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Resumen

El estadio juvenil supone una de las fases mds criticas para todas las plantas. Uno
de los factores que inciden de manera determinante en la supervivencia durante las
primeras etapas de desarrollo en dreas con clima mediterrdaneo es la sequia. Con objeto
de profundizar en el conocimiento del comportamiento adaptativo de los distintos
materiales de base de pinos mediterrdneos, se han puesto a punto técnicas para la
evaluacion precoz bajo condiciones de estrés hidrico en cultivo hidropénico utilizando
PEG-8000. En el presente estudio se evalud la respuesta de dos procedencias de Pinus
canariensis 'y una de Pinus pinaster a tres tratamientos: control, estrés moderado (-1
MPa) y estrés fuerte (-2 Mpa). Se encontraron diferencias significativas en el reparto de
biomasa entre las plantas no sometidas a estrés y las plantas estresadas, destinando estas
ultimas mayor porcentaje de biomasa a las raices que al sistema aéreo. El potencial
osmotico de Pinus pinaster se mantuvo mas elevado durante todo el tratamiento que en
las dos procedencias de Pinus canariensis, indicando mayor capacidad de ajuste
osmotico de las procedencias canarias en condiciones prolongadas de estrés hidrico. Las
diferencias en contenido hidrico relativo se detectaron sélo los ultimos dias del ensayo.
Las pldntulas de pino canario de ambas procedencias sometidas al mayor nivel de estrés
absorbieron su médula, presentando tallos huecos en la cosecha final.

Palabras clave: Reparto de biomasa, Contenido hidrico relativo, Ajuste osmético, Pinus
canariensis, Pinus pinaster.

INTRODUCCION

La adaptacion de las distintas poblaciones a diferentes localidades, entendiendo esa
adaptacién como eficacia reproductiva (fitness), puede medirse casi directamente en
plantas anuales o de ciclos reproductivos cortos (SULTAN, 2000). Sin embargo, los
arboles forestales son longevos y alcanzan tarde la madurez reproductiva. Ademads, el
porcentaje de plantulas que sobrevive y alcanza la fase reproductiva es muy pequeifio,
siendo los primeros afios de desarrollo los mads criticos para el establecimiento del
regenerado. El clima mediterrdneo impone a las plantulas no s6lo un periodo de sequia a
veces superior a los siete meses anuales sino también la irregularidad de las
precipitaciones. Esta doble adversidad se vera incrementada si tenemos en cuenta los
modelos de cambio climético actualmente aceptados en latitudes similares a las nuestras
en las que se prevé un ascenso de las temperaturas y la disminucién de las
precipitaciones (CASTRO et al., 2005). Las plantas muestran ante el estrés hidrico dos
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tipos de respuestas, o bien tienden a evitarlo o bien han desarrollado mecanismos que
les permiten resistirlo. El conocimiento de estos mecanismos adaptativos permiten por
un lado comprender los procesos evolutivos implicados en la adaptacion de las plantas y
por otro predecir la respuesta de determinadas poblaciones o especies ante la
modificacion de las condiciones ambientales. Encontrar genotipos resistentes a la sequia
constituiria un material forestal de gran ayuda en las repoblaciones en lugares aridos y
escarpados. Se han hallado diferencias significativas entre procedencias de pinos
mediterrdneos en cuanto a su resistencia a la sequia en ensayos de campo (ALIA et al.,
1997; ATZMON et al., 2004; LOPEZ et al., 2007). En el presente trabajo se estudia la
posibilidad de desarrollar técnicas mds rdpidas de evaluacién de esta resistencia
mediante el uso de cultivos hidropénicos y la adiccion de polietilénglicol (PEG) 8000,
polimero de peso molecular elevado capaz de inducir estrés hidrico. La ventaja de esta
técnica respecto a la de controlar el agua suministrada a la planta en riegos sucesivos es
la posibilidad de variar con mayor rapidez el estatus hidrico del ambiente en el que se
desarrollan las raices de tal manera que la sequia inducida es mas rdpida y homogénea
con la consiguiente obtencién precoz de resultados. Para validar esta metodologia
hemos utilizado dos procedencias de Pinus canariensis, una de Gran Canaria,
Arguineguin y otra de Tenerife, Arico, y una de Pinus pinaster, Oria en Almeria.

Las condiciones extremadamente aridas en las que ha evolucionado la masa de
Arguineguin hacen pensar en posibles adaptaciones a la sequia de sus genotipos. Las
procedencias de Arico y Oria han mostrado estar bien adaptadas a la dureza de su medio
local. Esta buena adaptacién no sélo se ha comprobado en términos de supervivencia,
sino también en crecimiento (FERNANDEZ et al., 1999; CLIMENT et al., 2006). Los
objetivos de este trabajo son por una parte, como ya se ha comentado, validar el uso de
cultivos hidropénicos para evaluar resistencia al estrés hidrico y por otra determinar si
la estrategia de adaptacion a la sequia varia entre ambas especies y, en el caso del pino
canario, ademds entre las dos procedencias.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron semillas de dos procedencias de pino canario, Arguineguin y Arico, y
una de pino maritimo, Oria (Tabla 1). Una vez germinadas las semillas se trasladaron a
un cultivo hidropénico con solucién nutritiva Hoagland durante cuatro meses. La
concentracion de nutrientes se aumenté gradualmente cada vez que se renovaba la
solucion (2 veces por semana) hasta alcanzar la concentracion de la férmula completa.
El fotoperiodo aplicado fue de 16 horas con temperaturas de 25/20 °C y 60-80% de
humedad relativa, durante el dia y la noche respectivamente. Al comenzar el quinto mes
en el cultivo se inici6 la imposicion de estrés hidrico mediante la adicién de PEG-8000.
Cada dos dias se disminuy0 el potencial hidrico de la solucion -0,5 MPa hasta llegar a -
1 MPa (t1) y -2 MPa (t2) manteniendo una solucién control sin PEG durante todo el
experimento (t0). La duracion total del ensayo de estrés fue de 14 dias. En seis plantas
por procedencia y tratamiento se calcul6 en seis fechas de medicion el contenido hidrico
relativo. Para ello se pesaron las aciculas inmediatamente después de la cosecha (PF =
peso fresco), posteriormente se introdujeron en agua destilada a 5 °C durante 24 horas
para determinar el peso hidratado (PH) y finalmente se obtuvo el peso seco (PS) tras
secado en estufa a 70 °C durante 48 horas. El contenido hidrico relativo se calculé como
CHR = (PF-PS) / (PH-PS). En las mismas fechas de medicion y en las mismas
pléntulas, se recolectaron tres aciculas para calcular el potencial osmético (). Tras
recogerlas se congelaron con nitrégeno liquido y una vez descongeladas se midi6 el W
con un psicrometro (microvoltimetro de punto de rocio, modelo HR-33T, Wescor,



Logan, UT). La capacidad de ajuste osmético se determiné mediante graficos del
InCHR frente a —In(-¥Y) (MORGAN, 1980; NGUYEN-QUEYRENS & BOUCHET-
LANNAT, 2003) en las distintas fechas de medicion, a medida que aumentaba el estrés
hidrico. La primera fase de las rectas de regresion corresponde a un cambio en el
potencial osmético manteniéndose el CHR constante (sin pérdida de agua): esta
acumulacién de solutos se denomina ajuste osmoético absoluto. Durante la segunda fase,
segunda recta de regresion, se produce pérdida de agua y ajuste osmoético activo. Este
mecanismo permite mantener un alto potencial de turgencia, aun con un descenso en el
potencial hidrico.

El dltimo dia de medicion se calcul6 en diez plantas por procedencia y tratamiento
el porcentaje de biomasa seca en raices, tallo y aciculas tras secado en estufa a 70°C
durante una semana.

Para estudiar las diferencias entre tratamientos y procedencias se llevaron a cabo
andlisis de la varianza para cada dia de medicién utilizando como factores los tres
niveles de tratamiento, las tres procedencias y las interacciones entre ambos. Todos los
factores fueron considerados fijos. Para evaluar el porcentaje de la varianza explicada
por cada factor se consideraron todos los factores como aleatorios. Todos los andlisis
estadisticos fueron realizados con SAS (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras dos meses en el cultivo hidropénico las aciculas de los pinos de las tres
procedencias empezaron a amarillear. Se incrementaron las dosis de algunos
micronutrientes y de hierro aprecidndose a la semana s6lo una leve mejoria en algunas
pléntulas, descartdndose pues un déficit nutricional en la solucién. El pH de la solucién
se mantuvo durante todo el experimento ligeramente dcido, desechandolo también como
motivo del amarilleamiento. Se sugieren dos causas posibles que no han podido
comprobarse en este ensayo, hipoxia del medio donde se desarrollan las raices debido a
una aireacion de la solucién insuficiente o déficit luminico que provocaria un
crecimiento descompensado de los sistemas aéreo y radical.

En todas las variables medidas, el tratamiento ha sido siempre el factor mds
significativo. El porcentaje de la varianza explicada por este factor del contenido hidrico
relativo vari6 entre el 5 y el 18% en las distintas fechas de medicion. A partir del cuarto
dia de medicion (dia 9 del calendario de imposicion de estrés) se produjo un descenso
brusco del CHR en las plantulas de todos los tratamientos, incluido el control (Figura
la). Solo se apreciaron diferencias significativas entre procedencias el dia 11 (Figura
1b), momento en que la procedencia de Arico mostré un 70% mas de CHR que la de
Arguineguin en el t2. La rdpida imposicion de estrés puede haber impedido la puesta en
funcionamiento adecuada de todos los mecanismos de resistencia a la sequia y por ello
no haberse detectado variacion entre procedencias en cuanto a este parametro.

El ¥y fue diferente entre procedencias todos los dias de medicién, explicando este
factor alrededor del 20 % de la variacidn salvo en el dltimo dia, cuando las diferencias
entre procedencias decrecieron. Durante todo el ensayo las pldntulas de Arguineguin
mostraron los W més bajos, alcanzdndose el valor de -6 Mpa al finalizar el ensayo. El
menor valor de Wy de esta procedencia bajo tratamientos de estrés puede indicar una
mayor habilidad para mantener el turgor celular cuando desciende el potencial hidrico
de la planta. Excepto en los dias 3 y 5, el tratamiento fue también siempre significativo
incrementdndose la cantidad de varianza explicada por este factor paulatinamente desde
el 30 % el dia 7 hasta el 63% el dia 14.



Cuando se compararon las pendientes de las lineas de regresion de los graficos
elaborados para evaluar el ajuste osmoético (Figura 2) se constataron valores menores
para las dos procedencias canarias, evidenciando su mayor capacidad de ajuste osmoético
activo, si bien las tres procedencias ante situaciones moderadas de sequia ponen en
marcha mecanismos de ajuste osmoético para combatir el déficit hidrico.

Tanto la biomasa absoluta como relativa destinada a las raices fue mayor en los
tratamientos de estrés que en el control en ambas especies (Figura 3). Esta tendencia
parece ser comun en plantas que se desarrollan en condiciones 4ridas, las cuales
invierten mayor cantidad de recursos en el desarrollo radical en detrimento del
crecimiento de la parte aérea (BONGARTEN & TESKEY, 1987). El crecimiento en
altura de la procedencia de Arico fue dos veces mayor que la de Oria y tres que la de
Arguineguin en todos los tratamientos. Las pldntulas de Oria no sometidas a estrés
destinaron mds biomasa al tallo y menos a las aciculas que las de las dos procedencias
canarias.

Las plantulas de pino canario de ambas procedencias sometidas al mayor nivel de
estrés absorbieron su médula, presentando tallos huecos en la cosecha final. Este
comportamiento puede ser debido a la acumulacién de reservas en el tallo del pino
canario necesarias para rebrotar. Sugerimos que, en una situacién de estrés elevado
como la del t2, la plantula moviliza todas sus reservas para sobrevivir, llegando incluso
a quedarse sin médula.
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TABLAS

Tabla 1. Caracterizacion ecoldgica de las procedencias estudiadas. Alt: altitud, T:
temperatura media anual, P: precipitacion anual, Pseq: periodo seco.

Procedencia Alt (m) T (°C) P (mm) Pseq

Oria 1150 15,8 357 6

Arico 1600 11,4 420,1 4,9

Arguineguin 300 20,5 144 9,5
LEYENDAS

Figura 1. a) Evolucién del contenido hidrico relativo (CHR) de las pléantulas de las tres
procedencias de los tres tratamientos durante el ensayo. En el eje de abscisas los dias de
medicion. t0 (control): —o— Arico, —o— Arguineguin, --o0-- Oria. t1 (-1MPa): —A—
Arico, — A — Arguineguin, -- A -- Oria. t2 (-2MPa): —m— Arico, —m— Arguineguin, --m--
Oria. b) Contenido hidrico relativo tras 11 dias de estrés. Arico, Arguineguin,
= Oria.

Figura 2. Lineas de regresion ajustadas del InCHR = f(-In(-¥p;)) de las aciculas de las
tres procedencias para calcular el ajuste osmético.

Figura 3. Porcentaje de biomasa destinado a raiz (), tallo (IIl) y hojas (£.) medidos en
la cosecha final, dia 14, de las plantulas de todas las procedencias y tratamientos (TF:
Arico, GC: Arguineguin, OR: Oria, 0:t0, 1: t1, 2:t2).
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