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Resumen

En este trabajo se ha definido una metodologia de aplicacion de estrés a través de medidas de |i
humedad en sustrato mediante reflectometria de dominio temporal (TDR). Para validar el sistema
experimental hemos evaluado durante 60 dias y bajo distintos niveles de estrés hidrico, el comporta-
miento de plantas d@inus pinasteAit. Se aplicaron tres niveles de estrés manteniendo distintos con-
tenidos volumétricos de agua (niveles de potencial hidrico) sobre dos procedeRcipmasterde
zonas extremas en el rango de distribucion natural de la especie (Landas, Francia; y Oria, Almeria).
La respuesta morfoldgica y funcional al estrés hidrico se ha evaluado mediante la caracterizacion del
sistema radicular, parametros relacionados con el intercambio gaseoso y el potencial hidrico de las
plantas. Los resultados obtenidos permiten asegurar diferencias significativas entre los niveles de
estrés aplicados mediante TDR, aunque se constatan elevados niveles de variacion dentro de cada tr:
tamiento, asociados a un efecto acumulativo basado en el consumo diferencial de agua por parte d¢
cada genotipo. Los resultados obtenidos pueden cuestionar el empleo de sistemas experimentale
basados en la reposicion media de agua evapotranspirada sobre plantas cultivadas en contenedore
individuales cuando se pretenden evaluar diferencias entre procedencias. No obstante, las dos proce
dencias utilizadas en el ensayo nos han permitido constatar la existencia de al menos dos modelos d
respuesta frente al déficit hidrico BnpinasterLa procedencia Oria presentaria un tipo de respuesta
recurso/dependiente, mientras que Landas podria clasificarse como un modelo recurso/independien-
te, basado probablemente en mecanismos de tolerancia como el ajuste osmaético.
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INTRODUCCION grado de variabilidad genética mostrado frente a
la sequia, incluyendo genotipos adaptados a
Actualmente, el conocimiento de los mecadiferentes habitat u otros que presentan cierta
nismos de tolerancia a estrés hidrico es un tenpdasticidad fenotipica, se refleja en la amplia
de especial interés, dado que la sequia es unodisponibilidad de fenotipos existentes en la
los factores ambientales que méas afectan a fmturaleza (BEGoRrRIUS& K LEINSCHMIT, 1999).
supervivencia y crecimiento de las especies Conocer el contenido de agua en el suelo es
forestales (APELMEIER& L EUSCHNER 2006). EI  fundamental para explicar toda una serie de pro-
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cesos de diversa indole implicados en la res- El objetivo de este trabajo es corroborar la
puesta de una formacion forestal a la disponibeficacia de los TDRs como instrumento para
lidad edéfica de agua. Desde hace unos afiosdaantificar y homogeneizar la aplicacion de dis-
necesidad de monitorizar el estado hidrico de lagtos grados de estrés hidrico al que se someten
plantas y del suelo ha fomentado el desarrollo das plantas cuando se presupone una variabilidad
diversas técnicas entre las que cabe destacargehnde en los materiales vegetates y en su res-
uso de la técnica de reflectometria de dominipuesta. Para ello, se evalué el comportamiento
temporal (Time Domain ReflectometryDR), de dos procedencias de zonas extremas en el
que presenta algunas ventajas frente a otras téango natural de distribucion & pinasterAit.
nicas destructivas, como la gravimetria, 0 no
destructivas como la sonda de neutrones, resisti-
vidad eléctrica, bloques de yeso u otros. La téMATERIALY METODOS
nica consiste en medir el volumen de agua a
partir de las propiedades eléctricas del suelo cdfstandarizacion del uso de TDR para
distinto grado de humedad (medida de la consuantificar potencial hidrico en sustratos
tante dieléctrica del suelo) ¢FP & Davis, En un ensayo previo a este estudio se definid
1985). Los valores obtenidos con TDR muestrata relacién entre el volumen de agua y el poten-
una gran relacién con el contenido volumétriceial hidrico en un sustrato de cultivo. Para ello
de agua liquida en suelos no saturados; asi corse evaluaron los potenciales y los porcentajes de
la practica independencia de otros factores comagua mediante el uso de minitensiometros con
la textura, la densidad, la temperatura o el cortransductores de presiénaVDeR PLOEG et al.,
tenido de sales. La precision de las medidas, 2005) y sondas TDR @#RKELRATH etal., 1991),
rapidez y facilidad de uso, asi como la posibilirespectivamente. Se evalu6 el efecto de adicio-
dad de hacer medidas bastante localizadas porar paulatinamente volimenes crecientes de
reducido del volumen de medida son sus princagua hasta alcanzar la capacidad de campo.
pales ventajas.

En ensayos previos sobre tolerancia a estré4aterial vegetal y disefio del ensayo con las
realizados en invernadero (datos no mostradogjps procedencias
se pudo constatar que la existencia de distintas Para validar el sistema experimental se eli-
tasas de crecimiento dentro de un mismo trat@ieron dos procedencias d pinaster Oria
miento, puede en ocasiones ser el resultado de(8meria, Espafia) y Landas (Francia), seleccio-
aplicacion de diferentes niveles de estrés hidricwadas por las caracteristicas biocliméticas de los
real, y motivados por las particularidades fisiolélugares de origen de sus semillas (Tabla 1). Las
gicas de cada genotipo que implicarian un consgemillas de la procedencia Oria fueron suminis-
mo de agua muy diferente adn bajo un mismtradas por el CIFOR-INIAy Landas procede del
régimen de riego. Estandarizar y cuantificar lduerto semillero de Mimizéan.
cantidad de estrés al que deseamos someter a unLas semillas de ambas procedencias se con-
determinado genotipo, es por tanto uno de loservaron a 4°C durante dos meses, se sembraron
principales problemas a la hora de realizar estn bandejas multialveolares de 0.2 | que conte-
tipo de estudios, tanto en campo como en condian fibra de coco como sustrato, y se cultivaron

ciones controladas en invernadero. tres meses en invernadero (Grado-Asturias, 43°
Procedencia Semilla Latitud Altitud Precipitacion Temperatura
Zona Longitud (m) media (mm) anual media (°C)
Landas Francia 45° 08'N 10a 40 1280 13,5
Aquitania 1°00'W
Oria Espafia 37° 29'N 1025 381 18,7
Almeria 2017'W

Tabla 1. Caracteristicas bioclimaticas de las zonas de procedencia de P. pinaster seleccionadas
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32’ N y 7° 00’ W, 65 m), con temperatura ytemperatura del aire durante las medidas. En
humedad controladas (70% + 10% y 25 + 2°C)ambas cosechas se tomaron al azar 4 plantas por
Se regd diariamente con 8,5 ml por alveoldratamiento y blogue, evaludndose la biomasa
incluyéndose una fertilizacién por semangor separado en raiz, tallo y cinco aciculas.
(100:50:75 N:P:K mg/planta). Posteriormente se  Para determinar el &rea foliar y radicular, las
transplantaron a contenedores individuales deices y las aciculas fueron analizadas con un
0,4 | que contenian el mismo sustrato, tras lescaner grafico y las imagenes digitalizadas pro-
cual y transcurrido un periodo de aclimataciércesadas mediantsoftware de analisis imagen
se comenzo a aplicar el estrés. Durante este pef#inRhizo Pro, Régent Instruments.|r@uébec,
odo las plantas fueron regadas regularmenteanadd). Tanto las raices como las hojas se esca-
hasta capacidad de campo y fertilizadas a intenearon en fresco colocandolas directamente en la
valos de una vez por semana (90:41:72 N:P:Ksubeta del analizador.
mg/planta y por aplicacion).
Se fijaron 4 niveles de aporte hidrico queAnalisis estadisticos
corresponden a los potenciales medios del sus- El andlisis estadistico se realiz6 con la aplica-
trato: -4,5 KPa (control = 28%), -17.7 KPacién informéatica SPSS (SPSS m&/in™, ver-
(11%), -23 KPa (8%) y -28,1 KPa (5%). Se reasion 12.0, Richmond, CA). Las diferencias e
lizé un disefio anidadasflit plot completo) en interacciones entre procedencias y tratamientos,
el que el factor principal fue el riego, con 4 repefueron determinados mediante andlisis de la
ticiones, y el secundario la procedencia, con 22arianza (ANOVA de dos factores). La compara-
plantas por bloque y tratamiento. En cada blocion de medias se realizé utilizandotelst a pos-
que o repeticion los distintos aportes hidricos seeriori” de Minimas Diferencias Significativas
distribuyeron de forma que cada nivel ocupaséMDS).
todas las posiciones dentro del cuadrado que
conformaban los cuatro tratamientos. En cuanto
a las plantas, se alternaron las 2 procedencias BESULTADOS Y DISCUSION
forma que cada una estuviese rodeada solo por
ejemplares de la otra procedencia. En la figura 1 se representa el potencial
En agosto comenz6 el tratamiento de sequfadrico frente al porcentaje de agua, obtenidos
gue duré 13 semanas. El control continuo del cortomo resultado de las medidas realizadas con
tenido de agua en cada nivel de estrés se realiZ®R y minitensiometros sobre sustrato de fibra
con sondas TDRT{me Domain Reflectometry de coco con diferente contenido en agua. La
probe, Trime®IT IMKO, Alemania). Las lecturas relacion entre ambas variables se ajusta a un
se realizaron cada 2 dias con TDR colocados énodelo exponencial representado por la ecua-
plantas seleccionadas por presentar un comporén y = 451,55 €% con un coeficiente de
miento medio en crecimiento en altura dentro ddeterminacién @ de 0,93 (p<0,0001), modelos
cada procedencia y tratamiento de estrés. Se efsimilares fueron obtenidos por otros autores
tuaron dos cosechas, una a principios de septie@emo GQEvas etal. (2005). La bondad de ajuste
bre y otra a finales de octubre, realizadndose tantibtenida en el modelo permite extrapolar las
medidas alométricas como fisioldgicas. lecturas de TDR a potenciales hidricos que ofre-
Se midi6 el potencial hidrico al amanecer ergen una idea mas intuitiva del agua disponible
el tallo principal mediante una camara de prepara las plantas. La utilizacion de TDRs para
sion Scholander RMS Instrument Cg ensayos de estrés resulta mas practica que la
Corvallis, OR) y siguiendo la metodologia deobtenida de minitensiometros, pues ofrecen una
ScHoLANDER etal. (1965) y TURNER(1988). Las mayor fiabilidad en las medidas cuando el con-
tasas de intercambio gaseoso se evaluaréenido de agua en el sustrato es muy bajo.
mediante un equipo portéatil de andlisis de gas En la figura 2 se recogen las lecturas de las
por infrarrojo (LCA-1V, ®’ADC Instruments sondas tomadas en dias alternos a lo largo del
Cambridge, UK) con el que también se midio Igeriodo de estrés con las dos procedencias y los
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y lad aportes hidricos. Como se puede observar con
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Figura 1. Resultado de la calibracion de los TDR en fibra de coco. Relacién entre porcentaje de agua presente en el
sustrato, medido con TDR, y el potencial hidrico, medido con los minitensiometros
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Figura 2. Porcentaje de agua presente en sustrato por tratamiento y procedencia. T1: 28%; T2: 11%; T3: 8%; T4: 5%

los datos obtenidos con este sistema de control da en cada tratamiento. En la figura 3 se repre-
puede mantener un aporte hidrico sin grandesntan los consumos acumulados en cada proce-
oscilaciones que hace factible fijar a priori losdencia y tratamiento. En términos generales, el
distintos niveles de estrés aplicados, y conseguiopnsumo es dependiente de la disponibilidad,
gue éstos permanezcan a lo largo del ensayo dado que las curvas que representan estos consu-
forma méas o menos constanteeR{ELRATH et mMOs no se cruzan en la mayoria de los casos.
al., 1991; dNes 2004). Esto confirmaria nuestras anteriores sospechas
Por otro lado, dado que la reposicion de agusobre el grado de estrés al que sometemos cada
se realiza, a partir de las lecturas de los TDRs,planta cuando hay diversidad de respuesta.
de forma individualizada para cada procedencia El estudio comparativo de las dos proceden-
y tratamiento, se puede calcular el agua consungias muestra que Oria, procedencia con una pre-
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visible adaptacioén a la sequia, presenta un consmenor que el de Oria en el tratamiento control y
mo mas bajo de agua cuando ésta es limitanseiperior en los tratamientos de estrés. Este
(Figura 3). Por el contrario, cuando hay suficienhecho parece indicar que esta procedencia sigue
te aporte de agua (tratamiento control) su consuna estrategia de aprovechamiento maximo de
mo acumulado es superior al de Landas. Estecursos que podria conducirla a la muerte en un
hecho parece indicar que Oria presenta una estgeriodo breve de tiempo ante la escasez de agua.
tegia de reduccion de consumo cuando el recur&ste modelo, que podriamos denominar recur-
es limitante, tal y como sugierenks (2007), y so/independiente, viene quiza derivado del
gue por tanto este comportamiento puede condiecho de que en su lugar de origen esta proce-
derarse un valor adaptativo dado que en su lugdencia no esta sometida a unas restricciones
de origen son frecuentes los periodos de sequididricas realmente limitantes.

Por el contrario, la procedencia Landas pre- La medida del potencial hidrico al amanecer
senta un consumo de agua mas similar entre tré; (Figura 4) tras uno y tres meses de cultivo,
tamientos, lo cual hace que su consumo seamrrobora la validez de la metodologia aplicada
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Figura 3. Control del consumo de agua acumulado a lo largo del experimento. T1: Control; T2: estrés leve; T3: estrés
medio; T4: estrés fuerte
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Figura 4. Potencial hidrico al amanecer medido con camara de presion Scholander en las dos cosechas realizadas a lo
largo del experimento (A: cosecha de septiembre y B: cosecha de octubre). T1: Control; T2: estrés leve; T3: estrés medio;
T4: estrés fuerte. Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos en las dos procedencias (test DMS, p<0.05)
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en el control de la disponibilidad hidrica medianen ningln caso, si bien se obtuvieron valores
te TDR. Se observé en las dos fechas una diferemdas proximos a la linealidad cuando se sometie-
cia en ¥4 acorde a los cuatro niveles de riegaon a un estrés fuerté & 0,51) en el que el agua
aplicados. En los datos obtenidos, por analisis disponible estaba por debajo del 12%. En el caso
imagen, se ha seleccionado el méximo nivel dée la procedencia Oria sometida a estrés fuerte
estrés como tratamiento contrastante por ser b se observa correlaciort & 0,14; p=0,228),
Unico que ha presentado diferencias significativde cual quizi sea debido a la inhibicion del des-
claras en ambas procedencias que se pudieramollo que muestra esta procedencia cuando las
interpretar como distintas respuestas adaptativasondiciones son ya muy limitantes.
Los resultados obtenidos, al representar superfi- Por lo que respecta a la conductancia estoma-
cie radicular de ambas procedencias, en el tratiea los resultados obtenidos son justamente los
miento control y en el de maximo estrés, frente alontrarios. En este caso la Unica correlacion signi-
porcentaje de agua que presentaba el sustraficativa que se obtuvo fue para la procedencia
muestran la existencia de una cierta correlacidnandas en el tratamiento control (p=0,0F15r
entre ambos factores, de forma que la raiz tiendg49) en el que la conductancia se incrementa
a desarrollarse en mayor grado cuando existe utimealmente con la disponibilidad de agua, aspec-
limitacion en el aporte hidrico tal y como se hdo que también fue descrito poGBYEN-QUEY-
observado en otros trabajosgINEN-QUEYRENS  RENsetal. (2003), para esta procedencia. En oca-
etal., 2003). Este hecho, que es frecuente en siones, el ajuste osmético puede retrasar el cierre
reino vegetal como estrategia para incrementar &stomatico durante la sequia como se ha observa-
absorcién de agua cuando es limitante, debemds en otras especies forestalesn(® BLAKE,
tenerlo en cuenta a la hora de emplear este tipo #1897; WHITE etal., 2000; Pra & Parpos, 2001).
sistemas experimentales basados en la reposiciBn P. pinaster se ve apoyado por resultados obte-
de agua sobre un numero limitado de plantas pueglos, tanto en plantulas como en individuos adul-
se convierte en un factor que puede introductos (GuyoN & KREMER, 1982; GEHL etal., 1994;
fuentes de error adicionales a medida que progr&Nprg, 1999), mostrando la tendencia de proce-
sa el ensayo y se producen modificaciones en tencias de zonas aridas, como Oria, a mantener la
biomasa de las plantas. apertura estomatica bajo condiciones de déficit
Ademas, los resultados obtenidos muestrahidrico (NsuYEN-QUEYRENSetal., 2003).
que la sensibilidad de las dos procedencias a la Dada la alta variabilidad de respuesta intra-
disponibilidad del recurso fue diferente.tratamiento, se han seleccionado dos variables
Analizando el comportamiento de las plantasepresentativas para mostrar los niveles de varia-
dentro de cada tratamiento, se puede observeibn dentro de cada nivel de estrés: area radicu-
una correlacion positiva significativa en Orialar y volumen de agua disponible en sustrato. En
entre el porcentaje de agua que mantiene el sua-tabla 2 se muestran los valores del coeficiente
trato en cada genotipo y el tamafio de su rafie variacion obtenidos para el tratamiento con-
(p=0,036; = 0,37) en el tratamiento control, entrol y el maximo estrés. Aunque al trabajar con
el cual la disponibilidad de agua se mantuv@rocedencias era esperable observar altos niveles
entre 10% y 35%, aproximadamente. En la prode variacion genética, y de plasticidad fenotipi-
cedencia Landas (Control, p=0,108=r0,24; ca, resulta interesante resaltar que existen mayo-
Estrés fuerte, p=0,09), por el contrario, no lo fuges niveles de variacion en el contenido hidrico

COEFICIENTE DE VARIACION  TRATAMIENTO PROC. LANDAS PROC. ORIA

TDR CONTROL 50,52 26,08
MAYOR ESTRES 115,85 70,45
AREA RADICULAR CONTROL ) 40,66 17,80
MAYOR ESTRES 55,61 29,22

Tabla 2. Coeficiente de variacién (%) entre los tratamientos control y el nivel de estrés fuerte (-28,1 Kpa y -4,5 KPa),
en ambas procedencias para la disponibilidad de agua en sustrato y el desarrollo del area proyectada
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en el tratamiento de estrés. Ademas, se puede Mémoire de fin d'études. Ecole Nationale
observar que la procedencia Landas presenta Supérieure Agronomique de Toulouse.
mayores niveles de variacion que los observados Toulouse.
en la procedencia Oria, tanto respecto al uso dAlsPELMEIER S. & LeuscHNER C.; 2006.
agua como al desarrollo del sistema radicular. Genotypic variation in drought response of
Este hecho concuerda con la presumible mayor silver birch (Betula pendula Roth): leaf and
adaptacion de los materiales de Oria a situacio- root morphology and carbon partitioning.
nes de estrés hidrico, demostrando como proce- Trees20: 42-52.
dencias provenientes de zonas aridas respond€nevas, E.; Baeza, P. & LISSARRAGUE J.R,;
mas rapida y uniformemente, a periodos de 2006. Variation in stomatal behaviour and
sequia o baja disponibilidad hidricaerRemau gas exchange between mid-morning and
etal., 1974; GyoN & KREMER, 1982). mid-afternoon of north-south oriented gra-
penives (Vitis vinifera L. cv. Tempranillo) at
different levels of soil water availabilit§ci.
CONCLUSIONES Hort. 108: 173-180.
DesTREMAU, D.X.; 1974. Précisions sur les aires
El TDR es un método util para la medida del naturelles des principaux coniféres marocains
contenido de agua en sustrato en ensayos de en vue de l'individualisation de provenances.
sequia; siendo la rapidez, la precision, la reprodu- Ann. Recherche For. Marot4: 5-90.
cibilidad y la inmediata interpretacion de lasGrecorius H.R. & KLEINSCHMIT, J.R.G.; 1999.
medidas algunas de sus ventajas. Para estudios deThe environmental dichotomy of adaption
estrés medio- largo plazo el uso de TDR presenta and the role of genetic diversitygilvae
algunas limitaciones en el caso de emplear mate- Genet.48(3-4): 193-199.
riales genéticos con una alta variabilidad en la re§SueHL, J.M. ; NsUYEN-QUEYRENS A.; LOUSTAU,
puesta, excepto que se disponga de un nimero de D. & FerHI, A.; 1994. Genetic and environ-
plantas y de sondas muy similar, ya que, la adqui- mental determinants of water-use efficiency
sicion automatica de datos hace posible disponer and carbon isotope discrimination in forest
de una alta densidad de medidas que reducen la trees. In: INRA-EUROSILVA (eds.),
dispersion de los mismos. Este método seria alta- Contribution to For. Tree Physiol297-321.
mente recomendable en el caso de trabajar con Collog. INRA No. 76. Dourdan, France.
materiales con baja variabilidad o con clones. Guvyon, J.P. & KREMER, A.; 1982. Stabilité phe-
Por otro lado, la validacion del sistema expe- notypique de la croissance en hauteur et ciné-
rimental con las dos procedencias estudiadas, tique journaliére de pression de séve et de la
nos ha permitido definir dos modelos de respues- transpiration chez le pin maritime (Pinus
ta a sequia dentro ¢ pinaster Por un lado, la pinaster Ait.).Can. J. For. Resl2: 936-946.
procedencia Oria, parece mostrar una adaptaci$terkeLRATH, W.N.; HAMBURG, S.P. & MURPHY,
recurso/dependiente que le permite responder de F.; 1991. Automatic, real-time monitoring of
forma rapida al déficit hidrico, mientras que la  soil moisture in a remote field area with time
procedencia Landas tarda més tiempo en adap- domain reflectometryWater Resour. Res.
tarse, y parece hacerlo a través mecanismos 27(5): 857-864.
como el ajuste osmotico. Si bien este Ultimadones H.G.; 2004. Irrigation scheduling: advan-
aspecto sera concretado en futuros experimentos. tages and pitfalls of plant-based methaHs.
Exp. Bot.55: 2427-2436.
JonEs H.G.; 2007. Monitoring plant and soll
BIBLIOGRAFIA water status: established and novel methods
revisited and their relevance to studies of
ANDRE, C.; 1999.Résponse stomatique du pin  drought tolerancel. Exp. Bot.58(2): 119-
maritime au déficit de pression de vapeur de 130.
I"air : impacts sur la transpiration, I'assimi- NcuYEN-QUEYRENS, A. & BOUCHEFLANNAT, F.;
lation du CQ et I'efficience de I'eau. 2003. Osmotic adjustment in three-year-old
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