=
FCAvYF

Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales

Efecto del momento de ocurrencia del déficit hidric 0 sobre el

Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata (2014) Vol 113 (1): 81-93

crecimiento de plantines de Pinus taeda L.

Bulfe, Nardia'® & Maria Elena Fernandez?

! Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA Montecarlo), Av. El Libertador 2472, 3384 Montecarlo,
Misiones, Argentina; 2 CONICET (INTA EEA Balcarce-Oficina Tandil), General Rodriguez 370, 7000, Tandil,
Buenos Aires, Argentina; 3Bulfe.nardia@inta.gob.ar

Bulfe, Nardia & Maria Elena Fernandez (2014) Efecto del momento de ocurrencia del déficit hidrico sobre el
crecimiento de plantines de Pinus taeda L. Rev. Fac. Agron. Vol 113 (1): 81-93.

Pinus taeda L. es una especie de importancia comercial a nivel mundial y en Argentina en particular, donde ocupa el
primer lugar en superficie implantada. En el marco del cambio climatico se predice una mayor frecuencia de eventos de
sequia en su region de cultivo, o que se sobreimpone a la expansién de la misma a suelos con menor capacidad de
retencion hidrica. Existen antecedentes acerca de su respuesta al estrés hidrico, aunque se desconoce el efecto del
momento de ocurrencia del mismo, aspecto que fue evaluado en el presente estudio. Ademas de la situacién control, se
impuso estrés hidrico a plantines por restriccion del riego al inicio y al final de la primavera, y en verano. Se midio
periddicamente el crecimiento en altura y diametro basal del tallo, y al final del ensayo se analiz6 la produccion y
particion de biomasa aérea, y la anatomia de las hojas. Durante la primavera se determinaron el potencial hidrico foliar,
la conductancia estomatica (gs), la capacidad fotosintética, la conductividad hidraulica especifica de ramas (ks) y la
capacidad de ajuste osmético. El déficit de agua en el suelo durante la primavera afectd negativamente el crecimiento en
altura y didmetro, con distinta capacidad de recuperacion en funcion del momento de ocurrencia del estrés. El estrés en
verano no afectd el crecimiento. La disminucién del crecimiento en primavera se vio acompafiada por cambios a nivel
foliar (Amax, gs, tamafio y densidad de estomas), pero sin cambios en la particién de biomasa entre estructuras aéreas,
potencial osmético y en la ks, que impliquen cambios en la arquitectura hidraulica de las plantas.

Palabras claves: resistencia a sequia, pino taeda, crecimiento, plasticidad morfolégica foliar, respuesta estomatica.

Bulfe, Nardia & Maria Elena Fernandez (2014) Effects of the time of drought occurrence on growth of Pinus
taeda L seedlings. Rev. Fac. Agron. Vol 113 (1): 81-93.

Pinus taeda L. is a commercially important species globally and in Argentina in particular, which ranks first in planted
area. In the context of climate change a higher frequency of drought events is predicted in its cultivation region, which is
superimposed to its expansion to areas with soils with lower water retention capacity. There is knowledge about the
species’ response to water stress, although it is unknown the effect of the time of occurrence of drought within the
growing season, which is the topic evaluated in this study. In addition to control plants, water stress was imposed to other
seedlings by restricting watering at the beginning and end of the spring and in summer. Height and stem basal diameter
growth was measured periodically. At the end of the experiment, production and biomass partitioning and leaf anatomy
were analyzed. During spring, physiological variables such as water potential, stomatal conductance (gs), photosynthesis,
branch specific hydraulic conductivity (ks) and osmotic adjustment were determined. The soil water deficit during spring
had a marked negative effect on growth with differential resilience depending on the time of stress occurrence. Summer
stress did not affect growth. The growth decrease in spring was accompanied by stomatal changes (gs, stomatal size and
density). However, no changes were observed in the partitioning of biomass between aerial structures, osmotic potential
and ks, suggesting that spring drought did not result in significant changes in the plant hydraulic architecture.
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INTRODUCCION

La distribuciéon natural de Pinus taeda L. abarca un
amplio rango de condiciones de humedad (desde
Carolina del Norte hasta Texas, en los Estados Unidos
de Norteamérica), donde el déficit hidrico aumenta
hacia el interior del continente. Debido a su uso
extendido en plantaciones tanto en EEUU como en
otros paises, ha sido objeto de numerosos estudios
sobre su ecologia, silvicultura y ecofisiologia. En este
sentido, se cuenta con amplia informacién sobre la
respuesta de esta especie al déficit hidrico (e.g.
Bongarten & Teskey, 1986; Teskey et al., 1987;
Wakamiya-Noborio et al., 1999; Hacke et al., 2000;
Aspinwall et al.,, 2011). Se ha descripto que la
funcionalidad del sistema de conduccién de agua esta
relacionada con la conductancia estomatica (gs), y en
particular con la sensibilidad estomatica diferencial al
déficit de presion de vapor de la atmésfera (DPV) de
distintos genotipos (Aspinwall et al., 2011). Asimismo,
el sistema de conduccion de agua esta sujeto a
modificaciones en funcién de la plasticidad fenotipica
de la planta, que le permite una mayor capacidad de
exploracion del suelo modificando la asignaciéon de
biomasa a las raices cuando los recursos hidricos son
escasos (Barnes, 2002), y también responde a la
fertilizacién con N y P, generando un gradiente de
respuestas entre genotipos (Faustino et al., 2013).

De acuerdo a los antecedentes, P. taeda es una
especie capaz de tolerar estrés hidrico moderado, con
una importante variabilidad genotipica en las
respuestas. Sin embargo, todos los estudios de
comportamiento frente al estrés hidrico se han
realizado en periodos acotados de tiempo durante la
estacion de crecimiento, sin analizar la influencia del
momento de ocurrencia del estrés sobre la capacidad
de respuesta de la planta, principalmente si se
considera el estadio de plantin. Este tipo de
informacién no sélo es escasa para P. taeda, sino para
los estadios juveniles de otras especies arbdreas en
general (Fernandez et al., 2014). En contraste,
numerosos son los estudios en arboles adultos que
abordan esta tematica (e.g. Schweingruber, 1996;
Suarez et al.,, 2004; Mundo et al.,, 2010), en muchos
casos facilitado por las técnicas de la
dendrocronologia. Este conocimiento es importante
para predecir las posibles respuestas de las especies
lefiosas en sus primeros afios de vida ante la
variabilidad predicha en el marco del cambio climatico.
En la regién del Noreste de Argentina donde se cultiva
P. taeda, los pronésticos indican que en lineas
generales la precipitacion anual se incrementara, pero
tornandose mas variable, provocando estaciones secas
mas frecuentes (Hulme & Sheard, 1999). Si bien es
dificil conocer cuando y como ocurrirdn estos eventos,
el predecir la potencial respuesta de las distintas
especies vegetales a los mismos, resulta mas
abordable a partir de ensayos controlados que
modifican el momento de ocurrencia y/o la intensidad
del evento de estrés. Este estudio tuvo como objetivo
evaluar el efecto del momento de ocurrencia del déficit
hidrico sobre el crecimiento de plantines de Pinus
taeda L. Al momento de llevar a cabo este trabajo, no
existian antecedentes publicados sobre este topico en
estadios tempranos de especies coniferas, mientras
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gue antecedentes en individuos adultos indicaban que
un evento de sequia severa en primavera tiene mayor
impacto sobre el intercambio gaseoso y/o el
crecimiento anual de la planta, que si ocurre en otros
momentos de la estacidn de crecimiento (Goldstein et
al., 2000; Zhou et al., 2013). Un estudio realizado en
paralelo al presente, pero en plantines de Pinus
ponderosa en el N.O. de la Patagonia, también
demostr6 que un evento de sequia en primavera
provoca una disminucién en el crecimiento que no se
recupera aun cuando la planta recupera su estado
hidrico y su capacidad de intercambio gaseoso durante
la misma estacion de crecimiento (Fernandez et al.,
2014). La hipoétesis de trabajo planteada fue que la
disminucion del crecimiento acumulado al final de la
estacion de crecimiento es mayor cuando el déficit
hidrico ocurre al inicio de la primavera en plantines de
P. taeda, debido a que en este periodo se observan las
tasas de crecimiento mayores. La tasa de crecimiento
posterior, aun cuando las condiciones sean favorables
para el crecimiento de la planta, no alcanzarian a
compensar la disminucién durante la etapa inicial.

METODOLOGIA

Area de estudio y disefio del ensayo

Se instalé un ensayo con plantines de Pinus taeda en
invernaculo durante la estacion de crecimiento 2010-
2011 en el Campo Anexo Laharrague del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA EEA
Montecarlo, Provincia de Misiones, 26° 327" S; 54°
38759° O; 200 m.s.n.m.). Las semillas para la
produccion de los plantines fueron provistas por el
programa de mejoramiento genético del INTA, cuyos
huertos semilleros estan establecidos en el Campo
Anexo Manuel Belgrano (CAMB; San Antonio,
Provincia de Misiones, 26° 02'55" S; 53° 46°10" O;
550 m.s.n.m.). Se trabaj6é con un pool de plantas de las
familias 135, M11, T17 y T10, que posteriormente
fueron estudiadas en otros ensayos donde se
considerd la familia como factor (Bulfe & Fernandez, en
revision). De esta manera, en este primer ensayo se
analizé la respuesta promedio de 4 familias selectas del
programa de Mejoramiento Genético de esta especie
en Argentina. Cuarenta y ocho plantines de dos afios
de edad, en macetas de 20 litros fueron evaluados
durante todo el periodo de estudio comprendido entre
los meses agosto de 2010 y febrero de 2011. Las
macetas contenian como sustrato 1/3 de suelo rojo
(suelo donde se cultiva normalmente la especie en
Misiones), 1/3 de corteza de pino y 1/3 de arena. Este
sustrato resulta adecuado para el desarrollo de las
plantas por su buen drenaje y fertilidad, facilitando
ademas, por su textura, la recuperacion de raices. Si
bien no fue un objetivo de este estudio analizar este
componente de la planta, se homogenizé el sustrato
con el utilizado en un estudio paralelo que si
consideraba este 6rgano. Se distribuyeron doce
plantines en cada uno de cuatro blogues en el
invernaculo, en los cuales se aplicaron cuatro
tratamientos: 1) Control (C), plantines bajo condiciones
hidricas 6ptimas en el suelo en toda la estacion de
crecimiento; IlI) Déficit al inicio de la primavera (EIP),
con restriccion hidrica en el riego entre el 15 de agosto
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y el 15 de octubre de 2010; Ill) Déficit al final de
primavera (EFP), con restriccién hidrica en el riego
entre el 15 de octubre y el 15 de diciembre de 2010 y
I\VV) Déficit en verano (EV), con restriccion hidrica en el
riego entre el 15 de diciembre de 2010 y el 2 de febrero
de 2011. El riego se realizd6 dos veces por semana
aplicando agua hasta saturacion (aprox. 2,5 litros por
riego) en las macetas del control y 1 litro en cada
maceta del grupo de plantas estresadas durante el
periodo antes mencionado en cada tratamiento de
déficit hidrico. La cantidad de agua aplicada en el
tratamiento de déficit se estim6 en base a la
determinacién previa del consumo de agua promedio
diario de plantines de P. taeda del tamafio de los
estudiados y en las condiciones de invernaculo
(Faustino, L.; CONICET — UNLP - INTA EEA Delta,
datos no publicados). El agua provista se encontraba
por debajo del consumo potencial de agua de la
especie, pero en niveles moderados (se estim6é un
consumo promedio de 3 litros por semana por planta, y
se reg6 con 2 litros por semana, divididos en dos dias
de riego). El agua provista en la condiciéon control
excedia los requerimientos promedios de la planta de
manera de que no hubiera limitantes hidricas a nivel del
suelo. Se registraron las variables temperatura del aire
(T, °C) y humedad relativa (HR, %) en forma
automatica con un termohigrometro Hobo (Pro v2
Onset) dentro del invernaculo. A partir de estas
variables se estimo el déficit de presion de vapor de la
atmasfera (DPV, kPa).

Crecimiento y biomasa aérea

Durante toda la estacién de crecimiento se realizaron
mediciones de altura total con una cinta métrica (ht,
cm) y del didmetro a la altura del cuello de la raiz (base
del tallo) con un calibre digital (dac, mm) cada 30 dias
aproximadamente, en todos los plantines de cada
tratamiento. Con estas variables se estimé el
crecimiento de las plantas a partir del incremento
acumulado (absoluto y relativo) y la tasa de este
proceso en los distintos periodos, en términos
absolutos (IA) y relativos (IR), segin las siguientes
ecuaciones (Hunt, 2003):

IACCm/mm) =y, -y,

1) — (yz — yl)
Y1

IR(cm/ mmldia

Donde:
y1= variable de tamafio (Altura/dac) en t;
y»= variable de tamafio (Altura/dac) en t;

La asignacién de plantas a cada tratamiento fue un
proceso totalmente aleatorio, sin embargo, la altura
total promedio en las plantas control fue
significativamente menor en comparacién a la altura
promedio de los grupos de plantas dentro de los
tratamientos EIP y EFP al inicio del ensayo (previo a la
aplicacion de los tratamientos). Estas diferencias en
tamafio inicial de los grupos de plantas reforzaron la
necesidad de evaluar tanto el crecimiento absoluto
como el relativo (al tamafio inicial de cada planta) de
manera de interpretar correctamente los patrones
encontrados.
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Al final de la estacién de crecimiento se determiné la
biomasa aérea y su distribucion en los distintos
compartimentos en 12 plantines del C y en 8 de cada
uno de los tratamientos con restriccion hidrica (EIP,
EFP y EV). Se calculé una aproximacion a la relacion
de Huber, como el cociente entre el area de xilema
activo (sz) y la biomasa de hojas (g).

La sobrevivencia de las plantas fue del 100% durante el
periodo de estudio considerado en el presente trabajo.

Mediciones anatémicas en hojas

Se estudié la anatomia foliar de un fasciculo (tres
aciculas) de cuatro plantas de cada tratamiento. Se
realizaron cortes transversales con un micrétomo
manual con un espesor de corte de 25 um. Los cortes
fueron deshidratados con distintas graduaciones
alcohdlicas para su posterior tincién con safranina al
1%, y se montaron en Entellan ® para la observacion
en microscopio 6ptico (D’Ambrogio de Argiieso, 1986).
Se tomaron improntas sobre las aciculas, para la
caracterizacion estomatica, mediante la aplicacion de
laca transparente la cual fue retirada a través de una
cinta adhesiva, siendo luego adherida sobre un
portaobjeto para la observacién en microscopio. Los
preparados (Figura 1) fueron fotografiados con una
camara digital Moticam 2000, montada sobre un
microscopio trinocular Carl Zeiss (Axiolab, Alemania).
Sobre las improntas de las hojas se midieron las
variables densidad y tamafio de estomas, y sobre los
cortes, el espesor de la epidermis y el area del
mesofilo. Se determiné el indice de poro estomatico
(IPE, indice adimensional tedrico de la maxima
conductividad estomatica; Sack et al., 2003) en los
distintos tratamientos segun la siguiente ecuacién:

IPE = DensidadE®maticax LongitudEsoma’

realizadas
Plus 2.0

Las mediciones microscopicas fueron
mediante el software Motic Images
complementario a la camara MOTICAM 2000.
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Figura 1. Cortes histolégicos en aciculas de P. taeda.
A) Corte histoldgico de acicula de una planta control, B)
corte histoldgico de una acicula de una planta sometida
a déficit hidrico al final de la primavera (EFP). En los
paneles superiores se muestran ejemplos de cortes
transversales de las aciculas, y en los inferiores, las
improntas donde se midi6 tamafio y densidad de
estomas.
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Variables fisiolégicas

Durante los primeros meses del experimento, se
llevaron a cabo distintas determinaciones
ecofisiolégicas, de manera de explicar los patrones
observados en crecimiento y produccion de biomasa.
Lamentablemente, estas mediciones no pudieron
llevarse a cabo en el Ultimo periodo de ensayo (verano)
por problemas técnicos, por lo que su utlidad se
restringe a contribuir a explicar los efectos del déficit
impuesto en primavera, periodo de crecimiento mas
activo.

Periédicamente (cada 20 a 50 dias) fue medido el
potencial hidrico foliar (W5, MPa) en tres plantas por
tratamiento (un fasciculo por planta) en pre-alba y al
inicio de la tarde (14 horas, momento de maxima
radiacion y temperatura ambiente) con una camara de
presion (Bio-control, Modelo 0-6 MPa, Argentina).

La conductancia estomatica (gs, mol H,O m? s™) fue
medida entre agosto y diciembre de 2010 en 12 plantas
del control y de los tratamientos de estrés
correspondientes en cada periodo de estudio (EIP o
EFP). Estas determinaciones fueron realizadas en dos
momentos del dia, a media mafiana (aproximadamente
a las 9 horas), y al inicio de la tarde (aproximadamente
a las 14 horas) utilizando un porémetro Decagon
Devices, modelo SC-1. En todos los casos las
mediciones fueron realizadas en un fasciculo por planta
completamente expandido de la parte media de la
copa.

Se midio la tasa de fotosintesis neta a saturacion de luz
(Amax) @ inicios de primavera (entre agosto y setiembre)
en tres fasciculos por planta en 12 plantas de cada
tratamiento con un analizador de gases infrarrojo PP
Systems — modelo TPS-2. El nivel de radiacion utilizado
fue de 1500 pmol m?s™.

Se estimo6 la conductividad hidraulica especifica in situ
(ks, Kg s* m* MPa™l) en una rama por planta, de
aproximadamente 10 cm de longitud cortada al
mediodia, en cuatro plantas en el control y cuatro en el
tratamiento EIP. Para ello, se utiliz6 un conductimetro
multicanal construido en PVC, con ocho canales (e.g.
Fernandez et al., 2010). El agua que perfundié en cada
rama fue colectada en un recipiente que fue pesado en
una balanza digital con una precision de 0,001 g. Se
considerd a toda el area transversal de xilema como
area efectiva de conduccion, sin descontar el
porcentaje de médula. Si bien esto puede subestimar
levemente el valor de ks, consideremos que, debido a
que la porcion de médula es muy poco significativa, el
error seria bajo y similar para ambos tratamientos.

A los efectos de determinar la existencia de procesos
de ajuste osmoético y/o elastico de los tejidos foliares en
respuesta al estrés hidrico, se determinaron los
parametros hidricos a través de las relaciones de
presion-volumen (P-V) en plantas del control y del
tratamiento EIP (n=12). Se extrajo un fasciculo por
planta, y se lo hidraté durante 24 horas en oscuridad
hasta su saturacion. Las curvas fueron creadas a partir
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del método de “transpiracion libre” segun Corcuera
(2003). A partir de las curvas P-V se estimaron el
potencial osmético a saturacion (Wpsa, MPa), el
potencial hidrico en el punto de pérdida de turgencia
(WrLp, MPa), el contenido relativo de agua en el punto
de pérdida de turgencia (CRApp, %) y el contenido
relativo de agua apoplastica (CRAapo, %). El célculo de
los ajustes se realizd de forma manual debido a que las
curvas no ajustaron con el programa Pressure-Volume
Curve Analysis Program (P-V Program).

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando anélisis de
varianza (ANOVA, p < 0,05) para las variables
crecimiento periddico y acumulado (dentro de cada
fecha), biomasa total y en sus diferentes
compartimentos, ks, potencial hidrico, gs y las variables
anatomicas de hojas. Para la comparacion de medias
entre cada par de tratamientos, cuando el ANOVA
indicd diferencias significativas, se utilizd el test de
Tukey (p < 0,05). Asimismo, se estimo el coeficiente de
correlacion de las variables potencial hidrico y gs con el
DPV. En todos los casos se utilizo un nivel de
significancia de 0,05.

RESULTADOS

Crecimiento en altura y diametro basal

El incremento absoluto en altura y dac para todo el
periodo de estudio (agosto de 2010-febrero de 2011)
no presento6 diferencias estadisticas entre los distintos
tratamientos. Sin embargo, al tomar en cuenta el
tamafio inicial de las plantas (incremento relativo en
altura 'y  dac) se  observaron diferencias
estadisticamente significativas entre algunos
tratamientos para ambas variables. En altura se
diferenciaron las plantas del EIP por su menor
crecimiento con respecto a las de los tratamientos C y
EV, asi como las de la situacion EFP por su menor
crecimiento que las de C (Figura 2 A y B), mientras que
en dac se diferenciaron solamente las plantas del EIP,
por su menor crecimiento respecto a las plantas
control, EFP y EV (Figura 2 Cy D).

La tasa absoluta de incremento en altura (+DE) para
todo el periodo fue de 0,32+0,09; 0,25+0,10; 0,27+0,08
y 0,32+0,08 cm dia™ para el control y los tratamientos
de déficit EIP, EFP y EV, respectivamente, no habiendo
diferencias estadisticas entre tratamientos. Sin
embargo, en valores relativos las plantas del EIP
presentaron  incrementos  promedios  inferiores
estadisticamente a los demas tratamientos.

Tanto el incremento diario en altura absoluto como el
relativo tuvieron un patrén estacional, resultando muy
variable durante el periodo de estudio, con dos picos,
uno maximo en octubre y otro de menor magnitud en
diciembre (Figura 3 Ay B).
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Figura 2: Incremento promedio en altura y dac para cada tratamiento en respuesta al estrés hidrico. A) Incremento
absoluto en altura (cm) acumulado a lo largo del periodo de ensayo (180 dias); B) incremento acumulado en altura
relativo (% con respecto al inicial) al final del periodo de estudio. C) Incremento absoluto en dac (mm) a lo largo del
periodo de ensayo (180 dias); D) incremento acumulado en dac relativo (% con respecto al inicial) al final del periodo
de estudio. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas, p<0,05.

La tasa de incremento en altura estimada en los
diferentes periodos dentro de la estaciéon de
crecimiento, estuvo afectada por el déficit hidrico
cuando éste se produjo en primavera (tratamientos EIP
y EFP), no asi cuando ocurrié en verano (Figura 3 Ay
B). El estrés impuesto al inicio de la temporada de
crecimiento (EIP) comenzé a tener un efecto
significativo sobre el crecimiento diario, tanto absoluto
como relativo, luego de 15 dias de estar las plantas
expuestas al estrés (segunda fecha de medicion) en
comparacion con el crecimiento diario del control. Estas
diferencias significativas de crecimiento con respecto al
control (p< 0,05) se mantuvieron posteriormente al
cese del estrés en el EIP, notandose una recuperacion
en la tasa de crecimiento diario recién
aproximadamente 60 dias posteriores al cese del
estrés (a los 120 dias en el eje x de la figura 3A; p>
0,05 al comparar el crecimiento entre C y EIP). Por otro
lado, cuando el estrés fue aplicado al final de la
primavera (EFP), se observd un efecto del tratamiento
sobre el crecimiento diario recién a los 50 dias
posteriores al inicio del estrés en
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comparacién al control (p< 0,05). En este punto (110
dias en el eje x de la Fig. 3A) los tratamientos EIP y
EFP presentaron crecimientos diarios similares entre si
y menores al control, tanto en valor absoluto como
relativo. Para el tratamiento EFP no se llegé a detectar
una recuperacion en su tasa de crecimiento incluso 50
dias posteriores al cese del estrés hidrico (final del
experimento) en este tratamiento. Para el tratamiento
EV, no se observaron diferencias estadisticas en las
tasas de crecimiento diario en comparacion con el
control (p> 0,05 en todas las fechas de comparacion),
tanto en valores absolutos como relativos.

La tasa absoluta de incremento en dac (+DE) para todo
el periodo fue de 0,028+0,01; 0,020+0,003; 0,027+0,01
y 0,026+£0,01 mm dia™ para el control y los tratamientos
EIP, EFP y EV respectivamente, sin diferencias
estadisticas entre tratamientos (Figura 3 C). Sin
embargo, en valores relativos los tratamientos EIP y
EFP presentaron incrementos inferiores
estadisticamente respecto al control y al EV (Figura 3
D).
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Figura 3: Tasa de incremento diario promedio en altura y dac para cada tratamiento en los diferentes momentos del
periodo de crecimiento. A) Incremento absoluto en altura (cm dl’a’l); B) incremento relativo en altura (% del valor inicial
dl'a'l); C) incremento absoluto en dac (mm dl'a'l); D) incremento relativo en dac (% del valor inicial dl'a’l). C= control (sin
restricciones de agua en el suelo), EIP= estrés hidrico (restriccién de riego) al inicio de la primavera (hasta la primera
linea vertical en el grafico 2A); EFP= estrés hidrico al final de la primavera (periodo comprendido entre las dos primeras
lineas verticales en 2A); EV= estrés hidrico en verano (periodo comprendido entre las dos ultimas lineas verticales del
grafico 2A). En el texto se indican las fechas en las que hubo diferencias significativas entre tratamientos.

El incremento absoluto en dac en los diferentes
periodos presenté un patrén similar al descripto para la
variable altura, destacandose las diferencias al inicio
del ensayo en el incremento entre el control y los
demas tratamientos (C y EV fueron estadisticamente
diferentes de EIP y EFP). Estas diferencias al inicio
imponen un retraso en la diferenciacion estadistica de
los tratamientos respecto al control.

Asignacion de biomasa aérea

Todas las plantas tuvieron la misma biomasa aérea
total al final del ensayo, sin diferencias estadisticas en
su asignacion a los distintos compartimentos que
conforman la porcién aérea de la planta (p>0,05). En
todos los tratamientos se observd una mayor
asignacion relativa al tallo, seguida por las hojas y por
Gltimo, las ramas (Tabla 1).

La relacion entre el area de xilema conductivo del tallo
y la biomasa foliar de cada planta (aproximacion a la
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relacion de Huber) tampoco mostré6 diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos, con
un valor promedio general de 9,5 (+2,7) cm”® g™

Anatomia foliar

Las plantas expuestas a estrés hidrico manifestaron
algunas modificaciones en la anatomia foliar,
especialmente a nivel estomatico. El diametro de los
estomas aumentd, mientras que la densidad estomatica
disminuyé en los tratamientos con déficit hidrico (Tabla
2). Sin embargo, la magnitud de los cambios dependi6
del momento de ocurrencia del estrés (Tabla 2).

Por otro lado, la epidermis mostré una tendencia a un
aumento en el espesor en plantas expuestas a estrés
hidrico respecto al control, sin diferencias significativas
entre tratamientos. El area del mesofilo, el area de
estomas y el indice de poro estomatico no fueron
afectados por los tratamientos (Tabla 2).
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Tabla 1: Distribucion de la biomasa aérea en los distintos compartimentos al final del ensayo. Biomasa aérea total (g) y
su distribucién en los distintos componentes aéreos (Tallo, ramas y hojas) (%). Promedios por tratamientos y general
para todos los tratamientos. C: Control; EIP: Estrés al inicio de la primavera; EFP: Estrés al final de la primavera y EV:
Estrés en verano. En ninguna variable hubo diferencias significativas entre tratamientos (p> 0,05).

Tratamientos Aérea (g) Tallo (%) Ramas (%) Hojas (%)
Cc 72,3125,5 47,9447 20,845,5 31,3+7,4
EIP 91,1+25,6 5045,7 21,8+4,6 28,2+3,1
EFP 98,1+19,4 51,4433 22,742,6 25,8+3,4
EV 104,1+44,3 51,3+3,7 22,4444 26,345,5
General 88,6+30,3  49,5+4,7 21,647 28,946,3

Tabla 2: Caracteristicas morfolégicas de las aciculas de P. taeda en los distintos tratamientos. C= control (sin
restricciones de agua en el suelo), EIP= estrés hidrico (restriccion de riego) al inicio de la primavera; EFP= estrés hidrico
al final de la primavera; EV= estrés hidrico en verano; IPE= indice de poro estomatico. Letras distintas indican
diferencias estadisticas p<0,05.

Trat. Diametro de Densidad Espesor de Area del Area de IPE
estomas estomatica epidermis mesdfilo estomas
(Hm) (estomas/mm ?) (Hm) (mm? (mm?%mm?)
Control 14,6£25b 119,2+23,6 a 39t12a 0,910,5a 0,019+0,003 a 0,025+0,004 a
EIP 19,4+2,1 ab 76,8+29,6 ab 5,1+0,7 a 0,8+0,4 a 0,022+0,006 a 0,027+0,008 a
EFP 20,8+3,3 a 55,6+12,9 b 5,8+0,6 a 1,0+0,3a 0,020+0, 009 a 0,025+0,011 a
EV 20,7¢25a 67,7+219b 5,3t0,5a 1,310,3a 0,023+0,009 a 0,029+0,010 a

Efectos del déficit hidrico impuesto en primavera

sobre las relaciones hidricas e intercambio
gaseoso.
El potencial hidrico, tanto en pre-alba como al

mediodia, presenté valores menores (mas negativos)
en las plantas con restriccion hidrica respecto a las
plantas control en cada periodo de estrés (Fig. 4),
siendo las diferencias estadisticamente significativas
solamente durante la primavera tardia (mediciones en
octubre y diciembre).

El maximo gradiente de potencial hidrico diario
desarrollado en cada grupo de plantas (diferencia entre
el potencial hidrico maximo (pre-alba) y minimo (14
horas aproximadamente) en cada dia fue similar entre
tratamientos. Por otro lado, se observé que el potencial
hidrico foliar estuvo inversamente relacionado con el
DPV (Fig. 5), descendiendo linealmente a medida que
aumenté el DPV. Los coeficientes de correlaciéon entre
estas variables fueron de -0,92 (p=0,001) en el control
y -0,78 (p=0,02) para las plantas estresadas bajo los
tratamientos EIP y EFP. La comparacién de las rectas
de regresion ajustadas a estas variables mostré
diferencias en las pendientes, no asi en la ordenada al
origen, entre las plantas control y las expuestas a
déficit hidrico (Fig. 5). Los parametros de las rectas de
regresion fueron los siguientes:

Control: Potencial hidrico foliar (MPa) = -0,6632 DPV
(kPa) - 0,6214 (p= 0,001; F= 34,594; R’= 0,85)

Plantas con déficit hidrico en suelo: Potencial hidrico
foliar (MPa) = -0,5647 DPV (kPa) -1,1327 (p= 0,023; F=
9,231; R’= 0,6168)
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Se observé una disminucién de la gs en los plantines
bajo estrés hidrico (EIP y EFP) con respecto a la
situacion control, tanto a las 9 de la mafiana (momento
de maxima gs esperada) como al momento de minima
gs esperada (14 horas aproximadamente) a partir del
mes de septiembre (p<0,05) (Fig. 6). Sin embargo, la
conductancia estomatica no presentd un patrén
definido con respecto al DPV tanto en condiciones
optimas de agua en el suelo como de deficiencia
hidrica (coeficientes de correlacién no significativos,
p>0,05) (Fig. 7).

La Amax promedio fue de 8,1+2,4 pmol m™~ s™ en las
plantas control y de 4,0+2,5 pmol m 2 s* en las plantas
del tratamiento EIP (p<0,01).

Las curvas presion-volumen ajustadas al tejido foliar de
plantas control y del tratamiento EIP indicaron que no
hubo ajuste osmotico o elastico significativos en
situaciones de déficit hidrico. Todos los parametros
analizados fueron similares en C y EIP. El Wprsat
promedio (DE) de ambos tratamientos fue de -1,9 (0,5)
MPa; el Wrp fue -25 (0,9) MPa, y la fraccion
apoplastica fue 0,65 (0,09) %. EI mddulo de elasticidad
presento gran variabilidad entre individuos de un mismo
tratamiento, con un valor medio (DE) de 20 (21,6) MPa.
La conductividad hidraulica especifica (ks) de las ramas
tampoco mostro diferencias entre tratamientos control y
EIP, con valores promedios (DE) de 1,07 (0,21) y 0,91
(0,19) Kg s* m™* MPa™ respectivamente.
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DISCUSION

Las plantas bajo déficit hidrico tuvieron un patron
general de crecimiento en altura y dac similar al de las
plantas control, presentando sus valores maximos y
minimos en los mismos momentos. Este tipo de patron
coincide con el encontrado por Gelid de Rubial et al.
(1997), quienes determinaron para esta especie y en la
misma zona en la que se realizd el presente estudio
(NE de Argentina) que la altura total presenta un
aumento del incremento mensual entre los meses de
julio a octubre, momento éste a partir del cual el
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incremento comienza a declinar para esta especie.

El déficit hidrico impuesto en verano no afecté el
crecimiento en altura y dac de los arboles, mientras que
el impuesto en la primavera, ya sea al inicio o al final de
la misma, si tuvo un efecto significativo sobre la tasa de
crecimiento en altura y dac. Las plantas expuestas a
déficit de agua en el suelo al inicio del periodo de
crecimiento, lograron recuperar las tasas de
crecimiento a los 30 dias posteriores al cese del déficit
hidrico, alcanzando un segundo maximo de magnitud
similar al primero para el caso de la altura (que habia
sido menor al de las plantas control debido a que
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coincidié temporalmente con la imposicion de estrés
hidrico). En contraste, las plantas expuestas a estrés
mas avanzada la primavera, no recuperaron su
crecimiento en altura adn a los 50 dias de cese del
déficit hidrico (fecha en que culminé el experimento).
Sin embargo el dac manifest6 una leve recuperacion en
el crecimiento a los 20 dias aproximadamente luego del
cese del estrés hidrico. Posiblemente, la falta de
recuperacion del crecimiento en altura se debi6é a que
el momento de imposicion del estrés coincidié con el
momento en el que se observa una disminucioén en la
tasa de crecimiento diaria normal (dada en el control
sin estrés), que limitaria la capacidad de recuperacién
posterior. Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia de considerar el momento de ocurrencia de
la restriccion de agua en el suelo, para poder predecir
las respuestas en crecimiento inmediatas y posteriores
al mismo.

Por otro lado, si bien se observé una recuperacion del
crecimiento en el tratamiento EIP, el crecimiento
relativo acumulado fue inferior al control, tanto en altura
como en diametro. Esto se debi6 a que la mayor
proporcién del crecimiento acumulado ocurre al inicio
del periodo de crecimiento (septiembre), momento en
el que se impuso el tratamiento EIP, y que condujo a
una significativa  disminucion  del crecimiento
acumulado. Por el contrario, el déficit hidrico impuesto
en verano (EV) no afectd el crecimiento relativo
acumulado en ninguna de las dos variables
consideradas.

Si bien se observaron efectos significativos del estrés
hidrico en primavera sobre el crecimiento en altura y
dac, no se observaron cambios en la particion de la
biomasa dentro de la fraccién aérea de la planta, ni
sobre la funcion del lefio (ks) de los plantines. Respecto
a la biomasa, no se cuenta con informacién de esta
variable al inicio del ensayo, por lo cual no es posible
afirmar con seguridad que las plantas del control hayan
tenido menor biomasa al inicio. Sin embargo, su menor
altura y dac registrados al inicio del ensayo sugieren
que este grupo de plantas presentd una biomasa
también menor en ese momento. En este sentido, se
observé que la biomasa final estuvo estrechamente
relacionada con el incremento en dac y volumen de los
plantines (r2 promedio para las regresiones de los 4
tratamientos=0,71, datos no mostrados), sugiriendo
que las plantas que mas incrementaron su volumen de
tallo fueron las que presentaron la mayor produccién de
biomasa al final del ensayo. Por lo tanto, es plausible
deducir que la misma biomasa al final del ensayo en
todos los tratamientos nos reflejaria una mayor
produccion aérea relativa de biomasa en el control
respecto de los tratamientos donde se impuso déficit
hidrico, siendo esto un resultado esperado de acuerdo
a los patrones de crecimiento en altura y dac, gs Y Amax
registrados en el periodo. Si bien las plantas en este
estudio no mostraron diferencias en la asignacion de
biomasa entre los distintos compartimentos, en lineas
generales la asignacion diferencial entre
compartimentos es un fenémeno que suele ser
observado (King et al., 1999). También es comun, ante
estrés hidrico, detectar modificaciones en la particion
entre los compartimentos aéreos y subterraneos, sin
embargo este Ultimo no fue considerado en este

Efecto del déficit hidrico sobre el crecimiento de Pinus taeda L.
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trabajo, por lo cual no se pueden hacer inferencias al
respecto.

Por el contrario, las plantas manifestaron algunas
respuestas morfolégicas a nivel foliar ante el estrés
hidrico, como una tendencia a un mayor espesor de
epidermis, y un aumento en el tamafio de los estomas
acompafiado de wuna reduccion en la densidad
estomatica. Desde el punto de vista de la regulacion del
estado hidrico de las plantas, los estomas son
estructuras importantes tanto para hacer frente a
cambios ambientales diarios (corto plazo) como
estacionales. La regulacion estomatica puede
manifestarse en el corto plazo mediante una alta
sensibilidad estomatica al DPV (Buckley, 2005; Casson
& Gray, 2007), la cual no fue encontrada en nuestros
resultados. Esta baja sensibilidad estomatica al DPV
también ha sido descripta para P. taeda por Aspinwall
et al. (2011) y Tang et al. (2003), y ha resultado en el
presente estudio en un comportamiento anisohidrico,
pero isohidrodinamico (Franks et al.,, 2007), de los
plantines evaluados, en los que, las plantas que
presentaban en pre-alba un menor potencial hidrico
(tratamientos de estrés), alcanzaban menores
potenciales al mediodia que las control, manteniéndose
en ambos tratamientos gradientes de potenciales
hidricos similares. Este mantenimiento del gradiente de
potencial entre el suelo (estimado por el potencial
hidrico de las hojas en pre-alba y considerando
equilibrio termodinamico nocturno entre el suelo y el
tejido foliar) y las hojas contribuiria a mantener el
movimiento de agua en fase liquida en magnitud similar
entre tratamientos. Por otro lado, la regulacién
estomatica a mas largo plazo puede desarrollarse a
través de una aclimatacién ambiental mediada por una
modificacién de los estomas, alterando su morfologia y
frecuencia (Casson & Gray, 2007; England & Attiwill,
2011), fendbmeno que si se observé en nuestro sistema
de estudio. Sin embargo, los cambios observados a
nivel estomatico (aumento de tamafo individual y
disminucion del nimero) resultan en un mantenimiento
del area de poros, lo que resulta dificil de explicar como
una respuesta con caracter adaptativo. En este sentido,
al igual que en este estudio, antecedentes en otras
especies reportan una disminucién de la frecuencia de
estomas en respuesta al déficit hidrico (e.g. Xu & Zhou,
2008), asociandose la caracteristica de menor
densidad estomatica a una mayor tolerancia a este tipo
de estrés (Yu et al., 2008; Liu et al., 2012) y una mayor
eficiencia en el uso del agua (Monclus et al., 2006). Sin
embargo, y contrariamente a lo observado en P. taeda
en el presente trabajo, el tamafio de los estomas
generalmente disminuye frente al estrés hidrico
(Nautiyal et al., 1994; Xu & Zhou, 2008; Bosabalidis &
Kofidis, 2002), pero existen algunos estudios que
muestran un aumento del tamafio de los estomas frente
a este factor de estrés (e.g. Rodiyati et al., 2005). Mas
alla de la anatomia de los estomas y de su densidad, la
conductancia estomatica si reflejé los efectos del déficit
hidrico en el suelo, observandose el cierre estomatico
parcial en los tratamientos de estrés en algunas fechas,
lo que disminuy6 la capacidad de fijacién de C por
unidad de area foliar (menor Amax). Estos resultados
coinciden con lo determinado por Faustino et al. (2013)
para la misma especie y zona de estudio, quienes
encontraron que las tasas de crecimiento menores
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observadas en algunas familias estaban relacionados a
gs menores.

Los potenciales hidricos maximos y minimos menores
limitaron parcialmente el crecimiento relativo en altura 'y
diametro en el periodo de estudio. Sin embargo, el
comportamiento estomatico, si bien mostrd6 una
respuesta a la deficiencia de agua en el suelo, ésta no
se vio sinergizada por una sensibilidad alta al DPV,
resultando en una ausencia de cierre estomatico
completo en todo el periodo de estudio. Esto permitiria
a los genotipos estudiados de P. taeda continuar
fijando C y consecuentemente, alcanzar crecimientos
diarios significativos aun bajo deficiencia hidrica
moderada. En este sentido, Zweifel et al. (2009)
determinaron que P. sylvestris puede abrir sus estomas
en condiciones moderadas de sequia y soportar por
cortos periodos de tiempo un estrés mas severo; sin
embargo requiere de precipitaciones a intervalos
regulares para permanecer con sus estomas abiertos y
seguir siendo productiva.

Si bien el ajuste osmético es una respuesta al estrés
hidrico ampliamente observada en muchas especies
(e.g. Parker et al., 1982; Meier et al., 1992; Nguyen-
Queyrens & Bouchet-Lannat, 2003; Villar-Salvador et
al.,, 2004), en este estudio no fueron observados
ajustes osméticos ni elasticos. Este resultado es similar
a los encontrados por Fernandez et al. (2014) en P.
ponderosa y por Villar-Salvador et al. (1999) en P.
halepensis; sin embargo estan en contraposicion a los
encontrados por Meier et al. (1992) en dos familias de
P. taeda con valores promedios para Wpsat y Wrip de -
1,3 MPa y -1,9 MPa, respectivamente, para plantas no
estresadas, y de -15 MPa y -2,13 MPa
respectivamente, en plantas bajo condiciones de estrés
hidrico. Estos valores y aquellos encontrados por
Schulte & Henry (1992) son superiores a los
determinados en el presente trabajo lo cual sugiere
que, a pesar de no presentar ajuste osmotico, estos
origenes de P. taeda poseen parametros hidricos
consistentes con una relativamente alta capacidad de
mantenimiento de la turgencia celular, caracter que
constituye una ventaja frente a condiciones de déficit
hidrico.

Como se mencioné anteriormente, la ks no difiri6 entre
los tratamientos. Esta variable fue determinada al
mediodia donde la tensién en el xilema es alta y podria
provocar la cavitacion de los conductos xilematicos. Sin
embargo la similitud en la capacidad de transporte de
agua en todas las plantas, sugiere que los potenciales
hidricos menores experimentados por las plantas bajo
déficit hidrico no afectaron la ks, a menos que la ks
méaxima, la cual no fue determinada en este estudio,
difiera entre los tratamientos.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo constituyen una primera
aproximacion a las relaciones entre crecimiento y
fisiologia foliar en respuesta a la variacién temporal en
la disponibilidad de agua en el suelo para algunos
origenes genéticos selectos de P. taeda. El déficit de
agua en el suelo durante la primavera tuvo un marcado
efecto negativo sobre el crecimiento en altura y dac,
con distinta capacidad de recuperacion (al menos en el
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mediano plazo) en funcién del momento de ocurrencia
del estrés. Por el contrario, el déficit de agua en el
suelo en momentos de bajo crecimiento dentro de la
temporada (verano) no impacté sobre la tasa diaria ni el
crecimiento acumulado, en comparacion con las
plantas creciendo sin restricciones hidricas en el suelo.
Posiblemente las altas temperaturas que conducen a
DPV elevados en este momento del afio impliquen una
limitacién a la fijacion de C, independientemente de la
disponibilidad de agua a nivel de las raices,
homogenizando las respuestas en crecimiento.

Estos resultados ponen de manifiesto la importancia de
considerar el momento de ocurrencia del estrés hidrico
sobre el crecimiento de plantines de P. taeda, lo que
puede contribuir a la prediccién del comportamiento de
la especie frente a cambios en el clima ya sea debidos
a la variabilidad climatica en un sitio dado, o bien por
modificaciones en las areas de implantacion de la
especie. Se requieren investigaciones futuras que
evallen la capacidad de recuperacion del crecimiento
(resiliencia) a mayores plazos que los analizados en el
presente estudio, asi como la posible respuesta
diferencial entre genotipos (variabilidad genética
intraespecifica). Asimismo, se requiere estudiar aun el
posible impacto diferencial sobre otros destinos del C
como las reservas de carbohidratos o el desarrollo
radical de las plantas, los que pueden afectar la
tolerancia al estrés y el crecimiento en eventos
posteriores de sequia.
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