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Resumen:
							                           
El objetivo de este trabajo fue caracterizar la anatomía cuali-cuantitativa de la madera juvenil de cuatro materiales genéticos de Eucalyptus (Myrtaceae) que se cultivan en Concordia, Entre Ríos, Argentina, y establecer relaciones teóricas entre anatomía y resistencia a las heladas. Se analizaron dos de clones híbridos: GC-INTA-24 y GC-INTA-27; y sus dos parentales: EG-INTA-36 (clon de E. grandis) y E. camaldulensis (proveniente de semilla). Los materiales presentaron diferencias en el tipo de disposición diagonal de los vasos, el tipo de parénquima axial y el ancho de los radios; pero no en su porosidad, placas de perforación, punteaduras radio-vaso, grosor de paredes y contorno de fibras, densidad y composición de los radios. El parental E. camaldulensis comparte más rasgos con el híbrido GC-INTA-24 y el parental EG-INTA-36 con el hibrido GC-INTA-27. Las características de menor diámetro de vasos y su mayor frecuencia, la mayor proporción de parénquima axial, el mayor espesor de las paredes de las fibras y el menor valor de índice de vulnerabilidad presentadas por el clon GC-INTA-24 serían indicadores anatómicos de una mayor tolerancia a las heladas. Según su anatomía, GC-INTA-27 sería más propenso a cavitar bajo condiciones de heladas, aunque en ausencia de estrés presentaría mayor crecimiento asociado a su mayor diámetro medio de vasos. Ambos híbridos presentarían caracteres superadores frente al estrés por heladas respecto de su parental más vulnerable (EG-INTA-36). Los resultados aquí mostrados deberán complementarse con caracterizaciones anatómicas de ejemplares adultos y la medición en campo de la vulnerabilidad a la cavitación por frío para estos nuevos genotipos.



Palabras clave: Eucalyptus grandis, Eucalyptus camaldulensis, GC-INTA-24, GC-INTA-27, heladas, leño juvenil.
		                         


Abstract:
						                           
The objective was to characterize the qualitative-quantitative anatomy of the juvenile wood of four genetic materials of Eucalyptus (Myrtaceae) grown in Concordia, Entre Rios, Argentina, and to establish theoretical relationships between anatomy and frost resistance. Two hybrid clones (GC-INTA-24 and GC-INTA-27) and their parentals, EG-INTA-36 (clone of E. grandis) and E. camaldulensis (from seed), were analyzed. Each genetic material displayed differences in the type of diagonal arrangement of the vessels, the type of axial parenchyma and the width of the rays. However, there were no differences in porosity, perforation plates, radio-vessel pits, wall thickness and fiber contour, density and ray composition among the materials. The parental E. camaldulensis showed greater similarities with the hybrid GC-INTA-24, and the parental EG-INTA-36 more similarities with the hybrid GC-INTA-27. Smaller diameter and higher frequency of vessels, greater proportion of axial parenchyma, thicker fiber walls and lower vulnerability index presented by the GC-INTA-24, would be anatomical indicators of their greater tolerance to frost. Conversely, GC-INTA-27 might be prone to cavitation under freezing conditions due to its higher vulnerability index. However, under stress-free conditions it may exhibit greater growth associated with its larger vessel diameter. Both hybrids would have superior frost stress characteristics compared to their most susceptible parental (EG-INTA-36). The results presented here need to be complemented by anatomical characterizations of mature specimens and field measurements of vulnerability to frost cavitation.



Keywords: Eucalyptus grandis, Eucalyptus camaldulensis, GC-INTA-24, GC-INTA-27, frost, juvenile wood.
                                








INTRODUCCIÓN 


En la actualidad existen alrededor de 255.000 ha de Eucalyptus con fines foresto-industriales en Argentina. Cerca de la mitad de estas forestaciones se encuentran en la Provincia de Entre Ríos y están dominadas por Eucalyptus grandis W. Mill ex Maiden y, en menor medida, por E. dunni Maiden y E. globulus Labill. (Díaz y Tesón, 2001).


E. grandis constituye hoy la principal especie forestal latifoliada exótica cultivada en Argentina ya que combina rapidez de crecimiento, buena forma en sus fustes y una madera apta para gran variedad de usos industriales: madera para aserrado, laminado, postes, impregnaciones y construcciones rurales así como industrias papelera y de tableros (Marcó y Harrand, 2012). En los últimos años, se ampliaron sus usos, incluyendo su empleo para terminaciones, molduras y muebles (Aparicio et al., 2005). Las plantaciones clonales de E. grandis se están expandiendo, debido a la mayor oferta de materiales genéticos de mejor adaptación a diferentes condiciones edafo-climáticas; y al aumento de las productividad y homogeneidad de las plantaciones (Aparicio y Maggio, 2018). Esta misma homogeneidad genética conlleva una mayor susceptibilidad a problemas sanitarios o climáticos como las heladas. La principal limitante ecológica para el cultivo de E. grandis a gran escala es su alta sensibilidad al frío, en especial en su etapa juvenil, que causa quemado de los márgenes de las hojas, daño de la yema apical, grietas en la corteza y hasta la muerte (Paton, 1981; Marcó y Harrand, 2012).

Tras años de evaluación, en 2003, INTA inscribió 10 clones de E. grandis en el Registro Nacional de Cultivares, para su uso en plantaciones comerciales. Estos nuevos clones poseen características destacadas, lo que permite llevar a cabo forestaciones con igual o mayor productividad que las realizadas a partir de semillas (Marcó y Harrand, 2012). Según los resultados que se obtuvieron de las evaluaciones de los genotipos, el clon EG-INTA-36 destaca por sus características de crecimiento, sanidad, rectitud de fuste y densidad de la madera (Martinez, 2022; Marcó et al., 2016).


E. camaldulensis Dehnh es el eucalipto de más amplia distribución en su zona de origen, crece en gran parte del sector continental de Australia y a lo largo de los corredores fluviales. Si bien en Argentina está muy difundida, sus plantaciones comerciales no son tan comunes y en climas húmedos se prefieren especies de mayor crecimiento como E. grandis o E. dunni (Ballesteros et. al., 2006). E. camaldulensis es una especie resistente a condiciones frías y de heladas, que prospera en suelos húmedos pero también en suelos áridos y salinos (Salto, 2008). Pertenece al grupo de los Eucalyptus de crecimiento mediano a bajo y posee muy buenas características para madera sólida, debido a su resistencia mecánica, alta densidad y durabilidad natural, así como para usos energéticos y para la fabricación de tableros de fibra de alta densidad (Mangieri y Dimitri, 1961; Marcó y Harrand, 2005).

Las plantaciones a escala comercial con híbridos interespecíficos se realizan hace décadas con el fin de aprovechar la complementariedad, la adaptabilidad y la heterosis, o vigor híbrido, entre parentales selectos en regiones donde las especies puras tienen limitantes bióticas, como plagas y enfermedades, y abióticas como riesgo de heladas o sequías, y condiciones edáficas (Assis y Mafia, 2007; Harwood, 2011). El propósito de estos cruzamientos es lograr una combinación de la buena forma, rapidez de crecimiento, buena aptitud maderera y sanidad de E. grandis, con la mayor adaptabilidad a suelos secos, pobremente drenados, arcillosos y/o bajas temperaturas de E. camaldulensis (Marcó y Harrand, 2012).

El Departamento de Concordia en Entre Ríos (31°23'34,7'' S 58°1'15,2''O) presenta un periodo medio libre de heladas meteorológicas de sólo 298 días, lo cual representa una limitante para el cultivo de E. grandis (Ramos et al., 2018). En la Estación Experimental Agropecuaria Concordia del INTA, desde la década de 1990 se realizan selecciones de ejemplares de Eucalyptus dentro del Programa de Mejoramiento Genético Forestal. Allí se dispone de más de 500 clones de E. grandis y de híbridos interespecíficos, en diferentes niveles de evaluación (Marcó y Harrand, 2012). Entre estos ensayos se destacan dos clones híbridos de E. grandis x E. camaldulensis: GC-INTA-24 y GC-INTA-27 (Oberschelp, 2019).

Las heladas producen ciclos de congelación y descongelación del agua en el interior de los vasos xilemáticos que pueden interrumpir la conducción hidráulica por cavitación. Diversos estudios han demostrado que cuando el xilema se congela bajo tensión, se producen extensos embolismos a medida que las burbujas de aire formadas durante el congelamiento se expanden durante el descongelamiento (Tyree y Sperry, 1989; Ogasa et al., 2012). Carlquist (1977) sugiere una fuerte correlación entre la anatomía del xilema y las condiciones en la que las plantas crecen y propuso el índice de vulnerabilidad como indicador de la capacidad que tiene un individuo o una especie para sobrellevar eventos de estrés abiótico, como las heladas.

Algunos autores (Salleo et al., 2009; Nardini et al., 2011) consideran que las células vivas del xilema, en especial parénquima y fibras nucleadas, tienen la capacidad de hidrolizar el almidón de reserva. Esto provocaría el aumento de la presión osmótica en las proximidades de los vasos cavitados forzando la entrada de agua a los vasos y reparando los embolismos. La presencia de células vivas en torno a los vasos, conocidas en conjunto como halo (Barotto et al., 2016), condicionaría la capacidad de la planta de reparar embolismos (Salleo et al., 2009; Nardini et al., 2011). Jacobsen et al. (2005) hallaron una relación positiva entre la resistencia a embolismos por heladas y el grosor de las paredes de las fibras, que funcionarían como un refuerzo para resistir la tensión generada dentro de los vasos.

El objetivo del presente trabajo es caracterizar y comparar la anatomía de la madera juvenil de dos clones híbridos interespecíficos (E. grandis EG-INTA-36 x E. camaldulensis) que se comercializan en Concordia: GC-INTA-24 y GC-INTA- 27, y de sus parentales e identificar indicadores xilológicos de una mayor tolerancia a heladas de los nuevos híbridos, con respecto a E. grandis.





METODOLOGÍA


Las muestras provienen de un ensayo clonal demostrativo de 2 años de edad, establecido con un marco de plantación de 3 x 2 m en la Estación Experimental Agropecuaria INTA Concordia (Ruta Provincial 22 y vías del Ferrocarril 3200; Entre Ríos, Argentina). Los ejemplares fueron apeados y se obtuvieron rodajas a 1,3 m de altura del fuste (que oscilaron entre 8,5 y 11 cm de diámetro). Se extrajeron tres individuos (repeticiones) de cada uno de los cuatro materiales genéticos:




	

Eucalyptus grandis EG-INTA-36. Repeticiones: 3, 5 y 7.



	

Eucalyptus camaldulensis EC semilla obtenida del Huerto Semillero INTA Famaillá, Tucumán, Argentina. Repeticiones: 5, 7 y 11.



	

Eucalyptus grandis x E. camaldulensis GC-INTA-24. Repeticiones: A, B y C.



	

Eucalyptus grandis x E. camaldulensis GC-INTA-27. Repeticiones: 3, 6 y 9.







Se obtuvieron cubos de 1 cm de lado extraídos de la zona más periférica del xilema de cada rodaja, que fueron hervidos en agua durante 2 horas. Se realizaron cortes histológicos de 30 μm de espesor en las secciones estándar (transversal, tangencial y radial), que fueron diafanizados en hipoclorito de sodio, teñidos con safranina 1% en alcohol 80º y con safranina 1% en alcohol 80º / fast-green 1% en alcohol 100º, y montados con Bálsamo de Canadá sintético (Johansen, 1940). Asimismo, se realizaron macerados para el análisis de material disociado de una muestra por genotipo, seleccionadas al azar, en partes iguales de ácido acético y agua oxigenada. El procesamiento de imágenes se realizó con ImagePro (Media Cybernetics, EEUU).

Las descripciones anatómicas siguieron la terminología IAWA Comitee, (Wheeler et al., 1989), así como los aportes específicos para Eucalyptus de Dadswell (1972) ajustada a las especies plantadas en Argentina por Villegas y Rivera (2002): tipos de disposición diagonal, ordenamiento radial y contorno de las fibras. El arreglo de los vasos en diferentes tipos de disposición diagonal según Dasdwell (1972) (ver Figs. 1-4) comprende: a, muy común, marcada o pronunciada localmente; b, común o común en sectores; c, poco común, pero evidente en ciertas áreas; d, rara o sólo presente en algunos parches locales.

En las secciones transversales de Eucalyptus, en general, resulta difícil distinguir entre traqueidas y parénquima vasicéntricos. A este conjunto de elementos en torno a los vasos, y en estrecha conexión con éstos, se los llama halo (Barotto et al., 2016). La composición celular del halo se analizó con el auxilio de las secciones longitudinales y los macerados.

Se midieron en sección transversal: diámetro tangencial medio de los vasos DTM (μm) vistos con 40X, diámetro tangencial medio máximo de los vasos (DTMx) en los que se promediaron los 10 mayores valores de DTM, frecuencia de vasos FV (nº/mm2), espesor doble de pared EDP de fibras (μm) que al dividirlo por dos se obtuvo el espesor de pared EP de fibras (μm), el diámetro de lumen de las fibras DLF (μm) vistos con 400x.  Se midió también el número de radios por mm lineal (densidad) en cortes transversales a 40X. En material disociado se midió las longitudes de los elementos de vaso LV (μm) y de fibras Long. F (μm) vistos con 100X y 400X. Se realizó un mínimo de 25 lecturas para cada rasgo anatómico (Villegas y Rivera, 2002).

Se calculó el índice de vulnerabilidad IV: DTM (=diámetro promedio de los vasos) / FV (=número de vasos por mm2) (Carlquist, 1977). Este índice establece que cuánto más numerosos y angostos son los vasos por mm2, menor será la interrupción en la conducción de agua causada por la formación de embolias, ya sea por congelación o por deshidratación.

Se testeó si los genotipos eran la fuente o no de la variación cuantitativa observada mediante ANOVA, previa confirmación de los supuestos de normalidad y homocedasticidad (caso contrario se procedió a su transformación). La comparación de medias se llevó adelante mediante test de Tukey (p<0,05). Los análisis estadísticos se realizaron con InfoStat/L 2018 (Di Rienzo et al., 2018).





RESULTADOS



CARACTERES
XILOLÓGICOS CUALITATIVOS


Eucalyptus camaldulensis (Figura 1, 5A)


Anillos de crecimiento no demarcados. Porosidad difusa. Disposición de vasos diagonal de tipo C/D. Vasos exclusivamente solitarios. Placas de perforación simple. Punteaduras intervasculares alternas, ovales y de apertura elíptica. Punteaduras vaso-radio simples, de forma circular a oval, frecuentes en los márgenes de los radios. Paredes de las fibras finas a medias. Contorno de las fibras rectangular, cuadrangular, oval y angular. Ordenamiento de fibras en hileras radiales notables. Parénquima axial paratraqueal vasicéntrico, apotraqueal difuso y difuso en agregados. Células del parénquima axial paratraqueal en series de 3-4, y apotraqueal de 2 células. Traqueidas vasicéntricas presentes. Composición de los radios homogéneos, células procumbentes, con procumbentes de mayor altura en los márgenes. Ancho de los radios uniseriados, parcialmente biseriados con una altura de 1-2 células biseriadas y con la porción biseriada del mismo ancho que la uniseriada. Altura de los radios de 4 a 14 células.
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FIGURA 1







E. camaldulensis. A: Corte transversal en 40x (barra=100 µm), vasos en disposición
diagonal de tipo C-D, parénquima paratraqueal vasicéntrico, difuso y difuso en
agregados. B: Corte transversal en 400x (barra=10 µm), paredes de las fibras
finas a medias. C: Corte tangencial en 100x (barra=50 µm), traqueidas
vasicéntricas (flechas negras) y radios de 4 a 14 células de alto uniseriados,
parcialmente biseriados y con la porción biseriada del mismo ancho que la
uniseriada (flechas blancas). D: Corte radial en 100x (barra=50 µm), radios
compuestos por células procumbentes.















Genotipo EG-INTA-36 (Figura 2, 5B)


Anillos de crecimiento no demarcados. Porosidad difusa. Disposición de diagonal de tipo C/D. Vasos exclusivamente solitarios. Placas de perforación simple. Punteaduras intervasculares alternas, ovales y de apertura circular a elíptica. Punteaduras vaso-radio simples, de forma circular a oval. Paredes de las fibras finas a medias. Contorno de las fibras rectangular, cuadrangular, oval y angular. Ordenamiento de fibras en hileras radiales muy comunes. Parénquima axial paratraqueal escaso, a veces vasicéntrico, a veces unilateral. Células del parénquima axial en series de 3-4. Traqueidas vasicéntricas presentes. Composición de los radios homogéneos, células procumbentes, con procumbentes de mayor altura en los márgenes. Ancho de los radios exclusivamente uniseriados. Altura de los radios de 3 a 27 células.
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FIGURA 2







E. grandis EG-INTA-36. A: Corte
transversal en 40x (barra=100 µm), vasos en disposición diagonal de tipo C-D.
B: Corte transversal en 400x (barra=20 µm), paredes de las fibras finas a
medias. C: Corte tangencial en 10x (barra=50 µm), radios exclusivamente
uniseriados, frecuentes de más de 10 células de alto, parénquima vasicéntrico
en series (flechas negras). D: Corte radial en 100x (barra=50 µm), radios de
células procumbentes.















Genotipo GC-INTA-27 (Figura 3, 5C)


Anillos de crecimiento no demarcados. Porosidad difusa. Disposición de vasos diagonal de tipo C. Vasos exclusivamente solitarios. Placas de perforación simple. Punteaduras intervasculares alternas, de gran tamaño, ovales y de apertura elíptica. Punteaduras vaso-radio simples, de forma circular a oval, frecuentes en los márgenes de los radios. Paredes de las fibras finas a medias. Contorno de las fibras rectangular, cuadrangular, oval y angular. Ordenamiento de fibras en hileras radiales muy comunes. Parénquima axial paratraqueal vasicéntrico, a veces unilateral, a veces escaso y apotraqueal difuso y difuso en agregados. Células del parénquima axial paratraqueal en series de 3-4, y apotraqueal de 2 células. Traqueidas vasicéntricas presentes. Composición de los radios homogéneos, células procumbentes, con procumbentes de mayor altura en los márgenes. Ancho de los radios uniseriados, parcialmente biseriados con una altura de 1-2 células biseriadas y con la porción biseriada del mismo ancho que la uniseriada, y muy raro biseriados. Altura de los radios de 4 a 19 células.
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FIGURA 3







E. grandis x E. camaldulensis `GC-INTA-27´.
A: Corte transversal en 40x (barra=100 µm), vasos en disposición diagonal,
ordenamiento radial de las fibras muy común. B: Corte transversal en 400x
(barra=20 µm), espesor de las paredes de las fibras finas a medias. C: Corte
tangencial en 100x (barra=50 µm), radios uniseriados de 4 a 14 células de
altura. D: Corte radial en 100x (barra=50 µm), traqueidas vasicéntricas
(flechas negras) y radios de células procumbentes.















Genotipo GC-INTA-24 (Figura 4, 5D)


 Anillos de crecimiento no demarcados. Porosidad difusa. Disposición de vasos diagonal de tipo C. Vasos exclusivamente solitarios. Placas de perforación simple. Punteaduras intervasculares alternas, de apertura elíptica. Punteaduras vaso-radio simples, de forma circular a oval, iguales en todo el radio. Paredes de las fibras finas a medias. Contorno de las fibras rectangular, cuadrangular, oval y angular. Ordenamiento de fibras en hileras radiales muy comunes. Parénquima axial paratraqueal escaso, a veces vasicéntrico, a veces unilateral. Apotraqueal difuso y escaso. Células del parénquima axial paratraqueal en series de 3-4, y apotraqueal de 2 células. Traqueidas vasicéntricas presentes. Composición de los radios homogéneos, células procumbentes, con procumbentes de mayor altura en los márgenes. Ancho de los radios uniseriados, más raro biseriados. Altura de los radios de 2 a 28 células. 






CARACTERES
XILOLÓGICOS CUANTITATIVOS

 Según el ANOVA y posterior prueba de Tukey se observaron diferencias significativas entre los genotipos para todas las variables anatómicas excepto el número de radios por mm lineal (p= 0,36), de modo que el material genético sería la fuente de variación anatómica. En la Tabla 1 se muestra los valores promedio y desvíos estándar de las variables xilológicas consideradas, así como los valores que presentaron diferencias significativas con distintas letras. 

 Los materiales parentales difirieron significativamente entre sí en el DTM, DTMx y AF, y respecto a los clones híbridos en DTM, FV, DLF, Long. F. El número de radios por mm lineal no mostró diferencias significativas entre los cuatro materiales genéticos.
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FIGURA 4







E. grandis x E. camaldulensis `GC-INTA-24´.
A: Corte transversal en 40x (barra=100 µm), se observa porosidad difusa, vasos
en disposición diagonal de tipo C, parénquima paratraqueal vasicéntrico y
unilateral. B: Corte transversal en 400x (barra=20 µm), espesor de las paredes
de las fibras finas a medias. C: Corte tangencial en 100x (barra=50 µm),
traqueidas vasicéntricas (flechas negras) y radios uniseriados y parcialmente
biseriados, de 2 a 28 células de alto (flechas blancas). D: Corte radial en
100x (barra=50 µm), traqueidas vasicéntricas (flechas negras) y radios
compuestos de células procumbentes.












 Los cuatro materiales genéticos presentaron diferencias tan sólo en el valor de diámetro de vasos (DTM). EG-INTA-36 presentó el valor más alto y EC presentó el más bajo, un valor 1,39 veces menor. Ambos híbridos presentaron valores intermedios. EC con el valor más bajo de DTMx, se mantuvo diferente a los otros tres materiales que no presentaron diferencias entre sí. Ambos híbridos se diferenciaron en los rasgos de vasos DTM, FV y LV; y de fibras DLF, AF y Long. F. 

 GC-INTA-24 y el parental EC presentan similitudes en la frecuencia de vasos (FV), en la longitud de los elementos de vaso (LV) y en las características de sus fibras (EP, DLF y Long. F) excepto por el ancho de sus paredes (AF). Por otra parte, GC-INTA-27 y el parental EG-INTA-36 presentan similitudes en las características de sus vasos (DTMx, FV, LV) y el ancho de las paredes de las fibras (AF).




ÍNDICE DE VULNERABILIDAD (IV)

El más bajo IV lo presentó el parental E. camaldulensis con un valor de 3, seguido del hibrido GC-INTA-24 con 4. En los casos del clon de E. grandis y del híbrido GC-INTA-27 los valores fueron, en ambos casos, de 8. La frecuencia de vasos (FV) en EC y GC-INTA-24 fueron muy similares y sus diferencias no resultaron significativas, lo mismo ocurrió con los otros dos materiales. El DTM mostró diferencias significativas entre cada material con el resto (Tabla 1).




TABLA 1
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Caracteres cuantitativos (media y desvío estándar) separados por genotipo EC: E. camaldulensis (parental), EG-INTA-36 (parental, clon de E. grandis), GC-INTA-27 y GC-INTA-24 (clones híbridos). Para vasos: diámetro tangencial medio DTM (μm), diámetro tangencial máximo DTMx (μm), Frecuencia de vasos (FV, nº vasos/mm2), Longitud de los elementos de vaso LV (μm). Para fibras: espesor de fibras (EP, μm), diámetro del lumen de fibras (DLF, μm), ancho de fibras (AF, μm) y longitud de fibras (Long. F, μm). Para radios; Número de radios por mm. Las letras iguales no son significativamente diferentes (Test de Tukey, P valor>0,05).


















DISCUSIÓN 


Los resultados de este trabajo describen por primera vez la anatomía de la madera de dos nuevos clones híbridos desarrollados por INTA Concordia. Los cuatro materiales genéticos presentaron similitudes cualitativas en la porosidad difusa, elementos de vasos solitarios con placas de perforación simple con punteaduras intervasculares alternas, de apertura elíptica; fibras finas a medias de contornos rectangular, cuadrangular, oval y angular; y radios compuestos exclusivamente por células procumbentes, con procumbentes de mayor tamaño en los márgenes, con punteaduras radio-vaso circular a oval. El tipo de disposición diagonal mostró diferencias entre los parentales (C/D) y los híbridos (C). El parénquima axial permite agrupar a EC y CG-INTA-27 ya que ambos presentan parénquima paratraqueal vasicéntrico y apotraqueal difuso y difuso en agregados; en tanto que EG-INTA-36 y GC-INTA-24 presentan parénquima axial escaso. Ambos híbridos se parecen al parental EC por sus radios en parte biseriados y células del parénquima axial paratraqueal en series de 3-4, y apotraqueal en series de 2 células de alto. En tanto que el parental EG-INTA-36 presenta radios exclusivamente uniseriados y parénquima axial apotraqueal en series de 3-4 células de alto (Fig. 5).

Los materiales parentales E. grandis EG-INTA-36 y E. camaldulensis se ajustan a las descripciones cuali-cuantitativas realizadas por Villegas y Rivera (2002). Las únicas excepciones fueron: (a) la disposición diagonal de tipo A observado por las autoras en E. grandis pero de tipo C/D en el clon EG-INTA-36; (b) no se observaron radios triseriados en E. camaldulensis; y (c) contrario a lo observado de forma previa E. camaldulensis presentó menor diámetro promedio de vasos (DTM) que E. grandis.
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FIGURA 5






 Comparación de los cortes tangenciales en 40x (barras=100 µm). A: E. camaldulensis; B: E. grandis EG-INTA-36; C: E. grandis x E. camaldulensis `GC-INTA-27´; D: E. grandis x E. camaldulensis `GC-INTA-24´. 












Materiales de fustes adultos provenientes de plantaciones comerciales en Concordia, Entre Ríos (Monteoliva et al., 2015, 2017) de E. grandis presentaron similares diámetro y frecuencia de vasos pero mayores espesor de pared y ancho de las fibras que los aquí registrados. En tanto que las ramas presentaron una frecuencia mayor de vasos pero de menor diámetro, y fibras de menor ancho pero mayor espesor de pared. Fustes de E. grandis provenientes de Tandil (Provincia de Buenos Aires) mostraron un menor DTM y mayor AP (Monteoliva et al., 2017).

Por su parte, los resultados publicados para fustes de E. camaldulensis de Tandil (Provincia de Buenos Aires), coinciden en el DTMx pero el DTM es alrededor de la mitad que los aquí presentados (Fernandez et al., 2019), en tanto que las ramas presentaron similitudes en sus fibras pero un menor DTM y mayor FV (Monteoliva et al., 2017).

Los caracteres xilológicos de ramas y fuste de un mismo árbol pueden diferir. Monteoliva et al. (2017) comparan la anatomía en ramas y fustes de 4 especies de Eucalyptusde edad adulta. E. grandis presenta en ese estudio diferencias en la estructura anatómica de ramas y fuste, siendo el diámetro de vasos muy diferente en ambos órganos mientras que el número de vasos es similar. Esto sugiere una diferente estrategia hidráulica en ramas vs fuste para esta especie.

El diámetro de los vasos es una importante variable anatómica en el xilema de las angiospermas ya que la conductividad hidráulica es proporcional a la cuarta potencia de su radio (Zanne et al., 2010). El diámetro de los vasos y su frecuencia son rasgos que influyen en la vulnerabilidad de un tallo a sufrir embolismos (Davis et al., 1999; Carlquist, 2001; Lens et al., 2010; Christman et al., 2012). Los vasos más grandes del xilema serían más vulnerables a la cavitación por congelación que los vasos más pequeños y las traqueidas (Carlquist, 1977; Améglio et al., 2002; Moraga et al., 2006). Existen muy pocos antecedentes de medición de resistencia a heladas en madera de Eucalyptus, que se realiza en las ramas. Barotto et al. (2019) y Barotto (2021) midieron la resistencia a la cavitación por frío en xilema de tres especies de Eucalyptus, entre ellos E. camaldulensis, y demostraron que la resistencia a la cavitación por frío en esas especies depende de las características morfométricas de los vasos y, en particular, de su distribución de diámetros, siendo los de mayor diámetro más vulnerables.


Carlquist (1977) desarrolló el índice de vulnerabilidad para relacionar dos variables importantes de los vasos (diámetro/densidad). Es una interpretación fisiológica teórica derivada de la medición de variables anatómicas y establece que cuanto más numerosos son los vasos por mm. y cuanto menor sea su diámetro, menor será el riesgo de interrupción en la conducción de agua causada por la formación de embolias por congelación o stress hídrico. En este trabajo, el menor valor de índice de vulnerabilidad lo presentó E. camaldulensis (conocido por su resistencia a heladas a campo) seguido por el hibrido GC-INTA-24. Los restantes materiales podrían presentar, en base a sus valores teóricos, la menor resistencia (mayor vulnerabilidad) a este tipo de estrés.

Las diferencias en el índice de vulnerabilidad de Carquist (1977) deben considerarse con cautela ya que existen variaciones entre ramas y fustes dentro del mismo individuo de E. grandis (Monteoliva et al., 2017) y otras especies del género (Barotto, 2021). En esta misma línea, algunos estudios han demostrado que el principal factor que afecta la resistencia al frío y a la supervivencia en las especies de Eucalyptus sería la formación de hielo en las hojas. Este proceso estaría regulado por la presencia de diferentes compuestos de diversas vías metabólicas, en especial azúcares solubles, que, a través de un aumento en la presión osmótica, protegerían a las membranas celulares del daño causado por la formación de hielo extracelular. La presencia de estos compuestos depende, en gran medida, del material genético y la etapa de desarrollo de la planta, aunque puede ser incrementada a través de la rustificación, por aclimatación al frío (Fernández et al., 2006; Moraga et al., 2006). Será necesaria la determinación empírica de la resistencia a la cavitación por frío de estos nuevos clones híbridos.

Sin embargo, estudios recientes han mostrado que la resistencia al embolismo podría estar asociada a otros rasgos (Gleason et al., 2016), como la cantidad de células vivas que rodean a los vasos solitarios (halo) (Barotto et al., 2016; Fernández et al., 2019), o el tamaño y densidad de las punteaduras (Hacke et al., 2006). Según Jacobsen et al. (2005) la resistencia a la implosión del vaso, causada por el evento de helada, puede incrementarse con un menor diámetro de vasos y/o un aumento en el espesor de su pared. Las paredes de las fibras acomodarían parte de la tensión que se produce durante el evento de modo que también favorecerían la resistencia a la cavitación. Los valores más elevados de espesor de pared de fibra fueron observados en GC-INTA-24, seguido por EC. Mientras que el ancho de fibra de GC-INTA-24 superó a los otros tres materiales. EC y GC-INTA-24 presentaron los menores valores de longitud de fibras.

La reparación de embolismos es el proceso fisiológico de recarga de los vasos embolizados (Brodersen y Mc Elrone, 2013), si bien estudios recientes sugieren que sería un proceso mucho menos común de los que se pensaba (Cochard y Delzón, 2013; Charrier et al., 2016) y que podría ser, en parte, un artefacto de los métodos de medición (Torres-Ruiz et al., 2015). En general, se considera que la reparación depende del propio xilema aunque podría depender de la actividad del floema (Nardini et al., 2011). La recarga activa de los vasos resultaría a través de la intervención de las células de parénquima que rodean los vasos. De acuerdo con este modelo, las células de parénquima serían las encargadas de liberar grandes cantidades de azúcares dentro de los vasos, lo cual aumentaría la presión osmótica dentro de los mismos y produciría la subsecuente reparación del embolismo (Decourteix et al., 2006). La cantidad de células vivas en torno a los vasos (halo) condicionaría la capacidad de la planta de reparar embolismos (Salleo et al., 2009; Nardini et al., 2011; Barotto et al., 2016; Fernández et al., 2019).

Según Carlquist (2012), las células de parénquima radiales procumbentes conducen en sentido horizontal y acumulan fotoasimilados, mientras que las células radiales erectas conducen en sentido vertical y proveen una buena interrelación con el parénquima axial, permitiendo que se forme una red de células vivas en la madera. Las punteaduras vaso-radiales establecen un íntimo contacto entre parénquima radial y elementos de conducción, transfiriendo iones o azúcares que prevendrían cavitaciones o contribuirían a su reparación (Brodersen y McElrone, 2013). Así, todas las células conductivas tienen un íntimo contacto con las células vivas (Carlquist, 2012).

Los materiales genéticos de Eucalyptus aquí estudiados presentan parénquima axial asociado a los vasos (paratraqueal) y traqueidas vasicéntricas en todos los casos, lo que permitiría junto con el parénquima radial procumbentes y procumbentes de mayor altura en los márgenes (que podrían cumplir las funciones de células erectas), y las punteaduras vaso-radio, formar una matriz interconectada en el sistema hidráulico con la capacidad de reparación de embolismos. EC y GC-INTA-27 presentan parénquima paratraqueal vasicéntrico y apotraqueal difuso y difuso en agregados; en tanto que EG 36 y GC-INTA-24 presentan parénquima axial escaso. Además, ambos híbridos y el parental EC presentan radios en parte biseriados, frente a los radios exclusivamente uniseriados del parental EG-36. Estas diferencias, en la cantidad y distribución de células vivas, podría resultar en una ventaja de los genotipos EC y GC-INTA-27 frente al estrés abiótico de heladas y la posibilidad de reparar embolismos.

La anatomía del leño juvenil difiere respecto al leño adulto, en especial en longitud y grosor de la pared de las fibras y diámetro de los vasos. Estos rasgos, donde se registraron las principales diferencias entre este estudio y la bibliografía, influyen en la resistencia a la cavitación por heladas. Entender las propiedades del leño juvenil es relevante ya que buena parte de la madera proveniente de forestaciones de rápido crecimiento es leño juvenil, en buena medida debido a los tempranos turnos de corte, que apenas superan la edad de transición juvenil-adulto del leño (Palermo et al., 2015; Balboni et al., 2020).





CONCLUSIONES


La estructura xilológica del fuste de los dos nuevos clones híbridos resultó intermedia respecto de sus parentales en la mayoría de las variables medidas, al menos a la edad de 2 años. Se puede concluir que, dentro de los materiales genéticos estudiados, el clon GC-INTA-24 sería, en teoría, más resistente al estrés abiótico por heladas dadas las características encontradas de: menor índice de vulnerabilidad, menor diámetro de vasos, mayor frecuencia de los mismos, abundante parénquima axial y mayor espesor de pared en las fibras. A su vez el clon hibrido GC-INTA-27 sería más susceptible a estos eventos por presentar mayor índice de vulnerabilidad, aunque en condiciones libres de estrés, obtendría mejores crecimientos gracias a sus vasos de mayor diámetro. Ambos híbridos presentan caracteres xilológicos que serían superadores frente al estrés ocurrido por heladas respecto de su parental más vulnerable, E. grandis (EG-INTA-36).

Cabe remarcar la complejidad del proceso conductivo a través del árbol que depende de diferentes órganos que se integran en una estructura hidráulica determinada y cuya acción está coordinada dentro de una estrategia ecológica particular. Por lo tanto, los resultados aquí mostrados deberían complementarse con las caracterizaciones anatómicas de ejemplares adultos y con la medición en campo de la vulnerabilidad a la cavitación por frío para estos nuevos genotipos. Asimismo, se deberían relacionar con los contenidos de azúcares solubles en hojas respecto de sus parentales para establecer el aporte real de cada órgano en el proceso de reparación de embolismos por congelamiento.
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