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espectro electromagnético, rayos gamma, rayos x, UV, luz visible, Infrarrojo y
ondas de radio (extraido y modificado de Taiz & Zeiger, 1998).

Figura 37. Tasa de asimilaciéon fotosintética de CO, neta (Apeta) VS. RFA
absorbida por la hoja, detallando en la curva de respuesta la limitacion por luz,
limitacién por concentracion de CO2, punto de compensacién luminica (PCL),
punto de saturacién luminica (PSL) y tasa de respiracion en oscuridad (Rd).
Esquema confeccionado en funcion de Taiz & Zeiger, 1998.

Figura 38. Fotografia (A) y Esquema (B) de las parcelas del experimento de
estrés luminico. Los colores negro, gris y blanco en la Fig. B representan las
parcelas de 80% de sombra (80%), 50% de sombra (50%) y pleno sol (PS)
respectivamente. Los puntos dentro de cada parcela representan las 10 plantas
de cada parcela (5 plantas x 2 especies).

Figura 39. Contenido volumétrico de humedad en maceta (CV; % vol/vol) por
especie y tratamiento para las diferentes fechas de registro en el experimento de
estrés luminico. Referencias: CC = capacidad de campo del suelo (linea verde);
PMP = punto de marchitez permanente del suelo (linea roja). Las lineas
verticales sobre los puntos muestran el desvio estandar para cada grupo de
datos (especie/tratamiento). Los valores de una y otra especie asi como los
tratamientos para una misma especie no presentaron diferencias estadisticas
significativas (p > 0,05).

Figura 40. Incremento relativo en altura (IRA) por especie y tratamiento al final
de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua;
50% = tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de pleno sol. Las letras mayusculas en el grafico
muestran diferencias estadisticas significativas entre especies bajo un mismo
tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el
desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 41. Incremento relativo en diametro (IRD) por especie y tratamiento al
final de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N.
obliqua; 50% = tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras mayusculas en el grafico
muestran diferencias estadisticas significativas entre especies bajo un mismo
tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el
desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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Figura 42. Cantidad de hojas promedio por planta por especie y tratamiento al
final de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N.
obliqua; 50% = tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico
muestran diferencias estadisticas significativas entre los distintos tratamientos
luminicos por especie. Las letras mayusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas significativas entre especies bajo un mismo tratamiento luminico.
Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar para cada
grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 43. Porcentaje de plantas con apice muerto por especie y tratamiento al
final de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N.
obliqua; 50% = tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno.

Figura 44. Biomasa de raices (g) por especie y tratamiento al final de la
temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% =
tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas entre tratamientos de una misma especie. Las letras mayusculas en
el grafico indican diferencias estadisticas para un mismo tratamiento entre
especies. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar
para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 45. Biomasa de tallo (g) por especie y tratamiento al final de la temporada
de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% = tratamiento
de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento
de sol pleno. Las letras mayusculas en el grafico indican diferencias estadisticas
para un mismo tratamiento entre especies. Las lineas verticales sobre las
columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).

Figura 46. Biomasa total (g) por especie y tratamiento al final de la temporada de
crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% = tratamiento de
50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de
sol pleno. Las letras mayusculas en el grafico indican diferencias estadisticas
para un mismo tratamiento entre especies. Las lineas verticales sobre las
columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).

Figura 47. Relacion biomasa aérea:biomasa subterranea (raices) por especie y
tratamiento al final de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa;
Ro = N. obliqua; 50% = tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de
80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el
grafico muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma
especie. Las letras mayusculas en el grafico indican diferencias estadisticas para
un mismo tratamiento entre especies. Las lineas verticales sobre las columnas
muestran el desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 48. Area foliar especifica (AFE, kg m™) por especie y tratamiento a lo
largo de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N.
obliqua; 50 = tratamiento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico
muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma especie por
fecha. Las diferencias para un mismo tratamiento entre especies se comentan en
el texto. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar
para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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Figura 49. Tasas de actividad fotosintética neta (Aneta, imol CO, m? s™') a RFA
saturante por especie y tratamiento durante la temporada de crecimiento 2007-
2008. 50 = tratamiento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico
muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma especie por
fecha. Las diferencias para un mismo tratamiento entre especies se comentan en
el texto. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar
para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 50. Relacion Fv/Fm (indicadora del dafo en aparato fotosintético, PSII)
surgida de las mediciones de fluorescencia de la clorofila a por especie (A = N.
nervosa; B = N. obliqua) y tratamiento durante la temporada de crecimiento
2007-2008. 50 = tratamiento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico
muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma especie por
fecha. Las diferencias para un mismo tratamiento entre especies se comentan en
el texto. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar
para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 51. Conductancia estomatica (gs, mol H,O0 m? s™) por especie y
tratamiento durante la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 = tratamiento de
50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol
pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias estadisticas entre
tratamientos de una misma especie por fecha. Los asteriscos en el grafico
muestran diferencias estadisticas significativas entre especies bajo el mismo
tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el
desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 52. Tasa de transpiracion (E, mmol H,O m* s'1) por especie y tratamiento
durante la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 = tratamiento de 50% de
cobertura; 80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno.
Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias estadisticas entre
tratamientos de una misma especie por fecha. Los asteriscos en el grafico
muestran diferencias estadisticas significativas entre especies bajo el mismo
tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el
desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

Figura 53. Eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA, ymol CO, m? s
''/mmol H,0 m? s'1) por especie y tratamiento durante la temporada de
crecimiento 2007-2008. 50 = tratamiento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento
de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el
grafico muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma
especie por fecha. Los asteriscos en el grafico muestran diferencias estadisticas
significativas entre especies bajo el mismo tratamiento luminico. Las lineas
verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de
datos (especie/tratamiento).

Figura 54. Tasa de fotosintesis neta (Aneta) €n funcidon de la radiacidon
fotosintéticamente activa (RFA.) por especie a comienzos (A y B) y mediados (C
y D) de la temporada de crecimiento 2007-2008 para las especies N. nervosa (A
y C) y N. obliqua (B y D). Las lineas en los graficos representan el modelo de
ajuste de cada una de las especies/tratamientos al modelo de Landsberg (1974).
Las diferencias estadisticas entre tratamientos/ especies se comentan en el
texto.

Figura 55. Fotografia mostrando los plantines dentro de las camaras de cria
SAD 9000 utilizadas en el experimento de estrés térmico.
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Figura 56. Fotosintesis relativa (A/Amax; adimensional + e. s. = error estandar)
en relacion a la temperatura de pre-tratamiento (°C, 2 horas) para N. nervosa y
N. obliqua. Las curvas azules en el grafico muestran el ajuste de la serie de
datos para una y otra especie a una curva gaussiana (A,=Amp*exp (-0.5*((T°-
media)/ds)z)). La linea roja en cada uno de los graficos muestra el ajuste de la
serie de datos a un modelo del tipo "brocken stick". Los asteriscos sobre el
grafico muestran las diferencias halladas entre las tasas de fotosintesis de
plantas a 18°C y las plantas bajo los diferentes tratamientos térmicos para N.
nervosa. Las diferencias en los tratamientos de larga duracién (4 hs) se detallan
en el texto.

Figura 57. Relacion existente entre la tasa de fotosintesis (Anta) Y la
conductancia estomatica (gs) en funcion de condiciones de luz, temperatura y
radiacion optimas (Modelo general, linea negra) y de los diferentes tratamientos
de temperatura (T; °C) para N. nervosa y N. obliqua.

Figura 58. Arbol filogenético para las distintas especies del genero Nothofagus
basado en el analisis conjunto de caracteres morfolégicos, rADN, secuencias ITS
y ADN de cloroplasto. Tomado de Manos (1997).
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ABREVIATURAS
ADP = agua disponible para las plantas
AFE = area foliar especifica (kg hoja m?)
Anmax = fotosintesis maxima (umol CO, m?s™)
Aeto = fotosintesis neta (umol CO, m?s™)
BH = biomasa de hojas
BR = biomasa de raices
BT = biomasa total
CC = capacidad de campo
CRAp0n = contenido relativo de agua apoplastica
CRA,: = contenido relativo de agua a turgencia plena
CV = contenido volumétrico de agua en maceta (%vol/vol)
CVC = curvas de vulnerabilidad a la cavitacion
d.s. = desvio estandar
E = tasa de transpiracién (mmol H,O m?s™)
EEA =Estacion Experimental Agropecuaria
EUA = eficiencia en el uso del agua
FC = mediciones de fluorescencia de la clorofila a
Fv/IFm = cociente entre la fluorescencia variable y fluorescencia maxima
gs = conductancia estomatica (mol H,O m?s™)
IG = mediciones de intercambio gaseoso
INTA = Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IRA = incremento relativo en altura
IRD = incremento relativo en diametro
IRGA = medidor de intercambio gaseoso basado en un analizador de
gases infrarrojo, del ingles "infra red gas analyser"
k = conductancia hidraulica
ky, = conductividad hidraulica
kn max = conductividad hidraulica maxima
ks = conductividad hidraulica especifica
msnm = metros sobre el nivel del mar
PC = capacidad de campo en maceta, del ingles "pot capacity"
PCL = punto de compensacién luminico
PMP = punto de marchitez permanente
PPC =porcentaje de pérdida de conductividad hidraulica
PSII = fotosistema dos
PSL = punto de saturacion luminico
P-V = curvas presion-volumen
RC = rendimiento cuantico aparente
RFA = radiacién fotosintéticamente activa (umol de fotones m?s™)
TDR = del ingles "time domain reflectometry”
€max = modulo de elasticidad maximo
¥, = potencial gravitatorio (MPa)
Wy,0 = potencial hidrico (MPa)
W, = potencial matrico (MPa)
W ..q = potencial hidrico de mediodia
W, = potencial osmético (MPa)
W, = potencial de presion (MPa)
W,. = potencial hidrico de perlaba
W, = potencial hidrico a turgencia plena
Wi sat = potencial osmotico a saturacion
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RESUMEN

Respuestas morfoldgico-fisioldgicas ante distintos tipos e intensidades de
estrés en dos especies patagonicas del género Nothofagus con aptitud
comercial.

Algunas especies nativas andino-patagonicas poseen alto valor
maderero. La utilizacion de las mismas en cultivo requiere del
conocimiento de su respuesta fisioldgica y morfologica frente a factores
ambientales generadores de estrés (hidrico, luminico y térmico) en zonas
potenciales de plantacion. El presente trabajo tuvo como objetivo generar
conocimiento acerca de los mecanismos ecofisioldégicos en respuesta a
dichos factores de estrés en plantines de dos especies nativas:
Nothofagus nervosa y N. obliqua. Los experimentos de estrés hidrico
mostraron que ambas especies poseen, a bajos niveles de contenido
hidrico, mecanismos anisohidricos de regulacion del potencial minimo,
pero con un estricto cierre estomatico ante aumentos del déficit de
presion de vapor atmosférico. Los mayores valores de conductividad
hidraulica maxima y menor vulnerabilidad a la cavitacion del tallo sugieren
que, ante condiciones de escaso déficit hidrico en suelo, pero alta
demanda evaporativa, N. obliqua poseeria una ventaja comparativa frente
a N. nervosa. En respuesta a la radiacion, ambas especies respondieron
mejor a condiciones intermedias de sombra. Se observé una alta
incidencia de muerte apical ante condiciones de alta irradiancia. El
principal mecanismo de aclimatacion ante estas condiciones se
relacionaria con la producciéon de hojas preformadas y neoformadas,
presentando estas ultimas una ventaja funcional en relacién al grado de
aclimatacion. En relacion a la temperatura, N. obliqua mostré un mayor
rango de temperaturas 6ptimas para la fotosintesis, sugiriendo una mayor
adaptacion a condiciones climaticas variables. El dptimo fotosintético se
encuentra por encima de las actuales temperaturas medias, por lo que,
las dos especies se verian beneficiadas ante escenarios climaticos con
aumento de la misma, siempre que no haya déficit hidrico. Los resultados
de esta tesis contribuyen a entender la distribucion restringida de ambas
especies en el NO de la Patagonia argentina donde la variacion ambiental
es grande en cortas distancias. Si bien existe aun incertidumbre, con el
estado actual del conocimiento, N. obliqua pareceria poseer una mayor
potencialidad de crecimiento que N. nervosa en respuesta a los distintos
factores de estrés considerados.

PALABRAS CLAVES: ecofisiologia, estrés, Nothofagus, radiacion,
temperatura, agua, cambio climatico.



XIX

ABSTRACT

Morphological and physiological responses to different types and
intensities of stress in two Patagonian species of the genus Nothofagus
with productive aptitude.

Some native Andean-Patagonian species have a high timber value. Its
productive use requires knowledge about physiological and morphological
responses to environmental stress factors (moisture, radiation and
temperature) in potential areas of plantation. The general goal of this
study was to generate knowledge about ecophysiological mechanisms in
response to stress factors in seedlings of two native species: Nothofagus
nervosa and N. obliqua. The results of water stress essays showed that,
at low soil water contents, both species posses an anisohydric mechanism
of minimum water potential regulation, but with a strict stomatal closure in
response to atmospheric vapor pressure deficit. The highest values of
maximum hydraulic conductivity and the lowest vulnerability to cavitation
in the stem suggests that, in conditions of low water deficit but high
evaporative demand, N. obliqua presents an advantage respect to N.
nervosa. In response to radiation, both species present a better
performance under intermediate shade conditions than under very high or
very low radiation levels. A high incidence of apical mortality was found
under the high irradiance treatment. The main mechanism of acclimation
to high radiation conditions would be related to the production of
preformed and neoformed leaves, the latter presenting a functional
advantage in relation to the degree of acclimatization. In response to
temperature, N. obliqua showed a wider range of optimum temperatures
for photosynthesis, suggesting a greater adaptation to climatic variability.
For both species, the optimum temperature for photosynthesis is above
the current average temperature of its natural distribution area. For this
reason both species could increase carbon fixation under predicted
climate change scenarios, if increased temperature is not accompanied
with water stress. The results of this study contribute to understand the
restricted distribution of both species in NW Patagonia, Argentina, where
environmental variation is large at short geographical distances. While
there is still uncertainty, with the current state of knowledge, N. obliqua
seems to have a greater growth potential than N. nervosa in response to
environmental stress factors.

KEYWORDS: ecophysiology, stress, Nothofagus, radiation, temperature,
moisture, climate change.
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Introduccion General.



1.1 Antecedentes y problematica.

La reduccion continua de los bosques naturales en el mundo, producto
del incremento del consumo de madera (a un ritmo de 16 millones de hectareas
por afio; FAO 2009), ha generado que las plantaciones forestales cobren
relevancia a nivel mundial, aumentando significativamente de 17,8 millones de
hectareas en 1980 a 43,6 millones de hectareas en 1990 y a 187 millones de
hectareas en el ano 2000. Particularmente en paises de América del Sur no
tropicales (Argentina, Uruguay y Chile), las altas tasas de crecimiento de
algunas coniferas y latifoliadas exoticas han generado un incremento de la
superficie plantada en el curso de los ultimos tres decenios, reemplazando en
muchos casos las formaciones forestales naturales (FAO, 2009).

Particularmente para la Argentina, existe una preocupacioén creciente por
la situacion de los bosques naturales, los cuales han sido reducidos a menos del
13% de la superficie total del territorio (FAO, 2009). En Patagonia, el importante
potencial para el desarrollo de forestaciones con especies exoéticas que
presentan las provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut, generé que desde
mediados del siglo pasado se realicen experiencias de plantacion con coniferas
exoticas, conduciendo al establecimiento de plantaciones por parte de empresas
estatales, productores e inversionistas privados que, en su gran mayoria, han
hecho uso de los mecanismos de promocion nacional y provinciales (Loguercio
& Deccechis, 2006 a y b). En la actualidad solo tres especies de coniferas son
utilizadas en forestaciones masivas en la Patagonia: el pino ponderosa (Pinus
ponderosa (Dougl. ex Laws.), el pino oregdn (Pseudotsuga menziesii (Mirb.)
Franco) y el pino contorta o murrayana (Pinus contorta (Dougl.)), estimandose su
superficie actual en 68.000 hectareas aproximadamente (Godoy & Deffosé,
2004; Loguercio & Deccechis, 2006 ay b).

Como se menciond anteriormente, las causas por las cuales las
plantaciones de gran escala se han llevado a cabo con este tipo de especies
exodticas radica en sus altas tasas productivas bajo las condiciones
medioambientales del norte de la Patagonia, llegando incluso a obtenerse
mayores rendimientos a los registrados en sus zonas de origen (e.g. Gonda,
1998; Ryan et al., 2000; Grulke & Retzlaff, 2001). Esta aptitud genera altas tasas
de crecimiento en comparacion con especies locales sumado al conocimiento
previo de produccion, manejo y procesamiento de sus maderas obtenido en
otros lugares del mundo. Pese a ello se ha visto que siempre se requiere la
adaptacion del conocimiento a las condiciones locales.

La falta de madera de calidad ha sido vislumbrada como una de las
problematicas claves en la produccién forestal a nivel nacional y en esta region
(ver documentos institucionales tales como el Plan de Mediano Plazo o el Plan
Tecnolégico Regional de INTA 2005-2007). A la fecha, la calidad de madera
obtenida de los raleos de las plantaciones mas antiguas de pino ponderosa no
ha cubierto las expectativas deseadas, haciendo imprescindible mejorar este
aspecto. Sumado a esto, el escaso desarrollo del eslabén de transformacion
industrial impacta en la calidad de la madera producida regionalmente y asi,
sobre el valor agregado generado por la actividad. Como posibles soluciones se
han planteado el estudio del manejo de las actuales y futuras plantaciones de
pino ponderosa y las restantes especies exdticas de manera de elevar la calidad
de su madera, mediante programas de seleccibn y mejora genética,
perfeccionando las técnicas de implantacion y manejo inicial y/o mediante la
plantacion de especies que posean intrinsecamente una mayor calidad de
madera. Este es el caso de algunas especies nativas del bosque andino-



patagonico (ej. Roble pellin, Nothofagus obliqua; Rauli, Nothofagus nervosa;
Lenga, Nothofagus pumilio; Ciprés de la cordillera, Austrocedrus chilensis; etc.).

Durante mas de un siglo en la regiéon patagénica se ha extraido del
bosque natural aquellas especies caracterizadas por poseer madera de alta
calidad, cortando aquellos ejemplares con la mejor forma y el mayor tamafio, lo
cual ha ocasionado un empobrecimiento del bosque remanente de distinta
magnitud de acuerdo al sitio y la especie. En muchas ocasiones, practicas
nocivas adicionales como la introduccion de ganado o la quema, han contribuido
a la reduccion de la superficie ocupada por los bosques nativos (Chauchard et
al., 1996; Gallo, 2006).

En relacion al precio histérico y actual de la madera de ambos tipos de
especies, las nativas han mantenido valores superiores (entre tres y cuatro
veces mas) a las exdticas; el precio de madera rolliza de Pino ponderosa en
corta final y plantaciones bajo manejo silvicola, rondaria hoy los 150 a 170 $/m?,
mientras que los valores actuales de especies nativas por m*> de madera rolliza
serian de 450 $/m° para el Rauli y de 380 $/m® para el Roble pellin (Documento
Sectorial Integral Forestoindustria, Ministerio de Desarrollo Territorial,
Subsecretaria de Desarrollo Econémico de Neuquén).

Por lo expuesto, el poder llevar al cultivo especies nativas podria
significar una solucién parcial a la creciente demanda de madera de calidad,
aprovechando recursos genéticos locales. Asimismo, la utilizacion de este tipo
de especies, debido a su valor diferencial, permitiria su produccién en escalas
espaciales menores que las plantaciones con coniferas de rapido crecimiento,
incluyendo al sector de productor pequefio y mediano, contribuyendo asi al
desarrollo local y regional. Sin embargo, el norte patagénico se caracteriza por
su clima semiarido, con inviernos frios y hiumedos, y veranos calidos y secos. El
estrés ambiental constituye un cuello de botella a considerar en la produccion
forestal con estas especies, principalmente si se piensa en extender su area de
distribucion natural por fuera de la actual hacia el ecotono del bosque con la
estepa.

El desarrollo de cultivos de especies nativas requiere de conocimientos y
tecnologia que permitan su establecimiento a escalas compatibles con un
aprovechamiento comercial. Entre otros, es necesario generar informacién
acerca de las superficies potenciales de implantacion asi como de los
mecanismos de resistencia/ respuesta a condiciones naturales de estrés
ambiental al que las especies estarian sometidas en estas nuevas areas y la
variacién existente entre las distintas especies y poblaciones. En referencia al
primer punto, una estimacion inicial de las areas potenciales para plantacién de
estas especies en las provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut supera las
270.000 hectareas (Godoy & Defossé, 2004). Barbero (2008) sefala para Rio
Negro 14.309 hectareas aptas para N. obliqua y 8.220 hectareas para N.
nervosa (con una superposicion de 3.436 hectareas), por lo cual existirian en
total para ambas especies unas 19.093 hectareas solo en la mencionada
provincia. En referencia al segundo punto, la supervivencia y crecimiento inicial
de especies forestales, posteriores a la plantacion, pueden estar condicionados
por la calidad del plantin, las técnicas de implantacién, por procesos de
competencia y por condiciones climaticas y edaficas (Andenmatten et al., 2004).

El desarrollo de estrategias adaptativas durante las etapas tempranas de
la ontogenia parecerian asi determinantes para su supervivencia en ambientes
con distintos tipos de estrés (Rose et al., 2009). El crecimiento y desarrollo de
las plantas son controlados por reguladores internos que son modificados
acorde a las condiciones ambientales, siendo la disponibilidad de agua (mediada
por las precipitaciones), la temperatura, y la luz tres de los principales factores



ambientales que afectan el rango de crecimiento de las plantas (Manske, 2000),
actuando en muchos casos, por exceso o por defecto, como factores
generadores de estrés.

El mantenimiento de la competitividad de un sistema productivo depende
no solo de la sobrevivencia de las especies sino también de que sus tasas de
crecimiento sean compatibles con la actividad que se plantea. De esta forma no
s6lo es importante la identificacién de los valores umbrales (maximos y minimos)
de aquellos factores que afecten las tasas de sobrevivencia de las especies,
sino también la determinacion de rangos 6ptimos de produccién de las variables
ambientales relacionadas con el factor de estrés (Fig. 1).

L~

Crecimiento

Variable ambiental generadora de estrés

Figura 1. Relacion Crecimiento vs. Variable ambiental generadora de estrés. En la figura
los circulos grises representan los valores umbrales minimos y maximos de
sobrevivencia y el espacio entre las lineas negras el rango 6ptimo de produccién
(crecimiento) en funcién de la variable ambiental.

Asi, el estudio de las respuestas de las plantas frente a factores de
estrés es un aspecto fundamental de la fisiologia ambiental o ecofisiologia, la
cual se propone conocer como las plantas funcionan en sus ambientes naturales
y cudles son los patrones que determinan su distribucion, supervivencia y
crecimiento (Kramer & Boyer, 1995; Lambers et al., 1998; Ackerly et al., 2002).
Desde el punto de vista productivo, esta informacion es util para llevar al cultivo
a las especies y para orientar la seleccion y el manejo optimizando la
productividad y/o la calidad del producto primario.

Considerando el conocimiento existente hasta la fecha para las distintas
especies del género Nothofagus en Argentina, se han hecho grandes esfuerzos
en la caracterizacion genética especifica e identificacion de hibridos
interespecificos. Esto se ha llevado a cabo a través de marcadores genéticos
isoenzimaticos y moleculares y ensayos comparativos de origenes vy
procedencias (Donoso et al., 2004; Gallo et al., 2004; Premoli, 2004, entre otros)
sobre caracteres no adaptativos, siendo incipiente la realizacion de estudios
referidos a gendémica funcional. A la fecha, existen escasos conocimientos de
procesos fisiolégicos determinantes de la supervivencia y crecimiento y su
respuesta ante los distintos tipos de estrés que estas especies experimentan en
sus zonas de distribucion natural y en potenciales zonas de plantacion.

Los principales avances realizados en el marco de la ecofisiologia estan
referidos a especies del mismo género de Nueva Zelanda (N. solandri, N.
menziesii; N. cunninghamii, N. gunni; Green & Jane, 1983; Kérner & Bannister,
1985; Read & Farquhar, 1991; Sun et al., 1995; Hovenden & Brodbribb, 2000;



Kohout & Read, 2006, entre otros) o especies sudamericanas del género (N.
obliqua, N. nervosa, N. pumilio, N. dombeyi, N. nitida) creciendo bajo
condiciones de buena disponibilidad de recursos en Argentina y Chile (Huber et
al., 1983; Read & Hill, 1985; Alberdi, 1987; Kohout & Read, 2006, Zuhiga et al.,
2006; Martinez Pastur et al. 2007; Piper et al., 2007; Premoli et al., 2007;
Premoli & Brewer, 2007, Peri et al., 2009; Reyes-Diaz et al., 2009; entre otros).

1.2. Caracteristicas generales e informacion existente sobre los
requerimientos de las especies del género Nothofagus consideradas en el
presente trabajo.

Los Bosques Andino-Patagonicos (incluidos dentro de los Bosques
Templados de América del Sur) ocupan en Argentina una estrecha faja de no
mas de 100 km de ancho que se extiende desde el norte de la Provincia del
Neuquén hasta la isla de Tierra del Fuego, entre los 36° y los 55 ° de Latitud Sur
sobre la vertiente oriental de la Cordillera de los Andes, cubriendo una superficie
aproximada de 3 millones de hectareas. El género Nothofagus (Nothofagaceae),
formado por especies arbdéreas siempreverdes y caducifolias, se destaca por su
importancia fisondmica en este tipo de bosques (Veblen et al.,, 1996),
representando el 80 % de la superficie de los mismos. Este género comprende
en nuestro pais un conjunto de seis especies de gran importancia ecoldgica y
productiva destacandose entre ellas el Rauli (N. nervosa), el Roble Pellin (N.
obliqua) y la Lenga (N. pumilio).

En el bosque nativo, estas especies adquieren portes forestales con
individuos de hasta 35 m de altura y 2 m de diametro (Chauchard et al., 1997).
Los crecimientos anuales superan en algunos sitios del bosque y en
plantaciones experimentales los 20-25 m3/ha afio con material sin mejora
genética (Donoso et al. 1995), valores que las acercan a las llamadas “especies
de rapido crecimiento” comunmente usadas en plantaciones comerciales.

Nothofagus obliqua (Mirb.) Oersted (Roble, Pellin, Roble Pellin, Hualle o
Hualo) es una especie monoica que puede alcanzar 40 m de altura, 2 m de
diametro y en general presenta troncos cilindricos (aspecto importante desde el
punto de vista forestal). Sus hojas son caducas, presenta polinizacién anemdfila
y ciclos bianuales de produccion de semillas (uno de alta y otro de baja) y un alto
porcentaje de semillas vanas (Donoso et al., 2004). En Argentina, esta especie
se desarrolla entre los 36° 40°, en las lagunas de Epulafquen en el norte de la
provincia de Neuquén y los 40° 117 lat S, en la cuenca del lago Lacar, a lo largo
de aproximadamente 370 kildometros a altitudes entre los 630 y los 1200 msnm y
regimenes de precipitacion entre los 1200 y 3000 mm/afio (Fig. 2).

Estudios realizados por Diehl et al. (2003) sobre las estrategias de
conservacion de nutrientes en bosques nativos de la region andino patagénica
indican que esta especie se desarrolla sobre suelos con valores promedio de
nutrientes de: 13,6% C; 0,8% N; 24,6 mg kg” P; 0,67 cmol kg K; 30,5 cmol kg
Ca+Mg. Al ser una especie de hoja caduca, inicia su gasto de agua por
transpiracion cuando empiezan a abrirse las yemas, durante el mes de
septiembre. Este consumo aumenta cuando los principales factores
meteorologicos que regulan la transpiracion se hacen mas efectivos y a medida
que aumenta la superficie foliar de los arboles. Como defensa contra la
evaporacion por accién del viento, sus hojas se disponen de manera plegada, lo
que disminuye la pérdida del agua (INFOR-CONAF, 1998).

Estudios realizados en Chile sobre el crecimiento de individuos juveniles de
Roble pellin (N. obliqua) y Rauli (N. nervosa) en plantacion bajo distintos niveles



de cobertura de dosel y bajo distintas condiciones de fertilizacion (Grosse,
1988), concluyen que la primera de las especie presenta mejores tasas de
supervivencia y crecimiento bajo condiciones de radiacién total (sin cobertura) y
cobertura suave (semisombra), mientras que esta ultima condicion es la optima
para N. nervosa. En ensayos de plantacidon de las mismas especies en Cholila,
Lago Rosario y El Foyel (Argentina), Davel et al. (2004) destacan como
fundamental la proteccién de cobertura arbérea o arbustiva alta (40 y 60%) y
homogénea a fin de evitar un crecimiento diferencial por sectores y para la
obtencion de un buen prendimiento y supervivencia. Este punto también es
sefialado por Aguilera & Fehlandt (1981), Gallo et al. (2000) y Peyrou (2002).

La madera del Roble pellin es medianamente pesada, dura, de alta
resistencia mecanica y durable, con una vida util superior a los 15 afios. Su
putrefaccion es lenta debido al alto contenido de sustancias tanicas. Se utiliza en
obra gruesa de edificios, tejuelas, puentes, muebles, postes, estacas para
minas, durmientes, embarcaciones, etc. (Tortorelli, 1956), siendo también apta
para la fabricacion de tableros de particulas, tanto para interiores como
exteriores (INTI-CITEMA, 2003).

Nothofagus nervosa (Phil.) Dim. et Mil. (Rauli) es una especie monoica,
de hasta 40 metros de altura, crecimiento recto, cilindrico, 2 m o mas de
didmetro, hojas caducas y dispersion anemdfila. En base a estudios realizados
por Marchelli & Gallo (1999) se sabe que los eventos de semillacion son
altamente variables, dandose sucesos de produccion “parcial’ de semillas cada
dos anos con una baja ocurrencia de afios de semillacion maxima. La proporcion
de semillas dafiadas por insectos es muy importante, llegando en algunos casos
a sobrepasar el 80 % del total de las producidas en algunas poblaciones.

Esta especie se distribuye en Argentina entre los 39° 24" y los 40° 10" (Fig.
2), mostrando un rango de distribucion acotado, con precipitaciones que varian
entre 1200 y 3000 mm/ano. Se desarrolla en suelos derivados de cenizas
volcanicas y rocas metamorficas, con una profundidad media de 0,9 — 2,0 my
mas, con texturas que varian de franco arenosas a francos arcillo-limosas,
enriquecidos por materia organica, bien estructurados, al menos en la parte
superior del perfil, con materiales facilmente meteorizables y las siguientes
caracteristicas promedio en contenido de nutrientes: 8,9 % C; 0,4% N; 11,2 mg
kg™ P; 0,51 cmol kg™ K; 14,5 cmol kg™ Ca+Mg (Diehl et al., 2003). Su madera es
de peso moderado, con una densidad de aproximadamente 600 kg m™. Es una
madera apreciada por sus caracteristicas fisicas y mecanicas, es resistente y de
adecuada estabilidad. Se le califica como una madera facil de secar
artificialmente y posee una durabilidad entre 5 y 15 afnos en usos exteriores. Es
facil de aserrar, cepillar y tornear, lograndose excelentes terminaciones (INTI-
CITEMA, 2003).

1.3. Aspectos basicos de la fisiologia en respuesta a estrés y el clima como
condicionante del mismo en las plantas.

El alto grado de organizacion de los seres vivos, incluyendo las plantas,
supone la presencia de relaciones complejas y multiples en relacién al ambiente.
La influencia ambiental sobre una planta estara determinada tanto por la
intensidad como por la duracion del correspondiente factor en interaccion con los
rasgos genéticos caracteristicos de la planta. Para cada uno de los numerosos
procesos fisioldgicos que constituyen un sistema viviente existe siempre un
“limite de estabilidad” (sensu Zlatev et al., 2003) a partir del cual una
determinada variable ambiental o factor abidtico generan estrés en un



organismo. El concepto de estrés vegetal es generalmente usado de forma
imprecisa y la terminologia utilizada confusa, existiendo ademas una amplia
diversidad en cuanto a las definiciones enunciadas en la literatura. Algunas
comparaciones entre las diferentes definiciones pueden verse en trabajos como
los de Tambussi (2000) y Valladares y colaboradores (2004), entre otros.

CHILE
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- N. obliqua
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Figura 2. Distribucién de N. nervosa, N. obliqua, Nothofagus spp. y bosque mixto en
Argentina. (Mapa elaborado por Lucas Oudkerk, tomado de Marchelli & Gallo, 2000).



Sin una variabilidad periédica del entorno biolégico “6ptimo”, la mayoria de
los organismos no sobrevivirian a las cargas extremas del ambiente (Strasburger
et al., 2002). Asi, donde sea que las plantas crezcan estan sujetas a una gran
variedad de factores de estrés ambiental tendientes a restringir sus chances de
supervivencia y desarrollo. La mayor parte del tiempo las plantas no
experimentan cantidades o intensidades biologicas Optimas por lo que las
condiciones del “Optimo fisiolégico” son generalmente una excepcion y
desviacién de la regla (Schulze et al.,, 2005). Estas cargas ambientales
estructuran y condicionan a las plantas, constituyendo asi un factor constructivo
aunque reduzcan en parte la producciéon de biomasa (Lichtenthaler, 1996). De
estas oscilaciones necesarias para la vida se distingue el estrés destructivo
(Strasburger et al., 2002). Para dar una definicion lo mas aproximada posible
puede decirse que: estrés es el conjunto de respuestas bioquimicas o
fisiologicas que definen un estado particular del organismo diferente al
observado bajo un rango de condiciones 6ptimas (optimo fisiol6gico) en las
cuales el limite de estabilidad ha sido sobrepasado, y que un factor de estrés es
cualquier agente que produce un menor crecimiento respecto al 6ptimo de la
planta (Kozlowski & Pallardy, 1997 a y b). Adicionalmente, puede hacerse una
segunda division en cuanto a los grados de estrés, definiéndose como eu-estrés
a aquel estrés que genera una activacion o un estimulo y puede considerarse
como un elemento positivo para el desarrollo de la planta, y dis-estrés a un
estrés severo y real que causa dafio y tiene asi un efecto negativo en el
desarrollo de la planta (Lichtenthaler, 1988).

En general los factores de estrés pueden ser clasificados en fisicos,
quimicos y bidticos, siendo los dos primeros agrupados bajo el término de
abidticos. Ciertos factores, como por ejemplo la temperatura, pueden generar
estrés en tan solo unos minutos. Otros como el contenido de agua en el suelo
pueden tardar dias a semanas y algunos factores como la deficiencia en
contenido de minerales del suelo pueden tardar meses en generar estrés.
Sumado a las caracteristicas intrinsecas de cada factor (severidad, duracion,
etc.) la interaccion entre los diferentes factores determinan y/o limitan la
distribucion y los mecanismos de respuesta de una determinada especie.

La mayor resistencia a un determinado tipo de estrés puede estar ligada no
s6lo a diferencias en el tipo de estrategias de respuesta utilizadas, sino también
por poseer diferentes grados de plasticidad fenotipica en relacion con variables
que conducen a la resistencia al estrés (Valladares et al., 2002). Asi, el concepto
de estrés esta asociado con el de los distintos mecanismos de
respuesta/resistencia de las plantas. Debido a la diversidad de agentes
estresantes y de mecanismos de respuesta de las plantas no existe un esquema
general que comprenda todas las combinaciones. Pese a ello, en la Fig. 3 se
hace una aproximacion general a los mecanismos de respuesta de las plantas
clasificandose éstos como mecanismos de escape, evasion y tolerancia,
agrupados estos dos ultimos dentro de mecanismos de resistencia a estrés.

El primer grupo de mecanismos (escape) se presenta en plantas de gran
plasticidad, con un desarrollo fenolégico rapido, que adaptan su ciclo vegetativo
y reproductivo a la disponibilidad de recursos y a las condiciones climaticas.
Superan asi los periodos desfavorables en forma de semillas, bulbos, rizomas,
etc. Esto tiene como consecuencia una alta tasa de supervivencia pero muy baja
productividad potencial, que en el caso de cultivos es aun mas destacable. Los
restantes grupos de mecanismos podrian ser pensados como un gran grupo de
resistencia ante el estrés. Asi el segundo grupo de mecanismos (evasion) estan
destinados a retrasar lo mas posible la accion del factor de estrés, impidiendo
llegar a aquellos valores umbrales que comprometan la vida de la planta



(concepto de limite de estabilidad). El tercer grupo de mecanismos (tolerancia)
abarca aquellos que permiten que la planta siga siendo funcional aunque haya
un efecto marcado del factor de estrés.

Factor estresante

Y

Percepcion del
estrés

A 4

. . . La planta supera la
La especie es incapaz de evitarlo y situacién de estrés

que'da confinada a l_'egiones.sin < (RESISTENCIA)
estrés o adapta su ciclo de vida a
periodos favorables

(ESCAPE)

Y

La planta es capaz de La planta es capaz de
retrasar la accion del < soportar la accién del
factor de estrés factor de estrés

(EVASION) (TOLERANCIA)

Figura 3. Esquema basico de los mecanismos de respuesta a estrés en una planta
(Modificado a partir de Strasburger et al., 2002).

En sistemas bioldgicos se ha adoptado el concepto fisico de tensién-
deformacion (stress-strain) para analizar los procesos que ocurren cuando una
planta se encuentra sometida a una situacion de estrés. Asi, el estrés biolégico
seria cualquier factor ambiental capaz de producir una deformacién (strain)
potencialmente nociva en un organismo (Levitt, 1980). La deformacién o strain
seria la respuesta a una tension o estrés determinado al que esta sometido la
planta (Fig. 4). La respuesta del organismo puede ser un cambio fisico (e.g.
rotura de membranas celulares, flujo citoplasmatico, etc.) o quimico (e.g.
cambios en la sintesis de metabolitos). Segun este modelo conceptual, en una
primera fase existe una respuesta proporcional que se establece entre el
incremento del estrés y la deformacién (Punto P, Fig. 4). Mas alla del punto P, la
respuesta no es proporcional y si el factor de estrés continda de forma muy
acentuada se llega a producir un efecto severo hasta llegar al punto de limite de
resistencia o estabilidad (R); una vez traspasado, la planta sufrird un dafio
permanente, pudiendo existir compromiso sobre su sobrevivencia. Entre los
puntos P y R existen umbrales a partir de los cuales se condiciona la respuesta.
Si no se sobrepasa el punto (E) automaticamente se vuelve a las condiciones
iniciales cuando el estrés deja de actuar (e.g. cierre estomatico ante la falta de
agua).

Los cambios estructurales o funcionales como respuesta al continuado
incremento del estrés seran asi de dos tipos: i) reversibles (hasta el punto E en
la Fig. 4), donde se produce un cambio que, en caso de desaparecer recuperara
las condiciones iniciales o ii) irreversibles (hasta el punto F de la Fig. 4), donde la
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deformacion persistira a pesar de desaparecer el estrés. La reversibilidad
produciria la tipica respuesta de rustificacion de las plantas frente a condiciones
ambientales adversas, muy aprovechada en la produccion comercial de plantas
en viveros, mientras que la irreversibilidad representaria aclimatacion,
generalmente mediada por rasgos fisiolégicos (Valladares et al., 2004). Este
concepto difiere del concepto de adaptacién ya que no implica la variacién de un
caracter de forma que afecte al genotipo y pueda transmitirse a la descendencia.

4 Figura 4. Esquema conceptual
empleado para describir los procesos
que ocurren en una planta en
condiciones de estrés. P, fase de
respuesta proporcional entre la
intensidad de estrés y la respuesta
vegetal;, E, limite de reversibilidad
automatica de la respuesta; F, limite de
la respuesta irreversible (deformacion
plastica); R, limite de resistencia del
vegetal. Modificado a partir de
Valladares et al. 2004, elaborado a
partir de Levitt (1980); Lichtenthaler
(1996); Glaser (2001) y Larcher (2003).

Tension (estrés)

Respuesta

La interaccion entre factores de estrés genera en muchos casos que la
respuesta a un determinado tipo de estrés esté estrechamente correlacionada
con la respuesta a otros tipos de estrés (e.g. térmico, luminico). Esto suele
generar un estado de menor susceptibilidad de la planta aun antes de que un
determinado tipo de estrés llegue a producirse (Valladares & Pearcy, 1997). La
ocurrencia simultdnea de estreses hidricos, luminicos y térmicos y las
correlaciones e interacciones encontradas en las respuestas ecofisioldgicas
correspondientes hacen que sean necesarios estudios experimentales con
manipulaciones o disefios factoriales en condiciones naturales o al menos
realistas, para disociar los efectos de cada uno de los factores y ver hasta qué
punto es la respuesta a un factor especifico y no a otros factores o a la
combinacién de los mismos lo que realmente determina las estrategias
funcionales de la planta frente al estrés (Valladares et al., 2004). Frente a un tipo
determinado de estrés, los mecanismos de resistencia pueden involucrar
estrategias que comprendan a la planta en su totalidad, partes de la misma e
incluso, sélo un nivel celular o bioquimico.

1.4 Caracteristicas climaticas del noroeste de la Patagonia Argentina
generadoras de estrés.

En el noroeste de la Patagonia argentina, la presencia de la Cordillera de
los Andes determina que la mayor humedad de los vientos provenientes del
Pacifico sea descargada sobre las laderas de Chile y las del oeste argentino,
generando un gradiente de precipitaciones oeste-este. La variacién de la
precipitacién anual (desvio estandar/promedio) varia desde un 15% en la region
humeda (oeste) hasta un 50% en la parte seca del gradiente, existiendo asi en
las zonas mas secas una alta variabilidad interanual (Jobbagy et al., 1995). Otra
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importante caracteristica de la mayor parte de la Patagonia es la aridez. La
relacion entre precipitacion media anual y evapotransipracion potencial se
encuentra en el rango entre 0,46 a 0,90 dependiendo de la zona considerada
(Paruelo et al., 1998). Adicionalmente, las precipitaciones se concentran fuera
de la época de crecimiento y, en consecuencia el déficit hidrico constituye uno
de los principales factores de estrés en la region patagoénica. La produccion
vegetal depende asi, en gran medida, del agua acumulada en el suelo y de
ocasionales lluvias estivales. Tanto la gran variabilidad en las precipitaciones
como la escasez de las mismas en relacion con la demanda potencial
constituyen un cuello de botella para la repoblaciéon o instalacion en dichos
lugares con especies forestales nativas.

En cuanto a las temperaturas medias anuales, la Patagonia puede ser
definida como una region de clima templado a templado frio. Una caracteristica
del patron de temperaturas es la distribucion NO-SE de las isotermas. El rango
de temperaturas medias varia desde 12° C en el noreste a 3° C hacia el sur, con
temperaturas minimas absolutas para el mes de julio (mes mas frio) que pueden
ser menores a los -20° C (Paruelo et al., 1998). Dadas estas condiciones y
asociado a la disponibilidad de recursos, el periodo de crecimiento de las plantas
en la region NO de la Patagonia se encuentra restringido por la temperatura y
humedad del suelo (Jobbagy et al., 2002), siendo esto mas critico aun en
especies deciduas. La alternancia de periodos de congelamiento-
descongelamiento, situacion comun en la region patagoénica, también puede
conducir a pérdidas de conductividad hidraulica por fendmenos de embolia
(Sperry & Sullivan 1992, Lo Gullo & Salleo 1993, Yang & Tyree, 1992).

Otro tipo de estrés se relaciona con las cantidades de radiacion que
reciben las plantas, especialmente cuando niveles altos de este recurso se
combinan con deficiencias de agua en el suelo. Debido a la heterogeneidad
espacial y temporal de la radiacion, las plantas exhiben una capacidad notable
de modificar su fisiologia y morfologia de acuerdo a las condiciones ambientales
que prevalezcan (Pigliucci, 2001). En algunos casos la luz funciona como uno de
los principales factores determinantes de la secuencia de etapas de sucesion en
los bosques de Nothofagus y por consiguiente tendria una gran influencia en los
patrones de distribucidn espacial de estas especies (Peyrou, 2002).

1.5. Justificacion del presente trabajo.

La creciente demanda de la sociedad por conservar los ecosistemas
boscosos nativos y la inconveniencia de su reemplazo, aun en zonas donde el
mismo se encuentra degradado, hace que las areas de forestacion con fines
productivos deban restringirse a aquellas libres de bosque nativo, al este de su
distribucion actual, donde estarian sometidas a condiciones ambientales mas
desfavorables. El conocimiento de los mecanismos de resistencia al estrés
permitirian asi comprender los procesos evolutivos implicados en la adaptacion
de las plantas a un ambiente adverso y predecir hasta cierto punto la respuesta
vegetal al incremento de la adversidad climatica, la cual se cree incrementara a
futuro (IPCC, 2008). Ademas, puede ser aplicado en el mejoramiento de las
caracteristicas de las plantas tanto en su fase de cultivo como en la seleccién de
individuos que se ajusten a requerimientos ambientales determinados o,
simplemente, en mejorar la productividad de una especie (Kozlowski et al., 1991;
Nilsen & Orcutt, 1996; Valladares et al., 2004). Asi, la ecofisiologia, como
estudio integral del comportamiento de las especies frente a los distintos
factores de estrés ambiental, puede proporcionar informacién objetiva sobre
especies o variedades, profundizando en los mecanismos subyacentes vy
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proporcionando al mejorador herramientas de trabajo que faciliten su tarea
(Herralde Traveria, 2000). El poder dilucidar los mecanismos ecofisioldgicos
mencionados en especies forestales patagonicas es fundamental no sélo desde
el punto de vista basico, atendiendo al conocimiento de las especies en si, su
plasticidad fenotipica y grado de control genético de la variacion ecofisioldgica,
sino también, como herramienta para el desarrollo de tecnologias de cria en
vivero tendientes a producir plantines con adaptabilidades diferenciales
(idiotipos) en funcién de las distintas condiciones hidricas, luminicas y térmicas
ambientales.

Adicionalmente, tal como ocurre en otras partes del mundo, la asistencia a
la regeneracion natural del bosque nativo y la recuperacién de ecosistemas
boscosos degradados comienza a formar una importante actividad de la cadena
productiva forestal, por el impacto que posee en demanda de plantines en
viveros comerciales y la mayor rentabilidad del manejo productivo del bosque al
acortar sensiblemente el tiempo de corta final. El interés en el cultivo de estas
especies se ha ido incrementando en los Ultimos afios existiendo en la
actualidad incipientes programas de plantacion con fines productivos y de
restauracion ecosistémica (e.g. Peri 2003).

1.6. Objetivos generales del presente trabajo.

El presente trabajo tiene como objetivo general la obtencién de
conocimiento acerca de los mecanismos o estrategias ecofisiologicas en
respuesta a los principales factores ambientales generadores de estrés en el
noroeste patagénico en dos especies del género Nothofagus con aptitud
comercial. Los objetivos especificos son:

1. Conocer el rango de requerimientos hidricos, luminicos y térmicos para la
sobrevivencia y el 6ptimo crecimiento de N. obliqua y N. nervosa en la fase de
plantin, considerada como clave en el proceso de instalacién y supervivencia.

2. Conocer algunos de los mecanismos involucrados en la respuesta a distintas
intensidades de estrés hidrico, luminico y térmico en plantines de distintos
origenes de N. obliqua y N. nervosa, considerando variables morfoldgico-
alométricas vy fisioldgicas.

3. Verificar a nivel especifico la existencia de plasticidad fenotipica en relacion
con las respuestas fisioldgicas y morfolégicas a distintos tipos e intensidades de
estrés.

4. Determinar la existencia de diferencias fisioldgicas inter e intra especificas
bajo condiciones dptimas-sub 6ptimas y bajo condiciones de estrés.

1.7. Estructura de la presente tesis.

Adicionalmente a los objetivos detallados anteriormente, esta tesis
pretende realizar una revision y sistematizacién de aspectos basicos sobre
fisiologia de estrés hidrico, luminico y térmico, habiéndose por lo tanto
estructurado en capitulos referentes a cada uno de los factores de estrés
mencionados.
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CAPITULO I

Respuestas ecofisioldgicas y morfolégicas de Nothofagus nervosay N.
obliqua ante estrés hidrico.
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2.1. Estrés hidrico.

En términos biolégicos y aplicados a la ecofisiologia de plantas, el término
sequia puede ser definido como el conjunto de circunstancias bajo las cuales las
plantas sufren una reduccién del crecimiento o produccién por causa de
insuficientes recursos hidricos o, porque a pesar de que aparentemente hay
suficiente agua en el suelo, el déficit hidrico es demasiado elevado (la demanda
evaporativa es muy alta y supera la capacidad de la planta de suministrar agua a
las hojas) o bien el agua no esta fisicamente disponible (por ej. por estar
congelada o fuertemente retenida por sales o particulas de suelo muy finas)
(Passioura, 1996; Savé et al., 1999).

Para describir el estado de un material o una forma de energia, como lo es
el agua, hacen falta dos tipos de variables. Un tipo describe la cantidad mientras
que el otro describe la intensidad (Campbell & Norman, 1998). La variable
extensiva que describe la cantidad de agua presente en el suelo es llamada
“contenido hidrico”. Esta variable no informa acerca de la direccion o la
velocidad en que el agua fluira hacia o desde el medio circundante, mientras que
la que si lo hace es la variable intensiva, que da una idea de la energia libre que
posee dicha sustancia (Trillo & Fernandez, 2005). La magnitud mas empleada
para expresar y medir el estado de energia libre del agua es el potencial hidrico
(Wu20) que da una idea de la disponibilidad de esta sustancia en una
determinada muestra. Como toda energia potencial, se define en relacién a un
nivel de energia arbitrario o estado de referencia. En el caso del potencial hidrico
el estado de referencia es el agua pura (WH2o = 0), a una presién de 1 atmédsfera
y a una elevacion (generalmente nivel del mar) y temperatura (generalmente 25
°C) que pueden especificarse. El potencial hidrico se puede expresar en:
atmésferas, bares o J kg™'. Tiene dimensiones de energia por unidad de masa o
volumen (J kg™") que son equivalentes a las de presién, pudiendo expresarse en
unidades del SI como Pascal (Pa): Pa =1 N m?=1Jm?= 10" bares. Los
valores en la célula son del orden de megapascales (MPa = 10 bares = 9,87
atm). Para el caso de los distintos compartimentos de las plantas, el valor del
W0 es negativo.

Dicha magnitud es la suma de cuatro componentes: potencial osmatico, de
presion, matrico y gravitacional (Whoo = Wo + Wp + Wm + Wqg) El potencial
osmoético (Wo 6 1) representa el potencial derivado de la presencia de solutos y
asi con la osmolaridad de la disolucidon acuosa (hunca es superior a 0, por lo que
toma valores negativos); el potencial de presidn esta relacionado con la presiéon
que ejercen las paredes celulares vegetales contra la célula, siendo maximo
cuando alcanza la turgencia plena y minimo cuando alcanza el valor de
plasmolisis incipiente; el potencial matricial o matrico esta relacionado con la
adsorcion por capilaridad del agua (asume valores negativos de importancia en
células jovenes y se hace despreciable en células maduras) y el potencial
gravitacional (\Vg) representa la influencia del campo gravitatorio (es de soélo
0,01 MPa m™ por lo que puede despreciarse, excepto en arboles de gran altura).

Dado que la planta constantemente esta perdiendo o ganando agua, los
componentes del potencial agua pueden diferir en los compartimentos celulares.
En la vacuola, el potencial agua se debe principalmente a las fuerzas osméticas
y de turgencia; mientras que en la pared se debe a las fuerzas matricas y en
pequefio grado a las osmaticas. En el citoplasma de una célula turgente son
importantes tanto el potencial osmoético como el de presién, y en menor escala el
matrico. Sin embargo, dado que el potencial matrico toma mayor importancia
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relativa cuando la planta no esta en buenas condiciones hidricas y el
gravitacional sélo en arboles de gran altura, podemos simplificar la ecuacion.

En aquellos casos en los que se quieren describir los componentes del
potencial hidrico en términos generales validos para cualquier sistema de
estudio, los términos Wp y Wm pueden ser eliminados y agrupados en un unico
término, el de “presion hidrostatica”. Esto se debe a que el Wp es solo positivo y
ejercido contra las paredes celulares en las células vivas o por el peso del agua
en suelos saturados o acuiferos, mientras que el Wm es negativo y se usa en
general solo para suelos (también para la atraccién con la pared celular pero
esta no es significativa). El término presion hidrostéatica la cual puede ser positiva
0 negativa puede ser usado tanto para la presion positiva si estamos en un
sistema vivo o para la tension en el xilema o para la fuerza con que el agua es
absorbida por las particulas del suelo.

Desde que es absorbida en las raices hasta que es perdida por
transpiracion en las hojas, el transporte de agua en las plantas se realiza a
través del xilema (el potencial osmético de la savia xilematica resulta
despreciable en la mayoria de las plantas y el potencial de presién no se
considera debido a que en el xilema no existen células vivas por lo que el Unico
componente que aporta al potencial hidrico es el potencial matrico). El ascenso
del agua a través de estos conductos se explica mediante la teoria coheso-
tenso-transpiratoria del agua (Dixon & Joly, 1894), que postula que la pérdida de
agua por transpiracion genera tensiones suficientemente grandes como para
producir el movimiento de agua de la raiz a las hojas, y que la cohesion entre
moléculas de agua es mas que suficiente para mantener la continuidad de las
columnas de agua que circulan en este trayecto siendo la fuerza motora el
gradiente de presion hidrostatica negativa existente entre las raices y la
superficie foliar. Bajo condiciones que permitan la manifestacién de presién
radical, el agua en el xilema puede hallarse bajo presién hidrostatica positiva, y
se mueve siguiendo gradientes de presion positiva. Este ultimo fendmeno se da
en casos muy especiales y se denomina con el termino gutacion.

El continuo suelo-planta-atmésfera (modelo SPAC; Huber, 1928; Van den
Honert, 1948; Jones, 1992) puede pensarse como un modelo analogo a la ley de
Ohm (Fig. 5) que describe cuantitativamente el flujo hidrico a lo largo de todo el
sistema, relacionandolo con la fuerza motriz (Wy20) y las resistencias y
capacitancias al flujo en cada uno de los compartimentos que son atravesados.
El flujo de agua a través de los tallos generalmente sigue la ley de Darcy donde
la tasa de flujo volumétrico es funcién de la conductancia hidraulica (k; inversa
de la resistencia) y de la diferencia de presion entre los extremos de la ruta de
flujo.

La pérdida de agua desde las hojas hacia la atmésfera (transpiracion) esta
asociada al intercambio de CO, necesario para el crecimiento y desarrollo de la
planta, siendo los estomas la principal via de intercambio de carbono y agua.
Asi, la transpiracion tiene efectos positivos y negativos. Dicho proceso
proporciona la energia capaz de transportar agua y nutrientes a las hojas en la
parte superior de la planta, mientras que al mismo tiempo es la mayor fuente de
pérdida de agua. Esta pérdida puede amenazar la supervivencia de la planta,
especialmente en climas muy secos y calidos. Casi toda el agua se transpira por
los estomas de las hojas, por lo tanto una planta al abrir y cerrar los mismos
debe lograr un equilibrio entre la absorcién de dioxido de carbono para la
fotosintesis y la pérdida de agua por transpiracion. De esta manera, se logra un
flujo unidireccional desde el sistema de absorcién de agua hasta las superficies
por las cuales los individuos transpiran.
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A través de la apertura y cierre de sus estomas, las plantas regulan la tasa
de transpiracion y la diferencia de presion hidrostatica negativa entre las
distintas partes del xilema (Sperry & Pockman, 1993; Cochard et al., 1996;
Salleo et al., 2000). Asi, las especies isohidricas (sensu Tardieu & Simoneau,
1998), ante condiciones de sequia mantienen un grado de apertura estomatica
tal que se evite caer por debajo de valores umbrales de potencial agua
relacionados con pérdidas significativas de conductividad hidraulica (Sperry et
al., 2002) o turgencia de las células (Cochard et al., 2002).
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Figura 5. Simplificacion del flujo de agua a través del continuo suelo-planta-atmésfera
incluyendo las resistencias (R;) a la circulacion hidrica, almacenamiento (capacitancias) y
valor del potencial hidrico estimativo en cada compartimiento (¥;). Modificado a partir de
Jones, 1992 y Larcher, 2003.

Aunque el cierre estomatico suponga una gran ventaja a la hora de evitar
pérdidas de agua, tiene como contrapartida una reduccién en la captacién de
CO; y el calentamiento de la hoja, que pueden conducir a la debilidad de la
planta, a dafios en la estructura celular e incluso a la muerte del individuo
(Bohnert & Jensen, 1996). Gracias a la liberacion de energia durante el proceso
de evaporacién del agua de los tejidos se produce la reduccion del
calentamiento de la hoja. Asi, su temperatura puede ser de 10 a 15 °C menor
que la del aire circundante.

Dependiendo del valor umbral en el cual se produce el cierre estomatico
y otras variables o mecanismos relacionados con la capacidad de suministrar
agua a las hojas, Jones & Sutherland (1991) proponen la siguiente clasificacion:
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i) plantas ahorradoras (water savers), cuya estrategia se define por un fuerte
control estomatico de las pérdidas de agua, alta capacidad de evitar la
transpiracion cuticular, superficies transpiratorias bajas, relativamente altos
valores de resistencia hidraulica de las raices y/o alta capacidad de acumulacién
de agua. Estas plantas, en general mantienen un estricto control estomatico del
potencial hidrico foliar, de manera de evitar toda pérdida de conductividad
hidraulica. Estas plantas son, por lo tanto, isohidricas, llegando siempre a
valores similares de potencial hidrico minimo (Tardieu & Simoneau, 1998).

ii) plantas derrochadoras (water spenders) cuya estrategia se basa en poseer
sistemas eficientes de absorcién de agua con el fin de poder mantener tasas de
crecimiento y fotosintesis elevadas, ademas de poseer elevados contenidos
relativos de agua en los tejidos. Esto se logra gracias a una amplia superficie
radicular y una reduccion de la resistencia hidraulica total. Dentro de este grupo
hay especies que pueden ser isohidricas (llegan siempre al mismo potencial
minimo), y otras anisohidricas (Tardieu & Simoneau, 1998). En este ultimo caso,
el potencial minimo al que llegan al mediodia puede variar dependiendo del
contenido de agua en el suelo. En estas especies pueden verificarse pérdidas de
conductividad hidraulica a medida que desciende el potencial minimo diario. Las
plantas derrochadoras de agua pueden agotar los recursos hidricos, por lo que
esta estrategia sélo puede mantenerse por periodos de sequia moderada o de
corta duracion. Cuando los recursos hidricos del suelo se agotan, muchas
especies derrochadoras se convierten en ahorradoras. En cualquier caso existen
muchas situaciones intermedias a estos dos extremos.

2.2. Estrategias de resistencia al estrés hidrico a nivel celular: Ajuste
osmético y elastico.

En términos generales, las perspectivas de sobrevivencia y desarrollo de
una planta bajo estrés hidrico seran mejores cuanto mas tiempo pueda ser
retrasada una reduccién en el contenido relativo de agua del protoplasma
(evasiébn de la desecacion) y/o cuanto mas sea posible desecar este
protoplasma (tolerancia a la sequia), existiendo asi diferentes mecanismos de
respuesta (Herralde Traveria, 2000). Asi, los mecanismos pueden ser
clasificados en dos grupos (Turner, 1986): los destinados al mantenimiento de la
turgencia celular (ajuste osmético y ajuste elastico) y los que permiten la
tolerancia a la deshidratacion (tolerancia protoplasmatica).

Como se mencioné anteriormente, el potencial osmético (y,) depende de
la concentracion de sustancias disueltas en el agua (Alarcon & Diaz, 1993; Sen
& Metha, 1998). El ajuste osmotico es un proceso que consiste en la
acumulacion activa de solutos en tejidos de la planta en respuesta a una
disminucion de la disponibilidad de agua. Con ello disminuye el potencial
osmoético y el potencial hidrico total de tallos, hojas, y raices (Girma & Krieg
1992). Como resultado, las plantas pueden absorber agua a potenciales hidricos
del suelo menores y mantener la presion de turgor y la actividad fisiologica
relacionada al contenido hidrico en los tejidos (Turner & Jones 1980; Schonfeld
et al., 1988; Acevedo et al. 1999). El potencial osmético puede disminuir porque
se reduce el volumen de agua simplastica originando una mayor concentracién
de los solutos existentes en proporcion a la cantidad de agua perdida, este
proceso es el que se conoce como osmoregulacién. Los solutos que se
acumulan activamente son basicamente azucares solubles y aminoacidos,
aunque en algunos casos también el potasio juega un papel importante (Morgan,
1992).
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Bajo condiciones de estrés hidrico se ha demostrado una fuerte asociacion
entre la capacidad de ajuste osmoético y una mayor supervivencia y/o crecimiento
en distintas especies (Clifford et al., 1998; Corcuera et al., 2002; Nguyen-
Queyrens & Bouchet-Lannat, 2003; Aranda et al., 2004). Dentro de una misma
especie o variedad pueden existir diferentes capacidades de ajuste osmoético,
pudiendo también cambiar a lo largo del ciclo ontogénico. Asi, la capacidad de
ajuste osmoético depende tanto de factores inherentes a la planta (diferencias
entre poblaciones, tipo de tejido estudiado y su edad, el grado y la velocidad de
desarrollo del estrés y la historia previa de la planta), como de factores
ambientales (principalmente precipitaciones, Herralde Traveria, 2000).

Por otro lado, las paredes de las células vegetales presentan propiedades
plasticas y elasticas y son estas ultimas las que generan el potencial de
turgencia (presidn) en células vivas. La plasticidad de las paredes celulares
vegetales posibilita la extensién permanente de las células en crecimiento. El
modulo de elasticidad maximo (g€nax) describe los cambios del potencial de
turgencia en funcién de las variaciones de volumen celular. Valores bajos de
modulo de elasticidad indican una mayor elasticidad de las paredes celulares. El
incremento de la elasticidad tisular permite el mantenimiento de la turgencia a
contenidos relativos de agua bajos, pudiéndose considerar asi como un
mecanismo de tolerancia. Asimismo, la disminucion de la elasticidad permite el
desarrollo de potenciales hidricos foliares menores para una determinada
disminucién del contenido relativo de agua; ello permite una mayor capacidad de
extracciéon de agua del suelo en condiciones de desecacién, pudiendo asi
considerarse como un mecanismo de evasion (Savé et al., 1994).

Por todo lo antes mencionado, el valor adaptativo del ajuste osmético ha
sido senalado por distintos autores en diferentes especies. Asi, por ejemplo,
estudios desarrollados por Aranda et al. (2004) sobre el comportamiento
adaptativo ante la sequia de dos especies de roble (Quercus petraea y Q.
pyrenaica) mostraron disminuciones significativas en los valores de potencial
osmotico a plena turgencia y en plasmdlisis conjuntamente con un aumento en
el modulo de elasticidad. Al comparar plantines bien regados y estresados, Q.
pyrenaica mostré una disminucién de 0,8 MPa en el potencial osmético en
turgencia plena respecto a 0,3 MPa en Q. petraea. Estos resultados ponen de
manifiesto la presencia de ajuste osmaético en ambas especies. Sin embargo
estos autores destacan que la capacidad de osmorregulacién fue superior en Q.
pyrenaica, lo cual sefiala una mayor capacidad de puesta en marcha de
mecanismos de tolerancia al estrés hidrico.

2.3. Vulnerabilidad a la cavitacion y su relacidon con la resistencia al estrés
hidrico

En situaciones de estrés hidrico, el estado hidrico foliar se ve afectado a
causa de las limitaciones fisicas en el transporte xilematico. Segun la teoria
coheso-tenso-transpiratoria, el agua es extraida del suelo y conducida hacia las
hojas renovando la que se evapora a través de los estomas. Esto situa al agua
que hay en los conductos xilematicos bajo presiones negativas. A presiones por
debajo de la presion de vapor, el agua liquida esta en un estado "metaestable"
(Zimmermann, 1983) y es vulnerable a un rapido paso a la fase estable (vapor),
es decir, al fendmeno de cavitacion. La hipétesis mas comunmente aceptada
para explicar el mecanismo por el cual el estrés hidrico produce cavitacion en las
plantas es la de sembrado de aire o "air-seeding " (Zimmermann, 1983). Segun
esta teoria, la cavitacion tiene lugar cuando el aire del exterior es aspirado a
través de los poros de la pared de los conductos xilematicos, siendo necesaria
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una diferencia de presion minima entre el agua xilematica y el aire para que se
produzca el desplazamiento del menisco gas-agua a través de los poros
(Zimmermann, 1983; Sperry 1995). La vulnerabilidad a la cavitacion de una
planta limita, sin duda alguna, el rango de presiones xilematicas a las cuales el
transporte de agua es posible, influyendo asi sobre el rango de distribucién de
las especies en diferentes ambientes.

Estudios como los de Maherali et al. (2004) o Pockman & Sperry (2000)
destacan el hecho de que existe una asociacion adaptativa entre la resistencia a
la cavitacion y la disponibilidad de agua. La resistencia a la cavitacién es
creciente al aumentar la aridez de un determinado sitio (disminucién en los
valores de la precipitacién media anual) y ocurre a lo largo de distintos grupos
funcionales aun cuando existen marcadas diferencias en la anatomia del xilema.
La vulnerabilidad a la cavitacion limita asi la distribucion de una determinada
especie a un determinado gradiente de condiciones ambientales, definiendo un
valor maximo de tolerancia e influenciando la habilidad competitiva de las
especies tolerantes en habitats mésicos.

2.4. Cambios morfométricos en respuesta al estrés hidrico

Las caracteristicas xeromoérficas son todas aquellas caracteristicas
morfoloégicas que permiten que las plantas resistan la sequia. Este caracter
cuantitativo puede estar fijado de forma hereditaria o desarrollarse como
respuesta de aclimataciéon a las condiciones ambientales (Herralde Traveria,
2000). ElI como las plantas pueden modificar su morfologia y fisiologia en
respuesta a cambios ambientales (plasticidad fenotipica) ha sido un punto de
interés en la ciencia en general y en la ciencia forestal en particular por los
ultimos doscientos afos (Herralde Traveria, 2000). En este contexto se han
hecho grandes esfuerzos en el estudio de la habilidad de un determinado
genotipo, en el sentido mas amplio de la palabra, de alterar dichos atributos
(Monserrat-Marti et al., 2009). De acuerdo a la teoria de particion optima, las
plantas responden a las condiciones de un ambiente estresante a través de la
asignacion o translocacion del carbono a aquel 6érgano que colecte el recurso
mas limitante. Asimismo, diferentes trabajos han mostrado que el estrés por
sequia puede afectar el crecimiento de los érganos de la planta diferencialmente
(e.g. Spollen et al., 1993) pudiendo alterar rasgos morfoldgicos de las mismas.

Como se mencion6 anteriormente, el efecto de desecamiento es retrasado
por todos aquellos mecanismos que permitan a la planta mantener contenidos
favorables de agua en los tejidos el mayor tiempo posible a pesar de la aridez
del aire y el suelo (Blum, 1996). Este retraso puede lograrse 1) aumentando la
absorcion de agua del suelo, 2) a través de la reduccion de la pérdida de agua
(incremento temprano y efectivo en la resistencia a la difusion, reduccion de la
superficie transpiratoria), o 3) por una alta capacidad de conduccién de agua o
almacenado de la misma en tejidos (capacitancia). Estas medidas funcionales
para evitar la desecacion se ven reflejadas también en la morfologia de la planta
(Larcher, 2003). Asi los ajustes estructurales tendientes a la reduccién de la
superficie transpiratoria con respecto al area de absorcion y elementos
conductivos, entre otros, establecen un buen control de las pérdidas de agua
(Bréda et al., 2006).

La modificacion estructural hacia un sistema de raices profundas y el
desarrollo de un amplio gradiente de potencial agua entre el suelo y las hojas
permite maximizar la capacidad de absorcién de agua (e.g. Bachelard 1986; Li &
Wang, 2003; Serrano & Pafiuelas, 2005; Susiluoto & Berninger, 2007). Los
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plantines de especies arbdreas en regiones secas, por ejemplo, (dependiendo
de su plasticidad fenotipica, ver a continuacion) pueden desarrollar raices diez
veces mas largas que el tallo, incrementando la absorcién de agua a través de
un sistema de raices extensivo, con un area activa, alcanzado a través de un
crecimiento rapido horizontes mas profundos del suelo (Larcher, 2003).
Adicionalmente, muchas plantas de zonas semiaridas tienen sistemas radicales
muy extendidos lateralmente y no tanto en profundidad. Esto les permitiria
captar mucha mas agua ante eventos de precipitacion y competir mejor con sus
vecinos, sumado a una alta capacitancia (Fowler, 1986).

Asimismo, la capacidad de conduccién de agua es incrementada a través
del incremento del area de xilema activo y una mayor densidad de venacion en
las hojas (sistema conductivo), reduciendo ademas la distancia de conduccion
(internodos mas cortos). Si la superficie transpiratoria se reduce al mismo
tiempo, el area relativa del sistema conductivo es incrementada incluso
considerando que el area absoluta (seccion transversal conductiva) no cambia.

A nivel foliar el enrollamiento o pliegue para reducir la superficie expuesta,
la abscision foliar y la reorientacién de las hojas y brotes para reducir la
captacion de energia implican una menor tasa de transpiracién por unidad de
superficie (Elheringer & Werk, 1986). Otra de las modificaciones observadas
ante la sequia es la reduccién del area foliar especifica (AFE), un indicador de la
densidad de la hoja. La reduccion en el AFE en plantas bajo sequia puede
deberse a sensibilidades diferenciales en los procesos de fotosintesis vy
expansion del area foliar, afectando este fendmeno la expansion foliar antes que
la fotosintesis (Tardieu et al., 1999). Se asume que la reduccion en el AFE es
una forma de mejorar la eficiencia en el uso del agua (EUA; Craufurd, 1999).
Esto se debe a que hojas mas densas usualmente poseen una mayor densidad
de clorofila y proteinas por unidad de area, por ende, poseen una mayor
capacidad fotosintética (por unidad de area foliar) que hojas mas delgadas.

2.5. Estrés hidrico y fotoinhibicion. Efecto sobre la fijaciéon de CO, y la
fluorescencia de la clorofila a

El impacto negativo del déficit hidrico sobre la productividad de plantas
ha sido estudiado extensivamente (Zahner, 1968; Kozlowski, 1982; Jones,
1998). En muchos casos, a medida que el déficit hidrico se incrementa durante
la sequia la limitacién del crecimiento es primero ejercida a través de una
reduccion en el crecimiento de la superficie asimilatoria y luego a través de la
inhibicion de la fotosintesis (Ephrath & Hesketh, 1991). La fotosintesis es el
proceso mas importante en la productividad vegetal y la habilidad para mantener
la tasa de asimilacion de CO, en condiciones de estrés ambiental es
fundamental para el crecimiento y la produccion de la planta (Lawlor, 2002).
Dicha tasa de asimilacion se ve reducida por el déficit hidrico, principalmente y
como se menciond anteriormente, por su efecto sobre el cierre estomatico. En
condiciones de déficit hidrico, dependiendo de la especie y la intensidad del
estrés, la tasa de asimilacion puede disminuir hasta valores cercanos a cero, sin
que se detecte dafno de la maquinaria fotosintética del mesofilo (Chaves, 1991).
Los danos permanentes en dicha capacidad suelen desarrollarse cuando
ademas se superponen a éste otros factores de estrés, como por ejemplo
excesos de radiacion y altas temperaturas, que se traducen en procesos
inhibitorios de las enzimas fotosintéticas y en la cadena de transporte de
electrones (Boyer et al., 1987).

Las hojas deben disipar o utilizar toda la energia absorbida de alguna
manera evitandose asi el dafio que esta puede generar en exceso. Existen tres
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procesos principales por las cuales se disipa la energia absorbida por la clorofila
(principal pigmento del aparato fotosintético de una planta). Un primer proceso,
definido como mitigacion fotoquimica (qP, del ingles “photochemical quenching”),
consiste en convertir la energia luminica a energia quimica, que posteriormente
es utilizada para la fotosintesis. Dado que los requerimientos luminicos de una
planta para la fotosintesis son usualmente bajos en relacion a la luz absorbida,
mucha de esta energia extra es disipada como calor. Este segundo proceso es
denominado como mitigacion no fotoquimica (gN, del ingles “non photochemical
quenching”). Finalmente, una baja pero importante porcién del exceso de
energia es mitigada (emitida) como fluorescencia desde las moléculas de
clorofila (gF, del ingles “fluorescente quenching”). Algunas veces, bajo
condiciones de alta radiacion, la planta puede ser incapaz de mitigar toda la
energia que absorbe. Cuando esto ocurre, la energia en exceso actia como
combustible de reacciones metabdlicas que generan radicales libres como
peroxidos y otras especies reactivas del oxigeno (Bjorkman & Demmig-Adams,
1994; Ritchie, 2006). Estos tres procesos compiten simultdneamente, con lo cual
el incremento de uno da como resultado la disminucion de los dos restantes.
Una alteracion en cualquiera de las tasas que gobiernan la relajaciéon o
mitigacion de los estados individuales de excitacion de las clorofilas modifica el
rendimiento de la fluorescencia de la clorofila a y, de esta forma, su intensidad.
Este es el principio basico para utilizar la fluorescencia de la clorofila a para el
monitoreo de procesos fisiolégicos in vivo. Por este motivo esta variable puede
ser utilizada para obtener informacion de los cambios en la eficiencia
fotoquimica y en la disipacion de calor (Maxwell & Johnson, 2000). A mayor
intensidad de fluorescencia de la clorofila menor actividad de disipacién por
procesos de mitigacion fotoquimica (qP) y mitigacion no fotoquimica (gN). De
esta forma la fluorescencia puede dar valiosa informacion respecto al dafo que
se produce sobre el aparato fotosintético (PSll) y a su tolerancia ante el estrés
ambiental (Bilger et al., 1995). En aquellos casos en los que pueden llegar a
conjugarse todos los factores ambientales promotores de estrés al mismo
tiempo, en funcién de mantener una buena asimilacion de CO, la planta debe
establecer un compromiso entre el gasto hidrico, la fijacion de materia y energia
y la disipacion de la energia excesiva, aplicando todos estos mecanismos para
poder mantener la productividad de la especie.

2.6. Plasticidad fenotipica

La plasticidad fenotipica se define como la capacidad de un organismo
de producir fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente. Este
concepto se visualiza en la norma de reaccion, que es el rango de respuestas
fenotipicas de un genotipo expresado en un gradiente ambiental. El significado
funcional de un cambio particular en la morfologia, fisiologia o patrones de
asignacion de biomasa puede estimarse a partir del conocimiento de la
ecofisiologia de la adquisicion de recursos de la planta. La plasticidad fenotipica
también tiene un significado evolutivo, dado que actia modulando la seleccion
natural y tiene consecuencias en el desempeno y éxito reproductivo, afectando
las generaciones siguientes. En los ultimos afios la plasticidad fenotipica ha sido
de gran interés en el estudio para predecir la respuesta de las especies o
poblaciones al cambio climatico y en la variacion de su distribucion natural. Para
su estimacién, existen numerosos indices, cada uno con distintos grados de
dificultad para su célculo y con ventajas y desventajas que depende del sistema
que se quiera evaluar (Valladares et al., 2006). Por ejemplo, uno de los indices
de plasticidad fenotipica utilizados (PIv) en la bibliografia y en éste trabajo se
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basa en las medias maximas y minimas de los diferentes tratamientos
considerados (Valladares et al, 2006).

2. 7. Objetivos particulares del presente capitulo

Como objetivos del presente capitulo se plantearon conocer: a) el rango
de requerimientos hidricos para la sobrevivencia y optimo crecimiento, b) los
mecanismos involucrados en la respuesta a distintas intensidades de estrés
hidrico y c) la existencia de plasticidad fenotipica a nivel especifico en plantines
de Nothofagus obliqua y N. nervosa.

2. 8. Materiales y métodos

2.8.1. Experimento preliminar

Durante una primera temporada de medicién, correspondiente al verano-
otofio 2006-2007, se realizd una caracterizacion ecofisiolégica general de la
respuesta potencial de plantines de cada una de las especies (N. nervosa y N.
obliqua) bajo condiciones de buena disponibilidad hidrica asi como también una
determinacién preliminar de la respuesta a condiciones de estrés hidrico. Para
ello se trabajé con un conjunto de individuos de distintos origenes geograficos
de cada especie, sin realizarse distincion entre los mismos. Este experimento
permitid la puesta a punto de metodologias y el establecimiento del patron
general de respuesta de cada especie. Asi, se trabajo con plantines de entre tres
y cuatro afos de edad creciendo en macetas, seleccionandose plantines de
similar tamafio, estandarizandose el tipo de contenedor (maceta) y sustrato a
utilizar. El criterio utilizado para la seleccion del tamano de las macetas fue el de
asegurar una disponibilidad de agua util para las plantas (ver explicacién a
continuacion) al menos por una semana desde el momento de riego a saturacién
sin riegos intermedios. En base a este criterio se utilizaron macetas de 28 cm x
30 cm equivalentes a un volumen de 18,5 litros. El tipo de sustrato correspondi6
a un suelo franco arcillo arenoso (54% de arena, 24% de limo y 22% arcilla) de
similares caracteristicas a las de los sitios de distribucion natural de las
especies.

En referencia a la humedad del suelo, el agua disponible para las plantas
(ADP) se define como la diferencia entre el contenido de agua a capacidad de
campo (CC) y el punto de marchitez permanente (PMP). La CC del suelo se
define como aquel valor o contenido de agua que permanece en el mismo luego
de que éste ha sido saturado y permitido drenar libremente, por lo general,
durante dos dias (bajo una presion de entre -0,01 y -0,03 MPa). El PMP es el
contenido de agua al cual las plantas se marchitan y no recuperan turgencia al
ser rehidratadas (en este caso se utiliza un valor convencional de PMP, punto en
el que el potencial agua del suelo es de -1,5 MPa). Ahora bien, en ensayos o
practicas agricolas con plantas cultivadas en maceta, el concepto de ‘“pot
capacity” (PC) es analogo al de capacidad de campo. Asi puede ser definido
como el contenido hidrico que entrega una distribucion uniforme de agua dentro
de la maceta (Passioura, 2006; Casaroli & de Jong van Lier, 2008).

En el presente trabajo, con el objetivo de determinar el valor de PC, las
macetas con el suelo a utilizar se regaron hasta saturacién, se cubrieron con
plastico para evitar la evaporacion desde el suelo superficial y se dejaron drenar
libremente, pesandose al tiempo 0, 24, 48, 72 y 96 horas hasta registrar peso y
humedad volumétrica constante. Este ultimo valor (constante) fue considerado
como el de PC. Para obtener el valor de PMP del suelo utilizado asi como el
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valor de CC se realizé en el Laboratorio de Suelos de la EEA INTA Bariloche
una curva de retencion hidrica (0,03; 0,1; 0,15; 0,7 y 1,5 MPa) permitiendo
conocer dichos valores.

Para la medicién de la curva de retencién hidrica se utilizé el método del
recipiente de tension hidrica combinado con el de membrana a presiéon. Este
método se basa en el principio del medio poroso que consiste en la aplicacion de
una succiéon al suelo a través de un medio poroso variable en funciéon de la
tension ejercida (Baver et al., 1972; Hillel, 1984). Se fundamenta en la
equiparacion de la tension de la humedad del suelo a una presién (negativa o
positiva) aplicada a un medio poroso saturado en agua, con el que se encuentra
en estrecho contacto (Stackman, 1980).

En funcion de lo planteado anteriormente se consideraron dos tratamientos
de riego, 1) plantas con buena disponibilidad hidrica (llamadas de aqui en
adelante “testigo”) regadas dia por medio mediante sistema automatizado (riego
por goteo) a lo largo de todo el periodo de estudio, manteniéndose con
contenidos volumétricos de agua en maceta entre PC y PMP, y 2) plantas
mantenidas con niveles de riego inferiores a los mencionados anteriormente de
forma de contar con individuos bajo un gradiente de niveles de contenido
volumétrico de agua en maceta (en algunos casos inferiores al valor de PMP). A
estas plantas se las denomina de aqui en adelante “estresadas’.

Los plantines se mantuvieron en invernaculo bajo condiciones de humedad
en maceta, radiacion y temperatura semicontroladas. Particularmente en
referencia a la segunda variable, se asegurd una condicién minima de radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) de 200 pmoles m? s™ y un fotoperiodo minimo
de 16 horas mediante un dispositivo de control automatico provisto de tubos del
tipo Grolux. Esto permiti6 contar con una respuesta rapida de las tasas de
fijacion de CO, ante mayores valores de RFA.

Asi se distribuyeron 180 plantas (90 plantas por especie) asignandose a la
mitad de plantas de cada especie uno de los dos tratamientos (testigo, estrés).
En general, se realizaron mediciones sobre 5 plantas en el caso de N. nervosa 'y
de 6 plantas en el caso de N. obliqua en cada fecha. Las variables de respuesta
medidas se detallan posteriormente en forma conjunta a todos los experimentos.

2.8.2. Experimento con origenes preseleccionados |

A fin de realizar una caracterizacion ecofisiolégica mas detallada de la
respuesta a estrés hidrico, durante la estacion de crecimiento 2007-2008
(octubre de 2007 a abril de 2008) se trabajé con plantines de un origen
preseleccionado para cada una de las especies, evaluandose la respuesta a
estrés y el grado de plasticidad fenotipica de estos origenes particulares. A
continuacién se detallan las caracteristicas de los origenes considerados:

“Yuco Alto” (N. nervosa) (40° 07°48"° S y 71° 34" 48" O): Esta poblacién
representa una masa boscosa compuesta por un bosque mixto de Coihue (N.
dombeyi)-Roble pellin y Rauli (Fig. 6. A y B) ubicada a 930 msnm bajo un
régimen de precipitacion de 2500 mm afio”. Posee arboles de entre 120-150
afos de edad con diametros que oscilan entre los 50 y 120 cm y alturas que
superan en algunos casos los 30 metros (Gallo, com. pers.). Esta poblacion fue
elegida como area productora de semillas (APS) y actualmente se tramita su
registro en el INASE como tal, en la categoria “ensayado”. La eleccion como
APS se realizd por su facil accesibilidad, por constituir una masa pura de N.
nervosa que cubre unas 6 has, por el buen desempeno de su descendencia en
ensayos comparativos de origenes instalados en sitios humedos (1800 mm) bajo
dosel de bosque nativo asi como también en sitios mésicos (800 mm) bajo
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plantaciones de pino, por la regularidad en la produccién de semillas y por la
calidad de la misma (Gallo, com. pers.).

Figura 6 A y B. Poblacion de Rauli (N. nervosa) Yuco alto, Parque Nacional Lanin.
A: cosecha de semillas de individuos de N. nervosa. B. Estado de arboles maduros
y sobre maduros. (Fotografias: Leonardo Gallo).

“Pilolil” (N. obliqua) (39° 30" 05" Sy 70° 57°44"" O): Esta poblacién presenta
una singular importancia debida tanto a caracteristicas de localizacion como
ecoldgicas (Figs. 7 y 8). Esta constituida en gran medida por una masa de N.
obliqua con Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera) formando un sistema
mixto Roble/Ciprés poco comun ubicado a lo largo del rio Aluminé a una altitud
de 836 msnm. Sobre la zona alta de las laderas también esta presente la
especie Araucaria araucana. Esta masa boscosa constituye la poblaciéon
argentina de N. obliqua de ubicacion mas ecotonal, limite entre el bosque
cordillerano y la estepa patagénica, con un promedio anual de precipitaciones de
682 mm (fuente AIC), lo que resulta marcadamente xérico en comparacion con
el régimen pluviométrico del resto de la distribucion continua (1200 a 3000 mm
aﬁo‘1) (Azpilicueta et al., 2007; Azpilicueta & Gallo, en revision). Los resultados
de los estudios isoenzimaticos desarrollados por el Grupo de Genética Forestal
del INTA EEA Bariloche muestran a esta poblacion como una de las mas
variables desde el punto de vista genético, siendo altamente diferente en su
constitucidon genética al resto de las poblaciones argentinas de la especie.

Para el monitoreo especifico de la respuesta ante estrés hidrico de los
origenes preseleccionados se utilizaron dos tratamientos que consistieron en
diferentes regimenes de riego bajo condiciones controladas de oscilacion de
contenido de agua disponible para las plantas (ADP). En este caso, al igual que
en el experimento de la temporada 2006-2007 se utilizé el valor de PC para la
realizacién del calculo de agua disponible. Al igual que en la temporada anterior,
dado que los valores obtenidos de la curva de retencién hidrica de los suelos se
calcularon por el método gravimétrico y las mediciones periddicas de humedad
en maceta mediante el método volumétrico, se calculd la densidad aparente del
suelo de las macetas de manera de poder expresarse todos los valores en
contenido volumétrico.
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Figura 7. Poblacién de Roble Pellin (N. obliqua) a orillas del rio Aluminé, Pilolil, Estancia
Las Brefas (Fotografia: Santiago Varela).
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Figura 8. Imagen satelital mostrando la ubicacion y distancia entre la poblacion de N.
obliqgua de Pilolil y la poblacion mas cercana de la misma especie (digitalizacion de la
imagen satelital realizada por el Ing. Ftal. Daniel Bocos).

Los niveles de riego utilizados fueron:

a) Testigo: Sin déficit hidrico, regandose a capacidad de campo de maceta (PC)
dia por medio y manteniéndose por encima del PMP.

b) Estrés: Se dejo que el agua en suelo decreciera desde PC hasta no registrar
variacion en la actividad fotosintética y conductancia estomatica por periodos de
no mas de tres dias.

De un grupo de 20 plantas de cada especie, se distribuyeron al azar en
grupos de diez que conformaron los tratamientos testigo y estrés. Se
consideraron dos estadios fenoldgicos relacionados con el patron de produccion
de hojas presente en estas especies (hojas preformadas y neoformadas). En
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referencia a este ultimo punto, se define como hoja preformada a aquella que es
formada en la temporada anterior a la brotacién y hoja neoformada a aquella que
es formada en la misma temporada de brotacion (ver Guédon et al., 2006 para
mas detalle). El riego de los plantines se realizé en forma manual. Al igual que
en la temporada anterior se estandarizaron las condiciones de tipo de
contenedor (utilizandose el mismo tipo de contenedor que en el experimento
preliminar) y un suelo franco arenoso (52% arena, 42% limo, 7% arcilla).

2.8.3. Experimento con origenes preseleccionados Il

Durante la temporada de crecimiento 2008-2009 y a fin de analizar la
magnitud de la variacidn genética intraespecifica en la respuesta a estrés
hidrico, se trabajé con plantines de cuatro origenes preseleccionados para cada
especie, tratando de cubrirse la mayor variacion geografica (gradiente norte-sur,
en el caso de N. nervosa y oeste-este en el caso de N. obliqua, ver Cuadro 1y
Fig. 9). Sobre estos se evalud el efecto del genotipo sobre la respuesta a estrés
hidrico y el grado de plasticidad fenotipica del mismo. Particularmente en este
experimento, por tratarse de un experimento corto (octubre de 2008 a diciembre
de 2008) se utilizaron macetas con un volumen de 3 litros y el mismo suelo que
en el experimento preliminar.

Cuadro 1. Caracteristicas climéticas de los origenes geograficos en donde las semillas
fueron colectadas.

Especie Origen Latitud (S) Longitud (O)  Altitud (m) Precipitacion
geografico (mm aﬁo'1)
N. nervosa Tromen 39°34°32” 71°25°48” 1040 3000
Curruhue 39°51°00” 71°2924” 970 970
Paimun 39°42°00” 71° 34127 970 970
Queni 40° 107127 71° 467127 900 900
N. obliqua Yuco 40° 0907 71°30°39” 930 1600-1800
Pio Proto 40° 06°48" 71°14°31” 980 1200-1400
Quillén 39° 2216 71°17°317 1140 1800-2000
Pilolil 39°30°05™ 70° 5744 836 680

Nota: Los datos de latitud y longitud fueron registrados mediante el uso de un GPS, los datos de
altitud mediante el uso de un altimetro y la precipitacion media anual fue estimada en funcién de
los mapas de isoyetas (Martinez, com. pers.).
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Figura 9. Distribucién geogréfica de los origenes genéticos considerados en el
experimento con origenes preseleccionados Il (temporada 2008-2009) en cercanias de
los lagos Lacar y Huechulaufquen, Prov. De Neuquén. (Mapa confeccionado por Jose
Villacide).

2.8.4. Variables registradas (ver Cuadro 2 a modo de resumen al final del
Cap.).

a) Contenido volumétrico de humedad en maceta

Periddicamente (aproximadamente cada 3 dias) y sobre todos los plantines
de todos los experimentos descriptos, se registré el contenido volumétrico de
agua en maceta (CV, % vol/vol) utilizando un equipo del tipo TDR (Time Domain
Reflectometry, sensor tipo tridente T3 de la firma Imko GMBH, Alemania).
En funcién de poder estimarse un porcentaje de agua disponible para cada
planta en cada fecha de medicion y testearse la efectividad de los distintos
tratamientos hidricos impuestos y, dado que los resultados de las curvas de
retencion hidrica de los suelos utilizados se encontraban expresados en
contenido gravimétrico de humedad (% peso/peso), fue necesario convertir
dichas unidades a valores de contenido volumétrico. Para ello, mediante el
pesado de las macetas, el calculo de su volumen y el nivel de humedad de las
mismas pudo calcularse la “densidad aparente” del suelo en maceta,
permitiéndose realizar el pasaje de unidades de humedad de contenido
gravimétrico a volumétrico.

b) Variables morfolégico alométricas

Finalizado cada uno de los experimentos descriptos, sobre los plantines de
las distintas especies/origenes/tratamientos, se registro la tasa de sobrevivencia
de los mismos. Al inicio, en algunos casos en fechas intermedias y fin del
periodo de estudio se midi6 la altura total y diametro a la base del tallo de cada
plantin. Estas ultimas mediciones no se realizaron en el experimento con
origenes preseleccionados Il por considerarse poco significativo el efecto del
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tratamiento de estrés sobre las mencionadas variables dado al corto periodo de
estudio (oct-dic 2008).

Las mediciones de altura y didmetro se utilizaron para calcular los
incrementos relativos de cada variable como:

(variable al inicio de la temporada - variable al final de la temporada)/
variable al inicio de la temporada

considerandose de todas formas en el andlisis de los mismos los incrementos
absolutos. Las mediciones de altura total (mediciones lineales) se realizaron con
cinta métrica. Las mediciones de diametro se realizaron mediante calibre digital
marca Mitutoyo, realizando marcas en sitios especificos del tallo a fin de
registrar el incremento periddico sobre el mismo punto.

Asimismo, sobre algunos de los experimentos detallados (ver Cuadro 2 al
final del presente capitulo), se realizaron mediciones de area foliar especifica
(AFE) mediante la extraccion de hojas de los distintos individuos (testigo,
estresados), “escaneo” de las mismas y calculo del area mediante la utilizacion
del programa HOJA 1.0 (Verga, 2000). Posteriormente las hojas se secaron en
estufa a 70 °C durante 48 horas pesandose mediante la utilizacion de una
balanza digital con precision de 1 mg (Scientech SA 510, Scientech Inc.,
Boulder, EE. UU.). Dichas mediciones se realizaron en forma conjunta con las
mediciones de intercambio gaseoso (ver pag. 52).

Sobre los plantines del experimento preliminar y origenes
preseleccionados |, al final de la temporada y antes de su caida, se recolectaron
todas las hojas de cada uno de los individuos muestreados con el fin de contar
con la biomasa foliar total, utilizandose en el segundo caso dicho registro para el
calculo de biomasa total. En este ultimo experimento, al momento de la
finalizacion de las restantes mediciones se evalud la produccion de biomasa de
raices, tallo y total, estableciéndose relaciones alométricas entre éstas y otras
variables tales como: biomasa aérea/radical, area foliar/diametro del tallo, area
foliar/peso de raices.

Sobre los experimentos desarrollados con origenes preseleccionados (I y
I), al finalizarse con la medicion de las demas variables (fin de cada una de las
temporadas de crecimiento), se registré6 también el porcentaje de mortalidad
apical de los plantines por especie y tratamiento considerandose éste como un
punto importante a tener en cuenta si se piensa en actividades productivas con
este tipo de especies (pérdida de calidad de la madera por formas de fuste
defectuosas).
En funcion de los registros obtenidos de los diferentes experimentos se
calculd un indice de plasticidad fenotipica basado en la formula de Valladares et
al. (2006):

Plv = (media maxima variablei~- media minima variable;)/ media maxima
variable;

Para su calculo se consideraron aquellas variables/relaciones
morfologicas y fisioldgicas y relaciones que representasen caracteres
adaptativos en funcién de la respuesta a estrés hidrico (Valladares, com. pers.).
Asi dentro de las variables morfoldgicas se consideraron: la proporcion de Hiber
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(diametro del tallo/biomasa de hojas), el porcentaje de biomasa promedio de
hojas respecto de la biomasa total de plantin, el porcentaje de biomasa
promedio de tallo respecto de la biomasa total del plantin, el porcentaje de
biomasa promedio de raices respecto de la biomasa total del plantin, la relacion
tallo raiz y el area foliar especifica.

c) Variables ecofisiolégicas

-Relacion entre potencial hidrico de prealba (Wpa) y contenido volumétrico
(CV) de agua en suelo

En el experimento preliminar (temporada 2006-2007) el seguimiento del
estado hidrico de las plantas bajo los dos regimenes hidricos considerados se
llevé a cabo mediante medidas del potencial hidrico de prealba (W,,; MPa) de
las plantas, midiéndose en cada fecha entre 11 y 25 plantas de cada especie
entre las 05:00 AM y las 07:00 AM. Esta variable se midid6 mediante una camara
de presion tipo Schoélander (PMS, Corvallis, Oregon). Para la realizaciéon de este
tipo de medicién se utilizaron ramitas colectadas de cada una de las plantas,
posibilitandose asi la medicidon de una misma planta en mas de una fecha. Como
se menciond anteriormente, las mediciones del contenido volumétrico de agua
en maceta se realizaron mediante la utilizacion de un equipo TDR (Time Domain
Reflectometry, marca Imko Gmbh, Alemania). Particularmente para la
interpretacion de la relacidon entre las dos variables antes mencionadas se utilizé
la serie de datos completa (plantines "testigo" + "estresados") para cada
especie, comparandose la respuesta a nivel interespecifico. Este tipo de
medicion fue también realizada sobre los plantines utilizados en el experimento
con origenes preseleccionados Il a fin de cuantificar el efecto del estrés hidrico
sobre el estatus hidrico de los diferentes origenes considerados por especie, asi
como para establecer la existencia de mecanismos de tipo iso- o anisohidrico de
las especies en estudio. Para tal fin no sélo se realizaron mediciones de
potencial hidrico de prealba sino también mediciones de potencial hidrico al
mediodia (Wmq; MPa) sobre al menos 5 plantines de cada origen/tratamiento por
especie en dos fechas al final del ciclo de estrés hidrico impuesto.

-Curvas presion- volumen (ajuste osmético)

Sobre las plantas del experimento preliminar se desarrollaron curvas
presion-volumen (P-V) mediante el método de transpiracion libre, siguiendo el
protocolo especificado por Corcuera et al. (2003), evaluandose la existencia de
diferencias a nivel inter- e intraespecificas (tratamientos). Los puntos para
desarrollar las curvas se obtuvieron mediante utilizacién de la camara o bomba
de Schélander. Para ello se cortaron entre 3 y 6 esquejes con hojas
completamente desarrolladas (expandidas) por especie por nivel de estatus
hidrico ("testigo”, "estresadas"). Para su rehidratacion se mantuvo a los mismos
bajo una temperatura de laboratorio (20 °C aproximadamente), en oscuridad,
sumergiéndose su porcion basal en agua pura por 24 horas. Una vez
rehidratado se obtuvo el peso de cada esqueje con una balanza de 1 mg de
precision (Scientech SA 510, Scientech Inc., Boulder, EE. UU.), posteriormente
se introdujo en la camara de Schdlander y se determiné la presion de equilibrio,
se despresurizo la camara y se dejo el esqueje fuera de la misma. Cada esqueje
se dejo secar bajo las condiciones ambientales del laboratorio, registrandose su
peso fresco y potencial hidrico a intervalos regulares, deduciéndose mediante
las sucesivas pesadas las reducciones en el contenido relativo de agua. El
proceso concluyd con la determinacion del peso seco de cada esqueje. Los
datos obtenidos permitieron construir las curvas P-V, es decir, la representacion
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grafica de la inversa del potencial hidrico de la muestra frente al volumen de
agua simplastica.

En funciéon de las mencionadas curvas P-V se estimaron los siguientes
parametros: el potencial osmaético a saturacién (Wqsat) €l potencial hidrico a
turgencia plena (W,), el contenido relativo de agua en el punto de pérdida del
turgor (CRAt), el modulo de elasticidad maximo (&max) Y €l contenido relativo de
agua apoplastica (CRAspop.). El Wyt sSe obtuvo mediante la extrapolacion del
punto de la curva en que ésta comienza a ser lineal hasta CRA = 1 mediante una
recta paralela al eje de las X. El W, Se estimd extrapolando la parte de la curva
que es lineal hasta el eje de las Y. El ..« se obtuvo a partir de la siguiente
férmula:

emax = (AP/ AR) *(R"Rapop)

donde AP y AR son los cambios en el potencial de turgencia y contenido relativo
de agua en un intervalo dado, R" es el valor promedio de contenido relativo de
agua en el intervalo calculado y Rap0p, €l contenido relativo de agua apoplastica.
El calculo de R en un determinado momento fue realizado mediante la siguiente
ecuacion:

R= (Pf-Ps) / (Pt-Ps)

donde Pf es el peso fresco, Ps es el peso seco y Pt es el peso en el punto de
turgencia plena (Pearcy et al., 1991). La capacidad de ajuste osmdtico y/o
elastico de los distintos grupos se obtuvo mediante la comparacion de los
parametros de la curva de plantas con y sin estrés hidrico.

-Conductividad hidraulica y vulnerabilidad a la cavitacién

Se puede decir que la conductividad hidraulica (kh) de una porcion de
planta es una medida de su capacidad de conduccién de agua, variable crucial
que determina en ultima instancia la capacidad de la planta de mantener sus
estomas abiertos (y fijar CO;). La kh se define como el flujo de agua que pasa
por un material considerado por unidad de presion (diferencia de presion entre
los extremos de un gradiente), dividido por el largo de la porcion respectiva.
Cuando a la kh se la divide también por el area transversal del segmento, se
obtiene la conductividad hidraulica especifica ks. Distintos niveles de estrés
pueden provocar pérdidas de conductividad, y por lo tanto, de rendimiento. En el
presente trabajo el calculo de conductividad hidraulica y conductividad hidraulica
especifica se realizaron en forma conjunta con la medicion de curvas de
vulnerabilidad a la cavitacion. Para la medicion de éstas ultimas, sobre las
plantas del experimento con origenes preseleccionados |, se siguié el
procedimiento descrito por Maherali & de Lucia (2000). Posteriormente a la
estimacion del largo maximo de vasos en los plantines, se cortaron los mismos
en la porcion mas basal del tallo de forma de contar con segmentos de
aproximadamente 40 cm de longitud o el respectivo largo maximo del plantin. Se
realizaron asi mediciones sobre 4 6 5 individuos de ambas especies bajo cada
una de los tratamientos ("festigo"-"estresadas"”). Durante la manipulacion del
material vegetal se tomaron los recaudos necesarios para evitar al maximo su
desecacion. La vulnerabilidad a cavitacién inducida por desecamiento fue
estimada a través de la reduccidén en la conductividad hidraulica de tallos en
funcién de la presién xilematica creada por la inyeccion de nitrégeno en un collar
de presion (Salleo et al., 1992) o camara de doble entrada (Sperry & Saliendra,
1994) a partir de una camara de presion de Schoélander modificada (PMS
Instrument, Corvallis, Oregon, EE. UU.; Fig. 10). Una porcién de 10 cm de cada
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segmento cortado fue descortezado quitandose también todas las pequefas
ramificaciones. El descortezado se realizd con el fin de eliminar en parte los
flujos no xilematicos. Este procedimiento se realizé6 bajo agua para evitar la
generacion de embolismos. Para determinar la maxima conductividad hidraulica
(khmax) antes de inducir la cavitacion se eliminaron los embolismos de aire
haciendo circular agua filtrada por el segmento de rama a 120 kPa de presion
por periodos de 15 minutos mediante la construccién y uso de un perfusionador
(Figs. 10y 11).

Figura 10. Modificacién de la
camara de presion de
Schoélander realizada para la
medicién de curvas de
vulnerabilidad a la cavitacion.

Figura 11. Perfusionador
elaborado para la determinacion
de tasas maximas de
conductividad hidraulica (khmax)
mediante la eliminaciéon de
embolismos.

Luego de cada evento de presurizacion (15 minutos bajo una
determinada presion y con una secuencia creciente de 0,5 MPa) se
determinaron la kj, ks max ¥ €l porcentaje de pérdida de conductividad hidraulica
(PPC, %) en funcion de las siguiente ecuacion:

kh=k*1(mlcms™ MPa™)
ks max = kh max / w* (d / 2)2 (ml s™ MPa™ cm™)
PPC =100 *(kh max - kh | kh max) (%)
donde | y d son la longitud y el diametro externo de cada segmento,
respectivamente. Las curvas de vulnerabilidad se construyeron a partir de la

relacion entre potencial hidrico y PPC, ajustandose una curva sigmoidea
siguiendo la metodologia descrita por Pammenter & Vander Willigen (1998):
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PPC =100/ (1+ exp (a (¥ - b)))

donde W es el valor de presion de presurizacion, a es una medida del grado de
respuesta de la conductividad a la inyeccién de presién (forma de la curva) y b
representa el W al cual se reduce la conductividad en un 50% (desplazamiento
de la curva en el eje de las x).

-Intercambio gaseoso de CO, y H,O

La tasa de fotosintesis neta (fotosintesis bruta — fotorespiracion -
respiracion) fue registrada mediante un medidor de intercambio de gases
basado en un analizador infrarrojo (IRGA, Li-cor 6400; Li-cor, Lincoln, Nebraska,
EE. UU.) sobre todos los experimentos detallados. Se obtuvieron curvas de
respuesta de la tasa de actividad fotosintética neta (Aneta) @ la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) para las especies/origenes/tratamientos
mediante la imposicion de distintos niveles de RFA al segmento de hoja
colocado en una camara con lampara de LEDs (del ingles "light emitting diode",
diodo emisor de luz, 6400-02B LED; Li-cor, Lincoln, Nebraska, EE. UU.) o, en su
defecto, las tasas de A.«» @ RFA saturante.

A partir de las curvas A.-RFA se determinaron los puntos de
compensacion luminica (PCL), el rendimiento cuantico aparente (RC) y la tasa
maxima de fotosintesis (Amax) para cada especie y tratamiento sobre los
experimentos “preliminar’ y “origenes preseleccionados |’(para mas detalle del
significado de cada uno de los parametros estimados ver Cap. 3 Seccion 2). Los
valores de intercambio de CO, (umol m? s”) se ajustaron a un modelo de
hipérbola rectangular mediante el método de minimos cuadrados comunmente
utilizado para describir la respuesta de la fotosintesis (Landsberg, 1977):

Aneta= Amax * @ * (RFA — PCL) / (Amax + RC * (RFA - PCL))

donde A,z = fotosintesis neta; Anax = tasa de asimilacion maxima; RC =
rendimiento cuantico aparente; PCL = punto de compensacion luminica; RFA =
nivel de radiacion fotosintéticamente activa (variable independiente). El ajuste se
realizé mediante la utilizaciéon del programa Table Curve 2D (Jandel Scientific
AISN Software).

Asimismo, durante los experimentos con origenes preseleccionados | y Il
se utilizd el protocolo de auto-registro (autolog) del equipamiento Li-cor 6400,
efectuandose, en el primero de los experimentos, mediciones semanales y en el
segundo una medicién puntual de A,z @ RFA saturante al finalizar el ciclo de
estrés. Adicionalmente, sobre este ultimo experimento se realizaron en forma
periddica mediciones de conductancia estomatica (gs) con un porémetro EGM-4
(PP Systems) a la manana-mediodia (entre las 09:00 y las 13:00 hs) y a la tarde,
(entre las 14:00 y las 18:00 hs) en funcion de cuantificar el grado de cierre
estomatico generado por los distintos tratamientos hidricos. Las mediciones de
gs realizadas con el equipo Li-6400 y con el porometro EGM-4 nunca fueron
comparadas entre si.

Para las mediciones realizadas en el experimento preliminar la
concentracién de CO, (provista mediante una fuente pura de CO,) se mantuvo
en 400 ppm y la tasa de flujo de aire en 500 mL min ™. Los valores promedio de
humedad relativa en la atmésfera de la camara fueron de 40 % (+ 8). La
temperatura promedio se mantuvo en 27° C (x 4). El tiempo minimo de espera
para cada valor de RFA fue de tres minutos. En este experimento, las
mediciones se realizaron con una frecuencia semanal a fin de caracterizar el
efecto de la fenologia de hoja sobre la actividad fotosintética, evaluandose
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conjuntamente si los valores programados de las distintas variables ambientales
eran los adecuados para las especies en estudio. Los valores de RFA utilizados
fueron: 0, 50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1200, 1800 umol fotones m? s, Para
determinar la respuesta potencial por especie de A.en €n respuesta a la RFA 'y
en funcion de los registros de temperatura de hoja, contenido volumétrico de
agua en maceta, déficit de presion de vapor (DPV) y potencial hidrico de prealba
al momento de la medicion, se seleccionaron por especie aquellas curvas (seis
por especie) donde se registraron los mayores valores de la variable
dependiente (Aneta). Se utilizaron plantines con temperaturas de hoja entre 18 y
25° C, contenidos volumétricos de agua en maceta promedio de 30%, bajo un
déficit de presion de vapor menor a 2 KPa y potenciales hidricos de prealba
mayores a -0,5 MPa.

En funcién de poder distinguir claramente entre la limitacion estomatica y la
limitacion metabdlica de la tasa de fotosintesis de las distintas especies, se
realizaron durante el experimento preliminar curvas de respuesta a la
concentracion interna de CO, (curvas A-Ci), mediante el equipo Li-cor 6400,
utilizando concentraciones de CO, de 50, 100, 200, 300, 400, 600, 800 y 1000
ppm, una temperatura de camara de 20 °C y una RFA de 1500 pymol fotones m™
s'. Los parametros de la curva A-Ci ajustada fueron estimados a partir de la
metodologia descripta por Sharkey et al. (2007). Esta permitio la estimacién de:
la tasa maxima de carboxilacién debida a Rubisco (Vemax; pmol m? s™), tasa de
transporte de electrones fotosintéticos basados en el requerimiento de NADPH
(J; umol m? s™), uso de la enzima triosa fosfato (TPU), tasa de respiracién de
dia (Rd, umol m?s™) y conductancia del mesofilo (gm, mol m?s™).

Adicionalmente, sobre los plantines del experimento con origenes
preseleccionados |, se realizaron mediciones semanales de A, a RFA
saturante mediante el procedimiento de auto registro detallado anteriormente y
curvas Anea VS. RFA en dos momentos (principios y mediados) de la temporada
de crecimiento. Para las mediciones de A,z VS. RFA se utilizd la misma
concentracion de CO, que en el experimento preliminar, una tasa de flujo de 300
mL min™, una temperatura de hoja de 18°C (temperatura cercana a la planteada
como optima por Zuhiga et al. (2006) para especies cercanas a las del presente
trabajo), y un tiempo minimo de espera de 3 minutos por nivel de RFA. El valor
de humedad relativa del aire promedio utilizado fue de 50%. Los valores de RFA
utilizados fueron: 0, 50, 100, 500, 750, 1000 y 1200 pmoles de fotones m?2 s,
Dicha medicion fue realizada con el fin de registrar la variacion existente entre
los distintos estadios fenoldgicos de hojas preformadas (oct-dic de 2007) y hojas
neoformadas (dic de 2007- abril de 2008) (ver Guédon et al., 2006). En todos los
casos, para las mediciones de A,z @ RFA saturante (auto registro), el nivel de
RFA utilizado fue de 1000 pymol fotones m?s™.

Todas las mediciones de intercambio gaseoso se realizaron sobre hojas
apicales y/o subapicales completamente expandidas del tercio superior de cada
una de las plantas evaluadas. Los resultados obtenidos de todas las mediciones
de intercambios gaseoso permitieron también estudiar la relacién entre las tasas
de fotosintesis (Aneta) Y la conductancia estomatica (gs, mol H,O m2 s'1), las
tasas de transpiracion (E, mol H,O m s'1), la eficiencia instantanea en el uso del
agua: cociente entre la tasa de Aneta Y E (EUA = umol CO, m? s/ mol H,O m? s
'), entre otros factores, tanto a nivel intra (distintos tratamientos) como
interespecifico.
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-Fluorescencia de la clorofila

Se midid la fluorescencia no modulada de la clorofila expresandose el
resultado en forma del cociente entre la fluorescencia variable y la fluorescencia
maxima (Fv/Fm) en forma periédica en plantas creciendo bajo los distintos
tratamientos. Este cociente esta aceptado como un buen indice del grado de
estrés (dafio del fotosistema dos; PSIl) (Borjikman & Demmig, 1987; Araus &
Hogan, 1994; Herralde Traveria et al., 1998; Savé et al., 2000). Las mediciones
fueron realizadas mediante el uso del equipamiento Li-6400 y fluorometro Li-
6400-40. Siete plantas por especie y tratamiento fueron previamente
oscurecidas por un periodo de 30 minutos registrandose, posteriormente y ante
la aplicacion de un pulso de radiacion de baja intensidad, la tasa minima de
fluorescencia (FO) cuando el centro de reaccion del fotosistema dos (PSII)
estuviera “abierto” (para mas detalle ver DeEll & Toivonen, 2003). Luego de la
aplicacion de un pulso de luz saturante de alta intensidad (flash) para inducir el
“cierre” temporario del PSlI, se registro la tasa maxima de fluorescencia (Fm). Se
estimo asi el rendimiento cuantico maximo de la reaccién inicial en el PSII
(Fv/Fm), relacién indicadora del estado de salud del PSII.

-Calculo de plasticidad fenotipica

En funcion de los registros obtenidos de los diferentes experimentos y las
diferentes variables fisiolégicas (junto a las variables morfolégicas antes
descriptas) se calculé el indice Plv de plasticidad fenotipica (Valladares et al.,
2006). Las variables fisiolégicas utilizadas para su calculo fueron: parametros de
las curvas P-V (Wn, Yoo, CRAg, €max), parametros de las curvas de
vulnerabilidad (PPCsqy ¥ kn) ¥ en funcion de las mediciones de intercambio
gaseoso un promedio de los valores obtenidos en el experimento con origenes
preseleccionados | de EUA por tratamiento y la relacion Fv/Fm de las mediciones
de fluorescencia de la clorofila a.

2.9. Analisis estadisticos

Los valores de CV en maceta por fecha, los valores de altura total, IRA,
diametro, IRD, AFE, cantidad de hojas promedio por planta, biomasa foliar,
biomasa de raices, biomasa de tallo, relacion tallo raiz, valores de At @ RFA
saturante (asi como las diferentes variables asociadas a esta medicion: E, gs y
EUA) y valores de la relacion Fv/Fm (fluorescencia de la clorofila a) fueron
comparados por fecha entre distintos tratamientos por especie y para un mismo
tratamiento entre especies mediante analisis de variancia (ANOVA) de una via.
En todos los casos los supuestos de normalidad y homocedasticidad fueron
puestos a prueba antes de aplicar el ANOVA. Se utilizé un nivel de significancia
de 0,05 (p < 0,05). En aquellos casos donde no se cumplieron los supuestos
estadisticos se utilizaron tests no paramétricos de Mann-Whitney o Kruskal-
Wallis (Sokal & Rohlf, 1995).

Los modelos empiricos de regresion de la relacion entre CV-Wy,, curvas
P-V, curvas de vulnerabilidad a la cavitacién y Anea vVS. RFA se compararon
mediante el test F de Fisher (Neter & Wasserman, 1974):

Fobs = [(SSE(R) - SSE(F)) / 2] / (SSE(F) / (n4 + n; - 4)

donde SSE(R) = suma de cuadrados del error de la recta de todos los datos
juntos (e.g. datos de plantas estresadas + datos de plantas testigo); SSE(F) =
suma de cuadrados del error de una recta + suma de cuadrados del error de la
otra recta; ny y n, = numero de datos de cada recta. Si el Fops. > Frit. (0,05: 2: n1+n2 -4)
se rechazo la hipotesis nula de igualdad entre ambas rectas.
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Los parametros estimados de cada uno de los modelos (a nivel de
tratamientos por especie y para un mismo tratamiento entre especies) se
compararon mediante el test t de Student (Sokal & Rohlf, 1995). El valor de t
observado se calculd segun la siguiente ecuacion:

dondeY(Toc) son las medias de una y otra serie de datos, var su varianza y n el
numero de muestras. Se trabajo con un a de 0,05.
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Cuadro 2. Resumen de las variables registradas en los distintos experimentos de respuesta al estrés hidrico. Referencias: CV = contenido
volumétrico de humedad en maceta (% vol/vol); IRA= incremento relativo en altura; IRD= incremento relativo en altura; AFE= area foliar
especifica; BT= biomasa de tallo; BH= biomasa de hoja; BR= biomasa de raiz; Wy,0= potencial hidrico; P-V= curvas presion volumen; kh=
conductividad hidraulica, CVC= curvas de vulnerabilidad a la cavitacién, IG = intercambio gaseoso, FC= fluorescencia de la clorofila a. Las
cruces en las columnas indican en que tipo de experimento se realizé la medicién.

Experimento cv IRA IRD AFE BT BH BR "’“é°v"s' P-v kh cve IG FC
Preliminar X X X X X X X
Origenes X X X X X X X X X X X X
preseleccionados |
Origenes X X X

preseleccionados Il
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2.10. Resultados
2.10.1 Experimento preliminar

Contenido volumétrico de humedad en maceta

En la Figura 12 se muestran los valores de humedad en maceta expresada
como contenido volumétrico (%vol/vol) por especie y tratamiento y se sefalan
también los valores de "pot capacity" (PC = 54,3% vol/vol), capacidad de campo
(CC = 54,1 %voll/vol) y punto de marchitez permanente (PMP = 27,6 % vol/vol)
surgidos a partir del andlisis de la curva de retencién hidrica del suelo utilizado
en las macetas.
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Figura 12. Contenido volumétrico de agua en maceta (CV, % vol/vol) a lo largo de las
sucesivas fechas de la temporada de crecimiento por especie y tratamiento. Referencias:
PC = capacidad de campo en macetas ("pot capacity"); CC= capacidad de campo; PMP
= punto de marchitez permanente. Los asteriscos sobre los puntos muestran diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos de una misma especie (p < 0,05) por fecha.
Las lineas sobre los puntos muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento). Las diferencias entre especies se comentan en el texto.
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En promedio los valores de contenido volumétrico de agua en maceta
fueron de 34,5 + 3,9y 37,5 £ 2,5 % vol/vol para plantas testigo de N. nervosa y
N. obliqua respectivamente y de 22,2 + 9,2 y 22,0 + 9,5 % vol/vol para plantas
estresadas de N. nervosa y N. obliqua respectivamente. Los valores de
contenido volumétrico de agua en maceta de los diferentes tratamientos
presentaron diferencias estadisticas significativas en todas las fechas de
muestreo a excepcién de la primera fecha de registro (p < 0,05). En la
mencionada figura pueden verse también los dos ciclos de déficit hidrico gradual
generados en las plantas bajo el tratamiento de estrés. Las plantas bajo este
ultimo tratamiento presentaron en algunas fechas valores inferiores al detectado
como PMP. Las plantas de N. nervosa bajo la condicion testigo presentaron en
promedio un porcentaje de agua disponible para las plantas (ADP) de 13+ 7 %
mientras que las plantas bajo la condicidon estresadas presentaron en promedio
un porcentaje de -10 £ 17 %. Las plantas de N. obliqua presentaron valores de
18 £ 5 % vol/vol (condicion testigo) y -10 £ 17 % (plantas estresadas). Si bien los
valores de ADP para plantas testigo parecerian ser bajos se corresponden
incluso con los de otros estudios en los cuales plantas testigo registraron valores
de humedad a campo y en macetas similares.

Variables morfolégico alométricas

Durante toda la temporada de crecimiento, independientemente de la
especie y/o el tratamiento, no se registré6 mortalidad de ningun plantin. Los
plantines de N. nervosa bajo los diferentes tratamientos presentaron similares
valores de altura inicial (0,93 + 0,05 m para los plantines bajo la condicion testigo
y 0,99 + 0,06 m para las plantas bajo el tratamiento estresadas), final (1,08 %
0,05 m para los plantines bajo la condicién testigo y 1,11 + 0,05 m para las
plantas bajo el tratamiento estresadas) e incremento relativo (0,17 £ 0,03 para
los plantines bajo la condicion testigo y 0,15 + 0,03 para las plantas bajo el
tratamiento estresadas) (p > 0,05). Tampoco se evidenciaron diferencias en los
diametros iniciales (7,31 0,33 mm para los plantines testigo y 7,31 £ 0,36 mm
para los plantines estresados), finales (10,04 + 0,31 mm en plantines testigo y
9,62 + 0,34 mm en plantines estresados) e incrementos relativos (0,42 + 0,05 en
plantines testigo y 0,34 + 0,05 en plantines estresados) (p > 0,05). Asi los
incrementos en altura variaron entre 14,7 £ 0,11 cm y 12,2 + 0,12 cm y los
incrementos en diametro entre 2,7 + 1,27 mm y 2,3 £ 1,09 mm en plantines
testigo y estresados, respectivamente.

En referencia al registro de biomasa foliar tomado al final del experimento
las plantas de N. nervosa bajo ambos tratamientos presentaron valores similares
de dicha variable (p > 0,05), notandose al igual que para la variables diametro
final una leve tendencia a menores valores en los plantines estresados (3,86 +
2,36 g para plantines testigo y 3,07 £ 1,23 para plantines estresados).

Nothofagus obliqua mostré al igual que N. nervosa valores iniciales
similares de altura entre los plantines de los distintos tratamientos (0,97 + 0,06 m
bajo el tratamiento testigo y 0,97 + 0,04 bajo el tratamiento de estrés). Asi
también los valores finales (1,11 + 0,05 m bajo el tratamiento testigo y 1,15 +
0,03 m bajo el tratamiento de estrés) y el incremento relativo fueron similares
entre tratamientos (0,18 + 0,05 bajo el tratamiento testigo y 0,22 + 0,03 bajo el
tratamiento de estrés) (p > 0,05). En referencia al diametro, tampoco existieron
diferencias en los valores iniciales (7,18t 0,50 mm testigo y 7,60 + 0,33 mm
estrés), finales (9,281 0,52 mm testigo y 9,90 + 0,34 mm estrés) e incrementos
relativos (0,30x 0,05 testigo y 0,33 + 0,03 estrés). Los incrementos en altura
variaron de esta forma ente 14,8 + 0,11y 18,2 + 0,12 cm y los de diametro entre
2,1+£1,08y 2,3+ 1,11 mm para plantines testigo y estresados, respectivamente.
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En referencia al registro de biomasa foliar tomado al final del experimento
en N. obliqua, ambos tratamientos presentaron valores similares de dicha
variable, notandose al igual que para la variables altura y diametro final una leve
tendencia a mayores valores en los plantines estresados (2,69 + 1,52 g para
plantines testigo y 3,48 * 2,24 para plantines estresados).

Comparando ambas especies, no se registraron diferencias en altura
inicial, final e incremento relativo en altura, diametro inicial, final e incremento
relativo en diametro asi como tampoco en la cantidad de hojas promedio por
planta (test ANOVA, p > 0,05).

Los valores promedio de area foliar especifica (AFE) por especie
registrados a lo largo de la temporada fueron similares. Los valores promedio de
AFE registrados durante la estacion de crecimiento para N. nervosa fueron de
172,9 y 181,8 g cm™ para plantas testigo y estresadas, mientras que para N.
obliqua fueron de 175 y 166,3 g cm? para plantas testigo y estresadas,
respectivamente. La forma en que se realizaron los registros de esta ultima
variable (muestras compuestas) imposibilitd el analisis estadistico de los
mismos, de forma que este dato se presenta s6lo a modo descriptivo-cualitativo.

Variables ecofisiologicas

La relacion entre el contenido volumétrico de humedad en maceta (CV) y
el potencial hidrico de prealba (Wpreana) mostré que N. nervosa y N. obliqua
respondieron de manera similar (caida en el estatus hidrico de las plantas) a la
reduccién en contenido volumétrico de agua en maceta (Test F, p > 0,05),
presentando una reduccion marcada en su estado hidrico a valores de contenido
volumétrico inferiores al 11% (% vol/vol; Fig. 13). La seleccion de este valor
como umbral de caida en el estado hidrico de las plantas se basé en la
determinaciéon del punto de inflexion entre las dos rectas del modelo de
regresion entre W, ans- CV. Bajo valores de contenido volumeétrico superiores al
mencionado, las plantas de N. nervosa presentaron un valor promedio de -0,56 +
0,17 MPa mientras N. obliqua presenté valores de -0,51 + 0,20 MPa. En funcién
de la determinacion de la relacidon entre el contenido volumétrico (determinado
mediante equipo TDR) y contenido gravimétrico de agua en suelo pudo verse
que tanto las plantas de N. nervosa como las de N. obliqua comenzaron a
registrar un efecto marcado sobre su estado hidrico a valores menores al del
punto de marchitez permanente estandar, registrandose valores umbrales de
11,0% vy 9,6 % (%vol/vol) para N. nervosa y N. obliqua, respectivamente.

Las curvas presion-volumen de los distintos tratamientos revelaron que,
independientemente de la especie/tratamiento, no existié capacidad de generar
ajuste osmoético en respuesta al nivel de estrés hidrico impuesto en este
experimento (Cuadro 3). Tanto a nivel de tratamientos (dentro de una misma
especie) como entre especies existieron similitudes en los valores de CRA,yop Y
€max (0 > 0,05). A nivel de especie y bajo la condicién testigo (T), N. nervosa
presentdé menores valores de CRA,, (p = 0,0084) y mayores de Wy (P =
0,0167) en relacién a N. obliqua.
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Figura 13. Relacion entre el
potencial hidrico de prealba
(Woa) y el contenido
volumétrico de agua en
maceta (CV, %vol/vol) para
ambas especies. En ambos
casos se ajusto a un modelo
del siguiente tipo (f(x) = (x<x1
y1+B*(x-x1):y1)). Los valores
de cada parametro asi como
el valor de CV (% vol/vol) del
punto de inflexién se indican
en los graficos.

Cuadro 3. Valores promedio (+ d. s.) derivados de las curvas presion volumen y valores
de probabilidad de los test ANOVA y Mann-Withney entre tratamientos de una misma
especie y para un mismo tratamiento entre especies. Referencias: contenido relativo de
agua en el punto de pérdida de turgor (CRAppt), potencial hidrico en el punto de pérdida
de turgencia (Wppt, MPa), potencial osmético en el punto de turgencia plena (Wrsat,
MPa), modulo de elasticidad maximo €.« (MPa) y contenido relativo de agua apoplastica
(CRAapop). T = testigo; E= estresadas. (ANOVA p < 0,05). Letras mayusculas muestran
diferencias entre especies para un mismo tratamiento.

Especie Trat.

CRAEp_t q”p_p_t b T sat

€max (MPa) CRA 00

N. obliqua T

0,92 (£0,03) -1,71(x0,12) -1,52 (£0,92)B 217 (+1,16) 0,54 (+ 0,08)

E 090(x0,02)A -1,61(x0,25) -1,19(x0,90) 2,82 (+2,04) 0,65 (+0,07)
ANOVA p 0,4007 0,4167 0,0867 0,6796 0,0658
N. nervosa T 0,87 (£0,06) -1,35(+0,27) -0,99 (+0,22) A 2,55 (+2,24) 0,58 (+0,15)
E 080(x0,17)B -1,40(x0,22) -1,48(x1,35) 3,29(+1,99) 0,56 (+0,12)
ANOVA p 0,3438 0,7534 0,3555 0,5781 0,7462
Comparacion entre especies
ANOVA p T 0,3122 0,0829 0,0167 0,8297 0,7411
E 0,0084 0,0903 0,2416 0,7086 0,0524
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Las tasas netas de fotosintesis (Aneta) promedio de los plantines de los
distintos tratamientos por especie bajo una condicion de radiacion
fotosintéticamente activa (RFA) saturante de 1311+ 446 pmol fotones m? s™
fueron similares y no presentaron diferencias a lo largo de las sucesivas fechas
de muestreo, exceptuando los mayores valores encontrados el 08-03-07 en
plantas estresadas respecto a las testigo de N. nervosa (p < 0,05). A nivel de
especie tanto N. nervosa como N. obliqua presentaron, independientemente del
tratamiento, las mismas tasas de actividad fotosintética neta promedio (de 6,3 +
3,0;6,3+3,0;58+28y7,6+3,8umol CO, m?s™ para plantas de N. nervosa y
N. obliqua bajo la condicién testigo y estresadas, respectivamente). Las tasas
maximas de actividad fotosintética alcanzadas por estas especies fueron de 13,1
y 19,0 umol CO, m? s™" para N. nervosa y N. obliqua, respectivamente.

Los valores (promedio y desvio estandar) de conductancia estomatica (gs)
registrados fueron de 0,134 + 0,076; 0,113 + 0,071; 0,146 + 0,102; 0,179 £ 0,123
mol H,O m? s para los tratamientos testigo y estresadas de N. nervosa y N.
obliqua, respectivamente. Los valores maximos de esta variable registrados por
especie fueron de 0,423 y 0,557 mol H,O m? s’ para N. nervosa y N. obliqua,
respectivamente. Los plantines de N. nervosa bajo la condicion estresada
mostraron una reduccion en dicha variable en la ultima fecha de registro de la
temporada (p = 0,0242) en relacién a las plantas testigo (0,131 £ 0,0176 y 0,071
0,0153 mol H,O m? s’ plantas testigo y estresadas, respectivamente). Esta
diferencia no se observo en N. obliqua. Ambas especies presentaron valores
similares de gs bajo la condicién testigo y estresadas en las sucesivas fechas de
muestreo (p > 0,05).

Las tasas de transpiracion (E, promedio y desvio estandar) fueron de 2,8 +
1,3;24+14;:28+17y3,1+1,9 mmol H,O0 m?s™ para los tratamientos testigo
y estresadas de N. nervosa y N. obliqua respectivamente. Los valores maximos
de esta variable registrados por especie fueron de 6,8 y 10,2 mmol H,0 m? s™
para N. nervosa y N. obliqua respectivamente. Los plantines de esta ultima
especie bajo la condicidén de estrés presentaron en la ultima fecha de registro
diferencias significativas respecto a los plantines testigo (p = 0,0282),
presentando valores de 2,7 y 1,4 mmol H,O m? s respectivamente. Ambas
especies presentaron valores similares de E bajo la condicion testigo y
estresadas en las sucesivas fechas de muestreo, exceptuando una unica fecha
en que los plantines bajo la condicién de estrés de la especie N. obliqua
presentaron valores mayores a los de N. nervosa (fecha: 11-02-2007; N. nervosa
= 2,4 mmol H,O m? sy N. obliqua = 5,7 mmol H,O m?s™; p = 0,0289).

En relacién a la EUA instantanea, los valores promedio registrados fueron
de 2,34 £ 0,87; 2,94 £+ 1,23; 2,14 £ 1,67 y 2,73 £ 1,22 ymol CO,/ mmol H,O para
los tratamientos testigo y estresadas de N. nervosa y N. obliqua,
respectivamente. Los valores maximos de esta variable registrados por especie
fueron de 5,93 y 6,34 para N. nervosa y N. obliqua, respectivamente. La primera
de estas especies mostré menores valores de EUA en los plantines estresados
en relacion a las plantas testigo en dos de las fechas de registro al final del
segundo ciclo de estrés (p = 0,0116 y 0,0372 para las fechas 15 y 23- 03-07,
respectivamente). Por su parte, N. obliqua presenté solo diferencias el 13-04-07
(p = 0,0446) con valores de 2,03 + 0,49 y 3,34 £ 0,31 pmol CO,/ mmol H,O para
plantines testigo y estresados, respectivamente. Exceptuando la primer fecha de
registro donde los plantines testigo de N. nervosa presentaron mayores valores
en EUA que los plantines de N. obliqua (p = 0,0332), los valores de EUA fueron
similares para ambas especies bajo buena disponibilidad hidrica. Los plantines
bajo la condicion de estrés presentaron valores similares de EUA en todas las
fechas de registro (p > 0,05).



42

Los valores promedio de tasa de respiracion en oscuridad de los plantines
de los diferentes tratamientos (RFA 0 umol fotones m? s™) fueron de 0,67 + 0,48
y 0,81 + 0,60 pmol CO, m? s™ para plantas de N. nervosa 'y 0,66 + 0,49 y 0,84 +
0,57 umol CO, m? s para plantas de N. obliqua bajo la condicién testigo y
estrés, respectivamente. Los valores maximos registrados para dicha variable
fueron de 2,95 pmol CO, m? s™ para N. nervosa y 2,85 umol CO, m? s™ para N.
obliqua. Dicha variable solo se vio modificada durante el primer ciclo de estrés o
en la primera fecha luego de éste. Las diferencias para N. nervosa se registraron
el 18-02-07 con valores de 0,31 + 0,07 y 0,75 + 0,09 ymol CO, m? s (p =
0,0010) y para la fecha 03-03-07 en N. obliqua (p = 0,0110) con valores de 0,23
+ 0,20 y 0,89 + 0,12 umol CO, m? s para las plantas testigo y estresadas,
respectivamente. A nivel de comparacién entre especies, soOlo existieron
diferencias el 03-03-07 en las plantas del tratamiento testigo (p = 0,0312) con
valores de 1,00 + 0,20 y 0,23+ 0,23 pymol CO, m? s” para N. nervosa y N.
obliqua, respectivamente.

En referencia a las curvas Anea VS. RFA (Figs. 14 y 15) a modo de
resumen y mostrando la tendencia general encontrada, se presentan las curvas
para ambas especies/tratamientos en cuatro fechas a lo largo de la temporada
(principios, mediados vy fines de temporada: 01-02-07, 18-02-07, 15-03-07 y 13-
04-07). Para cada especie y tratamiento, en estas fechas, se seleccionaron
aquellas curvas que presentaran las mayores tasas de Ay, a fin de presentar la
maxima potencialidad por especie/tratamiento. A partir de dichas curvas pudo
observarse que no existieron diferencias entre los modelos y sus parametros a
nivel de tratamiento por especie y para un mismo tratamiento entre especies
(Test F; Fos< Feit). Ambas especies, independientemente del tratamiento
mostraron una tendencia marcada de reduccion en las tasas maximas de Aneta @
finales de la temporada, evidenciando probablemente un efecto fenoldgico
(hojas pre-senescentes).

En relacién a las curvas A-Ci (Fig. 16) y considerandose solo las plantas
bajo la condicion testigo (potencialidad a nivel de especie), N. obliqua mostro
mayores valores de Vcmax (46,89 + 21,66 vs. 28,91 + 12,57 umol m? s™), J
(80,52 + 13,00 vs. 47,88 + 9,57 umol m?s™), TPU (7,20 + 1,34 vs. 3,94 + 0,87) y
Rd (2,07 + 1,42 vs. 1,80 + 1,31 umol m? s™) en comparacién a N. nervosa (test t,
p < 0,05). Los valores de conductancia del meséfilo (gm; mol m? s™) fueron
similares para ambas especies.
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Figura 14. Curvas fotosintesis neta (Aneta) €n funcion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) para la especie N. nervosa en cuatro fechas a lo
largo de la temporada de medicion. Las curvas en rojo corresponden a plantas estresadas. Las curvas en negro corresponden a plantas testigo.
Referencias: An.x= tasa de fotosintesis maxima, RC = rendimiento cuantico efectivo, PCL = punto de compensacion luminica. Los valores de desvio
estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento) se comentan en el texto.
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Figura 15. Curvas fotosintesis neta (Aneta) €n funcion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) para la especie N. obliqua en cuatro fechas a lo
largo de la temporada de medicion. Las curvas en rojo corresponden a plantas estresadas. Las curvas en negro corresponden a plantas testigo.
Referencias: Anax= tasa de fotosintesis maxima, RC = rendimiento cuantico efectivo, PCL = punto de compensacion luminica. Los valores de desvio

estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento) se comentan en el texto.
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Figura 16. Curvas de fotosintesis neta (Aneta) €n funcion del nivel de CO, en la camara
subestomatica (carbono interno, Ci) para ambas especies. Las diferencias entre
especies se comentan en el texto.

2.10.2. Experimento con origenes preseleccionados |

Contenido volumétrico de agua en maceta

Los niveles de riego y sequia impuestos a los diferentes grupos de
plantas (testigo y estrés) fueron efectivos, presentando diferencias significativas
en la totalidad de las fechas en las cuales se realiz6 el registro, exceptuando las
fechas posteriores a los eventos de riego (Fig. 17; p < 0,05). Las plantas bajo la
condicién testigo presentaron siempre valores situados entre PC (54,8 % vol /
vol) y PMP (26,4 % vol / vol). Por otro lado, los valores de las plantas bajo estrés
estuvieron mayoritariamente por debajo de los valores de PMP (Fig. 17),
imponiendo de este modo, un mayor grado de estrés al del experimento
preliminar (que fue leve a moderado, de acuerdo a los resultados fisiolégicos).
Asi, durante todo el periodo de estudio el porcentaje de agua disponible en las
macetas de las plantas testigo de N. nervosa fue de 51 £ 17% mientras que el
de las plantas estresadas fue de -38 + 33 %. Del mismo modo, el porcentaje de
agua disponible en las macetas de las plantas testigo de N. obliqua fue de 38 %
19% mientras que el de las plantas estresadas fue de -46 + 37 %. Durante dicho
periodo los valores de temperatura promedio y humedad relativa fueron de 14 +
6 °Cy 51 £ 14%, respectivamente.

Variables morfolégico alométricas

La cantidad de hojas promedio por plantin presenté una disminucion en
las plantas bajo el tratamiento de estrés independientemente de la especie (p =
0,0019 para N. nervosa y p = 0,0023 para N. obliqua; Fig. 18). Las plantas de N.
obliqua presentaron, tanto bajo la condicién testigo como bajo la condicion de
estrés, mayores valores de esta variable en comparacién a N. nervosa (p <
0,05).
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Los valores de biomasa total de hojas por planta entre tratamientos de
una misma especie presentaron diferencias sélo para N. nervosa (p = 0,0042),
no asi para las plantas de N. obliqua (p =0,1141) (Fig. 19). Al analizarse la
existencia de diferencias en biomasa total promedio de hojas por planta entre
especies bajo la condicién de buena disponibilidad hidrica (plantas testigo, Fig.
19) se vio que N. nervosa presentd similares valores respecto a N. obliqua (p =
0,7513), al igual que para plantas estresadas (p = 0,0588).
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Figura 17. Porcentaje de humedad en maceta expresado como contenido volumétrico
de agua en maceta (CV; % vol/vol) por especie y tratamiento para las diferentes fechas
de registro. A = N. nervosa; B = N. obliqua; PC = capacidad de campo de los suelos en
maceta ("pot capacity"); CC = capacidad de campo; PMP = punto de marchitez
permanente. Las lineas verticales negras sobre el grafico indican las fechas en que se
realizé el riego de las plantas bajo el tratamiento de estrés. Los asteriscos muestran
fechas en las que existieron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos por
especie. Las lineas verticales sobre los puntos muestran los desvios estandar para cada
grupo de datos (especie/tratamiento). Las diferencias entre especies se comentan en el
texto.
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Figura 19. Valores promedio de biomasa total de hojas por planta por especie en funcién
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Diferentes letras mayusculas entre columnas del mismo tratamiento muestran
diferencias entre especies. Las lineas verticales sobre las columnas muestran los
desvios estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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A comienzos de la temporada de crecimiento e independientemente de la
especie, los grupos de plantines de los tratamientos testigo y estrés presentaron
valores similares en altura total (p = 0,5649 y 0,3875) y diametro a la base del
tallo (p = 0,4274 y 0,5582) para N. nervosa y N. obliqua, respectivamente. Al
finalizar el experimento las plantas sometidas a estrés presentaron menores
valores de altura total (p = 0,0059 y p = 0,0121, para N. nervosa y N. obliqua
respectivamente) y menores incrementos relativos en altura (Fig. 20, p = 0,0011
y p = 0,0222, para N. nervosa y N. obliqua respectivamente) en relacion a
plantas testigo. En relacion al diametro, para ambas especies, tanto los valores
absolutos (p = 0,0009 y p = 0,0002, para N. nervosa y N. obliqua
respectivamente), como los incrementos relativos de plantas estresadas (Fig. 21,
p = 0,0013 y p = 0,0002, para N. nervosa y N. obliqua respectivamente)
presentaron menores valores en relacion al de las plantas testigo. La
comparacion entre especies bajo el tratamiento testigo (buena disponibilidad
hidrica) reflejo diferentes valores de altura total al final de la temporada de
muestreo (N. nervosa < N. obliqua; p = 0,0011), similares valores de diametro (p
= 0,8391) y similares incrementos relativos de altura y diametro (p = 0,1850y p =
0,4818, respectivamente). La misma tendencia fue observada en plantas
estresadas (p = 0,0011; p =0,0671; p = 0,6782; p = 0,0821, respectivamente).
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Especie/Tratamiento

Figura 20. Incremento relativo en altura (IRA) por especie en funcion del tratamiento. Ra
= N. nervosa, Ro = N. obliqua. Diferentes letras minUsculas muestran diferencias entre
tratamientos para una misma especie. Diferentes letras mayusculas entre columnas del
mismo tratamiento muestran diferencias entre especies. Las lineas verticales sobre las
columnas muestran los desvios estdndar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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Figura 21. Incremento relativo en diametro (IRD) por especie en funcién del tratamiento.
Ra = N. nervosa, Ro = N. obliqua. Diferentes letras minusculas entre columnas de una
misma especie muestran diferencias entre tratamientos Diferentes letras mayusculas
entre columnas del mismo tratamiento muestran diferencias entre especies. Las lineas
verticales sobre las columnas muestran los desvios estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).

Los plantines de ambas especies presentaron una reduccién significativa
en la produccion de biomasa de raices (Fig. 22, p = 0,0285y p = 0,0116 para N.
nervosa y N. obliqua respectivamente), tallo (Fig. 23; p = 0,0477 y p = 0,0203
para N. nervosa y N. obliqua respectivamente), biomasa total (p = 0,0155 y p =
0,0014 para N. nervosa y N. obliqua respectivamente) y similares valores de
relacién tallo:raiz (p = 0,2194 y p = 0,3518 para N. nervosa y N. obliqua
respectivamente) luego de ser sometidos a estrés hidrico. Comparando dentro
de cada tratamiento de disponibilidad hidrica la biomasa asignada a las
diferentes porciones de la planta asi como la relaciéon entre éstas presentaron
similares valores entre especies (p > 0,05).
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Figura 22. Biomasa de raices (g) por especie en funcion del tratamiento. Ra = N.
nervosa, Ro = N. obliqua. Diferentes letras minusculas entre columnas de una misma
especie muestran diferencias entre tratamientos Diferentes letras mayusculas entre
columnas del mismo tratamiento muestran diferencias entre especies. Las lineas
verticales sobre las columnas muestran los desvios estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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Figura 23. Biomasa de tallo (g) por especie en funcién del tratamiento. Ra = N. nervosa,
Ro = N. obliqua. Diferentes letras mindsculas entre columnas de una misma especie
muestran diferencias entre tratamientos Diferentes letras mayusculas entre columnas del
mismo tratamiento muestran diferencias entre especies. Las lineas verticales sobre las
columnas muestran los desvios estdandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).

Independientemente de la especie y el tratamiento considerado, el
porcentaje de mortalidad apical fue alto para ambas especies (Fig. 24). Bajo la
condicién testigo N. nervosa presentd un 80% de mortalidad apical, s6lo un 10%
menos que en la condicion de estrés hidrico. En comparacién, el porcentaje de
muerte apical fue menor bajo la condicién testigo para N. obliqua (un 30% en
comparacion a N. nervosa) y un 40% menos en comparacion a plantas de la
misma especie bajo la condicion de estrés hidrico.

Los valores de area foliar especifica registrados a lo largo de la
temporada no mostraron diferencias entre las plantas sometidas a estrés vy
testigo para N. nervosa (p > 0,05) y en algunas fechas para N. obliqua (ver
Cuadro 4). El Cuadro 4 muestra el valor promedio de area foliar especifica para
ambas especies a lo largo de las sucesivas fechas de muestreo. En el analisis
comparativo realizado entre especies con las plantas bajo el tratamiento testigo,
pudieron verse mayores valores de area foliar especifica para las plantas de N.
nervosa a partir de mediados del mes de enero de 2008 (Cuadro 4).
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Porcentaje de plantas con apice muerto

Ra-T Ra-E Ro-T Ro-E

Figura 24. Porcentaje de plantas con muerte apical por especie en funcion del
tratamiento. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; T= testigo; E= estrés.



51

Los valores de actividad fotosintética neta (An.a) @ RFA saturante de
plantas bajo la condicion de déficit hidrico (estresadas) mostré6 menores valores
en comparacion a las plantas testigo desde mediados del mes de noviembre
(Fig. 25, p < 0,05)). En aquellas fechas donde existieron diferencias
significativas, las plantas estresadas redujeron su actividad fotosintética un 55 y
47% respecto de los valores promedio en plantas testigo y un 77 y 66% respecto
de los valores maximos alcanzados en cada especie para N. nervosa y N.
obliqua. Bajo la condicion de buena disponibilidad hidrica N. obliqua presentd
mayores tasas de Aneta @ RFA saturante en comparacion a N. nervosa (Fig. 25).
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Cuadro 4. Valores promedio de area foliar especifica (AFE) de los diferentes tratamientos por especie y valores de probabilidad de los test ANOVA
realizados entre los diferentes tratamientos por especie y entre especies (para el tratamiento testigo). Referencias: d.s.= desvio estandar; C =plantas
bajo el tratamiento testigo; E = plantas bajo el tratamiento de estrés hidrico; a) Transformacién cos; ¢= Valores analizados mediante el test de Mann-
Whitney.

Fecha
Esp. / Trat. 07/11/07 17/11/07 21/12/07 27/12/07 03/01/08 10/01/08 18/01/08 05/01/08 01/02/08 07/02/08 15/02/08 29/02/08 10/03/08 06/04/08

N. nervosa (Ra)

T 19,70 17,28 17,00 20,34 21,84 25,35 27,37 22,66 22,37 22,31 27,44 22,64 21,61 17,28
d.s. 13,75 12,02 13,94 14,87 15,47 11,29 13,37 13,37 14,27 14,60 +18,06 13,52 13,35 13,55
E 20,18 17,42 18,51 20,05 22,28 22,44 23,46 22,84 23,9 24,36 21,86 21,81 28,37 2,10
d.s. 4,59 +2,38 +3,98 12,96 13,71 7,88 14,35 13,16 +2,91 15,38 15,77 +7,56 +10,85 19,28
p Tratamiento  0,7999 0,8928 0,4062 0,8775 0,8542 05356 0,1507 0,9098 0,4304 0,3968 0,4452 0,7595 0,1774 0,5649
Significancia ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
N. obliqua (Ro)
T 17,84 14,02 14,67 13,9 14,9 15,87 14,87 15,72 15,56 14,92 15,38 15,28 15,5 14,02
d.s. 12,68 1,74 12,41 1,53 12,09 2,73 10,69 2,13 12,68 12,91 11,45 12,01 12,42 2,79
E 18,15 13,53 14,85 13,68 16,85 14,78 14,49 18,46 19,64 25 19,95 19,22 18,35 19,47
d.s. +2,88 1,78 1,24 +1,45 12,56 +2,08 2,48 14,48 +3,98 19,32 15,12 4,75 13,29 17,48
p Tratamiento  0,8121  0,5543 0,8363 0,7607 0,1169 0,3628 0,0094a 0,6389a 0,0195 0,3519a 0,0148 0,0268 0,0571 0,4122
Significancia ns ns ns ns ns ns E > NE ns E > NE ns E>NE E>NE ns ns

p Especie 0,2350 0,0011 0,1272 0,7607 0,6060a 0,0085a 0,0090¢ <0,0001 0,0006 0,0004 0,0496 0,0209 0,0003 0,0403
Significancia ns Ra>Ro ns ns ns Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro Ra>Ro
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Figura 25. Valores promedio de fotosintesis neta (Apeta; Mol CO, m™ s™') y desvios
estandar a RFA saturante (1000 pmoles fotones m? s'1) en las diferentes fechas de
muestreo de la temporada 2007-2008 (Experimento con origenes preseleccionados I).
A= N. nervosa; B= N. obliqua. Los asteriscos sobre los puntos de la figura indican
diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada especie (p < 0,05). Las
diferencias entre especies para un mismo tratamiento se comentan en el texto.

Las tasas de transpiracion (E, mmol H,O m? s') a lo largo de la
temporada presentaron, al igual que las tasas de actividad fotosintética,
modificaciones en funcién del tratamiento de estrés hidrico (Fig. 26). Los valores
minimos y maximos promedio de E fueron 0,82-3,50 y 0,72-3,68 mmol H,O m2
s en plantas estresadas y de 1,52-4,87 y 2,36-4,30 mmol H,O m? s en plantas
testigo para N. nervosa y N. obliqua, respectivamente. En aquellas fechas en las
que existieron diferencias entre tratamientos, estas disminuciones representaron
porcentajes de entre el 24-72% para N. nervosa y 6-80% para N. obliqua,
respectivamente (p < 0,05).
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Figura 26. Valores promedio de tasas de transpiracion (E; mmol H,O m* s'1) y desvios
estandar a RAF saturante (1000 pmoles fotones m s'1) en las diferentes fechas de
muestreo de la temporada 2007-2008 (Experimento con origenes preseleccionados I).
A= N. nervosa; B= N. obliqua. Los asteriscos sobre los puntos de la figura indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05). Las diferencias entre especies
para un mismo tratamiento se comentan en el texto.

La eficiencia instantanea en el uso del agua instantanea (EUA = pmol
CO, m? s'/mmol H,0 m?s™; Fig. 27) de plantas de N. nervosa sometidas a
estrés y plantas bajo la condicion testigo en general no mostraron diferencias
significativas, excepto en cuatro fechas (24-11-07; 27-12-07; 21-02-08 y 29-02-
08; p < 0,05). En el caso de N. obliqua, pudo verse que los valores de EUA
fueron muy similares entre las plantas testigo y estresadas a lo largo de toda la
temporada exceptuando la fecha 13-12-07 en la que las plantas estresadas
presentaron un mayor valor que las plantas testigo (p = 0,0101). En referencia a
la comparacién entre especies, pudo observarse que bajo la condicion testigo,
exceptuando una fecha a principios de la temporada de crecimiento (30-10-07),
posteriormente y en reiteradas fechas de registro a lo largo de la temporada, N.
obliqua presenté mayores valores de EUA que N. nervosa. En referencia a las
plantas estresadas pudo observarse el mismo patrén, registrandose en una gran
cantidad de fechas mayores valores de EUA para las plantas de N. obliqua
respecto a N. nervosa.
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Figura 27. Eficiencia en el uso del agua instantanea (EUA; umol CO, /mmol H,O) y
desvios estandar a RFA saturante (1000 pmoles fotones m? s™) en las diferentes fechas
de muestreo de la temporada 2007-2008 (Experimento con origenes preseleccionados I).
A= N. nervosa; B= N. obliqua. Los asteriscos sobre los puntos de la figura indican
diferencias significativas entre tratamientos por especie (p < 0,05). Las diferencias entre
especies para un mismo tratamiento se comentan en el texto.

En la Figura 28 se muestra la relacién existente entre la tasa de actividad
fotosintética neta (A .ta) @ RFA saturante y la conductancia estomatica (gs).
Para el establecimiento de la relacién entre variables se utilizaron los valores
registrados tanto para plantas testigo como para plantas estresadas.



56

N. nervosa

y = x/0,0427 + 0,0089
r? = 0,90

%
3
o)
(8]
S
£
2
£ N. obliqua y = x/0,0398 + 0,0099
< r?=0,87
20

18
161
14
12
10

0 s T T T T
0 0.2 04 06

gs (mol H,0 m?2s™)

Figura 28. Relacion entre la tasa de actividad fotosintética neta (Aneta) @ RFA saturante y
la tasa de conductancia estomatica (gs) por especie. En el grafico se muestran las
ecuaciones del modelo asi como el grado de ajuste del mismo.

Puede notarse que para ambas especies la gs se correlaciona altamente
con la A s hasta valores de gs de aproximadamente 0,3 mol m? s™. Por encima
de este grado de apertura estomatica, no se producen aumentos proporcionales
de la fotosintesis, indicando otro tipo de limitaciones. Nothofagus obliqua
alcanzé a lo largo de la temporada valores mayores de A.s @ valores de gs
similares y superiores a 0,35 mol m? s™ en comparacién a N. nervosa.

En referencia a la respuesta de la actividad fotosintética neta en funcién
de los distintos niveles de RFA, pudo observarse que a comienzos de la
temporada de muestreo (mes de octubre; Fig. 29 A) existieron diferencias entre
los modelos de una y otra especie (Fqit= 1,804 > F,,s. = 0,010). Nothofagus
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nervosa presento, al igual que N. obliqua un grado de ajuste del modelo de
regresion aceptable (r* =0,84 y r> = 0,73, respectivamente). Ahora bien, al
analizar la diferencia entre parametros de los modelos no existieron diferencias

significativas entre especies (paw= 0,0772; prc= 0,8934; ppci= 0,9753). La
primer especie presentd una tendencia a mayores valores de Anax, Sin diferir en
los valores de rendimiento cuantico aparente (RC) y similares puntos de
compensacion luminica (PCL) en comparacién a N. obliqua (Fig. 29, Cuadro 5).
A mediados de la temporada, luego de ser sometidas al tratamiento de estrés
hidrico, los modelos de plantas testigo y estresadas por especie mostraron
diferencias significativas tanto para N. nervosa (Fi. =1,927 > F,,s. =0,058) como
para N. obliqua (Fgi =2,183 > Fops. =0,123). La primera especie redujo su Amax
en un 70% (p < 0,05), presentando similares valores de RC (p = 0,0636) y PCL
(p = 0,8279) respecto a plantas bajo buena disponibilidad hidrica (Fig. 29,
Cuadro 5). De igual manera, en el caso de N. obliqua sélo existieron diferencias
entre plantas testigo y estresadas en las tasas de A, (p < 0,05), con una
reduccion de un 80% en plantas estresadas respecto a plantas testigo.
Nuevamente para esta especie, al igual que para N. nervosa los valores de RC y
PCL fueron similares entre tratamientos (p = 0,008 y p = 0,9963,
respectivamente). Bajo condiciones de buena disponibilidad hidrica (plantas
testigo), N. nervosa presentdé una menor actividad fotosintética (reduccién de 8
unidades) en comparacién a N. obliqua y un menor RC (p < 0,05; Cuadro 5), sin
presentar diferencias en el PCL (p = 0,6575). Bajo condiciones de estrés, los
valores de los tres parametros fueron similares entre especies.
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Figura 29. A) Tasa de fotosintesis neta (Anta) €n funcién de la radiacion
fotosintéticamente activa (RFA.) por especie a comienzos de la temporada de
crecimiento 2007-2008 (Experimento con origenes preseleccionados I). A) La
linea en negro representa el modelo de ajuste de N. nervosa; la linea azul
representa el modelo generado para N. obliqua. Los asteriscos sobre la figura
muestran diferencias entre el modelo de una y otra especie especificandose las
diferencias entre parametros en el Cuadro 5. B y C) Tasa de fotosintesis neta (A
neta) €N funcién de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) por especie y por
tratamiento a mediados de la temporada de crecimiento 2007-2008
(Experimento con origenes preseleccionados 1). (B = N. nervosa; C = N.
obliqua). En ambas figuras las lineas en color negro muestran los modelos para
plantas testigo y las lineas en rojo muestran los modelos de plantas estresadas
Los asteriscos sobre la figura muestran diferencias entre los modelos para
plantas testigo y estresadas de una misma especie.
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Cuadro 5. Valores promedio de los parametros surgidos del ajuste de la serie de datos
de las curvas A vs. RFA de las diferentes especies/tratamientos al modelo de Landsberg
en dos fechas (principios y mediados) de la estacion de crecimiento 2007-2008.
Referencias: T= testigo; E = estresadas. Diferentes letras minusculas muestran
diferencias entre plantas de distintos tratamientos por especie. Letras mayusculas
muestran diferencias para un mismo tratamiento entre especies. La ausencia de letras
indican valores similares para distintos tratamientos dentro de cada especie y entre un
mismo tratamiento de distintas especies.

Especie  Tratamiento Fecha Amax RC PCL

(umol CO, m?s™)  (umol C mmol fotones ™) (umol fotones m?s™)
N. nervosa T Oct-07 9 0,07 5
N. obliqua T Oct-07 11,7 0,07 8
N. nervosa T Ene-08 10,3aB 0,07B 19
E Ene-08 3,1b 0,03 33
N. obliqua T Ene-08 18,0a A 0,08 A 15
E Ene-08 3,7b 0,05 13

Curvas de vulnerabilidad a la cavitacién

En referencia a las curvas de vulnerabilidad a la cavitacion (Fig. 30; A, B,
C y D), pudo verse que ambas especies presentaron una mayor vulnerabilidad a
la formacién de embolias luego de ser sometidas a estrés hidrico (test F, Fyps.=
0,027 < Feit. = 1,59 para N. nervosa y Fops.= 0,076 < F.t. = 1,85 para N. obliqua).
Ambas especies presentaron valores de potencial hidrico al cual se pierde el
50% de conductividad (PPCsgs) mas bajos en la condicién testigo respecto a
plantas estresadas (test t; p < 0,05). En referencia al factor de curvatura
pudieron observarse diferencias entre plantas estresadas y testigo para ambas
especies (test t; p = 0,0401 para N. nervosa y p = 0,0002 para N. obliqua). La
comparacion entre modelos para plantas testigo y estresadas dentro de cada
especie (test F) también mostré diferencias (para plantas testigo: Fops= 0,012 <
Feit. = 1,61; para plantas estresadas: Fops= 0,005 < F. = 1,71). Los plantines
bajo la condicion testigo se diferenciaron en el valor de PPCsq, (parametro b en
la ecuaciéon del modelo; -1,13 MPa para N. nervosa y -1,53 MPa para N.
obliqua), presentando similares valores de curvatura (parametro a en la ecuacién
del modelo, p = 0,4325). Para las plantas testigo, fue mayor la pérdida de
conductividad hidraulica a presiones crecientes generadoras de embolismos en
N. nervosa.

Bajo la condicién de estrés las plantas de una y otra especie no
presentaron diferencias en ninguno de los dos parametros del modelo (pPppcsos=
0,0904; pcuvatura= 0,5228). Los valores de conductividad hidraulica maxima
(previo a la imposicidon de presién para generar cavitacion) (KSpax, ml de H,O cm
MPa seg™') fueron de 1,88 + 1,10 y 1,61 *+ 1,74 en plantas testigo y estresadas
de N. nervosay de 5,24 + 2,50 y 2,25 £ 0,19 en plantines testigo y estresados de
N. obliqua. En ninguno de estos casos existieron diferencias entre tratamientos
por especie. Considerando el tratamiento testigo, ambas especies presentaron
diferencias entre si en el valor de ksmax (p = 0,0422). Bajo el tratamiento de
estrés, los valores tanto de khn.x como de ksnax fueron similares entre especies.
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Figura 30. Curvas de vulnerabilidad a la cavitaciéon (PPC = porcentaje de pérdida de la
conductividad hidraulica en funcién de la presion aplicada) en plantas testigo (A, B) y
estresadas (C, D) de las especies N. nervosa y N. obliqua, respectivamente. En cada
grafico se muestra el grado de ajuste de la serie de datos al modelo Pammenter &
Vander Willigen, asi como también los parametros estimados del modelo (a y b).

Fluorescencia de la clorfila a

En relacion a los valores de la variable Fv/Fm registrada a partir de las
mediciones de fluorescencia de la clorofila a (Fig. 31), pudo observarse una
reduccion en la eficiencia de transferencia de excitacion en tejido adaptado a la
oscuridad (relacién Fv/Fm) en plantas bajo la condicibn de estrés en
comparacion a plantas bajo la condicién testigo. Dichas diferencias se
evidenciaron durante los meses de noviembre y diciembre en la especie N.
nervosa y recién hacia fines de diciembre en el caso de N. obliqua (p < 0,05; Fig.
31). A partir de esta fecha y por desperfectos técnicos no se pudo continuar con
las mediciones de fluorescencia de la clorofila. La reduccion de la eficiencia de
transferencia de electrones fue comparativamente mayor en N. nervosa
encontrandose dicho valor (en algunas fechas de registro) dentro de los citados
como de “dano severo” en la bibliografia (Fv/Fm = 0,49; < 0,49). Por su parte N.
obliqua presenté valores considerados como de buen estado de salud del
aparato fotosintético (Fv/Fm = 0,66).
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Figura 31. Relacion Fv/IFm
(eficiencia de transferencia de
excitacion en tejido adaptado
a la oscuridad) y desvios
estandar de dicha variable en
las distintas fechas de
muestreo por especie por
tratamiento. Las columnas
blancas representan plantas
bajo el tratamiento testigo y
las columnas negras plantas
bajo el tratamiento de estrés.
Los asteriscos sobre las
columnas muestran
diferencias estadisticas entre
tratamientos por fecha (p =
0,05). Las diferencias entre
especies se comentan en el
texto.

En base a la informacion presentada en los apartados anteriores, se
estimoé el grado de plasticidad fenotipica para ambas especies en funcién de
aquellos parametros o variables con valor adaptativo frente a la sequia. En el
Cuadro 6 se puede observar que N. obliqua presentd un indice de plasticidad
fenotipica promedio levemente mas alto que N. nervosa. Al analizarse por
separado los dos tipos de parametros (morfolégicos y fisiolégicos), se observé
que N. nervosa fue levemente mas plastico en los parametros morfolégicos,
mientras que en los parametros fisioldgicos estuvo por debajo de N. obliqua.

Cuadro 6. indices de plasticidad fenotipica por grupo de variables (morfoldgicas,
fisiologicas) y valores promedio por especies. Sp.= especie, Aérea/Subt. = proporcion de
biomasa aérea respecto a biomasa subterranea; AFE = area foliar especifica; Hlber =
proporcién de Huber, %H= porcentaje de hojas; %T = porcentaje de tallo; %R =
porcentaje de raiz; Prom. = promedios. Ra= Rauli (N. nervosa); Ro = Roble (N. obliqua).

Variables
morfolégicas Sp. Aérea/Subt. AFE Hiiber %H/Total %T/Total %R/Total Prom.
Ra 0,3011 0,338 0,406 0,1085 0,0655 0,120 0,22
Ro 0,2018 0,280 0,150 0,2739 0,2018 0,068 0,20
Variables
fisiolégicas Sp. v, CRApt  Wppt Emax PPCsoq, KSmax EUA Fv/IFm Prom.
Ra 0,22 0,080 0,058 0,230 0,549 0,168 0,709 0,296 0,21
Ro 0,49 0,022 0,036 0,225 0,634 0,578 0,002 0,267 0,28
Plv Ra 0,22
Plv Ro 0,24
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2.10.3. Experimento con origenes preseleccionados Il

Contenido volumétrico de agua en maceta

Los valores promedio de humedad en maceta (contenido volumétrico)
durante todo el periodo de estudio fueron de 34,0 £3,5 % vol/voly 31,9 £ 5,3 %
vol/vol para plantines bajo la condicion testigo y de 9,9 + 8,1 % vol/vol y 13,1
8,4 % vol/lvol para plantines estresados de N. nervosa y N. obliqua,
respectivamente. Los valores promedio registrados en los plantines bajo la
condicion testigo se mantuvieron siempre por encima del punto de marchitez
permanente (PMP = 22,0 % vol/vol) y cercanos al valor de capacidad de campo
(CC = 36,8 % vol/vol), mientras que los plantines bajo la condicion de estrés
alcanzaron y se mantuvieron por debajo del PMP. Se pudieron observar
diferencias en los niveles de humedad en maceta entre tratamientos luego de
una semana de comenzados los registros y hasta el final del experimento (p <
0,05). La temperatura media durante el periodo de estudio vari6 entre 12y 27° C
y la humedad relativa media varié entre 22 y 54%. Durante el periodo de estudio
el déficit de presién de vapor varié entre 1,8 y 5,3 kPa en las mediciones de
media mafiana y entre 1,6 y 6,0 kPa en las mediciones de la tarde.

Dentro de cada especie, todos los plantines mostraron una relacién
similar entre el potencial hidrico (prealba y medio dia) y el contenido volumétrico
de agua en maceta (CV), independientemente de Ila procedencia.
Particularmente comparando los valores de potencial hidrico de prealba a
diferentes valores de CV (Fig. 32), N. nervosa mostré diferencias entre el estatus
hidrico de plantines bajo una condicién de humedad de 0-10% en comparacion
con 10-20 6 > 20, los que fueron iguales entre si (test de Kruskal-Wallis, p =
0,0001), con valores medios de -0,68; -0,32 y -0,32 MPa, respectivamente.
Nothofagus obliqua mostré un patron diferente, presentando diferencias entre los
rangos 0-10 y > 20 y valores similares entre 0-10 y 10-20 6 10-20 y > 20 %
vol/vol (test de Kruskal-Wallis, p = 0,0015; Figura 32 A). Para esta especie, los
valores de potencial hidrico de prealba registrados en los diferentes rangos de
humedad fueron de: -0,45; -0,86 y -1,29 MPa para los rangos > 20, 10-20 y 10-0
% vol/vol respectivamente.
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Figura 32. Potencial hidrico de
prealba (A) y mediodia (B) en
relacion al rango de contenido
volumétrico de agua en maceta
(CV) y (C) relacién entre el potencial
hidrico de prealba (Wpq, MPa) y el

potencial hidrico de mediodia (W,
MPa) para ambas especies Yy
relacion 1:1. Roble = N. obliqua;
Rauli = N. nervosa. Letras
minusculas diferentes indican
diferencias estadisticas en los
valores de potencial hidrico entre
diferentes rangos de contenido
volumétrico de humedad en maceta
dentro de cada especie. Letras
mayusculas  diferentes  indican
diferencias estadisticas entre
valores de potencial hidrico entre
especies para un mismo rango de
contenido volumétrico de humedad
en maceta (p = 0,05). Las lineas
verticales sobre las columnas
muestran los desvios estandar para
cada grupo de datos
(especie/tratamiento).

Comparativamente, considerando un mismo rango de CV, N. obliqua
mostré menores valores de potencial de prealba a cualquier valor que N.
nervosa (test de Mann-Whitney; 0-10; p = 0,0016; 10-20; p = 0,0263; 10-0, p =
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0,0334). Ambas especies, al igual que en temporadas anteriores, mostraron una
reduccion marcada del estatus hidrico a valores de CV cercanos e inferiores al
10% (Fig. 32 A y B). Adicionalmente, ambas especies redujeron su potencial
hidrico minimo en hoja (medido a mediodia) cuando el potencial hidrico de
prealba se redujo, revelando valores umbrales diferenciales dependiendo del
estatus hidrico de la planta (comportamiento anisohidrico, Fig. 32 C).

Los plantines de ambas especies, independientemente del origen
considerado, mostraron reducciones significativas (p < 0,05) en las tasas netas
de fijacidon de CO, (Aneta) luego de ser sometidas al tratamiento de estrés hidrico
(p < 0,05). De todas formas, dentro de cada especie, todos los origenes bajo un
mismo tratamiento (testigo o estrés) mostraron similares valores de Apeta. COmo
en los experimentos anteriores, bajo la condicion testigo, N. obliqua mostré
mayores valores de Aneta que N. nervosa (11,7 £ 3,1 vs. 9,2 £ 4,2 ymol CO, m?s
! respectivamente; p = 0,0387), y similares valores bajo la condicién de estrés
(1,6 £ 2.2 pmol CO, m? s™" para N. obliqua 'y 1,3 + 2,0 ymol CO, m? s™ para N.
nervosa; Fig. 33). Pese a no existir diferencias entre los distintos origenes para
un mismo tipo de tratamiento (testigo o estresadas), considerando el porcentaje
de reduccion en las tasas de A,z €n plantines estresados respecto a plantines
testigo, los origenes Tromen para N. nervosa y Pilolil para N. obliqua mostraron
tendencias a reducciones marcadas (95 y 94%, respectivamente) en
comparacion a los restantes origenes (83%). El origen Yuco para N. obliqua
mostré el menor porcentaje de reduccion respecto del tratamiento testigo (71%).

Eficiencia instantanea en el uso del agua

Algunos de los origenes considerados presentaron modificaciones en la
eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA) en respuesta al estrés hidrico
(Fig. 34). El origen Tromen para N. nervosa y Pilolil para N. obliqua redujeron su
EUA bajo condiciones de estrés en comparacion a plantas testigo (p < 0,05).
Considerando las plantas testigo, los origenes Paimun y Queni para la especie
N. nervosa presentaron mayores valores de EUA que Curruhue y similares
valores que Tromen (Fig. 34; p < 0,05). Bajo la condicién de estrés todos los
origenes de esta especie mostraron valores similares de EUA (p > 0,05). Para
los plantines de N. obliqua bajo la condicion testigo, pudo observarse que el
origen Yuco presentd mayores valores de EUA que los restantes origenes.
Nuevamente y al igual que para N. nervosa, no existieron diferencias en los
valores de EUA de los diferentes origenes bajo la condicion de estrés (p > 0,05).
Ambas especies presentaron similares valores de EUA independientemente del
tratamiento considerado. En todos los casos, las diferencias en EUA se debieron
principalmente a reducciones en A, (con porcentajes de reduccion promedio
de 86 + 8 %).
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Figura 34. Eficiencia en el uso del agua instantanea (EUA) por origen, tratamiento y
especie. Los asteriscos en el grafico muestran diferencias estadisticas entre tratamientos
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columnas muestran los desvios estdndar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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Conductancia estomatica

Independientemente de la especie considerada, todos los origenes
presentaron diferencias en las tasas de conductancia estomatica (gs) entre
plantas testigo y estresadas en alguna de las fechas durante el ciclo de estrés
(Fig. 35, p < 0,05). Sorprendentemente, en algunas fechas, en algunos origenes
de N. nervosa los valores de gs de las plantas estresadas fueron mayores que
los de las plantas testigo (e.g. Curruhue y Paimun; Fig. 35 A y B). Para los
restantes origenes de esta especie, en aquellas fechas en que existieron
diferencias, los valores de gs de las plantas testigo fueron mayores que los de
las plantas estresadas. Las gs maximas registradas a media mafiana para el
origen Curruhue de esta especie fueron mayores que para los restantes
origenes (Tromen, Paimun y Quefii; p < 0,05). Considerando los origenes de la
especie N. obliqua, el origen Pio Proto tuvo siempre menores valores de gs
maxima que los origenes Pilolil y Quillen. En cuanto a las mediciones realizadas
por la tarde, N. nervosa mostré un patron similar al de la mafiana mientras que
para N. obliqua las diferencias se restringieron soélo a Pio Proto y Pilolil. A nivel
de especie, N. obliqua presenté mayores valores de gs que N. nervosa tanto en
los plantines testigo como en los plantines estresados en las mediciones de
media mafiana y mayores valores en plantines testigo en las mediciones de la
tarde. Ambas especies presentaron una alta sensibilidad estomatica en
respuesta al déficit de presion de vapor atmosférico (DPV, kPa), incluso bajo
condiciones de buena disponibilidad hidrica (altos valores de CV, plantas
testigo). Asi las gs se redujeron desde valores maximos a DPV de 1 kPa hasta
un 10-20% de dicho valor a DPV de 1,8 kPa. Cuando valores relativamente altos
de DPV (cercanos a 2 kPa) se combinaron con bajos CV, ambas especies
cerraron sus estomas completamente.

No se registré6 mortalidad de plantines durante el periodo de estudio bajo
la condicion testigo (supervivencia del 100%). Bajo la condicién de estrés,
considerando los distintos origenes de la especie N. nervosa, Tromen presenté
la mayor tasa de supervivencia (80% de plantas vivas) seguido de Paimun
(70%), Curruhue (60%) y Quefii (50%). Dentro de los origenes de N. obliqua,
Quillen present6 las mayores tasas de supervivencia (100%) seguido de Yuco y
Pilolil (80%) y Pio Proto (50%).
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2.11. Discusion general respecto a los experimentos de estrés hidrico

A modo de resumen y en funcién de los distintos experimentos realizados
pueden destacarse los siguientes topicos:

En referencia al experimento preliminar de estrés hidrico pudo verse que
los niveles de disponibilidad hidrica impuestos en el tratamiento "estrés" no
causaron efectos marcados sobre la tasa de supervivencia de plantines ni en las
variables morfologicas-alométricas estudiadas en ninguna de las dos especies.
Este comportamiento probablemente se relacione con las similares tasas de
actividad fotosintética detectadas a lo largo de toda la temporada de registro
entre plantas testigo y estresadas, demostrando que el intercambio gaseoso no
se vio alterado bajo estos niveles de contenido hidrico en el suelo. Cabe
destacar que bajo condiciones Optimas de agua en suelo, N. obliqua presenté
una tendencia a mayores tasas de fotosintesis (por unidad de area foliar)
relacionados tanto con mayores valores de gs como con una mayor
potencialidad a nivel bioquimico (curvas A-Ci). Estas diferencias, sin embargo no
se vieron reflejadas en la tasa de crecimiento de las plantas testigo. Una posible
explicacion seria la menor area foliar total de N. obliqua. Esta puede deducirse
de la similar biomasa foliar total de ambas especies y la mayor AFE de N.
nervosa (Cuadro 4) indicando que la misma biomasa se distribuy6é en una mayor
superficie en el caso de la ultima especie. Este punto en particular es destacado
también en trabajos como los de Davel et al., 2001. Esta mayor superficie foliar,
bajo condiciones de sequia mas pronunciada, podrian perjudicar a N. nervosa,
incrementando sus tasas transpiratorias y generando un mayor dano por
fotoinhibiciéon del aparato fotosintético de dicha especie. A corto plazo, un
mecanismo alternativo que esta especie podria poseer es el de una mayor
senescencia y abscisiéon de hojas (Veblen, 1996). La senescencia foliar inducida
por sequia, especialmente cuando se acompana de abscisién, evita grandes
pérdidas de agua a través de la transpiracién, contribuyendo asi al
mantenimiento de balances hidricos favorables a nivel de planta completa
(Munné-Bosch & Alegre, 2004) con la consecuencia asociada de una reduccion
en la superficie fotosintética. La abscision prematura de hojas ha sido observada
en especies deciduas de este género en respuesta a sequias de verano (Veblen
et al., 1996).

Asi, el crecimiento de estas especies pareceria verse afectado mas alla
de un valor umbral de déficit hidrico en el suelo que serviria como disparador de
respuestas de tolerancia a la sequia. Es sabido para otras especies que niveles
de estrés hidrico moderado no afectan fuertemente las tasas de crecimiento neto
(e.g. arce colorado (Acer rubrum) L., Klos et al., 2006). Asi, dependiendo de la
especie 0 genotipo considerado, la tasa de plasticidad y por ende la tasa de
respuesta en parametros morfolégicos y fisioloégicos pueden presentar diferentes
umbrales ante los que una determinada variable ambiental dispare los mismos,
pudiendo un determinado grado de estrés afectar diferencialmente a unos y
otros mecanismos (Valladares et al., 2006).

Durante el experimento preliminar, ambas especies presentaron una
disminucion marcada en su potencial hidrico a valores de humedad en suelo
menores a aproximadamente 10% vol/vol. Cabe destacarse que las caidas en el
estatus hidrico de las plantas se correspondieron con las fechas finales de cada
uno de los ciclos de estrés impuestos lo que explicaria parte de la baja afeccion
que se observo en las restantes variables registradas. De la misma manera,
estudios en plantines de Quercus petraeca y Q. robur detectaron caidas
importantes en los valores de potencial hidrico de prealba y aumentos en el
déficit hidrico foliar sin registrarse modificaciones sobre parametros morfolégicos
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(biomasa de tallo, hojas y raices) o fisiolégicos (tasas de conductancia
estomatica, eficiencia en el uso del agua; Thomas & Gausling, 2000).

Esta informacién proporciona una herramienta para el manejo de estas
especies en vivero ya que, tratamientos de riego que establezcan valores de
agua en sustrato inferiores al valor de 10% vol/vol (equivalente de acuerdo a la
textura utilizada a valores menores a -0,6 MPa), comenzarian a generar un
efecto sobre el funcionamiento, al menos en plantines de esta edad en este tipo
de contenedores y con este tipo de suelo. El efecto de contenedores de menor
tamafio aun (que son utilizados frecuentemente para el desarrollo inicial de
plantines, ej. tubetes) deberia ser considerado en futuros trabajos debido a que
imponen tasas de desecacién del suelo muy rapidas, alternado posiblemente las
respuestas de los plantines en comparacion con los resultados del presente
trabajo.

En estudios desarrollados por Aranda et al. (2004) en plantas de Quercus
pyrenaica y Q. petraea creciendo en macetas y sometidas a sucesivos ciclos de
estrés, la humedad volumétrica del suelo se redujo en promedio a 5%, llegando
incluso a valores de 3,5% vol/vol. Los valores promedio de potencial hidrico de
prealba en ambas especies disminuyeron a valores menores a -3 MPa bajo
contenidos de agua del sustrato inferiores al 5%. Los valores de potencial de
prealba registrados por estos autores luego de la imposicion de tres ciclos de
sequia consecutivos fueron de -1,80 + 0,52; -1,52 + 0,49 y -1,83 + 0,36 MPa,
respectivamente. Quercus petraea y Q. pyrenaica mostraron un patrén similar de
disminucion del potencial hidrico de prealba de manera similar a lo ocurrido en el
presente trabajo con N. nervosa y N. obliqua.

En el presente trabajo, las curvas de presién-volumen de los distintos
tratamientos revelaron que, independientemente de la especie/tratamiento, no
existi6 capacidad de generar ajuste osmaético en respuesta al tratamiento de
sequia impuesto contrariamente a lo planteado para otras especies del genero
Nothofagus (Korner & Bannister, 1985; Read & Farquhar, 1991). Restaria
analizar si este tipo de mecanismo (ajuste osmético) aparece como respuesta
ante un estrés hidrico mas severo. En el trabajo de Aranda et al. (2004) las
plantas sometidas a estrés presentaron modificaciones en los parametros de las
curvas presion-volumen. Una gran disminucién en el potencial osmotico a plena
turgencia y en el punto de plasmdlisis junto con un aumento en el médulo de
elasticidad maximo fueron registrados en ambas especies tras un segundo ciclo
de estrés hidrico. Resultados similares fueron encontrados para Q. robury .Q.
petraea bajo condiciones de estrés hidrico moderado (Thomas & Gausling,
2000), para las especies Q. lobata y Q. agrifolia (Mahall et al., 2009) y para la
especie Fagus sylvatica (Backes & Leuschner, 2000). Adicionalmente, en
estudios llevados a cabo en plantines de robles sésiles pudo observarse que el
grado de ajuste osmoético fue menos pronunciado luego de una sequia intensa
pero de imposicion rapida en relacién al grado desarrollado ante una sequia
gradual (Collet & Guehl, 1997). En este sentido, y como se mencioné
anteriormente, cabe destacarse que en el estudio desarrollado por Aranda et al.
(2004) las respuestas de ajuste osmotico para ambas especies fueron
registradas luego de la imposicion de un segundo ciclo de estrés hidrico y no
luego del primero, indicando la necesidad de sobrepasar un determinado umbral
de sensibilidad para que se desencadene el ajuste osmdético. En el presente
trabajo, pese a la falta de ajuste osmético y elastico, a nivel de especie y bajo la
condicion testigo, N. nervosa presenté mayores valores de potencial osmatico a
saturacion (Wqsat; p = 0,0167) en relacion a N. obliqua. Esto le conferiria a esta
ultima especie una ventaja frente a condiciones de estrés hidrico moderado, ya
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que le permitiria mantener la turgencia celular a menores potenciales hidricos en
comparacion a N. nervosa.

Durante el segundo experimento de estrés hidrico, el tratamiento de
estrés hidrico impuesto fue mas severo, alcanzandose valores de contenido
volumétrico de agua en maceta inferiores a los de la primera temporada. Si bien,
nuevamente no se generd mortalidad alguna de los plantines, si se registraron, a
diferencia de la primera temporada, efectos sobre variables morfologicas-
alométricas y fisiolégicas, indicando probablemente un traspaso del umbral
antes mencionado. Las plantas estresadas mostraron altos niveles de mortalidad
apical en comparaciéon con las plantas testigo. Estudios donde se evaluaron
distintas plantaciones a campo con las especies en estudio (Davel et al., 2001),
observaron que este es un fendmeno que se registra en las distintas situaciones
evaluadas. Segun estos autores, la mortalidad apical se evidencié con mas
intensidad en N. obliqua que en N. nervosa a diferencia de lo registrado en el
presente trabajo. Los valores de porcentaje de mortalidad de brote apical en las
parcelas de N. obliqua relevadas por Davel et al (2001) fueron las siguientes:
macizo bajo cobertura arboérea 9,72%, plantacion en fajas 9,82%; plantacion en
bosquetes 18,89% vy plantacion en macizo a cielo abierto 80,1%. Como se
menciond, en el presente trabajo, la mortalidad apical fue mas marcada en N.
nervosa que en N. obliqua, y se dio tanto en la condicién testigo como bajo
estrés hidrico (siendo mayor en el segundo caso). Si bien la mortalidad del apice
es un fendmeno normal de los Nothofagus deciduos (Barthélémy et al.1999,
Puntieri et al., 2007), éste es seguido por el relevo desde yemas préximas al
apice, alterando en bajo grado la forma general del fuste. Sin embargo, en el
experimento de estrés severo, el relevo se produjo desde yemas proximas a la
base del tallo, afectando seriamente la forma del mismo. La inversion del patron
de mayor y menor ocurrencia de muerte apical en los robles y raulies a campo
(Davel et al, 2001) y el presente trabajo, podria deberse a algun factor extra que
afecta diferencialmente al roble pellin bajo condiciones de campo. El dilucidar las
causas y grados de ocurrencia de este fendmeno es importante ya que es
reconocido que la buena forma y el fuste recto son caracteres determinantes de
la calidad posterior de la madera. La mortalidad apical ocasiona en estas
especies un retardo importante del crecimiento en altura y bifurcaciones
apicales. En plantaciones de rauli teéricamente bien ejecutadas en las que se
observé un 4% de las plantas con dafos en yemas apicales, la tasa de
crecimiento en altura se redujo un 37% luego de transcurridos dos anos (Basso,
1997). Este fendbmeno es mencionado por Danby (1991) al describir las
plantaciones de Nothofagus en Gales. Este autor menciona que tanto el roble
como el rauli, en vivero o en plantaciones jévenes, pueden sufrir dafios en
apices, lo que al repetirse varios afos origina plantas de mala forma.

Ambas especies presentaron disminuciones en incrementos de altura y
diametro (tanto en términos absolutos como en términos de incrementos
relativos); modificandose también el numero total de hojas y su biomasa, la
biomasa de tallo, raices y total, sin darse modificaciones en la relacion tallo:raiz.
Independientemente de la respuesta a nivel intra-especifico (plantas testigo vs.
estresadas) al comparase plantas bajo un mismo tratamiento de las dos
especies pudo verse que las diferencias fueron minimas, respondiendo asi de
manera similar a dicho grado de estrés hidrico. Las diferencias en parametros
morfoldgicos entre plantas testigo y estresadas estarian debidas principalmente
a las diferencias en las tasas de A, registradas a lo largo de toda la temporada
asi como también de sus variables asociadas (gs, E y EUA) al igual que lo
encontrado para otras especies de arboles y para otras especies del genero
Nothofagus (Martinez Pastur et al., 2007; Peri et al., 2009). Nuevamente, al igual
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que en la primera temporada, bajo la condicién de buena disponibilidad hidrica
N. obliqua presenté mayores tasas de actividad fotosintética (por unidad de area
foliar) a RFA saturante que N. nervosa. No se evidenciaron diferencias a lo largo
de la temporada en las tasas fotosintéticas de hojas preformadas y neoformadas
(pese a existir en hojas neoformadas de plantas estresadas de N. obliqua una
leve tendencia a incrementarse en el tiempo), indicando probablemente que los
niveles de pigmentos accesorios y mecanismos de disipacion de exceso de
energia fueron suficientes para evitar dafios sobre la maquinaria fotosintética en
todos los casos (punto que puede verificarse en funcion de la relacién Fv/Fm
surgida de las mediciones de fluorescencia de la clorofila a). Esto no dejaria de
lado que las hojas neoformadas puedan responder de manera diferencial a otros
tipos de estrés o a mayores intensidades de este mismo factor (Guédon et al.,
2006; Puntieri et al., 2007), dado que estos dos tipos de hojas se diferencian y/o
extienden en diferentes momentos de la estacion de crecimiento bajo
condiciones medioambientales también distintas. Dentro del contexto de la
tolerancia a la sequia, la tasa de recuperacion puede ser de suma importancia
para la aclimatacion de la planta y su supervivencia en un determinado habitat
(Gallé & Feller, 2007).

En referencia a la conductividad hidraulica de la madera cabe destacarse
que, comparando especies, N. obliqua presentd una conductividad hidraulica
especifica maxima (ksmax) COn valores superiores al doble de la observada en N.
nervosa. Esto esta indicando diferencias intrinsecas en propiedades hidraulicas
de la madera entre especies. Diversos autores encontraron una relacion positiva
entre la conductividad hidraulica de la madera y la capacidad de asimilacién de
carbono (Bucci et al., 2004; Santiago et al., 2004; Brodribb et al., 2005). En este
sentido, la mayor ksnax del roble se correlacionaria probablemente con las
mayores tasas de fotosintesis y gs observadas en esta especie debido a una
mayor capacidad de aprovisionamiento de agua desde la raiz hasta las hojas, al
menos a través del xilema del tallo. Asimismo, y contrariamente al compromiso
postulado entre conductividad hidraulica-vulnerabilidad a la cavitacion, las
plantas de N. obliqua no fueron mas vulnerables a la cavitacion que las de N.
nervosa, siendo incluso levemente menos vulnerables (menor potencial al 50%
de cavitacién). Mas alla de las diferencias mencionadas entre especies, ambas
presentaron parametros de la curva de vulnerabilidad a la cavitacién similares a
las descriptas para especies poco resistentes a la cavitacion tanto de zonas con
clima mediterraneo como de bosques templados (Maherali et al., 2004). Sin
embargo, las mayores ks de N. obliqua retrasarian el desarrollo de altas
tensiones (potenciales mas negativos) en el xilema, disminuyendo Ia
probabilidad de llegar a potenciales que provocan importantes pérdidas de
conductividad hidraulica. En este sentido, combinando la informacion de ksmax ¥
curvas de vulnerabilidad a la cavitacion, N. obliqua mostraria ventajas con
respecto a N. nervosa si consideramos condiciones de crecimiento con alta
disponibilidad hidrica y altos niveles de demanda evaporativa en la atmésfera,
condicién que podria darse en el limite este de su distribucién actual.

Contrariamente a lo esperado, se verificé un aumento en la vulnerabilidad
a la cavitacion en individuos de ambas especies que fueron mantenidos bajo
condiciones de estrés severo. A la vez, no se observaron diferencias en la
vulnerabilidad a la cavitacion ni en la kspax €ntre especies, perdiéndose la ventaja
comparativa del roble en la disminucién del desarrollo de altas tensiones. Si bien
no se tiene aun informacién de aspectos anatomicos, esta modificacién en las
curvas y sus parametros, estaria indicando probablemente una falta de
crecimiento de lefio tardio por parte de los plantines estresados hacia fines de la
temporada, funcionando sélo con aquel lefio producido a comienzos de la misma
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(lefo temprano). Este, al presentar un mayor diametro de lumen y un menor
grosor de pared en los vasos del sistema de conduccién (aspecto ligado con el
tamano y resistencia a embolia de las punteduras), le representaria a ambas
especies una menor resistencia a eventos causantes de embolia (Wang et al.,
2003). Si bien esta hipodtesis es plausible, la disminucién o el mantenimiento de
la ksmax €n el rauli y el roble estresados, respectivamente, con respecto a los
valores de las plantas testigo sugiere que las diferencias también estarian
ligadas a variables mas alla de cambios en el tamafio medio de los vasos, ya
que si s6lo se hubiese producido lefio temprano con vasos grandes (pero
vulnerables) las ksmsx deberian haber aumentado.

Los resultados del tercer experimento (origenes preseleccionados II)
muestran que en ambas especies existiria una similar tasa de respuesta en las
distintas variables estudiadas en respuesta al estrés hidrico, entre los diferentes
origenes geograficos considerados. Sin embargo, las diferencias observadas en
supervivencia entre origenes, si bien deben ser tomadas con suma cautela
debido al bajo numero de repeticiones que dificulta un analisis estadisticamente
estricto, sugiere la necesidad de profundizar el conocimiento realizando nuevas
mediciones. En este sentido, bajo el contexto actual de cambio climatico, donde
se prevé un aumento de eventos extremos de precipitacion, menores
precipitaciones y mayor sequia, el poder seleccionar genotipos/origenes mas
aptos es de suma importancia y deberd ahondarse sobre este punto en futuras
investigaciones. Pese a ello nuevamente los resultados de esta ultima
temporada indicarian una mayor potencialidad bajo condiciones de estrés
moderado en la especie N. obliqua. Los menores valores de potencial de prealba
de N. obliqua en comparacion a N. nervosa bajo los diferentes rangos de
humedad en maceta considerados, los mayores valores de Ana bajo la
condicién de buena disponibilidad hidrica, los mayores valores de gs tanto en los
plantines testigo como en los plantines estresados en las mediciones de media
mafiana y los mayores valores en plantines testigo en las mediciones de la tarde
apoyarian esta hipotesis.

Ambas especies presentaron un comportamiento anisohidrico en funcion
de la reduccion en los valores de contenido hidrico de los suelos. Ahora bien,
este mecanismo no responderia al anisohidrismo tipico sensu Tardie &
Simonneau (1998). En estas especies, este mecanismo estaria probablemente
asociado con una falta de respuesta a nivel estomatico en funcion del déficit
hidrico, ligada probablemente a la falta de estrés hidrico severo que estas
especies poseen dentro de los rangos de distribucion geografica actual y pasada
durante la estacion de crecimiento, aprovechando asi al maximo el recurso
hidrico durante la mencionada estacién. En relacion a este punto en particular,
Davel et al. (2001) destacan que los suelos bajo los cuales ambas especies se
desarrollan actualmente pertenecen al régimen de humedad denominado como
udico, es decir con nulo o escaso déficit hidrico (Ferrer et al.,, 1990) en parte
debido al origen volcanico de los suelos donde habitan (suelos muy profundos,
con mucha capacidad de almacenamiento de agua). Estudios desarrollados por
Sun et al. (1995), en N. solandri y N. menziesii mostraron que las tasas de
actividad fotosintética estuvieron mas correlacionadas con conductancias no
estomaticas o residuales a la difusion de CO, mas que con la gs.
Adicionalmente, el anisohidrismo como patron de comportamiento ligado a
especies tolerantes a la sequia, se ve asociado con bajas vulnerabilidades a la
cavitacion. Esta conjuncién de factores hace que la caida del potencial por el
poco cierre estomatico no redunde en una pérdida total de la capacidad de
conducciéon de agua de la planta (e.g. McDowell et al, 2008). En las especies
estudiadas, el anisohidrismo fue acompafado con una alta vulnerabilidad a la
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cavitacion, sugiriendo que mas que un mecanismo de tolerancia a la sequia, es
una consecuencia de no haber evolucionado en ambientes con déficit hidrico
severo en el suelo, resultando en una incapacidad de regulacion estomatica
cuando la senal ambiental proviene desde el suelo. Por el contrario, ambas
especies presentaron una alta sensibilidad estomatica en respuesta al DPV
incluso bajo condiciones de buena disponibilidad hidrica, punto que indicaria que
este ultimo factor (demanda atmosférica) y no el déficit hidrico en el suelo es el
disparador del cierre estomatico. Un comportamiento similar ha sido observado
en plantines de Fagus sylvatica (Lendzion & Leuchner, 2008) y la especie
subtropical Pinus taeda (Bulfe com. pers.). El déficit de presion de vapor es un
factor ampliamente ignorado que influencia el crecimiento y la viabilidad y
posiblemente la distribucion de las especies, por lo que esquemas de manejo
forestal a futuro bajo climas alterados deberian tomar en cuenta dicho factor
(Leudzion & Leuchner, 2008). Como se mencion6 anteriormente la posibilidad de
mantener la estrategia de anisohidrismo a largo plazo es acotada en el tiempo,
convirtiéndose posteriormente y ante un mayor grado de estrés en un
mecanismo de tipo isohidrico (Schultz, 2003; Maseda & Fernandez, 2006).

Dada la acotada distribucion geografica que ambas especies poseen en
el N.O. de la Patagonia Argentina, la que se caracteriza por tener elevados
niveles de precipitacion media anual, no se esperaba a priori que una poblacion
en particular mostrase estar adaptada al estrés hidrico severo de manera
particular, patron al que frecuentemente no estan expuestas. A modo de ejemplo
y en referencia a este ultimo punto, la adaptabilidad de las diferentes especies
de roble europeo (Quercus spp.) al estrés hidrico varia ampliamente dado, en
parte, al amplio gradiente de distribucion geografica y climatica que ocupan
(Abrams, 1990; Dickson & Tomlinson, 1996). Este mismo punto fue observado
por Sun et al., (1995) para especies neozelandesas del genero Nothofagus. Ante
el contexto de escenarios climaticos globales con riesgos de incremento en los
eventos climaticos extremos (Gallé & Feller, 2007; IPCC 2008) la capacidad de
recuperacion y supervivencia a eventos de sequia necesita una mayor atencion.

En resumen, los resultados de los experimentos de estrés hidrico
sugieren que:

-Niveles leves de déficit hidrico en suelo (ver Fig. 11 en donde se detallan los
valores de CV que se corresponden con niveles de déficit) no afectan la
capacidad de intercambio gaseoso y el crecimiento de ninguna de las dos
especies. Valores de conductividad hidraulica maxima y vulnerabilidad a la
cavitacion sugieren que ante condiciones de poco déficit hidrico en suelo pero
alta demanda evaporativa, N. obliqua poseeria una ventaja comparativa frente a
N. nervosa.

-Niveles moderados a severos de déficit hidrico poseen un importante impacto
sobre la capacidad de fijacion de C de ambas especies, y consecuentemente en
su crecimiento. No se detectaron respuestas plasticas en relaciones alométricas
de las plantas, sugiriendo un bajo grado de aclimataciéon por parte de ambas
especies. Los valores de vulnerabilidad a la cavitacion de ambas especies se
corresponden con aquellos reportados para especies muy vulnerables,
aumentando aun mas esta vulnerabilidad en individuos previamente sometidos a
estrés hidrico. Nuevamente se vislumbra una nula aclimatacién de las especies
al estrés hidrico.

-La variabilidad intraespecifica de respuestas ante el estrés fue baja en ambas
especies, mostrandose en general comportamientos similares entre los distintos
origenes. Sin embargo, la supervivencia diferencial observada entre origenes,
sugiere la necesidad de estudios futuros en este sentido, aumentando el numero
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de individuos y buscando las causas en variables no analizadas en este trabajo
(por ejemplo, tolerancia a fotoinhibicion).



75

CAPITULO Il

Respuestas ecofisiolégicas y morfolégicas de Nothofagus nervosay N.
obliqua ante distintas condiciones luminicas.
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3.1. Radiacién y estrés luminico

La radiacion solar es la principal fuente de energia para la fotosintesis,
siendo esencial para todas las plantas y en ultima instancia para la vida de los
animales. A la vez, esta fuente de energia puede pasar de ser un factor limitante
a bajas intensidades a un factor de estrés cuando es excesiva (Gémez-Aparicio
et al.; 2006). Existen cuatro procesos principales en los cuales la radiacion juega
un importante rol para la vida vegetal:

1) fotosintesis: parte de la radiacion absorbida por las plantas es usada para la
sintesis de compuestos carbonados ricos en energia quimica. Este proceso es
caracteristico de las plantas y provee la principal entrada de energia libre en la
biosfera.

2) flujos térmicos: son el mayor modo de intercambio de energia entre las
plantas y el ambiente aéreo. La radiacion solar provee la principal entrada de
energia a las plantas. Mucha de esa energia se convierte en calor, conduciendo
a oftros intercambios y procesos como por ejemplo la transpiracion,
determinando la temperatura de la hoja y asi las tasas de procesos metabdlicos
y el balance entre ellos.

3) fotomorfogénesis: |la calidad de luz juega un rol importante en la regulacién
del crecimiento y desarrollo vegetal, principalmente mediada por la distribucién
espectral de radiacion de onda corta (ver Fig. 36).

4) mutagénesis: mucha de la radiacion de alta energia (radiacién de onda
corta), incluyendo los rayos ultravioletas, radiacion X y y pueden generar dafio
en las células vivas, afectando particularmente la estructura del material
genético y causando mutaciones.

Como se menciond, la radiacién puede ser perjudicial para los vegetales
cuando alcanza niveles excesivos, dafiando el aparato fotosintético hasta puntos
extremos de causar la fotooxidacion de las clorofilas (Jones, 1992). Existe asi un
compromiso entre optimizar la interceptacion de la radiacion para la fotosintesis
y reducir el dafio potencial que ésta puede causar. Evolutivamente las plantas
han desarrollado un amplio numero de estrategias para combinar la absorcidon
de luz con la capacidad para utilizar ésta en el proceso fotosintético.

La luz es probablemente la mas heterogénea espacial y temporalmente
de todas las variables ambientales que afectan a las plantas (Osmond, 1994;
Pearcy et al., 1996). Por ejemplo, existen diferencias espaciales debidas a la
latitud, elevacién, niveles de contaminacion del aire, sombreo, asi como debidas
a cambios temporales tanto a nivel diario como a nivel estacional. Esta gran
variabilidad permite la segregacion de nichos y la coexistencia de especies
vegetales en distintos momentos o en distintos micrositios (Nicotra et al., 1999;
Beckage et al., 2000, Beckage & Clark 2003). La heterogeneidad espacial de
radiacion crea variacion en la disponibilidad de este recurso, afectando los
niveles de fotosintesis y la tasa de crecimiento (Pearcy, 1999).

Aproximadamente sélo un 5% de la radiacién solar que llega a la Tierra
es del tipo fotosintéticamente activa (RFA) comprendida en el espectro visible
(380-680 nm; Fig. 36.). Alrededor de un 85 a 90% de la RAF es absorbida por la
hoja, siendo la restante reflejada por su superficie o transmitida a través de la
misma (Taiz & Zeiger, 1998). La radiacion solar también contiene longitudes de
onda del rango ultravioleta (UV), las que son absorbidas por las plantas y
pueden resultar nocivas, especialmente a nivel molecular (Jansen et al., 1998).
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Figura 36. Espectro de longitudes de onda de la radiacién solar detallando el espectro
electromagnético, rayos gamma, rayos x, UV, luz visible, Infrarrojo y ondas de radio
(extraido y modificado de Taiz & Zeiger, 1998).

3.2. Exceso de radiacion

El exceso de radiacion esta determinado por la energia que sobrepasa
los requerimientos fotoquimicos de la planta y que debe ser disipada en forma
segura para evitar el dano (Osmond, 1994; Adir et al., 2003). Por lo tanto, la
cantidad absoluta del exceso de radiacién dependera de la capacidad
fotosintética de la planta. En términos generales podria decirse que las plantas
adaptadas a crecer en ambientes con altos niveles de radiacion poseen una alta
capacidad fotosintética y los umbrales de exceso de energia son mayores a los
de las adaptadas a crecer en ambientes de baja radiacion, correspondiéndose
con capacidades fotosintéticas menores (Wright et al., 2003). Por lo tanto, en
términos generales, es normal que una planta tenga que soportar excesos de
energia. Por ejemplo, la mayoria de las plantas C; se saturan aproximadamente
con un 25% de los valores de radiacion solar total (exposicién total) sugiriendo
que aun ante condiciones normales, las plantas experimentan periodos con
excesos de radiacion (Larcher, 2003).

Las plantas poseen en general, mecanismos para afrontar fluctuaciones
diurnas de los niveles de radiacion, pudiéndose aclimatar a cambios
estacionales en el tiempo. Pese a ello, los incrementos repentinos en los niveles
de radiacion presentan grandes desafios para las plantas (e.g. la transicion de
bajos a altos niveles de radiacion que ocurren cuando se crea un claro frente a
la caida de un arbol en el bosque o en funcion de niveles de luz variables o
"sunflecks"; Pearcy et al., 1996). También se ha observado que las plantas
experimentan exceso de luz en los momentos en que un estrés medioambiental
0 bidtico reduce su capacidad fotosintética (por ejemplo, momentos de estrés
hidrico), y por consiguiente, se reduce el umbral de radiacién a partir del cual la
energia recibida pasa a constituir un exceso de radiacion (Osmond, 1994;
Mullieaux & Karpinski, 2002).

Siempre que la cantidad de radiacion absorbida por las plantas
sobrepase los niveles requeridos para la fotosintesis, es necesario que existan
estrategias de proteccion en la planta para reducir el fotodafno potencial. Estas
estrategias pueden dividirse en a) aquellas que operan reduciendo la absorciéon
luminica de la hoja (mecanismos de proteccidn externa) y b) aquellas que actuan
dentro de la hoja previniendo el dafo dentro del cloroplasto (mecanismos de
proteccioén interna) (Larcher et al., 2003).
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Los mecanismos de proteccion externa son la primera linea de
defensa contra el exceso de luz, reduciendo la absorcidon de fotones hasta
equipararse con los valores requeridos para una actividad fotosintética
adecuada. Este tipo de mecanismos es empleado en plantas creciendo bajo una
condicion continua de alta irradiancia; poseen hojas con un area foliar reducida
(hojas pequefias y estrechas) y pueden disminuir la interceptacién de radiacion
mediante la orientacion vertical de las hojas. Otra estrategia posible es la de
incrementar la reflactancia mediante la produccion de ceras o pelos. Estos
mecanismos reducen la absorcion de luz de todo el espectro luminico,
protegiendo asi los tejidos del exceso de la energia por radiacién visible junto a
los UV, rayos X, etc. La reduccion del area foliar y el incremento en la
reflactancia también reducen el sobrecalentamiento y la pérdida de agua de las
plantas siendo rasgos comunes en plantas xerdfitas. Pese a que estos
mecanismos son muy efectivos en reducir la interceptacion de luz, usualmente
son determinados durante el desarrollo de la hoja y no son reversibles. Esta
permanencia significa que son sélo adecuados en plantas bajo ambientes
constantes de alta irradiancia. En plantas expuestas a niveles de luz fluctuantes
es necesaria una respuesta mas rapida y reversible de proteccién. También
pueden observarse otros mecanismos, tales como la posibilidad de mover sus
hojas para evitar periodos intensos de radiacién (Taiz & Zeiger, 1998).

Los mecanismos de proteccién interna estan en estrecha relacion al
proceso de fotosintesis. En dicho proceso el oxigeno es generado como
producto de la fotdlisis del agua, esto ocurre cuando el complejo hidrolitico
asociado a la cara luminal del fotosistema dos (producto de la absorcién de luz),
adquiere un potencial redox capaz de oxidar a la molécula de agua. El
metabolismo de las plantas debe estar altamente regulado de manera de
permitir una integracion efectiva de un espectro diverso de pasos biosintéticos.
Esta regulacion no evade completamente la activacion del oxigeno molecular y
la formacion de especies reactivas de oxigeno, particularmente el superoxido, el
peréxido (H2O,) y el oxigeno molecular (Foyer & Noctor, 2005) causantes de
dafio oxidativo en las plantas.

La liberacion de oxigeno es proporcional a la velocidad de transporte de
electrones, la cual esta asociada a la fijacion de CO, mediante la reduccién del
NADP a NADPH vy la sintesis de ATP. La fotosintesis involucra procesos
fotofisicos y fotoquimicos, que dependen de Ila intensidad luminica,
concentracién de CO,, y de la temperatura. Una planta mantenida a temperatura
optima y CO, atmosférico (380 ppm) en oscuridad presentara una tasa negativa
de balance de oxigeno equivalente al consumo de oxigeno en el proceso
respiratorio. Si paulatinamente se ilumina una superficie foliar determinada con
intensidad luminica creciente, la A, @aumentara linealmente con la intensidad
luminica hasta alcanzar una meseta (Fig. 37) (Taiz & Zeiger, 1998). El punto en
que At €S igual a 0 (cero), es decir, la intensidad luminica a la cual la
respiracion y la fotosintesis bruta se igualan se denomina punto de
compensacion luminico (PCL). Por otro lado, la intensidad luminica a la que se
alcanza la meseta (valor maximo) en la tasa de fotosintesis neta (Amax) S€
conoce como punto de saturacion luminica (PSL). La pendiente de la region
lineal indica el rendimiento cuantico de la fotosintesis (RC). La declinacién en el
incremento de la tasa de A.x ¥ SU mantenimiento en valores constantes con el
aumento de la intensidad luminica por sobre el PSL se atribuye a que la
velocidad de carboxilacién a nivel enzimatico (Rubisco) se torna limitante. Tanto
el PSL como el PCL dependen fundamentalmente del grado de sensibilidad de
cada planta a la luz, como se mencion6 anteriormente. Es asi como las plantas
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adaptadas a la sombra presentan PSL y PCL mas bajos que aquellas adaptadas
a pleno sol.

Una vez que la energia provista por la radiacion solar penetra en la hoja
puede ser absorbida por los pigmentos fotosintéticos en las membranas
tilacoidales del cloroplasto, alterando su estado de excitacion. Las plantas
superiores contienen dos tipos de pigmentos fotosintéticos: clorofilas ay b y un
rango de pigmentos carotenoides (xantofilas, carotenos, etc.). Estos ultimos, en
caso de mantenerse un buen estado del fotosistema dos (PSIl), transfieren la
energia absorbida a las moléculas de clorofila. Una vez que la energia luminica
alcanza el centro de reaccion de la clorofila es utilizada por uno de tres procesos
competitivos: 1) procesos fotoquimicos asimilatorios y no asimilatorios, 2)
disipacién como calor y 3) fluorescencia de la clorofila a.

20 Limitacion por luz S < Limitacion por CO 2 =

15

Punto de compensaciq
luminica (PCL)
10

Apeta (HMoOI CO, M2 s7)

Punto de saturacion luminica

i/ (PSL)

400 600 800 1000
RFA (pmol fotones m2 s*)

200

Tasa de respiracion en la oscuridad (Rd)

Figura 37. Tasa de asimilacién fotosintética de CO, neta (Aneta) VS. RFA absorbida por la
hoja, detallando en la curva de respuesta la limitacién por luz, limitacion por
concentracién de CO2, punto de compensaciéon luminica (PCL), punto de saturacion
luminica (PSL) y tasa de respiracion en oscuridad (Rd). Esquema confeccionado en
funcién de Taiz & Zeiger, 1998.

Como se mencion6 anteriormente, el aumento de energia utilizado en
procesos fotoquimicos asimilatorios y no asimilatorios varia dependiendo de la
disponibilidad de luz y diéxido de carbono. Las reacciones de foto-respiracion
permiten que el transporte de electrones proceda y los fotones sean utilizados
bajo condiciones donde el CO, limite la asimilacion fotoquimica. Ha sido
sugerido que estas reacciones fotoquimicas no asimilatorias pueden canalizar
una gran porcién del exceso de energia luminica absorbido por las plantas
(Osmond & Grace, 1995; Grace & Logan, 1996).

Toda la energia luminica por sobre el punto de saturacion luminica (PSL)
se considera en exceso, lo que resulta en la regulacién negativa y disipacion de
este exceso por parte de la planta. Esto generalmente conduce a un descenso
en el rendimiento cuantico (fotoinhibicion dinamica) o en casos extremos puede
llegar a dafar al aparato fotosintético causando fotoinhibicién crénica (Adir et al.,
2003). Este fendbmeno se manifiesta a través de una baja tasa de fijacion de CO,
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y un bajo rendimiento cuantico de la fotosintesis. La fotoinhibicién crénica
involucra la formacién de centros de reaccion no funcionales en los PSII, que se
acumulan en la membrana y promueven la disipacion de calor.

Las especies que estan genéticamente adaptadas a la sombra tienen una
capacidad restringida para aclimatarse a altas irradiancias. Las plantas no
aclimatadas a altos niveles de radiacion tienden a ser dafiadas por los altos
niveles de irradiancia cuando la energia absorbida por los fotosistemas excede
la energia que puede ser usada en procesos fotoquimicos (fotodafo).
Contrariamente, las especies evolutivamente adaptadas a altos niveles de luz
poseen un mecanismo que evita el fotodafo. Existen especies que generan los
mecanismos fotoprotectivos en un corto plazo (ej. Quercus suber, Faria et al.,
1996), aclimatando sus hojas en funcion del nuevo ambiente luminico mientras
que en otras especies se da la muerte y abscision de las hojas (Addicott, 1968),
generandose nuevas hojas aclimatadas al nuevo medio (Guédon et al., 2006;
Puntieri et al., 2007).

La energia es disipada en el sistema de captacion luminica del PSII,
involucrando el ciclo de las xantofilas. La fuerte acidificacion del lumen induce
una conversion enzimatica de los carotenoides violaxantina a zeaxantina. El
exceso de energia es transferido desde la clorofila a las zeaxantinas que pierden
dicho exceso como calor. Esta disipacion de energia puede ser medida por la
fluorescencia de la clorofila a. La presencia del ciclo de las xantofilas dentro de
la membrana tilacoidal y su sensibilidad provee una rapida y efectiva respuesta a
las condiciones de exceso de luz. EI mecanismo exacto por el cual la zeaxantina
disipa la energia es aun discutido pero existe un amplio consenso de que esta
molécula esta involucrada en la mitigacion de exceso de energia dentro de la
membrana tilacoidal, tanto directa como indirectamente (Owens, 1994; Horton,
1996).

Es sabido que en ambientes con bajos niveles de déficit hidrico, los
niveles de radiacién son el principal factor determinante de la composicién de
especies en las distintas etapas sucesionales de los sistemas boscosos (Good &
Good, 1972; Pacala & Tilman, 1994; Gémez-Aparicio et al., 2006; Rodriguez-
Calcerrada et al., 2008). Debido al porte de las especies arbustivas y arboreas,
que en algunos casos forman estratos de diversas alturas dentro de los
bosques, la heterogeneidad en la disponibilidad de radiacién es muy amplia,
tanto a nivel vertical como horizontal (Pearcy, 1999; Valladares, 2003). Por ello,
durante la ontogenia de una especie arbérea que regenera en el sotobosque
debe variar su tolerancia a niveles de radiacién bajos y altos. A su vez, existen
diferencias intrinsecas en la tolerancia a la sombra y excesos de radiacion de las
distintas especies, determinando en gran medida su comportamiento como
pioneras o especies que aparecen en las etapas tardias de la sucesion (King,
2003). Son escasos los estudios donde se evalle el crecimiento en relacién a la
radiacion para el género Nothofagus y los que existen estan referidos
principalmente al desarrollo bajo condiciones naturales en el bosque. Rosenfeld
(1972) analizé el desarrollo natural de N. nervosa y N. dombeyi durante los
primeros treinta afios de vida en terrenos parcial y totalmente explotados
(penumbra y plena luz). Sus resultados indicaron que N. nervosa soporta mejor
la condicién de sombra que N. dombeyi. Espinosa (1972) amplié este estudio a
mayor cantidad de sitios e incluy6 a N. obliqua. De acuerdo a sus resultados, N.
dombeyi posee mayores requerimientos de luz que N. nervosa, mientras que N.
obliqua presentaria un nivel de exigencia minimo. Aguilera & Fehlandt (1981)
evaluaron el crecimiento, por dos periodos vegetativos, de N. dombeyi y N.
obliqua en condiciones experimentales, cubriendo las plantulas con distintos
materiales, logrando tres niveles de sombra. Nothofagus nervosa y N. obliqua
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presentaron desarrollos similares entre si, presentando un mayor desarrollo bajo
40 % de luminosidad. En los trabajos mencionados, se estimé el crecimiento en
términos de biomasa, altura o peso seco en relacion a la luz incidente. Entre los
trabajos que tienen en cuenta procesos fisiolégicos como método para evaluar la
respuesta de la regeneracién a las condiciones luminicas, se encuentra el de
Read & Hill (1985) quienes colocaron plantulas de diversas especies del genero
Nothofagus durante los 5 meses anteriores a las mediciones de fotosintesis,
bajo condiciones semi controladas de intensidad luminica, humedad y nutrientes.
En dicho trabajo se analizaron las respuestas de plantulas crecidas al sol
(recibiendo el 80 % de la radiacion fotosintéticamente activa) y crecidas a la
sombra (recibiendo so6lamente luz difusa). Como resultado se observé que
Nothofagus nervosa resultd la especie mas tolerante a la sombra. En lo que se
refiere a N. dombeyi y N. obliqua, no se observaron diferencias significativas en
cuanto a su patron de fotosintesis. Por otro lado, Kitzberger (1994), obtuvo
valores de punto de compensacion y saturacion luminica para N. dombeyi muy
semejantes a los obtenidos por Read y Hill (1985).

En resumen, para el caso de las especies del género Nothofagus
analizadas en el presente trabajo, el conocimiento existente sobre la respuesta a
la radiacién destaca el rol fundamental de proteccidon que generan los estratos
arbustivos y arboreos en el establecimiento a campo de las mismas (e.g. Davel
et al.,, 2001; Peyrou, 2002). Lo mismo ocurre con otras especies arboéreas
conspicuas de la region Patagonica, aunque de sitios mas xéricos, como
Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera, Gobbi & Schlichter, 1998;
Kitzberger et al., 2000; Gyenge et al., 2007), que requiere de la proteccién de
plantas nodrizas para evitar los excesos de radiacion durante su
establecimiento. Pese a lo expuesto para las primeras etapas de instalacion,
tanto N. nervosa como N. obliqua han sido caracterizadas como especies poco
tolerantes a la sombra, siendo necesarias posteriormente a la etapa de
instalacion, liberaciones de copa que permitan la llegada de radiacién para un
normal desarrollo (Davel et al., 2003).

3. 3. Objetivos particulares del presente capitulo

Las actividades del presente capitulo tuvieron como objetivo:
1) Aportar al conocimiento del rango luminico en el cual se da la sobrevivencia y
el optimo crecimiento de N. obliqua y N. nervosa en la fase de plantin,
conociendo algunos de los mecanismos involucrados en la respuesta a distintas
intensidades luminicas de N. obliqua y N. nervosa, considerandose: variables
morfoldgico-alométricas vy fisioldgicas.
2) Verificar a nivel especifico la existencia de plasticidad fenotipica en relacién
con las respuestas fisiologicas y morfolégicas a distintos tipos e intensidades de
estrés luminico.
3) Determinar la existencia de diferencias en los patrones de respuesta
fisioldgica y morfoldgica a nivel inter-especifico bajo distintas condiciones de
radiacion.

3. 4. Materiales y métodos

En funcién de los objetivos antes planteados se trabajé durante la
temporada noviembre de 2007 a abril del 2008 en un experimento en el cual se
sometié a plantines de cuatro afios de edad de las especies N. nervosa y N.
obliqua a crecer bajo tres niveles de radiacién luminica (intensidad luminica).
Para la seleccion de los plantines se utilizdé el mismo criterio que el detallado en
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el Cap. 2, considerdandose los mismos origenes geograficos que en el
experimento de estrés hidrico con origenes preseleccionados | (ver Cap. 2 para
detalle de los mismos), estandarizdndose las condiciones de altura inicial y
didmetro de los plantines.

En el predio de la EEA INTA Bariloche, se establecieron aleatoriamente 9
parcelas de 8 x 2,5 m, distribuyéndose dentro de éstas, al azar, 10 plantas en un
esquema de dos hileras (5 plantas de cada una de las especies; ver Fig. 38).
Cada planta se ubicé a 50 cm de la planta mas cercana de forma de evitar un
efecto de sombreo entre plantas. Los diferentes tratamientos luminicos se
establecieron en funcién de la utilizacion de tela mediasombra de diferente trama
(correspondientes a las vendidas comercialmente como 50 y 80% de cobertura).
Las intensidades de luz a las cuales se sometié a los plantines se definieron en
base a estudios previos (e.g. Peyrou, 2002; Davel et al., 2003). Se establecieron
tres condiciones luminicas: 1) pleno sol (PS, sin cobertura de media-sombra,
equivalente en promedio a 1011+742 pumoles de fotones m? s™), condicion de
luz saturante en estas especies, 2) 50% de cobertura (50%, equivalente a
566366 umoles de fotones m? s™) y 3) 80% de cobertura (80%, equivalente a
3134227 pmoles de fotones m? s™). Aleatoriamente se asigné a cada una de las
parcelas un tratamiento, cubriéndose asi las asignadas a los tratamientos de
50% y 80% de cobertura con un techo de tela mediasombra montada sobre
estructuras de tubo de polipropileno (Fig 38). De esta forma quedaron definidas
3 parcelas de cada uno de los 3 tratamientos (PS, 50% y 80%). Las parcelas
fueron ubicadas desfasadas en el espacio de forma tal de que no existiera un
sombreo entre ellas (Fig. 38), disminuyéndose particularmente la influencia de
las parcelas con mediasombra sobre las de la condiciones de sol pleno y
lograndose la mayor estandarizacion posible de las condiciones microclimaticas
de cada parcela.

El tipo de contenedor (maceta) y sustrato fueron estandarizados
previamente al montado de las plantas en las parcelas, trabajandose con
macetas de un volumen de 3 litros y el mismo tipo de suelo utilizado en el
experimento de estrés hidrico con origenes preseleccionados | (ver Cap. 2 para
detalle del mismo). A lo largo de todo el experimento, la humedad del suelo de
las macetas se mantuvo cercana al punto de capacidad de campo (CC)
mediante riego automatizado a través de goteros individuales. El efecto de los
distintos tratamientos luminicos se evalu6é a lo largo de toda la estacion de
crecimiento (2007-2008), monitoreandose las siguientes variables:

a) Variables micro ambientales

Periddicamente, con una frecuencia semanal y sobre todos los plantines se
registré el contenido volumétrico de agua (CV, % vol/vol) en maceta mediante
TDR (Time Domain Reflectometry, sensor tipo tridente T3 de la firma Imko
GMBH, Alemania) monitoreandose y asegurandose un buen suministro hidrico a
las macetas durante todo el periodo de duracion del experimento.

A lo largo de la temporada de muestreo en tres fechas puntuales se
registré la temperatura (°C) y la humedad relativa atmosférica en tres puntos
bajo cada una de las 9 parcelas de forma tal de poder comparar las condiciones
microclimaticas bajo cada tratamiento.

La radiacion fotosintéticamente activa (RFA, pmol fotones m-2 s-1) se
registro mediante el sensor de RFA externo del equipamiento Li-6400 (Licor,
Lincoln, Nebraska, EE. UU).
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b) Variables morfolégico alométricas

Al inicio, fechas intermedias y fin del periodo de estudio se midio la altura total y
didmetro a la base del tallo de cada plantin. Al igual que en los experimentos
referidos a las respuestas a estrés hidrico, las mediciones de altura y diametro
se utilizaron para calcular los incrementos relativos de cada variable como:

(variable al inicio de la temporada - variable al final de la temporada)
variable al inicio de la temporada

considerandose también los incrementos absolutos de las distintas variables
morfologicas. Las mediciones de altura total (mediciones lineales) se realizaron
con cinta métrica. Las mediciones de diametro se realizaron con un calibre
digital marca Mitutoyo, realizando marcas en sitios especificos del tallo a fin de
registrar el incremento en el mismo punto.

Semanalmente se cosecharon hojas a las que se les realizaron
mediciones de area foliar especifica, escaneandose dichas hojas y registrandose
el area mediante la utilizaciéon del programa HOJA 1.0 (Verga, 2000).
Posteriormente las hojas se secaron en estufa a 70 °C durante 48 horas
pesandose mediante la utilizacion de una balanza digital con precision de 1 mg
(Scintech SA 510, Scientech Inc., Boulder, EE. UU.).

Al final de la temporada de muestreo sobre todos los plantines del
experimento de estrés luminico se evalud la biomasa de raices, tallo+hojas y
total y la cantidad de hojas por planta. Dichos registros fueron utilizados
adicionalmente para establecer relaciones alométricas entre éstas y otras
variables (e.g. biomasa aérea/radical, area foliar/diametro del tallo, area
foliar/peso de raices, etc.).

Durante el mes de Abril de 2008, sobre los plantines de las distintas
especies/ origenes/ tratamientos, se registré la tasa de supervivencia de
plantines y la tasa de mortalidad apical (porcentaje de plantas con apice muerto)
por tratamiento.

c) Variables ecofisiologicas

Intercambio gaseoso de CO, y H,O

La tasa de fotosintesis neta (Aneta; hmol CO, m*2 s'= fotosintesis bruta-
fotorespiracién-respiracion) fue registrada mediante el uso de un medidor de
intercambio de gases basado en un analizador infrarrojo (IRGA, Li-cor 6400; Li-
cor, Lincoln, Nebraska, EEUU). Al igual que para las mediciones realizadas en
los experimentos referentes a la respuesta a estrés hidrico, en el presente
experimento se midié la respuesta de la tasa neta de fijacion de CO, ante
condiciones de luz saturante mediante el procedimiento de auto registro (Aneta @
RFA saturante), utilizandose el mismo procedimiento descrito en el Cap. 2 y
curvas de respuesta de A, ante distintas condiciones luminicas (Aneta vVS. RFA).

Las mediciones de A,.s @ RFA saturante se realizaron con una
frecuencia semanal en 5 a 7 individuos por especie y tratamiento. Las
mediciones de A..a VS. RFA se realizaron dos veces a lo largo de la temporada
de muestreo en fechas contrastantes (principios y mediados de la temporada de
crecimiento). Dicha medicidon fue realizada con el fin de registrar la variacion
existente entre distintos estadios fenoldgicos de hojas preformadas (nov.-dic. de
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2007) y hojas neoformadas (dic. de 2007- abril de 2008). En todos los casos
para las mediciones de A, @ RFA saturante realizadas, el nivel de RFA
utilizado fue de 1000 pmol fotones m?s™.

Para las mediciones de curvas de A, VS. RFA realizadas en el presente
experimento se utilizé la misma concentracion de CO, que en los experimentos
de respuesta a estrés hidrico (400 ppm), una tasa de flujo de 300 mL min™, una
temperatura de hoja de 18°C, y un tiempo minimo de espera de 3 minutos por
nivel de RFA. Los valores de RFA utilizados fueron: 0, 50, 100, 500, 750, 1000 y
1200 pmoles de fotones m? s™'. Los registros de cada especie y tratamiento se
ajustaron al modelo de hipérbola rectangular de Lansberg (1977) descripto en el
capitulo dos.

Adicionalmente se registraron periddicamente las tasas de conductancia
estomatica mediante la utilizacion del equipo Li-Cor 6400 (Li-cor, Nebraska,
EEUU). Todas las mediciones de intercambio gaseoso realizadas se efectuaron
sobre hojas apicales y/o hojas subapicales completamente expandidas del tercio
superior de cada una de las plantas evaluadas.

Los resultados obtenidos de todas las mediciones de intercambio gaseoso
permitieron también estudiar la relacién entre las tasas de fotosintesis neta
(Aneta) Y la conductancia estomatica (gs, mol H,O m2 s'1), las tasas de
transpiracion (E, mmol H,O0 m? s™), la eficiencia en el uso del agua a nivel
instantaneo (EUA) calculada como el cociente entre la tasa de Aneta Y E (umol
CO, m? s/ mmol H,O m?s™) a nivel intra- e interespecifico.

Fluorescencia de la clorofila

Se midi6 la fluorescencia no modulada de la clorofila expresandose el
resultado en forma del cociente entre la fluorescencia variable y la fluorescencia
maxima (Fv/Fm) en forma peridédica (semanal) en plantas creciendo bajo los
distintos tratamientos durante los meses de noviembre y diciembre de 2007. Las
mediciones se discontinuaron posteriormente por desperfectos técnicos del
equipo de medicidon de fluorescencia. Las mediciones fueron realizadas
mediante el uso del equipamiento Li-6400 y fluorometro Li-6400-40. Siete
plantas por especie y tratamiento fueron previamente sometidas a un ambiente
sin radiacion solar (oscuridad total) por un periodo de 30 minutos, registrandose
posteriormente y ante la aplicacion de un pulso de radiacion de baja intensidad
la tasa minima de fluorescencia (FO) cuando el centro de reaccién del
fotosistema dos (PSIl) estuviera abierto. Luego de la aplicacion de un pulso de
luz saturante de alta intensidad (flash) para inducir el cierre temporario del PSlI,
se registro la tasa maxima de fluorescencia (Fm). Se estimé asi el rendimiento
cuantico maximo de la reaccion inicial en el PSIl (Fv/Fm), relacion indicadora del
estado de salud del PSII.

Plasticidad fenotipica

La plasticidad fenotipica (ver definicién en el capitulo dos, seccion 2.6) se
calculo mediante el indice Plv basado en las medias maximas y minimas de los
diferentes tratamientos considerados (Valladares et al, 2006). Las variables
utilizadas para su calculo fueron: cantidad de hojas, relacién tallo+hojas:raiz,
area foliar especifica (AFE), punto de compensacién luminica (PCL), rendimiento
cuantico (RC), fotosintesis maxima (Amax), eficiencia instantanea en el uso del
agua (EUA) y respiracién en la oscuridad (Rd) (Valladares, com. pers.). Dicho
calculo se realizo tanto para hojas preformadas como para hojas neoformadas
en ambas especies.
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3.5. Andlisis estadisticos

Los valores de CV en maceta por fecha, los valores de altura total (valor
absoluto), incremento relativo en altura (IRA), diametro (valor absoluto),
incremento relativo en diametro (IRD), area foliar especifica (AFE), biomasa de
cada una de las partes seleccionadas, cantidad de hojas, relacion
tallo+hojas:raiz, valores de Aneta @ RFA saturante y valores de la relacién Fv/Fm
(fluorescencia de la clorofila a) fueron comparados por fecha entre distintos
tratamientos por especie y para un mismo tratamiento entre especies mediante
analisis de variancia (ANOVA) de una via. En todos los casos los supuestos de
normalidad y homocedasticidad fueron puestos a prueba antes de aplicar
ANOVA. Se utilizé6 un nivel de significancia del 0,05 (p < 0,05). En aquellos
casos donde no se cumplieron los supuestos estadisticos se utilizaron tests no
paramétricos de Mann-Withney y Kruscal-Wallis. Los modelos empiricos de
regresion de la relacion entre A,z VS. RFA se compararon mediante el test F de
Fisher (Neter & Wasserman, 1974; ver descripcién en el capitulo dos). Los
parametros estimados de cada uno de los modelos (a nivel de tratamientos por
especie y para un mismo tratamiento entre especies) se compararon mediante el
test t de Student (Sokal & Rohlf, 1995; ver descripcién en capitulo dos).
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Figura 38. Fotografia (A) y Esquema (B) de las parcelas del
experimento de estrés luminico. Los colores negro, gris y blanco en
la Fig. B representan las parcelas de 80% de sombra (80%), 50%
de sombra (50%) y pleno sol (PS) respectivamente. Los puntos
dentro de cada parcela representan las 10 plantas de cada parcela
(5 plantas x 2 especies).
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3.6. Resultados

Contenido volumétrico de agua en maceta, temperatura media y humedad
relativa del aire

Los contenidos volumétricos de agua en maceta registrados bajos los
tres tratamientos de intensidad luminica en ambas especies fueron similares en
todas las fechas de registro (p > 0,05), evidenciando un buen control de las
condiciones de riego (Fig. 39). En funcién de los valores obtenidos de la curva
de retencion hidrica del suelo utilizado, pudo verse que dichos valores
estuvieron siempre muy por encima del punto de marchitez permanente (PMP =
26,4 % vol/vol). Durante el periodo de estudio la temperatura media registrada
fue de 15,7 + 8,6 °C sin evidenciarse diferencias bajo los diferentes tratamientos
impuestos (carpas de mediasombra, pleno sol) al igual que la humedad relativa
promedio, que presentd un valor medio de 59,8 £ 23,2 %.

Variables morfolégico-alométricas

Al inicio de la temporada de registro 2007-2008 los plantines designados
a cada uno de los diferentes tratamientos luminicos por especie no presentaron
diferencias en la altura total (p = 0,5925 para N. nervosay p = 0,6018 para N.
obliqua), existiendo si diferencias en esta variable entre especies (N. nervosa =
21 cm < N. obliqua = 43 cm; p =0,0001). Este hecho hizo que la comparacion a
nivel de especie realizada para esta variable se limitase solo a los incrementos
relativos (IRA). Asi también en funcion de este punto y al no contar con un
registro de los valores iniciales de las distintas porciones de biomasa, el analisis
de estas ultimas se limito a los distintos tratamientos por especie no asi entre
especies.

En referencia a los valores de diametro inicial pudo verse que no
existieron diferencias entre los valores de esta variable en los plantines
designados a los diferentes tratamientos por especie (p = 0,1276 para N.
nervosay p = 0,8806 para N. nervosa) ni entre especies (p = 0,2240).
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Figura 39. Contenido volumétrico de humedad en maceta (CV; % vol/vol) por especie y
tratamiento para las diferentes fechas de registro en el experimento de estrés luminico.
Referencias: CC = capacidad de campo del suelo (linea verde); PMP = punto de
marchitez permanente del suelo (linea roja). Las lineas verticales sobre los puntos
muestran el desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento). Los
valores de una y otra especie asi como los tratamientos para una misma especie no
presentaron diferencias estadisticas significativas (p > 0,05).

Al considerarse los registros de fines de la temporada de crecimiento
pudo verse que no existieron diferencias entre los valores absolutos y los
incrementos relativos en altura (Fig. 40) y diametro (Fig. 41) entre tratamientos
por especie (p > 0,05). En términos absolutos, los incrementos promedio en
altura fueron de 2,0; 2,7 y 1,5 cm para los tratamientos 50%, 80% y PS en N.
nervosa y de 3,6; 1,8 y 2,5 cm para los tratamientos 50%, 80% y PS de N.
obliqua. En referencia a los incrementos en diametro, los valores promedio
fueron de 1,7; 1,3 y 1,3 mm para los tratamientos 50%, 80% y PS en N. nervosa
y de 2,2; 1,6 y 2,3 mm para los tratamientos 50%, 80% y PS de N. obliqua.
Comparativamente, N. nervosa presentd un mayor incremento relativo en altura
en comparacion a N. obliqua bajo el tratamiento de 80% de cobertura (p =
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0,0419). En términos absolutos si bien los valores iniciales de altura de una y
otra especie fueron diferentes, el incremento fue similar (2,1 cm para N. nervosa
y 2,6 cm para N. obliqua). En relacion al diametro del tallo, esta ultima especie
presentd en comparacién a N. nervosa un mayor incremento relativo (p =
0,0152) baijo el tratamiento PS (Figs. 40 y 41).
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Figura 40. Incremento relativo en altura (IRA) por especie y tratamiento al final de la
temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% =
tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de pleno sol. Las letras mayusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas significativas entre especies bajo un mismo tratamiento luminico. Las lineas
verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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Figura 41. Incremento relativo en diametro (IRD) por especie y tratamiento al final de la
temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% =
tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno. Las letras mayusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas significativas entre especies bajo un mismo tratamiento luminico. Las lineas
verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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En cuanto a la cantidad de hojas promedio por planta (Fig. 42), N.
nervosa presentd una mayor cantidad bajo el tratamiento PS diferenciandose de
las plantas bajo 50 y 80% de cobertura (p = 0,0467). Nothofagus obliqua
presentd una mayor cantidad de hojas por planta bajo el tratamiento 50%,
diferenciandose de las plantas bajo el tratamiento PS y 80% de cobertura.

No se registré6 mortalidad de plantines bajo ninguno de los tratamientos
luminicos, independientemente de la especie considerada. La mortalidad de
apices sigui6 el orden: PS>80%>50% en ambas especies (Fig. 43).

En relacion a los incrementos de biomasa, N. nervosa presentod similares
valores de biomasa aérea (tallo+hojas) y biomasa total entre tratamientos al final
de la temporada y mayores valores de biomasa de raices bajo el tratamiento de
80% en comparacion al tratamiento de PS (Figs. 44; 45; 46). Adicionalmente fue
bajo este ultimo tratamiento donde se registré una mayor asignacion a tallo en
comparacion a los restantes tratamientos (p = 0,0001; Fig. 47). Los plantines de
N. obliqua mostraron similares incrementos en biomasa aérea, raices, total y
relacion biomasa aérea: raiz para los diferentes tratamientos luminicos (Figs. 44;
45; 46 y 47).
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Figura 42. Cantidad de hojas promedio por planta por especie y tratamiento al final de la
temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% =
tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas significativas entre los distintos tratamientos luminicos por especie. Las
letras mayusculas en el grafico muestran diferencias estadisticas significativas entre
especies bajo un mismo tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas
muestran el desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

La relacion parte aérea (tallothojas): subterranea (raiz) mostrd
diferencias entre especies en funcién del tratamiento considerado, siendo
similares bajo la condicion de 80% de cobertura y mayor para N. nervosa bajo la
condicion de 50% de cobertura y PS respecto de N. obliqua (Fig. 47).
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Figura 43. Porcentaje de plantas con apice muerto por especie y tratamiento al final de
la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% =
tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno.
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Figura 44. Biomasa de raices (g) por especie y tratamiento al final de la temporada de
crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% = tratamiento de 50% de
cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las
letras mindsculas en el grafico muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de
una misma especie. Las letras mayusculas en el grafico indican diferencias estadisticas
para un mismo tratamiento entre especies. Las lineas verticales sobre las columnas
muestran el desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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Figura 45. Biomasa de tallo (g) por especie y tratamiento al final de la temporada de
crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% = tratamiento de 50% de
cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las
letras mayusculas en el grafico indican diferencias estadisticas para un mismo
tratamiento entre especies. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio
estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

—>

e

Biomasa total (g)

—@
—

O=_2NWAhOOIONO©O

Ra 80% B Ro80% ORa50% ORo50% ORaPS O RoPS

Figura 46. Biomasa total (g) por especie y tratamiento al final de la temporada de
crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50% = tratamiento de 50% de
cobertura; 80% = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las
letras mayusculas en el grafico indican diferencias estadisticas para un mismo
tratamiento entre especies. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio
estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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Figura 47. Relacion biomasa aérea:biomasa subterranea (raices) por especie y
tratamiento al final de la temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N.
obliqua; 50% = tratamiento de 50% de cobertura; 80% = tratamiento de 80% de
cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran
diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma especie. Las letras mayusculas
en el grafico indican diferencias estadisticas para un mismo tratamiento entre especies.
Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo
de datos (especie/tratamiento).

En referencia a los valores de area foliar especifica (AFE, kg m™; Fig. 48)
en N. nervosa pudo verse que aquellas plantas bajo el tratamiento de PS
presentaron hacia fines de la temporada de crecimiento (mes de febrero en
adelante) menores valores de AFE en relacién, principalmente, a las plantas
bajo el tratamiento de 50% de cobertura (p < 0,05). Por su parte N. obliqua
presenté diferencias en los valores de AFE entre tratamientos tanto a principios
como a fines de la temporada de crecimiento. Al inicio de la temporada el menor
valor de AFE registrado se presentd en plantas bajo el tratamiento de 80% de
cobertura diferenciandose de aquellas plantas bajo el tratamiento de PS (p <
0,05). Hacia fines de la temporada este patron se invirtio, presentando tanto las
plantas bajo el tratamiento de 50% como de 80% de cobertura mayores valores
de AFE que las plantas bajo PS. A nivel de especie, considerando las plantas
bajo el tratamiento de 50% de cobertura, N. nervosa presentd solo en una fecha
a principios de la temporada de crecimiento mayores valores de AFE que N.
obliqua mientras que esta Ultima especie, en mas de una fecha hacia fines de la
temporada (04-02-08; 03-03-08; 11-03-08; 13-04-08) mostré mayores valores
que N. nervosa. El mismo patron fue observado en los plantines bajo el
tratamiento de 80% de cobertura, existiendo una menor cantidad de fechas en
las que las diferencias fueron estadisticamente significativas (11-11-07; 26-01-
08; p < 0,05). En referencia al tratamiento de PS pudo observarse una tendencia
completamente opuesta al patrén antes descrito, las plantas de N. nervosa
presentaron hacia fines de la temporada de crecimiento (03-03-08; 11-03-08;
30-03-08; 13-04-08) mayores valores de AFE que N. obliqua.

Variables ecofisiolégicas

Ambas especies presentaron una menor A.¢, @ RFA saturante bajo el
tratamiento PS a principios de la temporada (Fig. 49, ANOVA, p < 0,05; valores
menores al 0,85 para la relacién Fv/Fm surgida de las mediciones de
fluorescencia de la clorofila; Fig. 50). Posteriormente, hacia el mes de febrero
dichas tasas se incrementaron en hojas neoformadas. En referencia a las
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mediciones de la relacion Fv/Fm cabe destacarse que, comparativamente, las
plantas de una y otra especie bajo el mismo tratamiento presentaron similares
valores de la mencionada variable (p > 0,05). Considerandose las tasas
fotosintéticas para un mismo tratamiento entre especies pudo notarse que al
comienzo de la temporada, independientemente del tratamiento considerado, las
tasas de Aneta de una y otra especie fueron similares existiendo diferencias entre
especies a partir del mes de febrero (N. obliqua > N. nervosa; p < 0,05).

Los valores de conductancia estomatica (gs) de N. nervosa solo
presentaron diferencias entre tratamientos a comienzos de la temporada de
crecimiento (durante los meses de noviembre y diciembre), en donde las plantas
bajo el tratamiento 80% presentaron mayores tasas de gs (p < 0,05). Nothofagus
obliqua presenté una menor diferencia entre tratamientos, mostrando sélo hacia
fines de la temporada (30/03/2008) mayores valores de gs en las plantas bajo
los tratamientos 50% y PS (p = 0,0354) en comparacion a 80%. A nivel de
especie, independientemente del tratamiento considerado, las mayores gs se
registraron en N. obliqua, presentandose diferencias estadisticamente
significativas con respecto a N. nervosa desde mediados y hacia fines de la
temporada de crecimiento (Fig. 51).
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Figura 48. Area foliar especifica (AFE, kg m'z) por especie y tratamiento a lo largo de la
temporada de crecimiento 2007-2008. Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; 50 =
tratamiento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas entre tratamientos de una misma especie por fecha. Las diferencias para un
mismo tratamiento entre especies se comentan en el texto. Las lineas verticales sobre
las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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Figura 49. Tasas de actividad fotosintética neta (Anet, pmol CO, m? s™) a RFA saturante
por especie y tratamiento durante la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 =
tratamiento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas entre tratamientos de una misma especie por fecha. Las diferencias para un
mismo tratamiento entre especies se comentan en el texto. Las lineas verticales sobre
las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).
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Figura 50. Relacion Fv/Fm (indicadora del dafio en aparato fotosintético, PSII) surgida
de las mediciones de fluorescencia de la clorofila a por especie (A = N. nervosa; B = N.
obliqua) y tratamiento durante la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 = tratamiento
de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol
pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias estadisticas entre
tratamientos de una misma especie por fecha. Las diferencias para un mismo
tratamiento entre especies se comentan en el texto. Las lineas verticales sobre las
columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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Figura 51. Conductancia estomatica (gs, mol H,O m? s™) por especie y tratamiento
durante la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 = tratamiento de 50% de cobertura;
80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras
minusculas en el grafico muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una
misma especie por fecha. Los asteriscos en el grafico muestran diferencias estadisticas
significativas entre especies bajo el mismo tratamiento luminico. Las lineas verticales
sobre las columnas muestran el desvio estandar para cada grupo de datos
(especie/tratamiento).

En referencia a las tasas de transpiracién (E, Fig. 52), durante las
primeras fechas de la temporada las plantas de N. nervosa bajo el tratamiento
de PS presentaron menores tasas en comparacion a las plantas bajo los
tratamientos 50 y 80%, coincidiendo con las mayores gs en los tratamientos
sombreados (p < 0,05). Esta tendencia se revirtid hacia fines de la temporada en
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las que el primer tratamiento presentd tasas similares a las registradas bajo el
tratamiento 80% (03-03-2008, ANOVA p = 0,0227). Las tasas de transpiracion
de los diferentes tratamientos de la especie N. obligua no presentaron
diferencias a lo largo de la temporada exceptuando el 18-11-2007, fecha en la
que las plantas del tratamiento PS presentaron menores valores que 50 y 80%
(p = 0,0019). A nivel de especie, no se observé una tendencia clara de mayores
valores para una u otra especie.

La EUA instantanea (Fig. 53) de las plantas tanto de N. nervosa como de
N. obliqua bajo el tratamiento de PS fue significativamente menor que para las
plantas bajo los tratamientos 50 y 80% de cobertura, tanto a inicios como a
mediados de la temporada (p < 0,05), presentando similares valores hacia fines
de la misma. A nivel de especie, bajo los tratamientos de 80% y PS, las plantas
de N. obliqua presentaron una mayor EUA que las plantas de N. nervosa.
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Figura 52. Tasa de transpiracion (E, mmol H,O m* s‘1) por especie y tratamiento durante
la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 = tratamiento de 50% de cobertura; 80 =
tratamiento de 80% de cobertura; PS= tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en
el grafico muestran diferencias estadisticas entre tratamientos de una misma especie por
fecha. Los asteriscos en el grafico muestran diferencias estadisticas significativas entre
especies bajo el mismo tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas
muestran el desvio estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).
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Flgura 53. Eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA, umol CO, m? s”/mmol H,0

) por especie y tratamiento durante la temporada de crecimiento 2007-2008. 50 =
tratamlento de 50% de cobertura; 80 = tratamiento de 80% de cobertura; PS=
tratamiento de sol pleno. Las letras minusculas en el grafico muestran diferencias
estadisticas entre tratamientos de una misma especie por fecha. Los asteriscos en el
grafico muestran diferencias estadisticas significativas entre especies bajo el mismo
tratamiento luminico. Las lineas verticales sobre las columnas muestran el desvio
estandar para cada grupo de datos (especie/tratamiento).

En referencia a las curvas de Anea VS. RFA (Fig. 54), los modelos de los
diferentes tratamientos de una misma especie, asi como también un mismo
tratamiento entre especies, presentaron diferencias tanto a principios de la
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temporada de crecimiento como a mediados de la misma (Fos < Ferit). En
relacion a la comparacion de los parametros de las curvas, pudo verse que las
plantas de ambas especies bajo el tratamiento luminico PS presentaron
menores valores de An.x a principios de la temporada en comparacion a los
tratamientos 50% y 80%, siendo significativa esta diferencia solo para N.
nervosa (tests T, p < 0,05). Para esta misma especie, a principios de la
temporada no existieron diferencias estadisticamente significativas en los
valores de RC y PCL entre los plantines bajo los distintos tratamientos luminicos
(p > 0,05). En el caso de N. obliqua las plantas del tratamiento PS presentaron
un menor RC en comparacion a las plantas bajo el tratamiento 80% (test T; p =
0,0159). Los plantines de una y otra especie bajo un mismo tipo de tratamiento
presentaron similares valores de Anax, RC y PCL.

Los bajos valores de A« observados a principios de la temporada bajo
el tratamiento PS se revirtieron en las mediciones de mediados de la temporada,
alcanzando las plantas del tratamiento PS de N. nervosa valores similares a los
del tratamiento 80% y mayores a los del tratamiento 50% sin existir variacion en
el RC y los PCL de cada uno de los tratamientos. En referencia a N. obliqua, los
valores de Anax en esta fecha no presentaron diferencias entre tratamientos al
igual que los valores de RC y PCL (test T). En esta fecha las plantas bajo los
tratamientos 80% y PS de una y otra especie presentaron similares valores de
Amax, mientras que las plantas de N. nervosa presentaron mayores valores de
dicha variable en comparacion a N. obliqua bajo el tratamiento luminico de 50%
de cobertura. Los restantes parametros de las curvas A-RFA de una y otra
especie bajo un mismo tratamiento presentaron similares valores.



A

A.... (umol CO, m2s)

N. nervosa

A, (umol CO, m2s)

A.... (umol CO, m2s)

N. obliqua

A.... (umol CO, m2s)

800

RFA (umol fotones m2s-)

C

N. nervosa 50 o380 -=---PS

400 600 800 1000 1200

RFA (umol fotones m2s-)

N. nervosa 50 o380 -=---PS

400 600 800 1000 1200

RFA (umol fotones m2s-)

102

Figura 54. Tasa de fotosintesis neta (Aneta) €n funcion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA.) por especie a comienzos (A y B) y mediados (C
y D) de la temporada de crecimiento 2007-2008 para las especies N. nervosa (A'y C) y N. obliqua (B y D). Las lineas en los graficos representan el
modelo de ajuste de cada una de las especies/tratamientos al modelo de Landsberg (1974). Las diferencias estadisticas entre tratamientos/ especies

se comentan en el texto.
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Plasticidad fenotipica

En referencia a la plasticidad fenotipica tanto de hojas preformadas como
de hojas neoformadas pudo verse que en términos generales ambas especies
presentaron similares indices de plasticidad fenotipica tanto en hojas
preformadas como en hojas neoformadas. Cabe destacarse la baja plasticidad
fenotipica registrada en el AFE de N. nervosa en hojas preformadas asi como en
el PCL. Por su parte N. obliqua presento una muy baja variacién en los valores
de Anax Y respiracion en oscuridad (Rd) en este tipo de hojas (Cuadro 7). En
referencia a las hojas neoformadas los valores registrados para una y otra
especie fueron similares, presentando N. obliqua valores levemente menores de
variacion en el Anxx Y la asignacion de biomasa aérea:subterranea
(tallo+hojas:raiz).

Cuadro 7. indices de plasticidad fenotipica por variable y totales por especie. Sp.=
especie, Ra = N. nervosa; Ro = N. obliqua; Hojas = cantidad de hojas; T+H: R = biomasa
tallo+hojas/raiz; AFE = area foliar especifica; PCL = punto de compensacién luminico;
RC = rendimiento cuantico; Amax= fotosintesis maxima; Rd = respiracién en oscuridad.

Tipo de hoja Sp. Hojas T+H:R AFE PCL RC Anxx EUA Rd Total
Preformada Ra - - 0,09 0,0 0,717 064 054 0,75 0,47
Ro - - 046 054 091 010 0,62 0,18 0,47

Neoformada Ra 0,31 045 026 0,74 037 054 042 068 0,47
Ro 028 029 032 0,77 038 024 039 0,69 042

3.7. Discusion

Bajo determinadas circunstancias, una condicion de sol pleno (radiacién
excesiva) puede reducir para la fotosintesis mientras que una condicién de
sombra marcada limita también el crecimiento y la supervivencia de las plantas
(Valladares et al., 2002). Dado que los mecanismos para hacer frente a la
condicién de sol pleno difieren significativamente de aquellos para hacer frente a
la sombra, las plantas deben especializarse hacia uno de ambos lados de este
gradiente ambiental o incrementar su capacidad para aclimatar sus fenotipos a
la luz disponible en un sitio en particular (Valladares & Pugnaire, 1999;
Valladares; 2000). Asi, la aclimatacién a una condiciéon de luz disponible es
alcanzada a través de repuestas a nivel integral de la planta (Rodriguez-
Calcerrada et al., 2007). La aclimatacion de las plantas al ambiente, como por
ejemplo la respuesta fenotipica a diferentes combinaciones de condiciones
ambientales, es critica para su productividad y supervivencia determinando
fuertemente su distribucion y abundancia (Sultan, 2001; Valladares, 2003).

En el presente trabajo, en respuesta a los diferentes tratamientos
luminicos, bajo una condicion de buena disponibilidad hidrica (humedad en
maceta), independientemente de la especie considerada, los plantines
presentaron similares incrementos en altura y didmetro (tanto en términos
absolutos como en términos de incrementos relativos), indicando la falta de
respuesta diferencial en funcidon del tratamiento luminico. Este punto en
particular representaria una ventaja en términos productivos dado que plantas
de uno y otro tratamiento presentarian el mismo tipo de crecimiento
independientemente de la condicion luminica del sitio de plantacién. Ahora bien,
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la alta mortalidad apical encontrada principalmente bajo el tratamiento de PS,
registrada también en los restantes tratamientos, indicaria una posible pérdida
en la calidad de producto final (calidad de la madera) e iria en contra de la
primera afirmacion. A nivel de especie cabe destacarse que bajo el tratamiento
de menor intensidad luminica (80%), N. nervosa presenté un mayor incremento
relativo en altura en comparacion a N. obliqua. Pokorny (1995) constaté que
plantines de esta especie privilegian el crecimiento en longitud, mientras que los
de N. obliqua y N. dombeyi privilegian el crecimiento en grosor. El acelerado
crecimiento de elongacion en N. nervosa es una propiedad tipica de las plantas
umbrofilas (tolerantes a la sombra), la que les permite sobreponerse a otras
especies menos adaptadas a los habitats sombrios. El caracter de especie
umbrofila para N. nervosa ha sido destacado anteriormente por otros autores
(Aguilera & Fehlandt, 1981; Read & Hill, 1985; Grosse, 1988; Veblen et al., 1989;
Ramirez et al., 1997; Weinberg & Ramirez, 2001; Peyrou, 2002). Por otra parte,
bajo el tratamiento de mayor intensidad de radiacion (PS) el incremento en
diametro fue mayor para N. obliqua. Segun la informacion ecolégica existente,
tanto N. nervosa como N. obliqua presentarian un modo general equivalente de
regeneracion dependiente de claros de tamafio pequefio, siendo la primera mas
tolerante a la sombra (Dezzotti, 2008).

Nothofagus nervosa presentd un mayor numero de hojas bajo la
condicion de pleno sol (PS), evidenciandose simultaneamente una reduccion en
los valores del area foliar especifica (AFE). Por un lado la reduccion en el AFE
es un mecanismo de respuesta normalmente observado ante las altas
irradiancias en diferentes especies de plantas (Boardman, 1977; Bjoérkman &
Demmig-Adams, 1987; Anderson & Osmond, 1987; Le Roux et al., 2001, entre
otros), reduciéndose de esa forma la superficie transpiratoria y evitando el dafio
por fotoinhibicion. Adicionalmente, el aumento en el numero de hojas hacia el fin
de la temporada en esta especie podria explicarse por un aumento en la
capacidad de evitar el mencionado fotodano (por ejemplo, mediante una mayor
produccién y acumulacién de pigmentos accesorios como lo son los carotenos,
mayor produccion de violaxantina, anteroxantina, etc.) o simplemente por el
hecho de distribuir diferencialmente la biomasa en una mayor cantidad de hojas
de menor area foliar especifica. De esta forma, la pérdida de una hoja por
abscision representaria una menor superficie en relacion a la pérdida de una
hoja a principios de temporada. Este comportamiento iria en contra de lo
registrado por el estudio de Read & Hill (1985) en el que plantas de N. nervosa
presentaron una baja posibilidad de aclimatacion a altas intensidades luminicas,
indicando adicionalmente un probable efecto de sinergia entre factores de estrés
(radiacién+agua). Adicionalmente el patrén de mayor AFE en esta especie bajo
la condicion de PS, en comparacion con N. obliqua, podria balancearse al
menos en parte, con la mayor asignacién a biomasa en tallo que también
desarrolla en esta condicion luminica, pudiendo proveer con agua una
relativamente alta superficie foliar transpirante.

Por su parte N. obliqua presenté una mayor cantidad de hojas bajo el
tratamiento de 50% de cobertura, tratamiento que hacia fines de la temporada
presentd adicionalmente los mayores valores de AFE. La tolerancia a la sombra
de N. obligua ha sido mencionada previamente en la bibliografia (Rosenfeld,
1972), al igual que el hecho de que al ser colocadas a plena luz las plantas de
esta especie pueden sufrir fotoinhibicion (Peyrou, 2002). Para plantulas de N.
obliqua este ultimo autor no registré supervivencia de la especie a plena luz,
punto que no se evidencid en el presente trabajo, probablemente ligado al hecho
de haber generado una buena disponibilidad hidrica (junto a una condicién
ambiental de buenas temperaturas y humedades relativas) a lo largo de toda la
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temporada de crecimiento. En el estudio de Peyrou (2002), las mayores tasas
maximas de fijacion de CO, (Amax), l0os mayores rendimientos cuanticos (RC) y la
maxima supervivencia, se dio bajo un tratamiento de 30% de cobertura, lo que
estaria mostrando una elevada aptitud de esta especie para sobrevivir y crecer
en ambientes de sombra media. En el presente trabajo y bajo una condicion de
luz intermedia (50% de cobertura) N. obliqua presentd adicionalmente mayores
valores de AFE en relacion a N. nervosa, punto que se revirtié bajo la condicion
de pleno sol (PS). En funcién de lo planteado, si bien el mecanismo de reduccién
del AFE bajo la condicién de maximo estrés luminico constituiria un mecanismo
de plasticidad ante el factor radiacion, evitdndose de esta forma el dano por
exceso de radiacién, pareceria no ser del todo eficiente en el mantenimiento de
una buena eficiencia instantanea en el uso del agua (EUA) variable sobre la cual
se registraron reducciones considerables en ambas especies bajo el tratamiento
PS.

En relacién a la asignacion diferencial de biomasa a las distintas
porciones de la planta, Thornley (1969) propuso el modelo de "asignacion 6ptima
de biomasa", que asume que los recursos criticos para el crecimiento vy
desarrollo, por un lado, existen en cantidades limitantes, y por otro lado, que
deben asignarse a funciones mutuamente excluyentes. En consecuencia se
produciria un intercambio por el cual la asignacién a una estructura y funcion
disminuye necesariamente la asignacion a otras (Mc Connagughay & Coleman,
1999). Segun este modelo, una planta expuesta a luz escasa durante un
determinado tiempo desviara los asimilados preferentemente hacia la produccion
de tallos y hojas, y en consecuencia el cociente biomasa aérea/biomasa de
raices (A/R) aumentara, mientras que, sometida a insuficiente cantidad de
nutrientes, por ejemplo, producira proporcionalmente mas raices, y en
consecuencia el cociente A/R disminuira (McConnagughay & Coleman, 1999).
En el presente trabajo dicho cociente presenté mayores valores bajo el
tratamiento de PS en comparacién a los tratamientos de 50% y 80% para N.
nervosa y no presento diferencias en N. obliqua. EI comportamiento evidenciado
asi en N. nervosa podria indicar que la condicién luminica de PS no fue
suficiente como para generar una reasignacion de biomasa hacia raices,
probablemente ligado a la condicién de buena disponibilidad hidrica impuesta o,
en funcién del modelo antes planteado, una falta de mecanismos de respuesta a
nivel morfoldgico (plasticidad en la asignacion de biomasa a distintas porciones
de la planta) tanto a bajas como a altas intensidades, indicando el caracter
umbrofilo destacado previamente por diferentes autores (Aguilera & Fehlandt,
1981; Read & Hill, 1985; Grosse, 1988; Veblen et al., 1989; Ramirez et al., 1997;
Weinberg & Ramirez, 2001; Peyrou, 2002). La falta de modificacién en la
asignacion diferencial de biomasa ante distintas condiciones para N. obliqua ha
sido mencionada en estudios previos (Dezzotti, 2008) al igual que para N.
dombeyi.

En referencia a los parametros fisioldgicos registrados, pudieron verse
modificaciones marcadas en A, a RFA saturante bajo el tratamiento PS a
principios de la temporada generada por dafio del fotosistema dos (PSIl). En
referencia a este punto en particular la eficiencia fotoquimica del PSII (relacion
Fv/IFm surgida de las mediciones de fluorescencia de la clorofila a) en funcion de
diferentes tratamientos luminicos ha sido estudiada en diferentes especies de
los géneros Quercus y Fagus (géneros cercanos filogenéticamente al del
presente trabajo). Asi, por ejemplo Valladares et al. (2000) no encontraron
diferencias en dicha relacion en respuesta a diferentes tratamientos luminicos en
Quercus ilex 'y Q. coccifera, al igual que para Q. pyrenaica 'y Q. robur (Valladares
et al., 2002), mientras que Matsuki et al. (2003) en Q. crispula, Valladares et al.
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(2002) en Fagus sylvatica, Wang & Bauerle (2006) en Q. alba y Gomez-Aparicio
et al. (2006) en Q. pyrenaica y Q. ilex registraron modificaciones marcadas en
los valores de dicha relacién entre tratamientos luminicos. En estos ultimos
estudios, las plantas sometidas a una condicién de sol pleno presentaron
fotoinhibiciéon (valores de Fv/Fm por debajo del optimo tedrico de 0,85; Bjorman
& Demmig-Adams, 1987) al igual que el encontrado en el presente trabajo, al
menos en hojas preformadas (periodo en el cual pudieron realizarse las
mediciones de fluorometria).

La caracterizacién de dicha relacion en hojas preformadas conjuntamente
a la de actividad fotosintética realizada tanto en hojas preformadas como
neoformadas permitio registrar la recuperacion de la segunda variable en hojas
neoformadas de ambas especies bajo la condicion de PS a mediados y fines de
la temporada de crecimiento. Como en otras especies deciduas, en las especies
del presente trabajo los brotes de una temporada emergen desde yemas
producidas la temporada anterior que contienen un numero de primordios de
hojas preformadas (Puntieri et al., 2007). Posteriormente a la elongacion del
brote y a la expansién de las hojas, cierto tipo de brotes continian produciendo
hojas hasta el fin de la temporada de crecimiento. Estos brotes producen asi un
numero de hojas que excede el numero de primordios foliares preformados. En
funcién de los resultados encontrados en el presente trabajo, los brotes
parecerian aclimatarse a las condiciones de PS, produciendo hojas nuevas
(neoformadas) mejor provistas para las condiciones imperantes que las hojas
preformadas. Estos resultados sugeririan que para ambas especies el recambio
de hojas a lo largo de la temporada puede funcionar como un mecanismo de
aclimatacién ante condiciones luminicas estresantes (alta radiacion). Por otra
parte este mecanismo de aclimatacion pudo verse reflejado en los mayores
valores del parametro Anax surgido de las curvas A..i.-RFA en el mes de enero.
Las plantas bajo el tratamiento PS retornaron a valores cercanos e incluso
mayores a los de plantas bajo los tratamientos de 50% y 80%.

La plasticidad morfologica (AFE, asignacion de biomasa) fue en general
baja en ambas especies, impidiendo explicar las similares tasas de crecimiento
en los diferentes tratamientos luminicos. Por el contrario, la informacién surgida
de las curvas de fotosintesis vs. RFA serviria también (si bien no se presentaron
diferencias significativas marcadas) para explicar, al menos en parte, las
similares tasas de crecimiento en altura y diametro entre tratamientos por
especie a pesar de la distinta disponibilidad luminica. Asi, las bajas tasas de Anax
en las plantas de pleno sol a causa de la fotoinhibicién, al menos a principios de
la temporada, permitirian entender por que los plantines bajo este tratamiento
crecen igual que los sometidos a menor disponibilidad de radiacion. A su vez, en
éstos Ultimos, las plantas del tratamiento de 80% de cobertura presentaron
comparativamente menores puntos de compensacion luminica (PCL) y mayores
rendimientos cuanticos (RC) en comparacion a las plantas de 50% de cobertura,
permitiendo suponer similares tasas de fijacion de C neto a pesar de la menor
disponibilidad de fotones bajo el tratamiento de mayor cobertura.

Comparando especies, si bien no existieron diferencias significativas
marcadas entre parametros de las curvas A-RFA de los diferentes tratamientos,
pudo verse una modificacion en Anax, RC y PCL en respuesta a la sombra de
mayor magnitud en N. nervosa.

En relacion a las demas variables asociadas a las mediciones de
intercambio gaseoso, pudo verse que las tasa de conductancia estomatica no
presentdé una modificacion marcada en funcion del tratamiento luminico
independientemente de la especie considerada, registrandose en general
mayores valores de esta variable en plantas de N. obliqua. Las plantas de una y
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otra especie presentaron hacia fines de la temporada mayores tasas de
transpiracion bajo la condicién de sombreo (50% y 80%), situacion que, sin
embargo, no resulté en una menor EUA en comparacién con las plantas de PS.
Hacia principios y mediado de la temporada la EUA fue menor en el tratamiento
de PS en comparaciéon con ambos tratamientos de sombreado, posiblemente
debido a las bajas tasas de fotosintesis por fotoinhibicion. Hacia fines de la
temporada y a nivel intra-especifico, las EUA fueron similares entre tratamientos
de luz, debido a la recuperacién de la capacidad fotosintética de las plantas
creciendo a pleno sol.

En relacion a la plasticidad fenotipica a nivel de especie, pudo verse que
tanto para hojas preformadas como para hojas neoformadas los indices de
plasticidad calculados mostraron una variacion similar en ambas especies.

A modo de resumen y en funcion de los objetivos planteados inicialmente
pudo verse que:

-En relacion al objetivo de contribuir al conocimiento del rango luminico en el
cual sobreviven y el 6ptimo crecimiento de estas especies en la fase de plantin,
podria decirse que las dos responden mejor a condiciones intermedias de
sombra, produciéndose darios leves o reversibles en el aparato fotosintético por
exceso de luz, caidas en EUA, y Anet @ l0 largo de la temporada de crecimiento.
Si bien las diferencias fisioloégicas en cada tratamiento se tradujeron en similares
crecimientos netos en diametro y altura, compensandose el dafio con la mayor
disponibilidad de radiacion, la incidencia de muerte apical diferencial entre
tratamientos sugiere nuevamente que la mejor condicion es la de media sombra.
-En relacién al conocimiento de algunos de los mecanismos involucrados en la
respuesta a distintas intensidades Iuminicas, considerandose: variables
morfolégico-alométricas y fisiolégicas, pudo verse que el principal mecanismo de
aclimatacion a condiciones de alta irradiancia en ambas especies es el hecho de
poder producir tanto hojas preformadas como neoformadas. Estas ultimas
presentarian una ventaja desde el punto de vista de aclimatacion en ambas
especies, probablemente debido al hecho de poseer un mayor contenido de
sustancias de proteccion contra el exceso de energia, promoviendo asi menores
tasas de fotoinhibicion y mayores tasas de actividad fotosintética. Si bien no se
registraron diferencias significativas, las tendencias encontradas en los
parametros estimados de las curvas A,«.-RFA indicarian una leve respuesta
ecofisiolégica a la sombra a través de modificaciones en los valores de Anmax, RC
y PCL. Las reducciones en los valores de AFE bajo la condicion de PS también
constituirian una respuesta a altos valores de irradiancia.

-En relacién a verificar a nivel especifico la existencia de plasticidad fenotipica
en relacion con las respuestas fisiolégicas y morfolégicas a distintos tipos e
intensidades de estrés luminico, ambas especies parecen tener mecanismos
similares en respuesta a la radiacion, estando estos principalmente relacionados
con la respuesta a alta irradiancia mas que a baja irradiancia. Adicionalmente,
las tasas de variacion registradas tanto en variables morfolégicas como variables
fisiolégicas adaptativas muestran similares tasas de plasticidad para ambas
especies.
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CAPITULO IV

Respuesta fotosintética de Nothofagus nervosa y N. obliqua en respuesta a
la temperatura.
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4.1. Altas y bajas temperaturas como factores de estrés

En términos generales, el crecimiento de una planta es promovido por un
aumento de temperatura y es inhibido si la temperatura cae o supera un valor
6ptimo (ver definicion de 6ptimo fisioldgico en el Capitulo 1, seccion 1.3). Es por
ello que el incremento en la tasa de crecimiento no puede seguir indefinidamente
con el aumento de la temperatura (Kositsup et al., 2009), ya que, a partir de un
cierto valor o a partir de un rango de temperaturas, el aumento de esta variable
puede generar lesiones sobre la planta (Falk et al.,, 1996). Ello se debe a
diversos factores que pueden ocurrir al mismo tiempo como la deshidratacion de
los tejidos y/o la inhibicion de enzimas claves que producen una reduccion de la
tasa metabdlica de la planta, modificando procesos tales como la fijacién de
CO,, la translocacion, la respiracion, y la construccién de nuevas células, entre
otros.

Cada especie tiene un umbral de temperatura minima, por debajo del
cual el crecimiento cesa, un rango de temperaturas éptimo en el que la tasa de
crecimiento es la mas alta, y un umbral maximo, por encima del cual, el
crecimiento llega a su fin. A la vez, el rango de temperaturas 6ptimas también
puede variar en cada etapa del desarrollo, asi como la duracién en que esa
temperatura prevalece. La temperatura optima para la fotosintesis de una planta
es generalmente mayor a aquella en la que las plantas crecen (Li, 1980). Este
6ptimo refleja el rango de temperaturas ambientales al cual la planta se aclimata
(Berry & Bjorkman, 1980; Falk et al., 1996). Por ejemplo, especies arboreas de
climas tropicales muestran un menor rango de temperaturas O6ptimas que
aquellas de ambientes templados, en donde la fluctuacién de temperaturas es
mayor (Cunningham & Read, 2003).

La temperatura afecta no sélo la tasa sino también el tipo de crecimiento,
jugando un papel importante en el ciclo de actividad y de inactividad conocido
como latencia en las plantas de climas templados. La latencia es especialmente
notoria en las plantas lefiosas deciduas, donde se da la caida de las hojas en
otofo y el arbol permanece inactivo durante el invierno, renovando su actividad y
crecimiento con la llegada de la primavera. La longitud del periodo de latencia es
variable, y para muchas especies un periodo de bajas temperaturas es
necesario para romper el letargo permitiendo reanudar el crecimiento (Perry,
1971).

La aclimatacion de la planta a cualquier variable que cause alteraciones
fenotipicas representa una integracion temporal a fluctuaciones ambientales de
corto y largo plazo, como lo pueden ser los cambios de temperatura (Ensminger
et al.,, 2006). La fotosintesis representa una integracion de procesos
fotoquimicos y bioquimicos dependientes de reacciones catalizadas y procesos
a nivel de membrana (Taiz & Zeiger, 1998). Dado que la energia de activacion
de diferentes reacciones difiere entre plantas aclimatadas o adaptadas a
diferentes regimenes de temperatura, la fotosintesis puede ser afectada acorde
a ello (Atkin et al., 2006). Asi las fluctuaciones de la temperatura ambiental
pueden tener un amplio impacto en las tasas de actividad fotosintética, debido a
la sensibilidad de los procesos en los que se divide, incluyendo : a) la reduccion
fotosintética del carbono, b) la sintesis de sacarosa, c) la particion del carbono y
d) el funcionamiento del inter-sistema (PSl y PSIl) del transporte de electrones
debido al efecto sobre la actividad de las enzimas transportadoras de electrones,
como son la plastoquinona y la plastocianina (Falk et al., 1996). Los efectos
combinados de la luz y la sensibilidad diferencial a la temperatura en procesos
foto y termoquimicos de la fotosintesis pueden conducir asi a desbalances
metabdlicos que, en definitiva, pueden resultar en significativos deterioros como
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resultado de la fotoinhibicion (Savitch et al., 2000). Finalmente, la temperatura a
la cual una planta crezca puede inducir aclimatacién de la fotosintesis gracias a
la plasticidad de algunos de los procesos mencionados (Bunce, 2000; Sage &
Kubien, 2007).

Los organismos autotrofos exhiben en general un amplio grado de
plasticidad con respecto a la respuesta a la temperatura a corto plazo,
dependiendo tanto de la especie vegetal en si como del tiempo de exposicion al
nuevo régimen térmico (Oquist & Huner, 2003). Como se menciond
anteriormente, muchas plantas muestran una temperatura Ooptima para la
fotosintesis cercana a la de la temperatura normal de crecimiento, con hojas
activamente transpirantes a temperaturas menores a la temperatura del aire. Las
altas temperaturas afectan adversamente el crecimiento y supervivencia de las
plantas de varias maneras, pero el impacto de las altas temperaturas sobre el
aparato fotosintético es considerado como particularmente significativo debido a
que la fotosintesis es a menudo inhibida antes que cualquier otra funcién celular
sea dafnada (Berry & Bjérkman, 1980; Haldimann & Feller, 2004).

En general, bajo condiciones de alta irradiancia solar, la temperatura de la
hoja puede incrementarse varios grados centigrados por sobre la temperatura
del aire (Leaky et al., 2003), pudiendo afectar la asimilacion de carbono. A
temperaturas altas las reacciones de oxigenacion de la Rubisco se incrementan
mas que las de carboxilacion, por lo que la foto-respiraciéon se vuelve
proporcionalmente mas importante. Esto es, en cierto modo, debido a que la
solubilidad del CO, se reduce con el incremento de la temperatura mas
marcadamente que lo que lo hace el O,. Adicionalmente, la temperatura actua
sobre las propiedades cinéticas de la enzima Rubisco. Este efecto combinado
causa reducciones en las tasas de fotosintesis neta a altas temperaturas
(Loveys et al., 2002). A la vez, estas enzimas asociadas con las reacciones de la
etapa oscura también se encuentran limitadas cuando la temperatura disminuye
por debajo de cierto umbral. Muchas plantas crecen pobremente o son dafadas
por temperaturas levemente por sobre los 0° C (dano por enfriamiento), mientras
que otras lo son a temperaturas aun menores (< 0° C, dafio por congelamiento).

Parte del dafo por enfriamiento estd asociado al aparato fotosintético
(disminucién en la fluidez de las membranas, cambios en la actividad de los
procesos mediados por enzimas asociadas a membrana y pérdida de la
actividad de enzimas sensibles al frio, entre otros) mientras que el dano por
congelamiento esta asociado principalmente a la formacion de cristales de hielo
dentro de las células y organos. La resistencia al congelamiento en ciertas
especies se debe a que: 1) se limita el crecimiento de los cristales en espacios
extracelulares, mediante ajuste osmético y reduciendo el contenido de agua
celular reduciéndose el punto de congelamiento (Levitt, 1980; Griffit &
Antikainen, 1996), 2) pueden acumular sustancias crioprotectoras y cambiar la
composicion de lipidos estabilizando las membranas a contenidos hidricos
celulares bajos (Santarius, 1982; Lynch & Steponkus, 1987; Hincha et al., 1989)
y 3) generando ajustes en el metabolismo celular para optimizar su habilidad
para fotosintetizar y funcionar bajo condiciones de ciclos de congelamiento y
descongelamiento (Hallgren & Oquist, 1990; Huner et al., 1993).

Nothofagus es un genero caracteristico de regiones de bosque templado
frio en Sur América, Nueva Zelanda y Australia, con un grupo taxonémico
distintivo que ocupa latitudes tropicales en Nueva Guinea y Nueva Caledonia
(Read, 1990). Las variaciones intragenéricas en la ecofisiologia de este género
son de particular interés debido a que se expande aproximadamente 55° de
latitud, abarcando un amplio rango de altitudes y topografias. Asi también
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experimentan una amplia variedad de climas que varian en humedad,
temperatura y fotoperiodo (Read, 1990).

A la fecha son pocos los trabajos que analicen el efecto tanto de altas
como de bajas temperaturas sobre distintas especies del género Nothofagus y
su efecto sobre la fijacibn de carbono y resistencia a eventos extremos de
temperatura. Los antecedentes existentes se relacionan principalmente con la
resistencia a sucesos de bajas temperaturas, causantes tanto de dafio por
enfriamiento como por congelamiento (Sakai et al., 1981; Alberdi et al., 1985,
Alberdi, 1987; Greer et al., 1989: Neuner & Bannister, 1995). En este género, la
mayor resistencia a congelamiento fue observada en dos especies deciduas
subalpinas (N. antarctica, en Sudameérica y N. gunnii en Tasmania; Sakai et al.,
1981). Las temperaturas a las cuales se dieron los congelamientos de hojas (en
especies siempre verdes) fueron de entre -5 y -13°C, mientras que las de
yemas, corteza y xilema (tanto para siempreverdes como para deciduas)
oscilaron entre -8 a -22 °C (Sakai, 1981; Alberdi, 1987).

En relacion a las temperaturas bajo las cuales las especies del genero se
regeneran espontaneamente, Alberdi (1987) destaca el caracter terméfilo de N.
obliqua seguido de N. nervosa, siendo este Ultimo sobrepasado en las
temperaturas del mediodia por N. antarctica. En relaciéon a las temperaturas
minimas Weinberger & Ramirez (2001) destacan que, de una serie de variables
microclimaticas indicadoras de sitios de regeneracién en estas especies, la
temperatura minima entrego el mas alto valor explicativo de la variacion vegetal
estudiada. Nothofagus nervosa presentdé en la mayoria de los biotipos
temperaturas nocturnas estables en el rango -5,5 a aproximadamente 8°C. De
esta forma evitaria estrictamente sitios donde las temperaturas nocturnas
estivales pueden descender al punto de congelacién. Nothofagus obliqua ocupd
generalmente los sectores de temperaturas minimas mas bajas. Segun estos
autores, sumado a los resultados de Sakai 1981, Murray et al. (1986) y Deans et
al. (1992) la resistencia al frio de estas especies seria similar, ya que ambas
especies soportan temperaturas inferiores hasta -14°C (cabe destacarse que
estas temperaturas involucran mediciones en invierno en las que no hay
presencia de hojas, midiéndose la resistencia a frio y congelamiento en otros
6érganos).

4.2. Objetivos del presente capitulo

Las actividades del presente capitulo tuvieron como objetivo:
1) Conocer los umbrales de temperaturas que determinan los rangos 6ptimos,
subdptimos y letales para la fijacién de carbono de N. obliqua y N. nervosa.
2) Determinar la plasticidad fenotipica a nivel especifico de la fijacién de CO; en
relacién a la temperatura.
3) Determinar el efecto del tiempo de exposicion a distintas temperaturas sub-
6ptimas sobre la tasa de fijacién de carbono de ambas especies.

4.3. Materiales y métodos

Se trabajé con plantines de dos afios de edad de ambas especies, los
cuales fueron sometidos a temperaturas de -5, 0, 5, 10, 18, 25, 30, 35y 40° C
por periodos de 2 horas en una camara de cria (SAD-9000 CC, Grupo
Consultar; Fig. 55). Particularmente para las temperaturas de 0 y 40°C se trabajé
también con tiempos de tratamiento de 4 horas, a fin de identificar un efecto
debido a la duracion del periodo de tratamiento. Un segundo grupo de plantas se
mantuvieron en una segunda camara de cria de plantas a una temperatura de
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18° C (cercana a la considerada como optima para otras especies del género,
Zuniga et al., 2006), con el fin de comparar las tasas de fijacién de C de éstas y
las sometidas a los diferentes tratamientos térmicos.

Figura 55. Fotografia mostrando los plantines dentro de las camaras de cria SAD-9000
utilizadas en el experimento de estrés térmico.

Posteriormente a cada uno de los periodos de tratamiento térmico se
cuantifico la tasa neta de fijacién de carbono (A,ea) mediante la utilizacion de un
equipo medidor infrarrojo del intercambio gaseoso (Li-Cor 6400; Li-Cor, Lincoln,
Nebraska, EEUU), utilizandose la metodologia de auto registro que este equipo
posee, dejandose estabilizar la hoja dentro de la camara bajo condiciones de
RFA cercanos al saturante (1000 pmoles fotones m? s”) y un flujo de CO, de
400 ppm durante tres minutos. Posteriormente se registrd la tasa de respiracién
de hojas de cada una de las plantas bajo un nivel de radiacién cero (respiracion
en oscuridad). Con los datos obtenidos se generaron curvas de respuesta de la
Aneta (@ RFA saturante) a la temperatura, contrastandose las tasas de plantas
tratadas contra las de las plantas testigo (18° C), para separar posibles efectos
fenoldgicos. Adicionalmente, se analizaron las variables asociadas a la fijacion
de C (tasas de conductancia estomatica, transpiracion y eficiencia instantanea
en el uso del agua, tasas de respiracion en oscuridad) en funcién de la
temperatura.

4.4. Andlisis estadistico

Para la comparacién dentro de una misma especie entre tratamientos de
temperatura se utilizaron test de analisis de varianza (ANOVA) de una via. Los
supuestos relevantes fueron testeados en cada caso, utilizandose en su defecto
tests no paramétricos de Mann-Withney. En todos los casos se utilizé un nivel de
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significancia (a) de 0,05. Adicionalmente y para analizar la respuesta integral a
nivel de especie se realizaron ajustes a curvas gaussianas (y =A0+amplitud*exp
(-0.5*((x-media)/desvio standard)?)) entre las tasas de fotosintesis relativa
(fotosintesis a una temperatura dada de pre-tratamiento/fotosintesis maxima
promedio) y los valores de temperatura de tratamiento.

Adicionalmente y para simplificar el modelado, los datos de
fotosintesis/temperatura se analizaron utilizando la metodologia de segmentos
de linea recta descripta Draper & Smith (1998) denominada "bastén roto" (del
ingles “brocken stick”). Este tipo de modelo permitié la determinacion de la
amplitud térmica 6ptima para la actividad fotosintética de ambas especies como
el rango de temperaturas en que los valores de la fotosintesis representan el
90% del valor maximo registrado para cada especie. Dicho modelado se realizo
mediante el uso del programa Gnuplot 4.4 (Williams et al., 2009).

4.5. Resultados

La mayor actividad fotosintética promedio se registré a 25° C para N.
nervosa (13,2 pmol CO, m?s”) y a 18° C para N. obliqua (8,8 pmol CO, m? s™)
(Fig. 4.56). Ahora bien, cabe destacar, por un lado, que al ajustarse la serie de
datos de una y otra especie al modelo gaussiano, las temperaturas optimas para
una y otra especie fueron similares (21,4°C para N. nervosa y 21,2°C para N.
obliqua). En ambas especies los mayores valores absolutos registrados en esta
variable se midieron a 25°C (16,0 umol CO, m? s™y 12,7 umol CO, m? s™ para
N. nervosa y N. obliqua, respectivamente). La segunda especie mostré un rango
mas amplio de temperaturas en el cual mantuvo tasas maximas de fotosintesis
(de 18,9 a 22,0° C) mientras que en la segunda especie dicho rango fue menor
(de 24,0 a 25,1° C, modelo "brocken stick" en la Fig. 56). Ambas especies
presentaron reducciones marcadas en los valores de Aneta @ -5°C, (94% para N.
nervosa y 80% para N. obliqua), siendo estas reducciones significativas para N.
nervosa (p = 0,0209) y marginalmente significativas para N. obliqua (p = 0,0816;
Fig. 56). Bajo el tratamiento de 0°C por un periodo de 4 horas esta ultima
especie presentd una marcada tendencia en reduccién de los valores de Aneta
(53% de la Anta bajo el tratamiento de 18°C; tendencia marginalmente
significativa, p = 0,0580), no asi N. nervosa. A mayores temperaturas, pudo
observarse que N. nervosa mostré mayores valores de A, Y mayores valores
de conductancia estomatica (gs = 0,324 mol H,O m? s', 67% mas que las
plantas bajo el tratamiento de 18°C) bajo el tratamiento de 25°C en comparacion
a las plantas bajo el tratamiento testigo (p = 0,0295), no asi en N. obliqua. Las
altas temperaturas (40°C) tuvieron un efecto negativo sobre la A,ea solo en el
tratamiento de larga duracion (4 horas), presentando diferencias significativas en
el caso de N. nervosa (p = 0,0309; 48% de la A,eta bajo el tratamiento de 18°C) y
marginalmente significativa en N. obliqua (p = 0.0815, 51% de la Anea bajo el
tratamiento de 18°C). En aquellos casos en que existieron reducciones en Apeta @
altas temperaturas (> 18°C) estas diferencias se registraron conjuntamente con
reducciones en las tasas de conductancia estomatica (gs; p < 0,05),
principalmente en N. nervosa. Ahora bien, estas reducciones en todos los casos
fueron mayores al compararlas con los modelos gs-Anea registradas en los
capitulos anteriores (estrés hidrico, Cap. 2 y estrés luminico, Cap. 3; Fig. 57).

A bajas temperaturas, cuando existieron diferencias en las tasas de
conductancia estomatica, las plantas bajo el tratamiento testigo presentaron
menores valores que las plantas los distintos tratamientos térmicos (-5, 0 y 5°C
para N. nervosa y 5°C para N. obliqua).
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Bajo altas temperaturas (mayores a 18°C), exceptuando el caso de N.
nervosa a 25°C en donde las tasas de transpiracion fueron un 37% mas altas
que en el tratamiento de 18°C, tanto N. nervosa como N. obliqua redujeron las
tasas de dicha variable. Bajo temperaturas bajas, exceptuando el tratamiento de
0°C por 4 horas en N. obliqua y el de -5°C para N. nervosa la tendencia
observada fue la de incrementar dicha variable en relacion a las plantas bajo el
tratamiento de 18°C.

Los valores de respiracion en la oscuridad (Rd) fueron similares entre los
plantines testigo (18°C) y los de los diferentes tratamientos térmicos (p > 0.05),
variando entre 0,6 y 1,6 ymol CO, m? s™ para N. nervosa y entre 0,9 y 1,6 umol
CO, m? s para N. obliqua.

En referencia a la EUA, solo existieron diferencias entre tratamientos
para N. nervosa (p1s.s.c= 0,0034; p1g 35:c = 0,0020) disminuyendo un 92% en el
primero de los casos y aumentando un 33% en el segundo en relacién a las
plantas bajo el tratamiento de 18°C.

151 N. nervosa

Arel (adimensional)

1541 N. obliqua

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperature (°C)

Figura 56. Fotosintesis relativa (A/Amax; adimensional + e. s. = error estandar) en
relacion a la temperatura de pre-tratamiento (°C, 2 horas) para N. nervosa y N. obliqua.
Las curvas azules en el grafico muestran el ajuste de la serie de datos para una y otra
especie a una curva gaussiana (A,=Amp*exp (-0.5*((T°- media)/ds)z)). La linea roja en
cada uno de los graficos muestra el ajuste de la serie de datos a un modelo del tipo
"brocken stick". Los asteriscos sobre el grafico muestran las diferencias halladas entre
las tasas de fotosintesis de plantas a 18°C y las plantas bajo los diferentes tratamientos
térmicos para N. nervosa. Las diferencias en los tratamientos de larga duracion (4 hs) se
detallan en el texto.
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Figura 57. Relacion existente entre la tasa de fotosintesis (Aneta) ¥ la conductancia
estomatica (gs) en funcién de condiciones de luz, temperatura y radiacion optimas

(Modelo general, linea negra) y de los diferentes tratamientos de temperatura (T; °C)
para N. nervosa y N. obliqua.

4.6. Discusion

La fotosintesis es un proceso dependiente de la temperatura, existiendo
para cada especie vegetal una temperatura 6ptima. En respuesta a pequenos y
cortos cambios en la temperatura ambiente (distintas de la 6ptima), la actividad
fotosintética se reduce. Bajo las condiciones climaticas actuales a las que las
especies del presente trabajo estan sometidas en sus habitats de distribucion
natural el estrés hidrico y térmico (heladas en invierno, primavera e incluso en
verano) constituyen factores determinantes de la instalacion y supervivencia de
las fases iniciales del desarrollo como también sobre otras propiedades
fisioldégicas relacionadas con el balance hidrico y resistencia a los factores
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ambientales (Alberdi, 1987). Adicionalmente, bajo un escenario de cambio
climatico donde la severidad de eventos extremos se incremente a futuro (IPCC,
2008) el conocimiento de la respuesta de estas especies ante distintos factores
ambientales cobra importancia. Adicionalmente, la tolerancia fisiolégica de las
plantas a la temperatura es a menudo utilizada para modelar su distribucién
geografica (Box, 1981; Cunningham & Read, 2006).

En el presente experimento pudo observarse que las mayores tasas de
Aneta promedio se dieron en plantas pre-tratadas a 18°C para N. obliqua 'y 25°C
para N. nervosa, a pesar de que los plantines de ambas especies habian crecido
en un ambiente comun, pudiendo eliminar asi el efecto de aclimatacion a
condiciones previas de desarrollo foliar. Pese a ello la temperatura 6ptima
estimada por el modelo gaussiano fue similar para ambas especies (21°C). Es
sabido que la aclimatacion previa que pueda tener una determinada especie a
una determinada temperatura condiciona su respuesta ante una nueva
temperatura (Haldimann & Feller, 2004). Estudios previos desarrollados por
Weinberger & Ramirez (2001) senalaron para N. nervosa una alta plasticidad en
relacion a la temperatura, encontrandose su 6ptimo en 16° mientras que N.
obliqua tuvo, de acuerdo a su rango de luminosidad preferido, un éptimo térmico
mas alto (19°C).

Adicionalmente, en estudios desarrollados por Kohout & Read (2006) los
valores de fotosintesis maxima y temperaturas Optimas para N. nervosa
concuerdan con las encontradas en el presente trabajo asi como también con
las de N. gunni la Unica especie decidua del genero que no esta presente en
Sud América. Weinberger & Ramirez (2001) sefialan que en ciertos sitios con
presencia tanto de N. nervosa como de N. obliqua se registraron temperaturas
maximas semejantes entre especies. Como se registré en el presente trabajo,
esta ultima especie mostrd adicionalmente un amplio rango de temperaturas en
el cual mantuvo tasas constantes de fotosintesis (90% de la A,ea promedio
maxima registrada). Esta posibilidad en N. obliqua de mantener tasas de
fotosintesis constantes en un mayor rango de temperaturas indicaria
probablemente una mayor adaptacion a condiciones climaticas variables en
comparacion a N. nervosa.

Ambas especies mostraron una alta susceptibilidad al tratamiento de -5
°C, punto térmico luego del cual se registré adicionalmente una alta mortalidad
de hojas. Similares resultados fueron registrados por Greer y colaboradores
(1989) para plantines de N. solandri. Segun Weinbeger & Ramirez (2001),
durante el invierno, la resistencia al frio de ambas especies seria similar,
mientras que durante el verano N. obliqua mantendria un grado
considerablemente mas alto de resistencia al frio que N. nervosa y que los
tejidos de esta ultima son facilmente lesionados en forma irreparable si se
producen temperaturas de congelamiento (Alberdi, 1996). Esto explicaria en
parte el rango de mayores temperaturas a las cuales se da una fotosintesis
maxima para N. nervosa en comparacion a N. obliqua.

Por otra parte, las altas temperaturas (40°C) tuvieron un efecto negativo
sobre la Atz SOlO en el tratamiento de larga duracion (4 horas). Este resultado
indicaria particularmente que los tiempos de duracion de los eventos de
temperatura extrema influirian sobre el grado de dano de la planta y asi sobre
las reducciones en las tasas de fijacién de CO,. Las reducciones en A, a altas
temperaturas se relacionaron adicionalmente con reducciones en las tasas de
conductancia estomatica (gs; p < 0,05), principalmente en N. nervosa
concordando con los resultados reportados para la especie Quercus pubescens
por Haldimann & Feller (2004). El incremento gradual en temperatura no generoé
en este caso alteraciones en la respuesta de la fotosintesis neta (Aneta) al estrés
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térmico mostrando que, a corto plazo, no existié en ninguna de las dos especies
una aclimatacion que permitiese disminuir la inhibicién de A tanto por bajas
como por altas temperaturas.

Uno de los factores ambientales que mas afectan el crecimiento
(fotosintesis) y la tasa de respiracion de las plantas es la temperatura (Berry &
Raison, 1981; Atkin et al., 2005). Es asumido que la relacién entre la respiracion
y la temperatura es exponencial con un Qo constante (es decir, que hay un
cambio proporcional de 2 unidades cada 10°C). En el presente trabajo, los
valores de respiracion en la oscuridad (Rd) fueron similares entre los plantines
testigo (18°C) y los de los diferentes tratamientos térmicos (p > 0,05), variando
entre 0,6 y 1,6 para N. nervosa y entre 0,9 y 1,6 para N. obliqua. Probablemente
la aclimatacién por periodos de 2 y 4 horas a una determinada temperatura
realizados en este trabajo representen tiempos cortos como para poder
observarse variaciones en los valores de dicha variable.

Como se mencion6 anteriormente, los escenarios futuros planteados por
los modelos de cambio climatico predicen aumentos en la temperatura media a
nivel global. En funcidn de los resultados obtenidos en el presente trabajo, estos
aumentos predecirian un aumento en las tasa de fijacion de CO, en ambas
especies dentro de los rangos de su distribucidon geografica actual. Ahora bien,
considerandose un espectro mas amplio de condiciones de estrés, cabe
destacarse que en el experimento realizado en el presente trabajo no se analizé
la interaccién entre factores de estrés. Es posible que exista una sinergia entre
déficit hidrico y alta radiacién, o entre déficit hidrico y baja radiacion (“sombra
seca”) bajo condiciones naturales de campo. Sobre este punto en particular se
requieren estudios especificos para poder predecir el funcionamiento de las
especies estudiadas ante dichas condiciones.
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CAPITULO V

Conclusiones, consideraciones finales y propuestas de trabajos futuros.
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El presente trabajo tuvo como objetivo principal el generar conocimiento
acerca de los mecanismos o estrategias ecofisiolégicas en respuesta a los
principales factores ambientales generadores de estrés en el noroeste
patagonico en Nothofagus nervosa y N. obliqua. Estas son dos de las especies
nativas que poseen una alta aptitud comercial dada la alta calidad de su madera.
Por dicho motivo son actualmente objeto de estudio en programas de
domesticacion desarrollados por el |Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) de Argentina. Los objetivos especificos planteados en este
trabajo fueron los de : a) conocer el rango de requerimientos hidricos, luminicos
y térmicos para la sobrevivencia y el éptimo crecimiento de N. obliqua y N.
nervosa en la fase de plantin, considerada esta ultima como clave en el proceso
de instalacion natural o en plantacion, b) conocer algunos de los mecanismos
involucrados en la respuesta a distintas intensidades de estrés hidrico, luminico
y térmico en plantines de distintos origenes de N. obliqua y N. nervosa,
considerando variables morfolégico-alométricas vy fisioldgicas, c) verificar a nivel
especifico el grado de plasticidad fenotipica que estas especies poseen en
relacion con las respuestas fisiolégicas y morfolégicas a distintos tipos e
intensidades de estrés y e) determinar la existencia de diferencias fisiologicas
inter e intra especificas bajo condiciones 6éptimas, sub Optimas y bajo
condiciones de estrés.

En funcién de estos objetivos y de los resultados encontrados en el
presente trabajo pudo verse que niveles leves (ver Cap. 2) de déficit hidrico en
maceta no afectan la capacidad de intercambio gaseoso y el crecimiento de
ninguna de las dos especies mientras que niveles de déficit hidrico severos (ver
Cap. 2), poseen un importante impacto sobre la capacidad de fijacion de C de
ambas especies, y consecuentemente, sobre su crecimiento. Los mayores
valores de conductividad hidraulica maxima y menor vulnerabilidad a la
cavitacion del tallo sugieren que, ante condiciones de escaso déficit hidrico en
suelo, pero alta demanda evaporativa, N. obliqua poseeria una ventaja
comparativa frente a N. nervosa. Sobre este aspecto, los resultados del presente
trabajo estan de acuerdo con los mayores valores de conductancia hidraulica a
nivel de hoja y la alta correlacion encontrada entre ésta y la tasa de
conductancia estomatica para N. obliqua con respecto a N. nervosa (Brodbribb
et al., 2005). Los aspectos destacados harian pensar que, considerando las
caracteristicas fisioldgicas detalladas, los esfuerzos en tareas de plantacion,
independientemente de los fines posteriores de las mismas, deberian
concentrarse en N. obliqua dado su mayor potencial de crecimiento en esta
etapa juvenil.

Ambas especies presentaron reducciones en la conductancia estomatica
en respuesta al estrés hidrico severo, pero las diferencias entre plantas testigo y
estresadas se dieron siempre en dias de altos valores de DPV. Este punto
indicaria una sinergia entre los bajos contenidos hidricos en maceta y la alta
demanda evaporativa, actuando esta ultima, como una sefal para el cierre
estomatico. El mecanismo anhisohidrico observado en estas especies sugeriria
que mas que un mecanismo de tolerancia a sequia, seria una consecuencia de
la evolucion en ambientes sin escasez de agua en suelo, resultando en una
inhabilidad de regulacion estomatica cuando la sefial proviene del mismo.

En ambas especies y en relacion a este factor de estrés (hidrico), no se
generaron modificaciones marcadas en variables morfolégico-alométricas,
evidenciandose asi un bajo grado de plasticidad y por ende de aclimatacién.
Esta baja plasticidad al estrés hidrico también se verifico en relacion a otras
variables fisioldgicas (ej. respuesta a embolia / vulnerabilidad a la cavitacion). Si
se intenta clasificar a ambas especies en base a su respuesta general a estrés
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hidrico, es evidente que no poseen ningun mecanismo marcado de tolerancia a
la sequia. Por el contrario, son especies en general evitadoras (el cierre
estomatico se produce a valores relativamente bajos de demanda atmosférica),
si bien tampoco puede considerarse que poseen un estricto control estomatico
capaz de impedir cualquier disfuncion del sistema hidraulico. En este sentido, el
analisis de sensibilidad estomatica mostré que son menos sensibles que lo
esperado de acuerdo al grado de vulnerabilidad a la cavitacion estudiada en
estas especies. Desde el punto de vista de la dicotomia ahorradora-
derrochadora, podria clasificarse a las mismas como especies derrochadoras
ante condiciones de alta disponibilidad hidrica en el suelo, pasando a ser
especies ahorradoras (o evitadoras) cuando el déficit hidrico es marcado, como
consecuencia tanto del cierre estomatico como por posibles fallas en el sistema
de conduccion.

La variabilidad intraespecifica registrada en respuesta ante estrés hidrico
fue baja en ambas especies, existiendo solo diferencias entre las tasas de
supervivencia entre los distintos origenes por especie. Este ultimo punto
sugeriria la necesidad de trabajos futuros en este sentido, aumentando el
numero de individuos y buscando las causas en variables no analizadas.

En respuesta a la radiacion, ambas especies respondieron mejor a
condiciones intermedias de sombra (50% de cobertura), produciéndose danos
leves o reversibles en el aparato fotosintético por exceso de luz bajo esta
condicion. Ahora bien, cabe destacar que estos resultados estan referidos a la
etapa de plantin existiendo probablemente diferencias en la respuesta de
individuos adultos, las cuales deben analizarse en el futuro. Si bien las
diferencias fisioldogicas en cada tratamiento se tradujeron en similares
crecimientos netos en diametro y altura, la incidencia de muerte apical
diferencial entre tratamientos sugiere nuevamente que la mejor condicién
luminica es la de media sombra. En ambas especies el principal mecanismo de
aclimatacién a condiciones de alta irradiancia se relacionaria con el hecho de
poder producir tanto hojas preformadas como neoformadas (ver Cap. 3 para
definicion de las mismas). Estas ultimas presentarian una ventaja funcional en
relacion a las hojas preformadas debido, probablemente, al hecho de poseer un
mayor contenido de sustancias de proteccién contra el exceso de energia,
promoviendo asi menores tasas de fotoinhibicion y mayores tasas de actividad
fotosintética. La formacion de los dos tipos de hojas otorgaria una ventaja
adaptativa siendo las hojas preformadas las que soportarian las condiciones
ambientales a comienzos de la temporada de crecimiento y las hojas
neoformadas, mediante una transmision de un ajuste por aclimataciéon que
realizaron otros tejidos (brote), poseerian la capacidad de aclimatacién a las
condiciones medioambientales desde mitades y hacia fines de la temporada de
crecimiento. En referencia a las curvas A..e- RFA, si bien no se registraron
diferencias significativas, se observdé una leve tendencia de respuesta a la
sombra, modificandose los valores de An.x, rendimiento cuantico aparente (RC)
y punto de compensacion luminico (PCL). Sin embargo, tanto la performance de
las hojas neoformadas con respecto a las preformadas, asi como las
reducciones en los valores de AFE, en ambos casos bajo la condicién de pleno
sol, sugieren que los mayores cambios (mayor plasticidad) en respuesta a la
radiacion estarian principalmente relacionados con la respuesta a alta irradiancia
mas que a baja irradiancia.

En relacién a la respuesta a temperatura, en el presente trabajo pudo
observarse que las mayores tasas de fotosintesis neta promedio se dieron a
18°C para N. obliqua y 25°C para N. nervosa. Pese a ello, la temperatura éptima
estimada por el modelo gaussiano fue similar para ambas especies (21°C). En
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relacién al modelo del tipo “broken stick”, N. obliqua mostré un amplio rango de
temperaturas en el cual mantuvo tasas constantes de fotosintesis, punto que
indicaria una mayor adaptacion a condiciones climaticas variables en
comparacion a N. nervosa (rango mas acotado). Debido a las altas tasas
fotosintéticas registradas a temperaturas mayores a la temperatura media que
experimentan estas especies en sus sitios de distribucién natural y ante
escenarios climaticos que predicen incrementos en la temperatura media, las
dos especies se verian beneficiadas por el efecto de este factor ambiental. Pese
a ello, nuevamente, la consideracién de sinergia de factores de estrés bajo
condiciones ambientales debe ser considerada en futuros trabajos. Las bajas
temperaturas (-5° C) generaron un efecto marcado sobre las tasas de fijacién de
ambas especies, registrandose adicionalmente una alta mortalidad de hojas. Por
otro lado, las altas temperaturas (40°C) tuvieron un efecto negativo sobre la Aneta
sblo en el tratamiento de larga duracion (4 horas). Este resultado indicaria
particularmente que tanto la intensidad como los tiempos de duracion de los
eventos de temperatura extrema influirian sobre el grado de dafio de la planta y
asi sobre las reducciones en las tasas de fijacion de CO,. A corto plazo, no
existi6 en ninguna de las dos especies una aclimatacion que permitiese
disminuir la inhibicion de Aqeta tanto por bajas como por altas temperaturas.

En parte, el comportamiento no muy tolerante a estrés detectado en estas
especies se condice con la acotada distribucién geografica actual que poseen.
De esta manera, la conservacion de las poblaciones naturales de ambas
especies podria verse amenazada en funcidon de los escenarios climaticos
predichos por los modelos de cambio climatico. En este sentido y si bien existe
aun incertidumbre al respecto, con el estado actual del conocimiento, N. obliqua
pareceria poseer una mayor potencialidad en respuesta a los distintos factores
de estrés considerados, siendo necesarios mayores esfuerzos de investigacion
en esta especie en relacién a N. nervosa asi como en aspectos relacionados con
la tolerancia en estados mas avanzados de crecimiento en ambas especies.

En funcion de seleccionarse aquellas condiciones de sitio favorables para
la plantacion con dichas especies, los resultados obtenidos por Davel et al.
(2003) en ensayos de plantacion en un sitio con una precipitacion media de 800
mm/ano indican que éste no fue adecuado para N. nervosa, presentando una
alta mortalidad apical y un alto grado de rebrote desde la base, no asi N. obliqua,
resultados que concuerdan adicionalmente con la mayor aptitud hidraulica y de
magquinaria fotosintética del presente trabajo. Estos mismos autores sefalan el
hecho de que en afios secos, con altas temperaturas, aquellos plantines que
poseian cobertura de arboles y/o arbustos presentaron mayores prendimientos
(87% de supervivencia) en relacién a los plantines plantados a cielo abierto
(5,5% de supervivencia). Asimismo, en sitios con mayores precipitaciones (1200
mm/afio) o suelos de textura mas fina (franco-limoso) los prendimientos vy
crecimientos de una y otra especie fueron similares entre si. Nuevamente en
relacion al aspecto antes mencionado de baja tolerancia a estrés registrado para
estas especies, los patrones de distribucidon actual muestran que la textura, la
profundidad efectiva del suelo y la exposicion del terreno aparecen también
como aspectos a considerar en la eleccién de sitios de plantacion. En general se
observan buenos comportamientos de las pocas plantaciones experimentales en
suelos de textura franca y profundos en laderas protegidas (S-SE), no asi en
suelos predominantemente arenosos (baja retencion hidrica), poco profundos y
en exposiciones O-NO. Sumado a esto, Wardle (1984) sugiere que las especies
del género Nothofagus son capaces de tolerar condiciones mas severas que
muchas otras especies de los bosques, pero sus plantines poseen una baja
habilidad competitiva por lo cual el factor de competencia con las restantes
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especies de sotobosque deberia ser considerado a futuro. Los resultados de
respuesta estomatica observados en el presente trabajo permiten entender, al
menos en parte, los patrones encontrados en los experimentos mencionados.

Desde el punto de vista evolutivo, en trabajos como el de Manos (1997)
se presentan anadlisis filogenéticos del género Nothofagus en base a caracteres
morfoldgicos y moleculares que podrian servir de base para la comparacion, bajo
un marco tedrico filogenético, de la respuesta a estrés de las especies
estudiadas en la presente tesis en relacion con el resto de las especies del
género. Asi también este marco posibilita la comparacion entre especies
siempreverdes y deciduas dentro del género. Un primer estudio comparativo en
relacién a potencialidad fotosintética y respuesta a luz es el realizado por Read &
Hill (1985) para las especies N. gunnii, N. cunninghamii, N. nervosa, N. obliqua y
N. dombeyi., que se corresponden con los resultados posteriores para N. gunnii
reportados por Tausz et al. (2004). Estos autores sostienen que la principal
diferencia entre especies sudamericanas del género y las especies del sudeste
de Australia y Tasmania radica en las condiciones ecoldgicas bajo las cuales
regeneran, especialmente la presencia de distintos grupos de especies
competidoras. Asi, las especies sudamericanas quedarian relegadas a
ambientes mas sombreados que en el caso de las especies de Oceania, debido
principalmente a su peor performance frente a especies pioneras presentes en el
primer caso.

Las diferencias encontradas entre especies en respuesta a la luz
parecerian no tener un correlato directo con la cercania o lejania a nivel
filogenético entre las mismas. Tanto las especies deciduas como las especies
siempreverdes presentan respuestas similares pese a pertenecer a subgéneros
diferentes (ver Fig. 58), presentando adicionalmente las primeras mayores
valores de Anax (Kohout & Read, 2006).

Estudios comparativos de la discriminacion isotépica de carbono a nivel
de hoja (variable indicadora de la eficiencia en el uso del agua) en 22 especies
del género colectadas en Sudamérica, Nueva Zelanda, Australia, Nueva Guinea
y Nueva Caledonia creciendo bajo condiciones comunes semi-controladas (Read
& Farquhar, 1991), muestran que la variacion genéticamente determinada en la
eficiencia en el uso del agua entre las diferentes especies provenientes de bajas
y altas latitudes se correlacionaria fuertemente con las diferencias en las
condiciones climaticas de origen de cada especie y, particularmente, con las
precipitaciones de verano. En funcion del registro fésil (polen, Pleistoceno), Auer
(1958) destaca que N. nervosa tendria un origen mas udico, mientras que N.
obliqua se habria también desarrollado bajo condiciones mas xeéricas.
Consideramos que los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan
con los registros previos para especies deciduas, siendo importante a futuro la
evaluacion de la sinergia entre distintos tipos de estrés ambiental, punto que no
ha sido considerado en detalle en los estudios existentes hasta la fecha.

En general, considerando la fase de plantin, crucial para el
establecimiento de la regeneracion natural o de una plantacién, nuestros
resultados sugieren, como se menciond anteriormente, una ventaja adaptativa
de N. obliqua en comparacion a N. nervosa, tanto en condiciones de
temperatura como de disponibilidad hidrica variables. Nuevamente, si bien existe
incertidumbre al respecto, el estado actual del conocimiento serviria de base
para la decision de ahondar en aspectos ligados a la domesticacion y tareas de
plantacion con N. obliqua. Adicionalmente, las caracteristicas ecofisiolégicas
observadas en ambas especies se corresponden con aquellas mencionadas
para especies lefiosas con relativamente baja resistencia al estrés, sugiriendo la
necesidad de reforzar los esfuerzos en investigaciones de sinergia entre factores
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de estrés si se piensa en el cultivo de las mismas fuera de su zona de
distribucion natural, o en su respuesta potencial ante el cambio climatico.
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Figura 58. Arbol filogenético para las distintas especies del género Nothofagus basado
en el analisis conjunto de caracteres morfologicos, rADN, secuencias ITS y ADN de
cloroplasto. Tomado de Manos (1997). En la figura N. nervosa aparece con su
denominacioén anterior, N. alpina.

Como material de estudio en la presente tesis se utilizaron plantines, lo
cual limita hasta cierto punto la interpretacion de los resultados y la extrapolacion
de las respuestas a niveles de desarrollo distintos a éstos. Pese a ello, el estudio
de caracteres fisiolégicos y morfoldgicos en individuos juveniles estudiados en el
presente trabajo junto al proveniente de individuos maduros podria permitir el
desarrollo de modelos de fijacion de C (crecimiento).

Para especies como las analizadas en el presente trabajo, limitadas en
su rango de distribucién natural (rango en el que ademas no experimentan
grandes efectos de estrés ambiental) este punto cobra ain mas importancia,
apuntando al mantenimiento de las especies independientemente del objetivo
ulterior (fines productivos, paisajisticos, conservacién, etc.). Otro aspecto a
considerar a la hora de extraer conclusiones del presente trabajo, es el hecho de
que, para tener un mayor control del efecto de los factores de estrés ambiental
por separado, los experimentos deberian realizarse bajo condiciones de campo
o al menos bajo condiciones de cantero comun, adicionandose al conocimiento
de la respuesta en macetas. Es sabido que el comportamiento de las plantas en
condiciones de suelo (campo) puede variar con respecto al de las mismas
plantas en maceta. Principalmente el poco area de exploracién que las raices
tienen en la maceta condiciona mucho la tasa de respuesta de las mismas. De
acuerdo al tamano-edad de los plantines y el tamano de las macetas con que se
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trabajo en este estudio, consideramos que este factor no fue limitante desde el
punto de vista de condicionar la respuesta de los plantines frente a los diferentes
factores de estrés. Ahora bien, futuros estudios deben contemplar este aspecto.
Como se menciond anteriormente, considerandose un espectro mas amplio de
condiciones de estrés, cabe destacar que el presente trabajo no contemplé la
interaccion entre factores de estrés. Es posible que exista una sinergia entre
déficit hidrico y alta radiacién, o entre déficit hidrico y baja radiacion (“sombra
seca”) bajo condiciones naturales de campo, que requiere estudios especificos
para poder predecir el funcionamiento de las especies estudiadas ante dichas
condiciones. A priori es posible esperar efectos mas marcados aun que los
observados en el presente trabajo. En funcion de obtener a futuro plantines con
mayor adaptabilidad a las condiciones de campo, aspectos tales como diferentes
suplementos dietarios bajo la técnica de fertirriego, tipos de contenedores,
sustratos, etc. deben ser evaluados a futuro, atendiendo a analizar si su uso
diferencial impacta en posibles modificaciones morfo-fisiolégicas que confieran
ventajas frente a condiciones de estrés.

En funcién de establecer lineas de trabajo a futuro y a partir de los
resultados del presente trabajo de tesis, se plantean a continuacion hipétesis y
predicciones a ser consideradas:

A) En relacion a estrés hidrico:

Hipotesis 1) La falta de sensibilidad estomatica ante bajos contenidos de agua
en suelo (maceta) y bajos valores de DPV, asi como la respuesta estomatica
(cierre estomatico) ante la combinacion de bajos contenidos de agua y altos
valores de DPV establecen tanto en N. nervosa como en N. obliqua un cambio
de mecanismo de “especie derrochadora” a “especie ahorradora” dependiente de
las condiciones climaticas imperantes.

Prediccion 1) Ambas especies poseeran mayores valores de conductancia
estomatica bajo condiciones de baja disponibilidad hidrica y bajos valores de
DPV y viceversa, es decir, presencia de cierre estomético bajo la combinacion de
altos valores de DPV y bajos contenidos de humedad en suelo.

Hipdtesis 2) El caracter udico de los suelos en sitios de distribucion actual de las
especies N. nervosa y N. obliqua, (es decir con nulo o escaso déficit hidrico
debido, en parte, al origen volcanico de los suelos muy profundos, con mucha
capacidad de almacenamiento de agua) condiciona la cantidad y el tipo de
mecanismos de respuesta a estrés hidrico.

Predicciéon 2) Se espera para las especies N. nervosa y N. obliqua creciendo en
suelos mésicos y xéricos una menor productividad y supervivencia en
comparacion a suelos udicos.

B) En relacion a estrés luminico:

Hipotesis 3) La posibilidad de formaciéon de hojas del tipo neoformadas, con la
capacidad de poseer un mayor contenido de sustancias de proteccion contra el
exceso de energia en relacién a hojas preformadas, otorga tanto a N. obliqua
como a N. nervosa un mecanismo de aclimatacion ante condiciones de alta
irradiancia a lo largo de la temporada de crecimiento.
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Prediccién 3.1) Las hojas neoformadas de ambas especies poseeran un mayor
contenido de sustancias de proteccion contra el exceso de energia (e. g.
violaxantofilas, anteroxantinas, zeaxantinas) en comparacion a hojas
preformadas.

Prediccion 3.2) A largo plazo y en ambas especies se esperan valores similares
de supervivencia en sitios con diferentes niveles de cobertura bajo similares
niveles de humedad en suelo.

C) En relacion a estrés térmico, hidrico y luminico:

Hipotesis 4) La capacidad de mantenimiento de mayores tasas de fotosintesis
maximas en un rango mas amplio de temperaturas, sumado a la mayor
conductividad hidraulica que N. obliqua posee en relacién a N. nervosa junto a la
respuesta a condiciones de alta irradiancia que esta especie posee, indican una
mayor potencialidad de adaptacion de la primer especie ante las condiciones
climaticas futuras predichas por los modelos de cambio climatico para Patagonia.

Prediccion 4.1) N. obliqua poseera mayores tasas de supervivencia y crecimiento
ante condiciones de sinergia entre factores de estrés (altas temperaturas, estrés
hidrico y alta irradiancia) en comparacién a N. nervosa.

Predicciéon 4.2) N. obliqua presentara mayores tasas de supervivencia y
crecimiento bajo condiciones de plantacion en sitios de alta demanda ambiental
en comparacion a N. nervosa.

D) En funcién de explicar el patron de distribuciéon actual y futuro de distribucion
de las especies de estudio:

Hipodtesis 5) La baja habilidad competitiva de las especies N. nervosa y N.
obliqua por sobre otras especies del bosque andino patagdnico, incluso menos
tolerantes a estrés ambiental, condiciona la ocupacion diferencial de nichos entre
estas especies y especies altamente competidoras.

Prediccion 5) En sitios con una mayor exclusion competitiva y con un estrés
ambiental leve a moderado el establecimiento, supervivencia y crecimiento de N.
nervosa y N. obliqua seré mayor en comparacion a sitios sin exclusion.
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