los meses de verano donde todos los genotipos
presentaron valores de Wmd similares. En la ultima fecha los clones GC y GT
presentaron los menores valores de WYmd, coincidiendo en el momento de
menor precipitacion acumulada y menor Dpv (Figuras 2 y 3). Los resultados en
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estos clones podrian explicarse por la existencia de un vinculo con la
exploracion de raices mas profundas, permitiéndoles mayor conductividad
hidraulica del tallo a la raiz (Whitehead y Beadle, 2004) dado que Wmd esta
parcialmente determinado por la arquitectura hidraulica de la planta, las
diferencias entre los genotipos en Wmd no reflejan necesariamente los patrones
de disponibilidad de agua en el suelo. Los arboles que difieren en su
conductividad hidraulica o uso transitorio de agua almacenada, pueden diferir
en sus diferenciales de potencial hidrico diurno (AWw) disociando la
disponibilidad de agua del suelo y los potenciales hidricos minimos diurnos
(Wmd, Bhaskar, 2006). EI Wb no vari6 entre clones, las abundantes
precipitaciones acontecidas durante el verano (310 mm aprox.) explicarian los
altos valores de Wb que se observaron.

5.1.3. Gradiente de potencial hidrico (AYw)

El gradiente entre el Wb y el $Ymd (AWw) esta relacionado directamente
con la actividad transpiratoria (E) y varia frente a cambios estacionales del Dpv
y contenido de hidrico del suelo (Franks et al., 2007). El AWw se relacioné de
forma lineal con el Wmd (r = 0,98), aunque no existi6 asociaciéon con el Wb
(Figuras 6 y 7). Quiza la reduccion del Wmd afecté en mayor dimension a este
gradiente, ya que las pérdidas de agua del suelo (Wb) fueron bajas. Sin
embargo, los clones GT, GU y GC no presentaron una asociaciéon lineal
significativa entre AWw y E (Cuadro 6), ya que los cambios del AWw dependen
de la tasa transpiratoria y de la conductividad hidraulica de la planta, entre otros
factores (Martinez-Vilalta et al., 2014).

La menor disponibilidad de agua en el suelo puede disminuir la
conductividad hidraulica y/o su conductancia foliar (gs). Sin embargo, estas
reducciones tienen efectos opuestos sobre AWw; mientras que una
conductividad hidraulica menor, aumenta AYw, menor gs disminuye AWYw
(Martinez-Vilalta et al., 2016). Por ello, E depende no solo de AWw, sino
también de la conductividad hidraulica de los arboles (Tyree y Ewers, 1991), por
lo tanto, un aumento de conductividad hidraulica podria aumentar E sin variar
AWw significativamente. En este caso, los cambios en la conductividad
hidraulica de la raiz al tallo podrian conducir a un incremento en la absorcion de
agua, en particular, durante las condiciones de déficit hidrico.

El clon GT y GC presentaron en promedio el mayor AWw,
probablemente por un menor control estomatico y una mayor tasa transpiratoria.
Por otro lado, G y GU fueron los clones con valores menores en promedio,
seguramente por una mayor regulaciéon de la actividad transpiratoria (Figura 5).
A nivel estacional se observaron particularidades de tendencia isohidrica debido
a la poca diferencia entre la Wmd bajo condiciones secas y humedas,
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principalmente causado por una regulacion estomatica de la tasa transpiratoria
bajo condiciones secas (Tardieu y Simonneau, 1998). Esta inclinacién isohidrica
se observo en mayor medida en el clon G. En el caso del clon GC y en menor
tendencia GT, la variacién del AWw fue similar a la reportada por Franks et al.
(2007) en Eucalyptus gomphocephala, quienes definieron este patron como
“‘isohidrodinamico”. EI mismo se da por diferencias relativamente constantes
entre Wb y WYmd (AWw) a lo largo de los ciclos estacionales de humedad,
considerandose una variacion del patron anisohidrico. Este patréon de
regulacion, se explica por un modelo de control estomatico en el que la
conductancia hidraulica de la planta depende de la tasa de transpiraciéon
(Figuras 4 y 5).

5.2. ACTIVIDAD FOTOSINTETICA E INTERCAMBIO DE GASES

Los hibridos exhibieron diferencias significativas en los parametros
fotosintéticos. Los clones GC y GT presentaron valores mayores en la tasa
fotosintética (A) respecto a los clones G y GU (Cuadro 3). La conductancia
estomatica (gs) también varié en el mismo sentido entre genotipos, con GC y
GT mostrando los promedios mas altos y la actividad transpiratoria mas intensa
(mayor E, Cuadro 3). A su vez, existio una alta correlacién entre A 'y gs (r =
0,76) y entre E y gs (r = 0,99) en todos los clones (Figuras 8 a 12, Cuadros 4 y
5).

Se observaron que incrementos de gs generaron incrementos en la
fijacion de CO2 y en la tasa transpiratoria de acuerdo a lo esperado (Wong
1979, Meinzer et al. 2001). Aunque no en todos los genotipos del mismo modo,
el clon GU exhibié un patron similar al resto entre gs y A, pero una vez
alcanzada una maxima tasa fotosintética, incrementos en gs la fotosintesis
disminuyd. Las hojas de Eucalyptus sp presentan una alta capacidad de fijacion
de carbono, quizas no sorprenda que se observen relaciones lineales fuertes
entre la fotosintesis (A) y la conductancia estomatica (gs, Wong et al., 1979),
aunque las pendientes de estas relaciones en Eucalyptus sp. pueden variar por
diferentes factores, como diferencias entre especies (E. camaldulensis versus
E. globulus) y entre niveles de nitrégeno (bajo versus alto nitrégeno en E.
globulus, Sheriff, 1992). A su vez, Pinkard et al. (1998) estudiaron la
conductancia estomatica en Eucalyptus nitens y no hallaron relacion entre A 'y
gs a niveles altos de gs.

Los modelos de asociacién entre A y gs presentaron mayor grado de
ajuste en los clones Gy GU (r = 0,90 y 0,66 respectivamente), estos genotipos
lograron una mayor fijacibn de carbono bajo una menor conductancia
estomatica, esto determina una mayor regulacion de la apertura estomatica,
inferido también por los menores AWYw y una mayor EUA. Aunque para el clon
GU seria hasta ciertos niveles de gs. Si bien GC y GT presentaron altas tasas

46



fotosintéticas, las elevadas tasas transpiratorias redujeron la EUA en ambos
casos. Esta informacion es consistente con lo reportado por Whitehead vy
Beadle (2004) en Eucaliptos “colorados” (E. camaldulensis).

5.3. EFICIENCIA INSTANTANEA EN EL USO DEL AGUA (EUA)

Los resultados de la EUA instantanea (A/E), sefialaron que los hibridos
de Eucalyptus “colorados” (GC y GT) fueron los menos eficientes en el uso del
agua (Figura 13), posiblemente debido a una menor regulacion estomatica
(mayor gs, Cuadro 3). Estos resultados son consistentes con la informacién
observada en los potenciales hidricos foliares y sugieren que los clones con
genotipos “colorados” podrian ajustar gs. en funcion a WYmd a fin de mantener la
ganancia de carbono (Le Roux et al., 1996).

El clon G evidencié la mayor EUA, seguramente por una alta actividad
fotosintética y una baja tasa transpiratoria atribuido a una mayor regulacion de
gs. Analizando estos aspectos, los clones GT y GC mostraron valores de tasa
fotosintética sin diferencias significativas a G, pero con mayores valores de tasa
transpiratoria, por lo que G posiblemente regulé en mayor medida la apertura de
sus estomas sumado a una mayor eficiencia en la fijacién de carbono (Cuadro 3
y Figura 13). El clon GU mostré valores similares en actividad fotosintética y
transpiratoria al clon G, pero con una EUA menor a este ultimo. Tales
comportamientos podrian haber llevado a una EUA mas alta al desacoplar gs y
la ganancia de carbono (A), como se informé anteriormente para las especies
de eucaliptos de zonas humedas (Héroult et al., 2013).

Tanto G como GU parecen ser mas sensibles al Dpv, por lo que serian
mas adecuados para resistir las condiciones de sequia al reducir el intercambio
de gases. Las especies de habitats mas aridos que experimentan sequias
frecuentes tienen un comportamiento estomatico mas conservador y un uso
mas eficiente del agua por unidad de ganancia de carbono que las especies
adaptadas a los habitats humedos (Cowan y Farquhar 1977, Orians y Solbrig
1977, Cowan 1982b). De todas formas, la EUA instantanea es una medida
puntual y altamente variable (depende de la hoja, edad de la planta, posicion,
irradiancia, etc.). A su vez fue analizada en una unica fecha y no arrojaria
informacion irrefutable.

5.4. EFICIENCIA INTEGRADA EN EL USO DEL AGUA (EUAI)
La eficiencia integrada en el uso del agua (EUAI) esta relacionada con
la discriminacién de is6topos de carbono (A'3C) durante la difusion del gas y las

reacciones dependientes de la enzima rubisco durante la fotosintesis. La A'3C
esta negativamente asociada con la EUAI En tal sentido, los hibridos GC y GT
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exhibieron los valores mas altos de A'3C (mayor discriminacién de '3C) y, por lo
tanto, fueron menos eficientes en el uso de agua (Farquar et al., 1982, Figura
14). Estos valores se relacionan fundamentalmente a un menor control
estomatico (Figura 5 y Cuadro 3) y mayores tasas transpiratorias por parte de
los clones con genotipos “colorados” (Cuadro 3).

Por otra parte, los clones G y GU presentaron menor A'3C y por lo tanto
mayor EUAI, de este modo, con menor apertura estomatica (y transpiracion)
registraron tasas fotosintéticas préximas o iguales a los hibridos “colorados”
(Cuadro 3). Los resultados muestran que G y GU fueron los clones mas
eficientes en el uso del agua debido fundamentalmente a su menor actividad
transpiratoria (Figura 14).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Bond y Stock (1990)
en arboles de Eucalyptus spp. adultos cultivados a campo en Sudafrica (E.
grandis e hibridos E. grandis x camaldulensis). Los valores de A'3C
encontrados fueron entre 16,9%o y 21,2%0. También existié coincidencia con los
resultados reportados por Anderson et al. (1996), que estudiaron la distribucién
de especies de Eucalyptus spp (E. grandis, E. camaldulensis, E. dunnii, E.
viminalis, E. saligna, entre otros) relacionando los gradientes de temperatura y
precipitacion con la eficiencia integrada en uso del agua (segun discriminacion
isotopica del carbono A'3C). Muestrearon 17 poblaciones que representan 14
especies de Eucalyptus spp. creciendo en el centro sur de Nueva Gales del Sur.
Entre las 17 especies y procedencias muestreadas, A'3C oscilé entre 18.8 %o y
21.1 %o.

5.5. ANATOMIA ESTOMATICA Y ESTADO HIDRICO

En el analisis de la anatomia estomatica el patron de distribucién de los
estomas foliares mostré hojas anfiestomaticas en los clones GC y GT, y hojas
hipoestomaticas en los clones G y GU, estos ultimos exhibiendo estomas
completamente inmaduros en el haz foliar (Figura 16). La densidad estomatica
mostro resultados similares entre los clones sin considerar la cara foliar (Figura
15). Los valores proporcionados por EUA, EUAI y AWw fueron consistentes con
la densidad y distribucidon estomaticas, las hojas hipoestomaticas de G y GU
condujeron a un fuerte control estomatico (y de la actividad transpiratoria) y
mayor eficiencia de su actividad fotosintética. Mientras que los clones GC y GT
probablemente mantuvieron la conductancia hidraulica de los arboles y, por lo
tanto, la conductancia estomatica. Por ello, deducimos que los rasgos
estomaticos analizados influyen sobre la tasa transpiratoria. Ambos pueden
variar no sélo entre especies de Eucalyptus (Héroult et al., 2013), sino también
entre hibridos cercanos relacionados (Eksteen et al., 2013).
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Los estomas en las superficies adaxiales de G y GU permanecian
inmaduros, de forma similar a lo que se informa para algunas especies
herbaceas tropicales (Kagan y Sachs, 1991). England y Attiwill (2011)
estudiaron la ontogenia de los estomas en Eucalyptus regnans y observaron
que evolucionan progresivamente desde el margen hasta el nervio central en
hojas juveniles. Sin embargo, en el estudio actual, los estomas permanecieron
inmaduros en toda la epidermis superior de las hojas adultas, lo que
probablemente redujo el intercambio de gases foliares.

5.6. VARIABLES DASOMETRICAS

Las diferencias clonales en el diametro de referencia promedio (Dap) y
la altura total del fuste (Ht) se reflejaron en el volumen fustal (Vol.). Al final del
estudio, G y GC presentaron el Vol. mas alto comparado con GU y GT (Cuadros
8 y 9). La variable TCR (Vol., %) no se tradujo en diferencias entre los clones,
pero si varié entre las diferentes fechas del muestreo, siendo las fechas en la
estacion del verano las que exhibieron las tasas de crecimiento relativo mas
elevadas, coincidiendo con el momento de mayor disponibilidad hidrica en el
suelo (Cuadros 2y 10).

5.6.1. Variables dasométricas vy eficiencia en el uso del agua (EUA)

En los clones GC y GT se observo la menor EUA (instantanea e
integrada, Figuras 13 y 14) y valores de A y E elevados. El genotipo GT a su
vez fue el de menor volumen fustal; y el clon GC presenté similares resultados
al resto siendo junto a G el de mayor Vol (Cuadro 8). A priori, los resultados
senalarian que la elevada fijacién de carbono y pérdida de agua no es causante
de un incremento en biomasa. En especies C3 como en Eucalyptus spp. la
ASC estd negativamente asociada con la acumulacion de materia seca en
plantas enteras (Farquhar et al. 1989, Bond y Stock 1990). Por otro lado, la
EUA y A'3C pueden cambiar entre tallos, brotes y arboles enteros (Olbrich et
al., 1993). A su vez, la biomasa del tallo puede aumentar sin modificar EUA,
como lo reportaron Battie-Laclau et al. (2016) en plantaciones de E. grandis.
aunque se evidencian diferencias importantes entre los clones, se necesita mas
investigacion para analizar EUA vy dilucidar su relacion con el crecimiento de los
arboles.

5.7. RESPUESTAS AL DEFICIT HIDRICO
En el analisis de la concentracion del aminoacido prolina, no se
observaron diferencias entre los genotipos (Figura 17). Posiblemente la razén

de los resultados estaria en la ausencia de un déficit hidrico impuesto durante la
estacion de mayor demanda atmosférica (verano), justificada por

49



precipitaciones por encima de la media durante el periodo de estudio (Figura 2).
A causa de ello también se observé una falta de diferencias entre los clones en
la variable potencial hidrico del suelo (Wb, Cuadro 2), surgiendo asi, la
necesidad de considerar un periodo mayor de tiempo donde se abarquen mas
temporadas de estudio.

La informacion es consistente con lo reportado por Shvaleva et al.
(2005), quienes compararon las respuestas metabdlicas en hojas de clones
Eucalyptus globulus Labill. a un déficit hidrico impuesto lentamente. En su
estudio el tratamiento con estrés hidrico causé un aumento significativo en la
concentracion de prolina en uno de los clones. En todos los casos el estrés
hidrico llevdé a una disminucion en el potencial osmaético, sin embargo, la
contribucion de la prolina al cambio en el potencial osmético fue solo del 1%, lo
que indica que el aumento de la concentracion de prolina inducido por la sequia
no contribuyé significativamente al ajuste osmético en las plantas estresadas.
Como se indico en otros estudios, el papel de la prolina en plantas estresadas
por sequia puede estar asociado con la preservacion de la estructura y la
actividad de las enzimas (Hare et al., 1999).

Existen muchos estudios en la cuantificacion de cambios en el potencial
osmotico en respuesta a déficits hidricos en diversidad de especies de
Eucalyptus spp. Las mediciones reportadas muestran disminuciones del
potencial osmatico entre 0,2 y 0,8 MPa como valores comunes (Myers y Neales
1986, Lemcoff et al. 1994). A su vez, White et al. (2000) identificaron respuestas
contrastantes al estrés hidrico estacional para cuatro Eucalyptus spp. cultivados
en campo: E. camaldulensis y E. saligna evitaron el déficit hidrico al aumentar la
profundidad de enraizamiento, mientras que E. leucoxylon y E. platypus tenian
de forma inherente potenciales osméticos bajos.
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6. CONCLUSIONES

Los hibridos “colorados” (E. grandis x E. camaldulensis y E. grandis %
tereticornis) mostraron el potencial hidrico foliar mas bajo y el mayor gradiente
de potencial hidrico foliar. Transpiraron mas intensamente y fueron menos
eficientes en el uso del agua, como se deduce de los resultados de los métodos
EUA instantanea e integrada (A'3C).

Estos clones también mostraron una regulacion mas baja de la
conductancia estomatica y presentaron hojas anfiestomaticas, obteniendo altas
tasas de intercambio gaseoso, probablemente asociadas a una mayor
exploracion radicular en profundidad y logrando mayor conductividad hidraulica.

E. grandis (G) y E. grandis x urophylla (GU) mostraron un
comportamiento que condujo a un fuerte control estomatico (y de la actividad
transpiratoria) y una alta actividad fotosintética, con hojas hipoestomaticas y con
estomas en la epidermis foliar de la cara adaxial que permanecieron inmaduros.
De este modo fueron mas eficientes en el uso del agua, tanto de forma
instantanea como integrada (A'3C).

La tasa de crecimiento relativo en volumen no mostr6 variaciones entre
los genotipos. Sin embargo, durante el estudio se observaron diferencias en
altura de fuste, diametro y volumen, pero no vinculados con los parametros
hidricos analizados.

No se encontraron diferencias entre los genotipos en el nivel de

concentracion de aminoacido prolina foliar. Las elevadas precipitaciones no
determinaron estrés hidrico en los clones, siendo esperable dicho resultado.
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7. RESUMEN

En Uruguay la superficie forestada con eucaliptos ocupa un millon de ha y E.
grandis se destaca por la gran calidad de su madera y su elevada capacidad de
crecimiento. Si bien las plantaciones con hibridos de esta especie son cada vez
mas frecuentes, es importante evaluar genotipos en funcion de parametros
fisiolégicos en plantas creciendo a campo, particularmente aquellos
relacionados con la capacidad de crecimiento y la eficiencia en el uso de
recursos. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el curso del estado
hidrico, parametros de intercambio gaseoso y crecimiento de los arboles en
cuatro clones promisorios: E. grandis (G), E. grandis x camaldulensis (GC), E.
grandis x tereticornis (GT) y E. grandis x urophylla (GU). En 2012 se instalé un
ensayo de bloques al azar en Tacuarembd (31° 38’15" S; 55° 54' 17" W) y se
midieron el potencial hidrico foliar (WYw) y la tasa de crecimiento relativo de los
arboles (TCR) desde octubre/2014 hasta mayo/2015. Al final del estudio, se
midieron la tasa de fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs) y tasa
transpiratoria en hojas (E), ademas, se colectaron muestras foliares para
analizar la discriminacion isotépica de carbono (A'3C) y el contenido de prolina.
El potencial hidrico al medio dia (Wmd) varidé entre clones y entre fechas, a
diferencia del potencial hidrico base (Wb). Los hibridos GC y GT transpiraron
mas activamente, ya que presentaron menor WYmd y mayor gradiente de
potencial hidrico (AW = Wb - Wmd). Ademas, fueron menos eficientes en el uso
de agua, tanto la calculada en base instantanea (A/E) como la estimada
mediante A'3C. Estos clones presentaron hojas anfiestomaticas. Los clones G y
GU fueron mas eficientes en el uso del agua, principalmente debido a una
mayor regulaciéon estomatica (menor gs) y a una elevada fijacién de CO2 (A).
Ademas, sus hojas fueron hipoestomaticas y presentaron estomas
completamente inmaduros en la cara adaxial de sus hojas. Si bien TCR no vari6
entre genotipos, se observaron diferencias en volumen de fuste. Sin embargo,
no esta clara la relacion entre TCR y volumen de fuste con la informacion
provista por los parametros fisiologicos. El contenido de prolina fue bajo y no
varié entre genotipos, probablemente por la abundante precipitacion en el
verano, la cual evité la ocurrencia de estrés por falta de agua.

Palabras clave: Eucalyptus; Potencial hidrico; Tasa transpiratoria;
Crecimiento; Densidad estomatica.
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8. SUMMARY

Eucalypt plantations occupy_one million ha of the Uruguayan forested area, and
E. grandis stands out for its high timber quality and high growth capacity.
Although plantations with interspecific clonal hybrids are frequently installed, it is
essential to evaluate genotypes through physiological parameters when field
grown, particularly, those related to growth capacity and the efficiency of
resource use. The main objective of this work was to study the course of leaf
water status, gas exchange parameters and tree growth in four promissory
clones: E. grandis (G), E grandis x camaldulensis (GC), E. grandis x tereticornis
(GT) and E. grandis x urophylla (GU). In 2012, a randomized block trial was
conducted in Tacuarembo (31° 38°15" S; 55° 54' 17" W) to assess leaf water
potential (Ww) and tree relative growth rate (RGR) from October/2014 to
May/2015. At the end of the study, net photosynthetic rate (A), stomatal
conductance (gs) and transpiration rate (E) were measured, and foliar samples
were collected to study carbon isotope discrimination (A'3C) and proline content.
Midday leaf water potential (WYmd) showed clonal and seasonal variation, unlike
leaf predawn water potential (Wb). GC and GT hybrids transpired more
intensively, as they showed the lowest Wmd and the highest leaf water potential
gradient (AW = Wb - Wmd). They were less efficient in water use, as inferred by
instantaneous (A/E ratio) and integrated (A'3C) water use efficiency. These
clones also had amphistomatic leaves. Conversely, G and GU clones had a
different behavior, since they were more efficient in water use due to a higher
stomatal control (lower gs) and higher A. Moreover, they had hypostomatic
leaves and stomata on adaxial leaf surfaces remained entirely immature.
Though RGR did not vary among clones, differences in stem volume were
found. However, there was no relationship between these variables and the
information provided by physiological parameters. Proline content did not vary
among clones, and this was probably due to the abundant rainfall during
summertime that prevented water stress.

Keywords: Eucalyptus grandis; Water potential; Transpiration rate;
Tree growth; Stomatal density.
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