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Resumen

El estrés hidrico es una reaccidn fisioldgica de las
plantas ante la disponibilidad limitada de agua. Este
estudio valoré el efecto del estrés en plantulas de
Gliricidia sepium cultivadas en condiciones de in-
vernadero, utilizando plantas testigo y dos tipos de
estrés (lineal y ciclico). El estrés gener6 reduccio-
nes en el crecimiento en altura del 30 % y de la la-
mina foliar del 40 %. Las plantas con estrés lineal
mostraron a los 98 dias un estrés severo con valores
fisiolégicos minimos (fotosintesis 4.51 pmol m2.s”,
transpiracion 6.56 pmol m=.s”, conductancia 48.6
pmol m=.s7); en cambio, las plantas con estrés cicli-
co si bien se expusieron a un estrés moderado, mos-
traron recuperacion con valores fisiolégicos finales
estables (fotosintesis 12.96 pmol m2.s?, transpira-
cién 6.22 pmol m=2.s”, conductancia 196.05 pmol
m-.2s™"), con un retardo del crecimiento del 30 % con
respecto a las plantas testigo, encontrando que en
42 dias de estrés la condicion es grave.

Palabras clave: plantula, invernadero, fotosintesis,
transpiracion, turgencia foliar.

Aprobacién: 16 de diciembre 2020

Abstract

Water stress is a physiological reaction of plants to
the limited availability of water. The study assessed
the effect of stress on seedlings of Gliricidia sepium
grown in greenhouse conditions, using control plants
and two types of stress (linear and cyclic). Stress ge-
nerated reductions in height growth of 30 % and fo-
liar leaf 40 %. Plants with linear stress showed severe
stress with minimal physiological values at 98 days
(photosynthesis 4.51 pmol m™.s7, transpiration 6.56
pmol m2.s", conductance 48.6 ymol m2.s), on the
other hand, plants with cyclic stress, although they
were exposed to moderate stress, showed recovery
with stable final physiological values (photosynthe-
sis 12.96 pmo m2.s”", perspiration 6.22 pmol m2.s”,
conductance 196.05 pmol m?s™), with a 30 % grow-
th delay with respect to the control plants, finding
that 42 days of stress the condition is severe.
Keywords: seedling, greenhouse, photosynthesis,
transpiration, leaf turgor.
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VALVERDE-OTAROLA, J.C. Y ARIAS, D.

INTRODUCCION

El estrés hidrico es una respuesta fisiologica de las
plantas a la disminucién del agua disponible en el
ambiente, lo que incide en un desequilibrio en-
tre la transpiracién y la absorcion de agua (Myers,
1988; Hammani et al., 2013; Girdén et al., 2015).
Este fendmeno no solo ocurre cuando hay disponi-
bilidad limitada del agua, sino también por tempe-
raturas en el suelo extremadamente altas o bajas,
altos valores de salinidad, baja presion atmosférica
o una combinacién de los factores mencionados
(Giron et al., 2015; Drechsler et al., 2019).

La respuesta de la planta ante la condicion de
estrés por la falta de agua es inmediata (Roussos et
al., 2010; Varone et al., 2012; Tong et al., 2019). El
crecimiento se ve afectado debido a la pérdida de
turgencia que incide en la reduccion de volumen
celular y aumento de solutos que generan danos
mecanicos celulares que pueden incidir en la re-
duccién de crecimiento, fenémeno que es explica-
do por el modelo Lockhar-Passioura:

C=m-(vp-7)

Donde C es tasa de crecimiento, m es la exten-
sibilidad pared celular, Wp es tensiéon umbral de la
pared celulary y es el umbral de turgencia. Cuando
una planta entra en estrés hidrico se da un descenso
del valor my un aumento de y, lo que inhibe el de-
sarrollo foliar y el crecimiento del meristemo apical
y los meristemos laterales. Maallath et al. (2010)
y di Vaio et al. (2013) mencionan que la planta
puede desarrollar tres niveles de estrés: 1) minimo:
genera pérdida de turgencia celular, reduccion de
la tasa de expansion celular, disminucion de la sin-
tesis de pared celular y limitaciones en la sintesis
de proteinas; 2) moderado: incide en aumentos del
acido abcisico (ABA) y cierre estomatico parcial o
total; y 3) maximo: en el que la planta produce cav-
itacion de los elementos del xilema, caida de la
hoja, acumulacion de solutos organicos, Ilegando
al punto de marchitez de la planta.

Blum (2011) menciona que el estrés hidrico
en especies tropicales incide en una reduccién

significativa de la conductividad estomatica y tran-
spiracion debido al cierre de estomas; mientras la
asimilacién fotosintética es afectada conforme el
estrés hidrico sea mayor debido a la resistencia de
los cloroplastos que se afectan de manera directa
conforme la reduccion de la expansion foliar au-
mente y se genera un cierre total de los estomas
(Varone et al., 2012). Estudios previos de Otruio
et al. (2006) en arboles maduros de Citrus limon 'y
C. aurantium encontraron cambios en la conduc-
tividad estomdtica y turgencia foliar después de 15
dias sin irrigacion y embolismo en el xilema a los
50 dias de iniciado el experimento. Por su parte,
Caplan et al. (2019), con 10 especies arboreas de
clima templado de dos a cinco afios de edad ex-
puestas a estrés severo, encontraron reducciones
en el contenido de humedad, densidad estomatica
y espesor de hoja en plantas con mds de 90 dias
sin agua, ademas de reducciones de un 70 % de la
asimilacion fotosintética y 55 % en la conductivi-
dad estomatica, encontrando el punto de marchi-
tez permanente entre los 90 a 113 dias.

En cuanto especies arboreas forestales se desta-
ca el estudio de Krause et al. (2012) con tres es-
pecies tropicales, alli se encontraron reducciones
del 20 % en el crecimiento de los arboles con es-
trés hidrico, pérdida de un 25 % en la biomasa
foliar y reducciones en la tasa fotosintética en un
15 %. Ehrenberger et al. (2012) determinaron para
Quercus robur el valor de turgencia foliar 6ptima es
de 186 kPa en el cual los niveles fotosintéticos son
maximos y tiene mayor actividad fisiolégica; a su vez
mostré que la turgencia es el primer indicador de es-
trés hidrico por salinidad en el suelo encontrado re-
ducciones del 25 % en las curvas de turgencia en
suelos alfisoles con salinidad superior al 2 % en Eu-
ropa central. Finalmente, Lopez-Lopez et al. (2018),
con arboles maduros de seis especies tropicales, de-
terminaron reducciones del 20 % en transpiracién y
15 % en fotosintesis producto a reduccion de la dosi-
ficacion mensual del agua en un 44 %, encontrando
pérdida del 50 % del indice del area foliar.

Ante tal panorama, se hace necesario valorar y
determinar los niveles de estrés hidrico que pueden
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soportar las especies arboreas tropicales que se im-
plementan en reforestacion, con el fin de generar
practicas de manejo que permitan aumentar su so-
brevivencia, especialmente en sus primeros afos
de establecimiento (Blum, 2011) y mejorar la ca-
pacidad de adaptacién al cambio climatico (Lim,
2013). En el caso de Cliricidia sepium, se trata de
una especie tropical de madera preciosa que es
muy utilizada en sistemas agroforestales, dado que
desarrolla simbiosis con bacterias que contribuye
a la nitrificacion de suelos, aspecto que mejora la
calidad nutricional del suelo. Por su capacidad de
rebrote, esta especie presenta caracteristicas opti-
mas para su uso en bioenergia debido a su alto
poder calérico (Zaharah et al., 1999; Lim, 2013).

El objetivo del presente estudio fue evaluar los
efectos del estrés hidrico en el desarrollo fisiolégi-
co de plantulas de G. sepium en condiciones de
invernadero. El entendimiento de la respuesta al
estrés hidrico ayudara a optimizar los aspectos del
cultivo forestal con esta especie.

MATERIALES Y METODOS
Especie y condiciones de estudio

Se seleccionaron 112 plantulas de Gliricidia
sepium de tres meses de edad, procedentes de un
huerto semillero del Centro Agronémico Tropical
de Investigacion y Ensefianza (Catie), ubicado en
Turrialba, Costa Rica. Las plantulas seleccionadas
se caracterizaron por tener una altura, diametro
a la base y composicién foliar similar; posterior
a su seleccién se sembraron en macetas (con di-
mensiones de 30 cm de didmetro y 35 cm de pro-
fundidad), en grupos de 4 plantas por maceta. El
sustrato utilizado es de fertilidad media y se ca-
racterizé por ser arcilloso, con un pH promedio
de 4.9, libre de piedras y desechos organicos; la
razén por la cual se usé este tipo de sustrato es
debido a dos razones: 1) un suelo con propieda-
des quimicas vy fisicas homogéneas e ideales para
el establecimiento y crecimiento la especie; 2) el

suelo al tener una mayor capacidad de retencién
especialmente por microporos, permite a la plan-
ta poder explotar la capacidad maxima de extrac-
cién de agua por la raiz conociendo con ello el
comportamiento de estrés con un suelo 6ptimo de
establecimiento.

El sitio de estudio se localiz6 en el vivero de
la Escuela de Ingenieria Forestal del Tecnolégico
de Costa Rica, ubicado en Cartago, Costa Rica
(9°50'57.91”N; 83°54'37.27"W), situado a una
altitud de 1392 m, con una temperatura media
anual de 24°C y una precipitacién anual de 2100
mm, distribuida en su mayoria en 7 meses Iluvio-
sos (Instituto Meteorologico Nacional, 2018). El
invernadero fue protegido con una capa plastica
de poliuretano transparente y malla de sombra de
Pead (polimero de alta densidad al 60 %) de co-
lor verde. El sitio presenté una temperatura interna
que vario entre los 28 y 32°C, con una humedad
relativa que varié del 80 al 90 %, de igual modo
las plantas se ubicaron dentro del invernadero por
tres semanas antes del inicio de experimento para
asegurar una aclimatacién adecuada de los indivi-
duos al sitio y se les dosificé 50 ml de agua/planta
cada dos dias. También se control6 que recibieran
la misma cantidad de horas luz (en promedio 8 ho-
ras). La homogeneidad en luminosidad fue verifi-
cada con un luxémetro marca Dr. Meter® modelo
LX1330B (con valores promedio de 132 000 lux).
Adicionalmente, para evitar efectos de borde, se
colocé una linea de macetas con Gmelina arborea
alrededor de las macetas de estudio (con una sepa-
racion de 15 cm).

Modelos de estrés hidrico implementados

Se desarrollaron tres modelos de estrés hidrico
(figura 1) generados a partir de la metodologia de
Zimmermann et al. (2008) y datos climaticos de la
Zona Pacifica Norte de Costa Rica (IMN, 2018). Los
modelos de simulacién fueron: un testigo (ningin
estrés hidrico), estrés hidrico lineal y estrés hidrico
ciclico. El estudio simulé los tres modelos por un
periodo de 98 dias.
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A las plantas del tratamiento testigo se les aplicé
de manera constante 300 ml/planta/semana duran-
te todo el estudio (figura 1). Con el estrés lineal se
redujo semanalmente el agua a razén de 50 ml/
planta/semana hasta el dia 35, posterior al cual se
mantuvo la dosis de 50 ml/semana/planta hasta el
dia 77 y para las tres Gltimas semanas del exper-
imento no se aplicé agua a las plantas. En caso
de estrés ciclico, se aplicaron las mismas dosis de
estrés lineal hasta el dia 49, posterior a dicha fe-
cha nuevamente se aplicé un aumento de dosis a
razén de 50 ml por planta/semana hasta el dia 77,
el cual la dosis llegé a ser de 300 ml/planta/sema-
na que se mantuvo hasta el dia 98.

Para cada simulacion de estrés hidrico se uti-
lizaron 8 macetas (32 plantulas). Se utiliz6 agua a
temperatura ambiente y su aplicacion fue manual,
controlada con una probeta graduada de 500 ml.

Evaluaciéon morfométrica de la planta

Se analizé el crecimiento de las plantulas bajo
los distintos tratamientos de estrés, ademas de los

aspectos morfométricos. El crecimiento se enfoco
en dos variables: diametro a la base (medido en la
base de la plantula, inicio de la plantula desde el
sustrato, que se evalué con un vernier Minolta gra-
duado en milimetros) y altura total (evaluada desde
la base de la planta al meristemo apical, evaluado
mediante una cinta métrica graduada en centime-
tros); ambas variables se midieron al inicio y final
del experimento (dia 0 y 98) a las mismas plantulas.

Con respecto la biomasa se evalu6 tanto al dia 0
como 98 (debido a la homogeneidad del material
al inicio de experimento se cosecharon plantulas
excedentes para la obtencion de dichos valores),
la biomasa seca se obtuvo con la extraccién com-
pleta de la planta la cual se seccioné en: hojas, ra-
mas, tallo y raiz, cada parte se secé por 72 horas a
una temperatura de 105°C y se pesé con una Ba-
lanza Ocony en gramos. Con respecto al nimero
de hojas, se contabilizaron de manera manual en
cada planta y el area foliar especifica (AFE), se de-
termind a partir de la division de area de la [dmina
foliar (en cm?) entre el peso de la ldmina en seco
(en gramos).
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Figura 1. Dosificacion de agua por planta semanal aplicada a las plantas de G. sepium bajo tres tratamientos de

manejo hidrico en condiciones de invernadero.
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Parametros fisiolégicos evaluados

A cada planta de C. sepium se le seleccioné una
hoja compuesta de edad intermedia, libre de de-
fectos para valorar los siguientes pardametros: tasa
fotosintética neta (An), transpiracién (E), area fo-
liar especifica (AFE), contenido relativo de cloro-
fila (medido con SPAD), conductividad estomatica
(Gs), contenido de humedad foliar (CHF) y turgen-
cia foliar (Pp). Las variables An, E y AFE se evalua-
ron al inicio (dia 0) y el dia final de la prueba (dia
98), mientras que la turgencia foliar se evalué du-
rante todo el experimento, programando el equi-
po para captacion de datos cada 15 minutos. Las
variables restantes se valoraron cada 14 dias. Las
mediciones se realizaron entre las 09:00 y 11:00
(GMT-6 Central América), llevando control de la
temperatura, humedad relativa y luminosidad con
el fin que su variabilidad no infiriera en los datos
obtenidos. A continuacién, se especifica el proce-
dimiento realizado para cada parametro:
1. Tasa fotosintética neta y transpiracién: ambos
pardmetros se evaluaron con un medidor de in-
tercambio gaseoso CIRAS-II (PP Systems ®, EE.
UU.). El CIRAS-II se calibré con un flujo constan-
te de CO, de 380 ppm y se programé para reali-
zar las curvas de asimilacion fotosintética de 0 a
2000 pmol (quanta) m2.s™, en intervalos de 200
pmol (quanta) m=.s™', en un drea estandar de 2.5
cm? de la hoja. La cubeta de medicion del instru-
mento se ubicé en el lado derecho de todas las
hojas para estandarizar el proceso de medicion.
. Valor del contenido relativo de clorofila en las
hojas: las mediciones del contenido potencial de
clorofila se realizaron con un SPAD-502 (Koni-
ca Minolta®) que cuenta con un area efectiva de
valoracion de 5 mm?. Dado que la especie tiene
hojas compuestas, se tom6 la medicién a cada ho-
juela que la conformaba; Gnicamente se omitieron
las hojuelas que no se adaptaran al punto de en-
trada del equipo o que mostraran algin defecto.

. Conductividad estomatica: se evalué median-
te el uso de un Leaf Porometer CS-1 (Degacon

Devices, Inc®), el cual cuenta con una camara
de apertura de medicion de 6.35 mm de diame-
tro; el equipo previamente se comparé con los
datos de conductividad estomética del Ciras Il
para evitar variaciones entre si; su implementa-
cién se debié a su rapidez de medicién, lo que
permitié tomar tres mediciones por planta en la
primera hojuela de la hoja compuesta.
Turgencia foliar: este parametro se determiné
mediante unidades ZIM-probe (Yara®) de 82
mm? de cobertura, programada para tomar los
datos cada 15 minutos segln recomienda la me-
todologia de Zimmermann et al. (2008); los valo-
res de turgencia foliar (Pp) son generados a partir
del principio de la ecuacion 1.

1
b

a
o= (as) P P W

Donde a y b son constantes, F_es el factor de
atenuacion especifico de la hojay P “es un fac-
tor de atenuacion del sensor. Las hojas seleccio-
nadas para adquirir datos con el Zim-probe, se
caracterizaron por no tener presencia de agua su-
perficial ni defectos o decoloraciones atipicas que

generan distorsiones en la medicion.

5. Contenido de humedad foliar: de cada planta se
extrajo una hoja compuesta que se pesé y seco a
una temperatura de 80°C por 48 horas para obte-
ner el peso seco que permitié calcular el conte-
nido de humedad con la ecuacién 2.

CHF (%) = ((%) - 1) -100

Donde CHF es el contenido de humedad en
porcentaje, PS es el peso seco de la hoja compues-
ta (en gramos) y PV es el peso verde de la hoja
compuesta (en gramos).

2)

6. Area foliar especifica: la totalidad de hojas co-
lectadas de cada planta se escanearon y anali-
zaron en el programa WIN FOLIA versién 2012
pro (Regent Instrument, 2012), poniendo en fun-
cionamiento el sistema de caracterizacién de
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pixeles para determinar el SLA promedio de cada
planta y tratamiento.

Andlisis de biomasa: en el inicio de la prueba se
cosecharon 16 plantulas para calcular el peso
seco de hojas, raiz, tallo y total; posteriormen-
te, en el dia 98 se desarroll6 una cosecha de
las restantes 96 plantas, cada una se segmen-
t6 en sus distintos componentes y se secaron a
100°C por un periodo de 48 horas para calcular
el peso seco.

Diseiio experimental y analisis de resultados

Se aplicé un diseno experimental simple aleatorio,
en el cual se evalué si existen diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos de estrés hidrico en
cada fecha de medicién, para lo cual se puso en
marcha un andlisis de varianza de una via (One
way Andeva) y a las variables que mostraron di-
ferenciaciones se les aplicé prueba de Tukey con
una significancia de 0.05. Los andlisis se reali-
zaron con en el programa Statistica 9.0 (Statsoft,
2015). En cada andlisis se verificaron los supuestos
de normalidad de los residuales y la homogeniza-
cién de las varianzas.

RESULTADOS
Crecimiento y desarrollo de las plantas

Enlatabla 1 se presentan los valores de crecimien-
to, biomasa seca y caracterizaciéon de las hojas de
los individuos en el dia de inicio y dia final del
experimento; es importante destacar que en el dia
0 los parametros analizados no mostraron diferen-
cias entre si. El didmetro a base promedio en dia 0
fue de 4.03 mm, posterior del ensayo su valor au-
menté a 5.83 mm, sin mostrar diferencias signifi-
cativas entre los tratamientos, por su parte la altura
inicialmente fue de 257.2 mm, y vari6 significa-
tivamente en el dia 98 obteniendo que las plan-
tas testigo mostraron las alturas mayores (398.8
mm) en comparacién a las plantas con estrés

(de 291.9 mm) que no presentaron diferenciacion
de altura entre los dos tratamientos.

Con respecto a la biomasa seca, en dia 0 en
promedio era 1.154 g, correspondientes a 5 % en
hojas, 72 % en talloy 23 % raiz, el comportamien-
to vario en dia 98 mostrando en las plantas testigo
un aumento del 2.01 g dispuestos en el tallo y raiz
principalmente. En cambio, las plantas en estrés
ciclico con un aumento de 1.586 g acumulado en
fuste y el estrés lineal con el menor aumento de
tan solo 0.82 g, apenas perceptible en tallo y raiz.

En cuanto al andlisis de la hoja en dia 0, las
plantas presentaron una cantidad media de 6.5 ho-
jas con un AFE de 13.6 cm?.g”; en cambio, en el
dia 98 las plantas testigo duplicaron la cantidad de
hojas en la planta con 12.9 con un AFE mayor de
22.5 cm?.g', mientras las plantas con estrés lineal
obtuvieron disminucién de hojas presentando en
promedio 2.0/planta, con un aumento minimo de
AFE a 8.4 cm’.g"". Finalmente, las plantas con es-
trés ciclico presentaron 5.9 hojas.planta’ con un
aumento del AFE a 15.6 cm?.g".

Asimilacion fotosintética neta y transpiracion

Con respecto a la asimilacion fotosintética neta
(An), en las plantas en dia O no mostraron varia-
ciones entre tratamientos (figura 2), lo que permi-
te ver un aumento de An exponencial en funcién
al FFDP, con una An max de (14.95+ 2.16) pymol
m=.s"'. En el dia 98 la An vari6 con cada trata-
miento, si bien mantuvo la tendencia de aumen-
to del An en funcién de PPFD. Las plantas testigo
presentaron una curva de asimilacion superior a
las plantas en estrés, obteniendo un An max de
(25.6+1.33) ymol m2.s7, caso distinto a las plan-
tas expuestas en estrés que entre si mostraron dife-
renciaciones en sus curvas de asimilacion después
de los 750 pmol m2.s™. En estrés ciclico se dio
una An max de (12.96+2.60) ymol m=.s, corres-
pondiente a un 49 % menos con respecto a la
An max de las plantas testigo y un 13 % menos
que las plantas en dia 0. Caso similar se dio con
las plantas de estrés lineal que presentaron el An
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Tabla 1. Valores inicial y final de crecimiento, masa seca y caracteristica de la hoja en las plantas testigo y con
estrés lineal y ciclico de C. sepium

Tratamiento / dia

Variable Dia 0 Dia 98
Testigo Estrés lineal Estrés ciclico Testigo Estrés lineal Estrés ciclico
Crecimiento
Diametro en base (mm) 3.96.% (0.36) 4.05.2 (0.39) 4.06.% (0.26) 6.45.% (0.80) 5.35.2(1.61) 5.69.7 (1.09)

Altura (cm)

Peso seco (g)

253.1.2(20.5) 259.0°(17.7)  259.5.2(15.66)

398.8.2(17.1)

284.1° (41.1)

299.6" (46.6)

Total 1.191.2(0506) 1.156.2(0.479) 1.115.7 (0.458) 3.199.2(0.125) 1.974¢(0.554) 2.740"(0.206)
Hojas 0.066.7 (0.033) 0.070.7 (0.040) 0.060. (0.039) 0.125.2(0.018) 0.084° (0.031) 0.088" (0.041)
Ramas 0.869.7 (0.156) 0.830.7 (0.114) 0.799.7 (0.206) 2.0612(0.130) 1.528°(0.120) 1.748°(0.167)
Raiz 0.256.7(0.189) 0.256.7 (0.189) 0.256.? (0.189) 1.043%(0.468) 0.363¢(0.159) 0.550" (0.240)
Hojas
Nimero de hojas 6.9 (3.2) 6.1 (2.9) 6.4°(2.5) 12.92 (3.3) 2.0¢(2.0) 5.9 (2.8)
AFE (cm?.g™) 12.5(3.9) 14.5 (4.1) 13.8 (3.8) 22.4*(4.5) 8.9¢(5.1) 15.5"(6.5)
Nota: letras distintas muestran diferencias significativas con P<0.05.
30
® Promedio- dia 0 i -
R =0,9877
O Testigo - dia 0 -0
& 4 ey , e T
£ © Esirés lineal - dia 98 . -8
4 Estrés ciclico - dia98 B
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Figura 2. Curvas de Asimilacién fotosintética neta (An) con respecto a la Photosynthetic Photon Flux Density (PPFD),
obtenida en dia 0 y dia 98 en plantas de G. sepium bajo tres tratamientos de estrés hidrico en condiciones de

invernadero.
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maximo de (4.51+1.16) pmol.m™.s", valor repre-
sentante una reduccion de An de un 83 % con res-
pecto al An testigo en dia 98 y 69.9 % menos con
An max en dia 0.

En cambio, con la transpiracion (E) en dia 0 no
se percibieron diferencias significativas entre trata-
mientos, mostrando un valor medio de (5.66+1.82)
pmol m=.s7', que varié considerablemente en el
dia 98: las plantas testigo mostraron un aumento
de E a (11.36+3.44) pmol.m™.s, significativamen-
te mayor a las plantas en estrés que presentaron
valores de (6.56+2.44) umol m2.s" en estrés cicli-
coy (6.22+1.99) pmol.m2.s" con estrés lineal.

Conductividad estomadtica, SPAD y contenido
de humedad foliar

Se encontraron diferencias significativas de la
conductividad estomatica (Gs) y el contenido de
humedad foliar (CHF), mostrando una tendencia
similar en su comportamiento (figuras 3a y 3b,
respectivamente). Los tratamientos no mostraron
diferencias significativas hasta el dia 14, posterior-
mente, las plantas testigo estabilizaron sus valo-
res hasta dia 98, obteniendo un Gs promedio de
(250.16+2.33) pymol m=2.s' y CHF promedio del
(89.5£3.95) %; en cambio las plantas con estrés
presentaron reducciones de Gs y CHF, obtenien-
do valores similares hasta el dia 42 de 97.62 pmol
m=2.s" (Gs) y 59.45 % (CHF); luego del dia 42 los
comportamiento de ambos grupos variaron: con el
estrés ciclico se present6 la tendencia de aumento
de Gs y FMC hasta el dia 98 obteniendo un valor
medio de 196.05 pmol m2.s" (Gs) y 78.3 % (FMC).
En cambio, con estrés lineal la tendencia de dismi-
nucion de los pardmetros se mantuvo y estabiliz6
después del dia 70 con 48.6 pmol.m?.s" (Gs) y
46.3 % (FMC).

Para los valores obtenidos con el SPAD (figu-
ra 3c) se presentaron tendencias distintas, hasta
el dia 28 los tres tratamientos no mostraron dife-
rencias y con una tendencia de aumento gradual
del SPAD; a partir del dia 42 se dan diferencias
y se obtuvo que los valores SPAD de las plantas

testigo y con estrés ciclico superaron significativa-
mente a las plantas con estrés lineal, que mostra-
ron una tendencia a reducir su valor hasta el final
de la prueba mostrando un aumento de la varia-
bilidad de los valores SPAD conforme avanzo el

350 +

(a)
300 +
B | = : i _ :
250 $ = T Tt —
7 AN :
E 200 T
= "N ) I
E B, f @
E 150 N\ %
g NS 4
BD AN P
100 \ﬁ N D/
o Testige r "'--,-:*-_
\\"‘\
50 8- Ealrés - -
2 & Estré: A 1 1
% o4
100 ([}) t
90 i S G— ®|
&0 \\_\ 1 |
N
N
_ \_:‘ — W\ Jj
£ 70 ; o
E A
T 60 - —Er
50 B
~A.
40 -—'\. 2
45 4 4 1
(c) g et
40 4 /' 0 _
y, I | 3 o
7 | 3 T I
2 & //.I-J !
3 e 1
a8 J’\" - .
< . 2 i
B | W
e [ y |
30 4 '/3
- |
M S .
3 1
L
| 4
|
20 } '
0 20 10 (&t} 80 100
Tiempo (dias)

Figura 3. Variabilidad de la conductividad estomética
(Gs), contenido de humedad foliar (FMC) y contenido
relativo de clorofila (SPAD) en funcién al tiempo
obtenidos en plantas de C. sepium bajo tres tratamientos
de estrés hidrico en condiciones de invernadero.
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tiempo. En cambio, las plantas testigo y en estrés
ciclico mantuvieron un aumento del SPAD hasta
el dia 72, momento en el cual se estabilizaron los
valores, manteniendo la diferenciacién siendo que
las plantas testigo presentaron valores mayores a
los de estrés ciclico.

Turgencia foliar

En la figura 4 se muestra la variacion de la turgen-
cia foliar (Pp) y la temperatura en funcién del tiem-
po. El comportamiento de Pp en los primeros 10
dias (figuras 4a, 4b y 4c) es similar en los tres trata-
mientos, los valores minimos de Pp se presentaron
entre 12:00 y 06:00 con turgencia de (185 a 199)
kPa a una temperatura minima de 15 a 18°C (figu-
ra 4d); este comportamiento varié entre las 06:00
y 11:30, con una clara tendencia a aumentar tanto
Pp como la temperatura que presentaron los va-
lores maximos entre las 11:30 y 14:00 horas con
turgencia de (240 a 260) kPa a temperaturas de (43
a 46) °C, posterior de las 14:00 horas nuevamente
se dio la tendencia de reduccién de Pp hasta las
12:00, momento en el cual vuelve a iniciarse el
ciclo de variacion.

En el periodo de los dias 40 al 49 Gnicamente
las plantas testigo (figura 4e) mantuvieron el com-
portamiento de turgencia inicial, pero con un au-
mento de Pp minimo de (195 a 205) kPa y maximo
de (250 a 260) kPa. Mientras que las plantas con
estrés (que en ese momento recibian una dosis se-
manal de 50 ml/planta) mostraron oscilaciones
significativas entre el dia y la noche (figuras 4e y
4f). La Pp minima empez6 a aumentar en la noche
de 190 kPa (dia 140) a 210 kPa (dia 49), mientras
que durante el dia se dieron disminuciones del va-
lor maximo, siendo para el dia 40 un valor de 250
kPa'y de 165 kPa para el dia 49, ocurriendo que en
los dias 46, 47 y 48 no se diera un comportamien-
to predecible de la turgencia, sino que presentara
oscilaciones considerables que incidieran que en
el dia 47 se mostrara una nueva tendencia en la
cual los Pp méaximos se obtuvieran en horas de la
noche y Pp minimos en el dia.

Finalmente, entre los dias 89 y 98 se repite el
comportamiento de la planta testigo, pero con au-
mentos en la Pp durante la noche que vari6 de
205 a 215 kPa; mientras que, durante el dia, la tur-
gencia disminuyé a 220 a 230 kPa (figura 4i). Las
plantas con estrés hidrico recuperaron turgencia
en comparacion al dia 49 (con la dosis maxima
de agua semanal de 300 ml/planta), mostrando va-
lores maximos de 250 a 260 kPa entre las 11:30 y
14:00, en la noche presentaron turgencia minima
de 180 a 190 kPa. Finalmente, las plantas con es-
trés lineal (en ese momento no tenia dosis alguna
de agua) mantuvo el comportamiento inverso de
turgencia obtenido después del dia 48, presentan-
do el Pp maximo de 150 a 160 kPa en horas de la
noche (figura 4k). En cambio, el Pp minimo se dio
en el dia con una variaciéon de 100 a 110 kPa.

En todo momento del experimento (figuras 4d,
4 hy 41) la temperatura mostré leves variaciones,
indicando temperaturas minimas en la noche de
15 a 20°C y maximas en el dia de 44 a 47°C.

DISCUSION

Una reduccioén en el crecimiento de las plantas, en
conjunto con el estancamiento en la acumulacién
de masa seca, asi como una disminucion del AFE
y caida de hojas (tabla 1) resultaron ser las eviden-
cias visuales del estrés hidrico en las plantas de G.
sepium, lo cual es congruente con los resultados
que mencionan Pedrero et al. (2014) en plantas
tropicales. Es importante destacar que las plantas
por procesos evolutivos han desarrollado meca-
nismos de tolerancia y evitacion al estrés hidrico.
Los mecanismos de tolerancia son adaptaciones fi-
siolégicas que permiten a la planta acumular agua
o dosificarla con el fin de sobrevivir periodos de
sequia, mientras los mecanismos de evitacién son
medidas de respuesta a las condiciones de estrés
extendidas y que se tiende a modificar segtn el si-
tio. Maallath et al. (2010), Sanchez-Costa, Poyatos
y Sabate (2015) y Szota et al. (2019) identifica-
ron cuatro mecanismos de evitacién al estrés en
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Figura 4. Turgencia foliar (Pp), temperatura y humedad relativa en los periodos del dia 0 al 10, dia 40 al 49 y el dia

89 al 94, en plantas de G. sepium bajo tres tratamientos de estrés hidrico en condiciones de invernadero.

especies tropicales: 1) variando la superficie foliar
por la que el agua se transpira, 2) controlando la
pérdida de agua por unidad de superficie foliar me-
diante los estomas, 3) modificando la conductivi-
dad hidrdulica entre las distintas partes de la planta
para minimizar el embolismo y 4) adaptando el sis-
tema radicular para mejorar la captacion de agua.

En el presente estudio se verificaron reduccio-
nes superiores al 20 % del AFE (tabla 1), con dis-
minuciones del 50 % de la cobertura de hojas y
reducciones superiores al 45 % en la transpiracion

de las plantas en estrés, esto se puede explicar
en funcién de las conclusiones de Zimmermann,
Westhoff y Zimmermann (2007). Westhoff et al.
(2009) y Camareroa et al. (2019) mencionan que
el estrés de una planta esta altamente ligado a la
turgencia, debido a que la disponibilidad de agua
que tenga la planta afecta su desarrollo fisiolégico.
Guerfel et al. (2009) encontraron para variedades
de olivo un efecto directo de la pérdida de turgen-
cia en el desarrollo de las plantas, definiendo qué
pérdidas de turgencia de un 10 al 15 % podria

Colombia Forestal ® ISSN 0120-0739 ® e-ISSN 2256-201X ¢ Bogota-Colombia ® Vol. 23 No. 1 e Enero-Junio de 2020 ® pp. 20-34

[29]



Efectos del estrés hidrico en crecimiento y desarrollo fisiolégico de Cliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp

VALVERDE-OTAROLA, J.C. Y ARIAS, D.

retardar el crecimiento de los drboles juveniles en
un 30 % debido al impacto que se genera en la
produccion de proteinas y acumulacion de solutos
organicos, que pueden generar intoxicaciones y
danos foliares significativos. En el presente estudio
se encontr6 que en el dia 98 se dio un comporta-
miento diferente entre las plantas control y las de
estrés lineal que, segin Blum (2011), se explica
por un estrés critico que podria incidir en el mar-
chitamiento de las plantas.

El proceso de estrés hidrico obtenido se pudo
categorizar en las fases formuladas por Maallath
et al. (2010), di Vaio et al. (2013), de la Rosa et al.
(2014) y Sanchez-Costa et al. (2015) que realizan
la clasificacion en estrés minimo, moderado vy se-
vero. Utilizando este criterio se encontraron dife-
rencias significativas en Gs, LMC y Pp (este ltimo
facilit6 identificar cada fase). La primera fase de es-
trés minimo es atribuida por Maallath et al. (2010)
a cambios metabdlicos vy fisicos significativos, se
da una disminucioén en la sintesis de proteinas que
incide en la reduccién del espesor de las paredes
celulares; ademas, un aumento de transpiracion,
reduccion de turgencia foliar y de la expansién fo-
liar. También se incide en cierres estomaticos de
tipo hidropasivos de manera esporadica en los
momentos de mayor temperatura en el dia (Blum,
2011); este comportamiento se identific6 después
del dia 12 cuando se evidenciaron disminuciones
de un 20 % en CHF, leves reducciones de Gs (in-
feriores a 22 pmol.m2.s") y cambios visuales en la
angulacién foliar. En el caso de G. sepium se tra-
ta de una especie cuyas hojas presentan peciolos
gruesos que permiten generar movimientos de la
hoja para reducir o aumentar la incidencia de la
[amina foliar al calor (Fernandez et al. 2011), esto
producto de la pérdida de Pp que varié 10 a 15 kPa
similares a los presentados por Rodriguez-Domi-
guéz et al. (2012) con arbustos juveniles de olivo.

La segunda fase de estrés considerada como
moderada (figuras 3 y 4) se present6 a partir del
dia 42. Los valores de Pp mostraron variaciones
superiores a los 60 kPa y con un comportamien-
to atipico al visto en la fase anterior en la que se

obtuvo aumentos del Pp durante el dia (llegando
a valores maximos a las 12:00) y, posterior a ello,
la presion disminuyé alcanzando valores mini-
mos en la noche debido al movimiento de agua
foliar. Zimmermann et al. (2004) y Ehrenberger et
al. (2012) determinaron que en el dia la fotosinte-
sis, conductividad estomatica y la transpiracion es
alta, lo que provoca que la planta deba movilizar
agua del xilema y raices para nivelar la presion en
las hojas (Zimmermann et al., 2007), si este movi-
miento es inferior a 50 kpa se puede asumir que la
planta tiene capacidad suficiente de respuesta. Sin
embargo, en el nivel moderado la poca disponibi-
lidad de agua en el ambiente (figura 4) incide en
un comportamiento poco uniforme de Pp debido
a la capacidad de respuesta que a su vez es limi-
tada por parte de la planta que puede incidir en
que se produzca un comportamiento inverso del
Pp, puesto que la planta no tiene la capacidad de
responder el desequilibrio de agua, lo que incide
en el cierre de estomas (que se presentd con re-
ducciones de Gs en dia 42), pérdidas de hasta un
50 % del contenido de humedad foliar y aumen-
to de la produccion de ABA. Esta dltima medida
con el fin de generar regulaciones en las hojas y
evitar que la cantidad de agua en las laminas fo-
liares aumente por la dificultad de los estomas en
cerrarse ante la falta de agua. Blum (2011) destaca
que en esta etapa se inicia la caida de hojas vie-
jas, segin menciona por ser las hojas con menor
capacidad de control estomatico, y ser la primera
en que la fotosintesis disminuye en condicion de
estrés. Es importante destacar que adin en esta fase
la planta se puede recuperar, pero con retardos en
crecimiento. Rodriguez-Domiguéz et al. (2012) re-
portaron una disminucién en el desarrollo de un
20 a 35 % en plantas jévenes de olivo en condicio-
nes de estrés moderado.

Finalmente, en la fase 3 (que se present6 a par-
tir del dia 70), considerada de no retorno en la
cual la planta tiene la conductividad estomatica y
CHF minimos (figuras 3a 'y 3b), con disminuciones
superiores al 60 % de los valores iniciales, la tur-
gencia tiene diferenciaciones superiores a 60 kPa 'y
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la mayoria de las hojas han caido y disminuido de
tamano, esto con el fin de reducir el area de pér-
dida de agua, limitar la fotosintesis en especial la
generacién de ATP por el consumo energético que
genera (Blum 2011). Ademas, se genera cavitacion
y embolismo en el sistema radicular, lo que inhibe
la funcionalidad del xilema y la capacidad de ab-
sorcion de agua desde el suelo. La cantidad de so-
lutos organicos presentes en las hojas, al no poder
ser disuelto y transferidos de las hojas, aceleran la
marchitez foliar debido a los cambios de pH que
generan y las afectaciones en el cierre de estomas
los cuales, si bien en su mayoria se encuentran ce-
rrados, la planta no tiene la capacidad suficiente
de controlar.

Con evidencia experimental en este estudio las
plantas con estrés lineal en el dia 98 no tienen la
capacidad de recuperacion. Las plantas sometidas
a un estrés ciclico mostraron recuperacion sustan-
cial, pero con retrasos en su desarrollo. Esta re-
cuperacion fue posible por los bajos efectos del
embolismo, ya que Zimmermann et al. (2004),
Zimmermann et al. (2007) y Rodriguez-Domiguéz
et al. (2012) mencionan que esta condicién inhibe
la capacidad de recuperacion de la planta, pues
las bolsas de oxigeno evitan que den los proce-
sos de presion necesarios en la planta causando su
muerte o en el mejor de los casos que pueda re-
brotar en las areas libres de embolismo.

Con la informacién generada se puede tener un
mayor entendimiento del manejo silvicultural de
la especie con potencial uso en programas plan-
taciones con fines mdltiples como el energético.
Zimmermann et al. (2007) destacan que conforme
sea mayor el conocimiento hidraulico y resisten-
cia fisiolégica a exposiciones reducidas de agua
se puede determinar el grado de tolerancia de la
especie y adelantar el proceso de siembra antes
del inicio de la época lluviosa con el fin aumen-
tar los rendimientos de reforestacion. Por su parte,
Blum (2011) menciona que conocer el punto de
marchitez permanente permite definir estrategias
de proteccion de cultivos ante épocas secas exten-
sas. En este caso, al conocer que posterior de 42

dias con déficit hidrico la planta puede morir, se
pueden planificar estrategias de retencion de hu-
medad en el sitio y con ello se garantiza su sobre-
vivencia de los individuos. Ademas, Pedrero et al.
(2014) recomiendan que para manejo de las espe-
cies que se conozca su punto de marchitez perma-
nente se debe disponer de medidas de reduccién
de estrés (administracion artificial de agua), preve-
nir con uso de retenedores de agua en el momento
de siembra (hidrogeles), estudios detallados de las
condiciones climaticas de la region (conocimiento
de la duracion y periodo del afio en que se pre-
senta la época seca), con ello se puede reducir el
riesgo de mortalidad o pérdida de dreas reforestas.

CONCLUSIONES

Se determiné que el estrés hidrico incide significa-
tivamente en el crecimiento y desarrollo fisiol6gi-
co del G. sepium. En cuanto al crecimiento, este
se reduce en un 30 % con énfasis en la altura y
biomasa que son significativas con el estrés lineal;
mismo comportamiento se presentd con todas las
variables fisiologicas (An, SPAD, Gs, CHF y Pp), ya
que las plantas se encontraron en punto de estrés
moderado a los 42 dias, posteriores a los cuales
la planta no tiene capacidad alguna de recuperar
y entra en estrés critico, punto en el cual se dio
pérdida foliar, incapacidad de recuperacion de la
turgencia vy, fisiol6gicamente, una reduccién hasta
del 40 % de las funciones.

Por tanto, luego de 42 dias las plantas no tie-
nen posibilidad de recuperarse y entran a un es-
trés critico que incide en el punto de marchitez
permanente, por lo que si se da una intervencion
la recuperacion es factible, con reduccion en el
crecimiento y capacidades fisiologias, pero con
posibilidad de que la especie pueda continuar so-
breviviendo, tal como se mostré en el estrés cicli-
co. Se comprendié que la especie Gliricida sepium
tiene buena capacidad para tolerar el estrés hidrico
y el conocimiento del punto de no retorno permi-
te planificar las labores de siembra para garantizar
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su sobrevivencia en condiciones de campo. Se re-
quieren nuevos estudios sobre el uso y distribucién
de los carbohidratos en la planta para compren-
der los aspectos de crecimiento y construccion de
los tejidos que conforman la biomasa, ademas del
andlisis de embolismo y pérdida capacidad de ab-
sorcion radicular con el fin de entender el impacto
del estrés desde un ambito hidraulico.
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