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RESUMEN

En este trabajo se ha utilizado un sistema experimental definido para el estudio de la variacion precoz en el
desarrollo de plantulas en contenedor, en el cual se ha determinado la discriminacion del isétopo '3C en progenies
seleccionadas. La discriminacion del isotopo '3C se ha comparado contra la estimacion de la eficiencia instantanea de uso
de agua (iWUE) bajo condiciones de agua saturantes y limitantes. La disponibilidad de agua fue controlada
automaticamente por tensidometros con transductores de presion durante la germinacion y crecimiento de plantulas de
Eucalytpus globulus. Los resultados obtenidos revelaron que hay un efecto significativo del tamano de la semilla y de los
tratamientos de riego en la asignacion de la materia seca y composicion de isétopo de carbono. La composicion de

carbono de hoja fue alterada por limitaciones de agua, observandose que el 8'3C aument6 un 1.56% en -3.3 kPa y un -
1.34% en 6.3 kPa; respecto a las cantidades observadas en los tratamientos mantenidos a 1.8 kPa. Ademas, las diferencias
de tamaio de semilla influyen en los valores de conductancia estomatica (gs), fotosintesis (A) y transpiracion (E).

P.C.: discriminacion de isotopo de carbono, asignacion de biomasa, Eucalytpus globulus, eficiencia
instantanea de uso de agua, tensiometros.

SUMMARY

We have determined the early genetic variation in isotope discrimination within a selected provenance,
calibrating these data against estimated of actual whole-plant instantaneous water-use-efficiency (WUE) under well-
watered and several water-limited conditions. The availability of water was automatically controlled by tensiometers with
pressure transducers, being stabled during the germination of seedlings and during growth of the seedlings at (-1.8, -3.3
and -6.3kPa). The obtained results revealed that there was a significant effect of the seed size by watering treatments
interaction on dry matter allocation and carbon isotope composition. Leaf carbon composition was altered by water
limitations 8'3C increase 1.56% in 3.3 kPa and 1.34 % in 6.3 kPa) as compared to the well-watered control (1.8 kPa).
Moreover, seed size differences were influencing the values of the stomatal conductance (gs), photosynthesis rate (A) and
transpiration rate (E). The larger seed sizes providing seedlings with higher gs, A and E. Discussion about both high WUE
and early high productivity, regardless of water treatment has been considered.

K.W.: carbon isotope discrimination, biomass allocation, Eucalyptus globulus, instantaneous water-
use-efficiency, stress, tensiometers, watering control.

INTRODUCCION, MATERIAL Y METODOS:

Disponer de métodos de seleccion precoz para caracteres de interés en progenies seleccionadas
seria de gran interés en programas de mejora forestal. En plantas C3, la composicion del isotopo 3¢
varia dentro del rango -22 a -32%o0. Esto se debe a la discriminacion (-27%o0) contra 13CO2 por

ribulosa difosfato carboxilasa. En los tltimos afios, la relacion entre 8!3C, acumulacién de masa seca
y eficiencia de uso de agua se ha estudiado en arbustos y arboles. La correlacién negativa entre 8!13C
de hojas y la altura del arbol se ha demostrado en clones comerciales de E. grandis lo que implica que
arboles mas eficientes son los mas productivos. Ademas la eficiencia de uso de agua y la §13C
correlaciona positivamente en clones de E. globulus (Osorio y Pereira, 1994). Recientemente, Osorio
et al., (1998) han confirmado la robustez de la relacion entre la discriminacion de is6topo de carbono
y eficacia del transpiracion para tratamientos de riego en diversos clones de E. globulus; y Macfarlane
y Adams, (1998) la utilidad de 5!3C como un indicador precoz de estrés hidrico en plantaciones de E.
globulus



El objetivo de este trabajo es disefiar y validar una herramienta para identificacion de los
potenciales matriciales en sustratos de cultivo en contenedor, que puedan facilitar una seleccion mas
eficaz de plantulas frente a la eficiencia de uso de agua. Para este proposito hemos estudiado: (1) la
variacion individual en una pocedencia seleccionada de E. globulus en la acumulacién de biomasa,
eficiencia instantanea de uso de agua y 8!3C bajo varios tratamientos de riego; (2), la relacion entre
513C, (WUE) y la particion de biomasa.

Material vegetal y sistema experimental

Se emplearon semillas de E. globulus de una procedencia seleccionada (Flinder Island,
Australia) almacenadas con silicagel en oscuridad a 4 °C hasta su uso. Las semillas se sembraron en
recipientes 28A el 29/01/99, usando una semilladora automatica segin los procedimientos

operacionales de CEASA (ENCE, Navia). Los alveolos de cada contenedor (200 cm3/alveolo) se
llenaron con una mezcla previamente humedecida de turba N4 (Humin Substrat, Klasmann-Delmann
GmbH) y corteza de pino (7:3; v/v) y fertilizada con ®Osmocote (15:11:13) a una concentracion de

1,5¢g 1"l Los contenedores se trasladaron al invernadero experimental del Laboratorio de Fisiologia
Vegetal, (Universidad de Oviedo). Este trabajo se ha desarrollado sobre un disefio completamente
aleatorio (4 x 4) para una procedencia de E. globulus; correspondiendo el factor tamafio de la semilla
a los tamafios 1.25, 1.50, 1.75 y 2.00 mm, y el factor humedad del contenedor a cuatro tensiones de
humedad establecidas en el substrato. Cada bandeja fue considerada como una unidad experimental
con 56 réplicas (dos contenedores, 56 semillas). Las condiciones de concentracion CO, y fotoperiodo

no se controlaron; la temperatura se mantuvo entre 18 y 28 °C (Lopez et al., 2000).

Control de la humedad del sustrato mediante tensiometros electronicos

El dispositivo se ha descrito en Humara et al., (2001) y estd compuesto por bandejas de
polipropileno independientes (1200 cm * 1200 cm * 10 cm). Cada bandeja tiene un depodsito de agua
para subirrigacion. Al mismo tiempo, una valvula neumatica permite regar automaticamente a través
del control establecido por tensiometros. Al inicio del experimento el sustrato tenia un potencial
matricial (-3 a -4 kPa). Los tratamientos de riego automaticos se establecieron en -1.8, -3.3 y -6.3 kPa;
(tratamientos 1, 2 y 3 respectivamente). Un cuarto tratamiento denominado curva de humedad se
establecio con -2 hasta -3 kPa durante las primeras cuatro semanas y de —2.5 hasta -4 kPa a partir de
la quinta semana y hasta el final del experimento. Los datos de temperatura, humedad relativa y
tension de humedad, se registraron con software ® Ambitrol 500 instalado en un PC que actua como
interface entre el PLC y las diferentes sondas.

Parametros morfologicos y evaluacion de biomasa

Se analizaron 9 plantulas por cada tratamiento y se midieron altura, parametros de hoja
(longitud, anchura y area), asi como la particion de biomasa al periodo final de producciéon de la
planta (90 dias). Cada plantula fue extraida y cortada en el cuello de la raiz. Una vez lavadas las
raices todas las partes de la plantas se pesaron después ser secadas en horno durante 4 dias a 70°C.

Discriminacion del isotopo

La composicion de is6topo de carbono se determind en hojas totalmente expandidas de nueve
plantas por tratamiento y recogidas aleatoriamente. Las muestras secas y trituradas se analizaron en
un analizador elemental Carlo Erba Instruments EA 1108 CHNS/O, conectado a un Espectrometro de
Masas Isotopico DELTAplus con una interface ConFlo II. La relacion del isétopo se calculd de las
cantidades relativas de moléculas con composicion del isotopo diferente. La discriminacion del
isotopo (813C) se estimé segun Farquhar et al., (1989), asumiendo que la composicién de isotopo
estable de carbono en aire es del 8%o.

Determinaciones fisiologicas

Se realizaron estudios fisioldgicos en los tratamientos de -1.8 y -6.3 kPa. Las plantas de 90
dias se dispusieron en un Fitotron a 25°C efectuandose las medidas bajo ambiente con humedad baja

(40%) y un PPFD de 750 pmol m2 s, La conductancia (gs) y fotosintesis (A) se analizé en nueve
plantas por tratamiento, para lo cual se seleccionaron las hojas més altas totalmente expandidas. Se
empled un analizador de infrarrojos portatil (LCA-IV, Instrumentos de ®ADC Cambridge, UK).
Analisis de los datos
Los datos se analizaron con analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias. Se determind
la normalidad y homogeneidad de varianza y se realizaron transformaciones para ajustarse a las
asunciones estadisticas subyacentes de ANOVA. Todas las comparaciones de pares individuales



fueron realizadas la prueba de Minimas Diferencias Significativas. Las diferencias fueron
consideradas significativas a P <0.05.

RESULTADOS

En andlisis de la varianza de dos vias muestra que el tamafio de la semilla afecta a la particion
de biomasa y composicion de is6topos de carbono (Tabla 1). La composicion de carbono en hoja fue
alterada por limitaciones de agua (5!3C aument6 1.56% en -3.3 kPa y 1.34% en -6.3 kPa) respecto al
tratamiento de -1.8 kPa. La discriminacion de carbono se modifica ligeramente entre los tamafios de
la semilla y es mas bajo para el tamafo de la semilla 1.25 mm (Tabla 1).

Cuando los datos para cada tratamiento del riego fueron analizados sin tener en cuenta el
tamafo de la semilla, el peso seco total correspondiente a raices, tallo y hojas mostraron diferencias
significativas entre diferentes disponibilidades de agua (Tabla 1). La proporcién de materia seca
asignada a las raices fue menor en semillas 1.5 mm y 2 mm. La produccion de biomasa se reduce a
medida que se incrementa la limitacion de agua en todos los tamafios de la semilla. Asi, con -3.3 y -
6.3 kPa las plantas muestran como promedio entre 35 y 60% de la acumulacion de peso seca total de
las plantas bien regadas. El porcentaje de disminucion en peso seco se puede relacionar con el tamafio
de la semilla. Aunque la asignacion de la biomasa se reduce por limitaciones de agua, principalmente
en -3.3 kPa y -6.3 kPa. Sorprendentemente, la composicion de carbono de hoja se altera menos por
limitaciones de agua para el tamafio de la semilla 1.25 mm (Tabla 1, principalmente a -3.3 kPa.

Se ha encontrado una correlacién positiva entre la produccion de materia seca y §13C (513C se
volvido menos negativo al aumentar la produccion de masa seca), lo que sugiere que el tamano de la
semilla afecta a la WUE debido a una A mas elevada (Tabla 2). La composicion de isotopo de
carbono correlaciona positivamente con la eficacia de intercambio de gas intrinseca (A/g,) para todos
los tamafios de semilla y los tratamientos de riego. Sin embargo, la sensibilidad de §!3C a los cambios
en biomasa es mayor en los tratamientos con una mayor limitacion de agua (-6.3 kPa).

Aunque A y gs disminuyen en plantas sujetas a limitaciones hidricas, la gs se redujo
comparativamente en un mayor grado y como consecuencia la eficacia de uso de agua instantanea
(relacion A/gs) es superior en plantas sometidas a estrés que en plantas bien regadas (-1.8 kPa). Las
plantulas sometidas a limitaciones hidricas mostraron una iWUE superior respecto a los tratamientos
mejor regados (813C=—0.012 A/gs —32.017; r=0.98). El valor de A/gs refleja el compromiso entre la
fotosintesis neta y transpiracion en el momento de medida. Sin embargo, el sistema de subirrigacion
empleado en nuestro dispositivo experimental, dificulta el célculo de la eficiencia de uso del agua a
largo plazo.

DISCUSION

Aunque algunos autores han descrito que el contenido de is6topos estables de carbono puede
variar considerablemente entre individuos de una especie y dentro de una sola planta (Damesin et al.,
1997; Garten y Taylor, 1992), en este trabajo hemos observado que las diferencias observadas eran
consistentes entre tamafos de semillas dentro de la procedencia estudiada. Las cantidades de §!3C
medidas son similares a las obtenidos para otras plantas C3 (Farquhar et al., 1989; Menzier, 1990),
estando ademas en el rango de los encontrados en otros trabajos del Eucalipto en plantas de mayor
edad (Osorio y Pereira, 1994; Le Roux et al., 1996).

Nuestros resultados indican que en estadios tempranos del desarrollo de plantulas $13C podria
usarse como criterio de medida para la eficiencia de uso agua a largo plazo en un programa de
seleccion de E. globulus para tolerancia a estrés hidrico. Debido a que la A de cada tamaio de semilla
no fue afectada significativamente por distintas disponibilidades de agua, podemos asumir que la
mayoria de los cambios observados en A/gs con déficit de agua son consecuencia de regulacion
estomatica.

CONCLUSIONES



La variacion genotipica en s13¢c puede proceder de cambios en la conductancia estomatica, de
las diferencias en capacidad fotosintética o a ambos (Farquhar et al., 1989). Nuestros resultados

indican que s13¢ podria usarse como criterio de medida para la eficiencia de uso agua a largo plazo
en un programa de seleccion de E. globulus para tolerancia a estrés hidrico. Para ello asumimos que el

aumento de 8'3C con déficit de agua se ha producido principalmente por una reduccion de la

transpiracion, concomitante con una reduccion del crecimiento. Si el andlisis en arboles de s13¢
parece proporcionar informacion sobre la prioridad del uso de recursos de carbono bajo las
situaciones de estrés estacional y circunstancias del sitio; nosotros proponemos utilizar el control del
aporte agua/oxigeno en contenedor en un intento por identificar criterios para la seleccion temprana
de nuevos clones en programas de mejora.
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Tabla 1. Particiones de biomasa de raiz, tallo y hojas bajo distintos tratamientos de riego. Cada valor corresponde a nueve
plantas + error estandar. Dentro de cada factor letras distintas indican diferencias significativas P<0.05. La probabilidad
para las diferencias entre los parametros morfologicos entre plantulas de E. globulus procedentes de semillas de distinto
tamafio y con diferentes programas de riego se determind mediante un analisis de la varianza de dos vias.

Raiz:Total Tallo: Total Hojas:Total 313C (%o0)
Tratamientos de riego
por tamario de semilla
1.25 -1.8 kPa 0.15+0.01a 0.37+0.01a 0.48+0.01a 31.34+0.08a
-3.3 kPa 0.16+0.01a 0.2810.01b 0.56+0.01b 30.67+0.19ba
-6.3 kPa 0.16+£0.01a 0.32+0.01c¢ 0.52+0.01b 29.31+0.09bc
1.50- -1.8 kPa 0.14+0.01a 0.33+0.01a 0.52+0.0la --------
-3.3 kPa 0.13+0.01a 0.30+0.01bc 0.57£0.01b --------
-6.3 kPa 0.13+0.01a 0.32+0.01ac 0.55£0.01b --------
1.75 -1.8 kPa 0.17+0.03a 0.30+0.02a 0.53+0.02a 30.78+0.22a
-3.3 kPa 0.14+0.01b 0.30+£0.01a 0.56+£0.01a 29.69+0.14ba
-6.3 kPa 0.15+0.01b 0.25+0.01b 0.60+0.02b 29.62+0.26bc
2.00 -1.8 kPa 0.14+0.01a 0.34+0.01a 0.52+0.01a 31.10+0.23a
-3.3 kPa 0.14+£0.01a 0.30+0.01b 0.55+0.01a 29.52+0.34b
-6.3 kPa 0.13+£0.02a 0.23+0.01c¢ 0.64+0.02b 28.91+0.16¢
Tamaiio semilla
1.25 0.16+.00a 0.31+0.01a 0.53+0.01a 30.44+0.18a
1.50 0.14+.00a 0.30+0.01a 0.57£0.01b --------
1.75 0.16+.01a 0.27+0.01b 0.57+0.01b 30.03+0.16a
2.00 0.14+.01a 0.28+0.01b 0.58+0.01b 29.84+0.23a
Tratamientos de riego
1.00 0.15+0.01a 0.33+0.01a 0.51+£0.01a 31.07+0.11a
2.00 0.1540.00a 0.29+0.01b 0.56+0.01b 29.51+0.13b
3.00 0.14+0.01a 0.28+0.01b 0.58+0.01bc 29.73+0.18b
4.00 0.15+0.01a 0.26+0.01c¢ 0.59+0.0lc ~ --------

ANOVA de dos vias (valores p)

Tamafio semilla (T) 0.014 <0.001 <0.001 0.002
Tratamientos de riego R) 0.499 <0.001 <0.001 <0.001
TxR 0.809 <0,001 <0.001 <0.001




Tabla 2. Analisis de intercambio de gases en plantulas obtenidas de cuatro tamafios de semillas de E. globulus bajo dos
condiciones de riego —1.8 kPa y —6.3 kPa. gs. Conductancia; E. transpiracion; A. Tasa fotosintética; A/gs. eficiencia

instantanea de uso de agua.

gs
(mmo m? s1)

E

A

Alg

(mmol m2 s7!) (umol m2 s7!) (umol m2 s

Tratamientos de riego
por tamaio de semilla

1.25 -1.8 kPa
-6.3 kPa

1.50 -1.8 kPa
-6.3 kPa

1.75 -1.8 kPa
-6.3 kPa

2.00 -1.8 kPa
-6.3 kPa

Tamaiio semilla
1.25
1.50

1.75
2.00

Tratamientos de riego

-1.8 kPa
-6.3 kPa

0.15+0.04a
0.03+0.01b

0.05+0.02a
0.01+0.01b

0.03+0.01a
0.04+0.01a

0.02+0.00a
0.01+0.00a

0.09+0.02a
0.03+0.01b
0.03+0.01b
0.01+0.00c

0.06+£0.01a
0.02+0.00b

ANOVA de dos vias (valores p)

Tamaio semilla (T)
Tratamientos de riego (R)
TxR

<0.001
<0.001

<0.001

1.74+0.20a
0.66+0.15b

0.84+0.17a
0.41+0.11b

0.62+0.13a
0.71+0.09a

0.42+0.03a
0.32+0.05b

1.20+0.18a
0.62+0.11b
0.67+0.08b
0.37+0.03¢c

0.90+0.11a
0.53+0.06b

<0.001
<0.001

<0.001

5.36+0.55a
6.44+0.72a

4.03+0.63a
3.66+0.79a

2.76+0.82b
4.68+0.97a

0.65+0.86a
1.19+0.73a

5.90+0.46a
3.84+0.49b
3.67+0.66b
0.93+0.55¢

3.27+0.45a
3.97+0.50a

<0.001

0.146
0.500

54.29+ 12.47b
293.10+£73.90a

129.02+35.21b
312.55+85.22a

89.98+34.81b
172.06+47.55a

85.93+25.49b
153.25+79.26a

158.77+44.02ab
190.19+49.06a
133.76+31.06ab
110.41+43.64b

88.78+13.98a
230.06+39.55b

0.286
<0.001
0.304




