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Resumen

Los programas de mejora genética de Eucalyptus globulus producen
constantemente nuevos genotipos, exigiendo procesos de seleccién eficientes. La
creciente escasez de recursos hidricos y el aumento de sequias y olas de calor
hacen necesario encontrar indicadores expeditos para identificar clones tolerantes
a la sequia y contribuir al desarrollo de protocolos de seleccion.

Se evalug la respuesta de 20 clones de Eucalyptus a un déficit hidrico severo. Se
trasplantaran al invernadero 400 plantas en edad de plantacion, 20 esquejes por
clon en macetas de 1 litro con sustrato de turba y arena (3/1), regadas a la
capacidad de campo hasta el primer dia del ensayo y, posteriormente, sujetas a
supresion de riego. Se monitorizé la conductancia estomatica, reflectancia foliar
(NDVI), humedad del suelo y evapotranspiracién en una muestra de plantas
(8/clon, 2x/semana). Para cada planta, se determind también el tiempo hasta que
50% y 100% de la biomasa foliar sea pérdida, asumiendo que la pérdida total de
hojas corresponde a la muerte de la planta.

Discriminar los diferentes patrones de caida de hojas y eficiencia de utilizacion del
agua entre clones, contribuird para obtener indicadores de tolerancia a la sequia
que puedan ser utilizados a gran escala en procesos de seleccion.

Palabras clave

Mejora genética, resistencia a la sequia, mortalidad.

1. Introduccion

El eucalipto, Eucalyptus globulus Labill,, es una de las especies forestales mads
plantadas en la Peninsula Ibérica, ocupando alrededor de 844.000 hectdreas en
Portugal, aproximadamente el 26% de la superficie forestal del pais (ICNF, 2019), y
mads de 600.000 hectareas en Espafia (MAPA, 2019), localizadas sobre todo en el
norte y noroeste del pais (LOPEZ-SANCHEZ et al., 2021). La representatividad de E.
globulus en la Peninsula Ibérica refleja las condiciones favorables para el cultivo
intensivo de la especie en el territorio y, simultdneamente, su alta productividad y
la calidad de su madera para la produccién de pasta celuldsica (PATTS et al., 2006;
TOME et al., 2021).



@)

FORESTAL
2025
GIJON

16-20
JUNIO

MT 1: CLIMA

En Portugal, aunque los bosques de eucalipto representan alrededor del 50% del
valor de las exportaciones de productos forestales (BIOND, 2023), la produccion
forestal del pais no ha sido capaz de seguir el ritmo del aumento de la capacidad de
produccién industrial que ha tenido lugar en los ultimos afios (QUINTELA et al,,
2023), lo que ha provocado un déficit estructural en el suministro de madera de
eucalipto a nivel nacional y un consecuente aumento en las importaciones (INE,
2023).

En el contexto actual de cambio climatico y incertidumbre ambiental (ALI et al,,
2022), el valor econémico y el aumento de la productividad de los bosques de
eucalipto estan intrinsecamente ligados a la diversidad de los materiales genéticos
que los componen y a su adaptabilidad (BOOTH, 2013; TOME et al., 2021). Si en su
inicio, el aumento de la productividad estuvo en el centro de los programas de
mejora genética de E. globulus (POTTS et al., 2004; POTTS et al., 2011; TOME et al.,
2021), el enfoque cambié rapidamente a la resistencia a sequia y estrés bidtico
(BORRALHO y COTTERILL, 1994; SORIA y BORRALHO, 1997). Actualmente, en los
programas de mejora genética, se buscan herramientas para mejorar la
comprensién de las interacciones entre genética y ambiente, con enfoque en los
mecanismos ecofisiolégicos, que faciliten la identificaciéon de caracteristicas
adaptativas y estrategias implicadas en la respuesta a la variabilidad climatica vy,
sobre todo, el déficit hidrico (ELLI et al. 2020; PITA-BARBOSA et al., 2023).

Recientemente, en el marco de la Agenda «TRANSFORM - Transformacdo digital
do setor florestal para uma economia resiliente e hipocarbonica», se estan
probando varios materiales de eucalipto procedentes de programas de mejora
portugueses para evaluar las posibles ganancias genéticas al nivel de resistencia a
los estreses bidtico y abiotico. Efectivamente, los programas de mejora genética de
E. globulus producen constantemente nuevos genotipos (POTTS et al, 2011),
exigiendo procesos de seleccion sencillos y eficientes. La creciente escasez de
recursos hidricos y el aumento de sequias y olas de calor observadas en la
Peninsula Ibérica (ALI et al, 2022) hacen necesario encontrar indicadores
expeditos para identificar clones tolerantes a la sequia y contribuir al desarrollo de
los protocolos de seleccidn (PITA-BARBOSA et al., 2023).

2. Objetivos

En el contexto de la produccion regular de nuevos genotipos por parte de los
programas de desarrollo genético de las empresas forestales, es necesario
comprender mejor los procesos y mecanismos de tolerancia al déficit hidrico y
desarrollar herramientas de seleccion precoz. El estudio tuvo como objetivos
principales discriminar si existen diferentes patrones de caida de hojas y eficiencia
de utilizacién del agua entre clones, y contribuir para obtener indicadores
sencillos de tolerancia a la sequia que puedan ser utilizados a gran escala en
procesos de seleccién y programas de mejora genética.

3. Metodologia
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El experimento se realizo entre septiembre y octubre de 2024 en un invernadero
situado en INIAV (Oeiras, Portugal, 38°41'43.0"N, 9°19'16.2"W). Se utilizaron 20
clones de Eucalyptus globulus, incluidos 4 hibridos (E. cypellocarpa x E. globulus, E.
saligna x E. rudis, E. grandis x E. globulus, y E. maideni x E. urophylla), producidos
por minipropagacién en dos viveros, Viveiros do Furadouro (Altri) y Viveiros
Alianca (Raiz). Las plantulas fueron cultivadas en sustrato de perlita y turba (20:80)
(RAIZ) o arena y turba (25:75) (Altri). Tras el desarrollo inicial, en agosto, las
plantulas se trasplantaron a macetas de plastico de 1,7 L (sustrato: arena y turba,
25:75) en los viveros Alianca.

El ensayo sigui6 un disefio de bloques, incluyendo 20 clones de eucalipto y 20
repeticiones por clon, con un total de 400 pladntulas. En el invernadero, las
plantulas fueron distribuidas aleatoriamente por los cuatro bloques, cada uno con
cinco repeticiones por clon. Después de un periodo de aclimatacion, con riego
periodico hasta la capacidad de campo, se empez6 el ensayo de estrés hidrico
severo, suprimiendo totalmente el riego a todas las plantulas. Como el inicio del
ensayo coincidié con un periodo de temperaturas anormalmente altas, al octavo
dia, se realizé un riego de 105 ml por maceta simulando un pequefio episodio
aislado de precipitaciones, para evitar la muerte prematura de las plantulas y
garantizar la continuacién del ensayo.

Se monitorizaron periédicamente pardmetros ambientales y fisioldgicos, y la
dindmica de queda de hojas y de la mortalidad. Los pardmetros ambientales,
temperatura (°C) y humedad relativa (%) del aire, se monitorizaron continuamente
utilizando una miniestaciéon meteoroldgica (Hobo Micro Station H21-002 y sensor
RS3 Solar Radiation Shield, Onset Computer Corporation, Bourne, MA, EE. UU.). Se
evaluardn parametros fisiolégicos, con periodicidad de 2 veces por semana, en
ocho plantas escogidas aleatoriamente de cada clon. Las monitorizaciones
incluiran la evapotranspiracion (g H,O cm™ hora™), conductancia estomatica (mol
m?s™) y fluorescencia de la clorofila a (Porometro/Fluorimetro, LI-600PF, LI-COR,
Lincoln, NE, EE. UU.), y la reflectancia de las hojas (PlantPen NDVI, Photon Systems
Instruments, Drdsov, Chequia). Ademas, en las mismas macetas, se monitorizo
también el porcentaje de humedad del sustrato a 7,6 cm de profundidad utilizando
la reflectometria en el dominio del tiempo (TDR) (FieldScout TDR 150, Spectrum
Technologies, Aurora, IL, EE. UU.). La evapotranspiracion se estimg por pesaje de
las macetas a intervalos regulares, utilizando macetas con y si plantula, teniendo
en cuenta la diferencia de peso entre pesadas (g H,O plantula® hora™), y luego
normalizado segun el area foliar (g H,O cm™ hora™). La evaluacién de la dindmica
de la caida de hojas y de la mortalidad incluyé todas las plantas, y se hizo con una
periodicidad de 3 veces por semana. Se registro el numero de dias hasta que caian
50% o 100% de las hojas. Una vez alcanzados estos estadios, se recogi6 la biomasa
foliar, se secd a 65 °C por 48 horas y se determing el peso seco. Se asumio que la
pérdida total de hojas corresponde a la muerte de la planta.

Para comparar grupos independientes de variables se utilizaron pruebas ANOVA
de una via, con distribucién normal y homogeneidad de varianzas como requisitos
previos. Si no se cumplian estos requisitos, se utilizaron la prueba de Kruskal-
Wallis (H) y el método de Dunn para las comparaciones multiples de medias. Los
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resultados se consideraron estadisticamente significativos a niveles de
significacion a = 0,05. Los datos se analizaron mediante el programa estadistico
Sigmaplot V13 (Inpixon, EE. UU.).

4. Resultados

Los clones mostraron una variacién continua en el tiempo transcurrido hasta la
caida del 50% (TQ50%) y del 100% (TQ100%) del area foliar (Fig. 1). Considerando
todos los clones, el tiempo hasta la caida del 100% del area foliar ocurrid,
aproximadamente, de 2 a 4 dias después de la fecha de caida del 50% del area
foliar. El clon GAVIAO tuvo la mayor duracién media del area foliar frente al clon
77000 con la duracion mas corta(p < 0,001) (32,7 frente a 23 dias, respectivamente).
Esta diferencia fue equivalente a una extensién en el mantenimiento del drea
foliar de 9,7 dias (30%).
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Figura 1. Duracion del drea foliar (dias + error estdndar) hasta alcanzar una pérdida
del 50% (TQ50%)y del 100% (TQ100%) del drea foliar.

Los clones GAVIAO y G1202, que mostraron la mayor duracion del area foliar,
mantuvieron valores de evapotranspiracion mas altos durante todo el ensayo (Fig.
2), lo que se tradujo en un uso total del agua superior a la media del ensayo (616 y
634 frente a 602 g H,0, respectivamente, Fig. 3). Por otro lado, estos dos clones
presentaron los valores mas bajos de area foliar total (Fig. 4). Sin embargo, la
correlacion entre el drea foliar de los clones y el TQ100% fue baja (R* = 0,33),
explicando asi s6lo parcialmente la mayor duracién del &rea foliar. Los clones
menos tolerantes a la progresion del estrés hidrico y con menor TQ100% fueron
77000 y RP2, que mostraron una utilizacion total del agua inferior a la media del
ensayo (593 y 561 frente a 602 g H,0, respectivamente, Fig. 3).
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Figura 2: Evapotranspiracion (g cm? h™) media de los 20 clones (linea discontinua) y
de los tres clones con mayor y menor TQ100% (lineas contintias).
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Figura 3: Evapotranspiracion total por clon (g H.O) durante el ensayo. Las barras de
error representan el error estandar.

La conductancia estomatica medida por pordmetro a lo largo del ensayo (Fig. 5)
coincide con los valores observados en la evapotranspiracion de los clones. A
partir del dia 8 del ensayo, todos los clones redujeron en gran medida su
conductancia estomatica. Cabe destacar que los clones con mayor TQ100%
mantuvieron una apertura estomatica superior a la media durante todo el ensayo,
a diferencia de los clones con los valores mas bajos de TQ100%.
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Figura 5 - Conductancia estomdtica media de los 20 clones (mol m* s”) medida a lo
largo del ensayo y de los tres clones con mayor y menor TQ100%.

5. Discusion

Durante los periodos de sequia, los arboles reducen la pérdida de agua y el riesgo
de fallo hidrdulico cerrando sus estomas, lo que también limita la fotosintesis
(CHAVES et al., 2003). Sin embargo, la regulaciéon estomdtica en condiciones de
estrés hidrico severo no es suficiente para reducir la tensién hidraulica y evitar la
formaciéon de embolias en el xilema (SPERRY y LOVE, 2015). Asi, en estas
condiciones, se ponen en marcha otros mecanismos de aclimatacion para reducir
aun mas la transpiracion, como cambios metabdlicos o aumento de la resistencia
interna (CHAVES et al., 2003), que a su vez afectan a la conductancia estomatica,
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ademds de acelerar la senescencia de diversos tejidos, evitando asi pérdidas
irreversibles de conductancia hidraulica (CHOAT et al., 2018).

Los resultados de nuestro experimento mostraron, en condiciones de estrés
hidrico severo, una variaciéon continua en la capacidad de mantener la superficie
foliar entre los 20 clones. El numero de dias para que los clones alcanzaran el
100% de pérdida de area foliar (TQ100%) varié en promedio entre 23 y 32,7 dias
(clon 77000 y GAVIAO, respectivamente). La tolerancia a la sequia implica la
compleja interaccién de varios mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y
hormonales, que ocurren en diferentes componentes y 6rganos de la planta (por
ejemplo, sistema radicular, hojas) (CHAVES et al., 2003; ROWLAND et al., 2022).
Aunque nuestras mediciones fisioldgicas son limitadas, podemos destacar en
nuestros resultados que la mayor duracion del mantenimiento del area foliar
(supervivencia) estuvo determinada de forma mads significativa por una mayor
capacidad de utilizacion del agua (Fig. 3) asociada al tamafio del &rea foliar. Asi, la
capacidad de aprovechamiento y extraccion de agua del suelo, es decir, la eficacia
y eficiencia del sistema radicular, junto con la regulacién de la pérdida de agua a
través de las hojas, es la base de las diferencias observadas entre los clones para
los valores de TQ100%.

La mayor capacidad total de utilizacion del agua de los clones mas tolerantes (por
ejemplo, G1202, SADO, GAVIAO) les permiti6 mantener una conductancia
estomadtica superior a la media durante todo el ensayo y la progresion del estrés
hidrico (Fig. 5). Esto es importante porque la abscision foliar bajo condiciones de
estrés hidrico estd asociada con un valor umbral para la conductancia foliar
minima (NADAL-SALA et al., 2021). Aunque la senescencia foliar inducida por el
estrés hidrico reduce la transpiracion total del d&rbol (MUNNE-BOSCH y ALEGRE,
2004), esta respuesta implica costes para la planta, poniendo en peligro el
crecimiento a medio plazo, ya que la reconstrucciéon de la estructura del dosel
requiere una inversién extra de carbono, ya sea procedente de las reservas de
carbohidratos no estructurales o de la asimilacién por las hojas restantes (RUEHR
et al,, 2019). Efectivamente, la capacidad de las plantas para mantener intacto el
sistema de transporte de agua en las hojas en condiciones de sequia esta
intimamente ligada a la supervivencia y puede considerarse un factor de
adaptacion (BLACKMAN et al., 2017).

El momento de la caida del 100% del area foliar se produjo aproximadamente
entre 2 y 4 dias después de la fecha de caida del 50% del drea foliar (TQ50%) con
una respuesta similar para todos los clones (Fig. 1). Esto sugiere que el proceso de
abscision de la hoja en una etapa avanzada de deshidratacion de la hoja ocurre
rapidamente y se fija genéticamente con baja variabilidad fenotipica.

Las diferencias de TQ100% entre los clones correspondieron a una media de 9,7
dias, lo que equivale a un aumento del 30% en la supervivencia de la planta
(mantenimiento del area foliar). Esta diferente respuesta de abscision foliar entre
los clones podria tener importantes implicaciones en condiciones naturales, dado
que la reanudacion del crecimiento tras la reposicion de agua en el suelo depende
en gran medida del area foliar presente.
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Las empresas forestales producen regularmente un gran numero de nuevos
genotipos con cada nuevo ciclo de desarrollo genético (POTTS et al.,, 2011). Estos
clones, seleccionados por sus caracteristicas de produccion y calidad de la madera
(BORRALHO y COTTERILL, 1994), se someten relativamente poco a pruebas de
tolerancia a la sequia (PITA-BARBOSA et al, 2023). Es necesario desarrollar
herramientas que permitan un cribado inicial rdpido de la tolerancia al déficit
hidrico en la fase joven (ELLI et al., 2020), lo que ayudard a identificar y
seleccionar genotipos superiores para su instalacion en el campo. En este estudio
podemos contribuir a la identificacién de caracteristicas asociadas a la dinamica
de la senescencia foliar que permitan discriminar entre clones en términos de
tolerancia al déficit hidrico, reconociendo al mismo tiempo la necesidad de validar
estos resultados en condiciones de campo.

6. Conclusiones

La capacidad para mantener la superficie foliar en condiciones de sequia esta
intimamente ligada a la supervivencia de los arboles y puede considerarse un
factor de adaptacion. Este estudio ha permitido comprobar que las caracteristicas
asociadas a la dinamica de la senescencia foliar permiten discriminar entre clones
en términos de tolerancia al déficit hidrico y tienen potencial para ser utilizadas
como herramientas de seleccidén en programas de mejora.
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