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MARCO CONCEPTUAL

El agua es indispensable para la vida, ya que constituye el medio en el cual
tienen lugar la mayor parte de las reacciones metabodlicas. Ademas, en las plantas
la absorcidony el transporte del agua a través del xilema es el principal mecanismo
por el cual obtener y distribuir los nutrientes disueltos. Este transporte hidrico
esta conducido principalmente por la transpiracion, es decir, la evaporacion del
agua del interior de las hojas hacia la atmdsfera a través de los estomas,
formando un circuito continuo suelo-raiz-xilema-hoja-aire. Paralelamente, la
apertura estomatica que favorece la transpiracion y el transporte de nutrientes
también permite la entrada del CO,, imprescindible para llevar a cabo la
fotosintesis.

Un déficit de agua desencadenaria el cierre estomatico con la consecuente
disminucion de la fotosintesis y la absorcion de nutrientes (Taiz y Zeiger, 2006).
Por ello, es de especial interés conocer el estado hidrico de la planta mediante
mediciones del potencial hidrico o el contenido hidrico relativo. Otros pardmetros
como la tasa de transpiracién, la conductancia hidraulica y estomatica, la
capacitancia, el mddulo de elasticidad o el potencial osmdtico, entre otros, nos
permiten describir como una especie puede afrontar el déficit hidrico.

Estatus hidrico: Potencial hidrico y contenido hidrico relativo

El potencial hidrico (Ww) es la diferencia de potencial quimico entre el agua
qgue alberga un tejido o un suelo y el agua en condiciones de referencia (en este
caso, el agua pura). Es decir, es la energia que hay que aplicar a una unidad de
masa de agua ligada a un tejido a un suelo para que alcance ese estado de agua
pura. A pesar de que el potencial quimico se suele expresar en unidades de
energia libre por unidad de volumen (J/m3), el potencial hidrico se expresa
indirectamente en unidades de presidén equivalentes (MPa).

El W, de referencia — el agua pura —es cero, por lo que el W, de una muestra
con una disponibilidad de agua menor tendra valores negativos de Wy. El W,, de
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una célula vegetal esta dado por Wy = Yo + Yp + Pm + YPg. El potencial osmatico
(o), depende de los solutos disueltos en el agua los cuales disminuyen el
potencial hidrico de la hoja porque el nUmero de moléculas de agua libres que no
han interaccionado con el soluto es menor. Por ello, el W, se da en valores
negativos. El potencial de presién (Wp) se origina a partir de la presion de
turgencia que ejerce el interior de la vacuola, cuando estd llena de agua, hacia las
paredes celulares, y de éstas hacia la vacuola, aumentando de esa manera el
estado energético del agua. Por este motivo, el W, se expresa en valores positivos.
El potencial matricial (Wm) estd dado por las superficies celulares sdlidas que
atraen moléculas de agua y las “atrapan”, de la misma manera que una capa fina
de agua se queda pegada en la superficie de nuestro cuerpo cuando los damos
un chapuzon en la playa. Finalmente, el potencial gravitacional (Wg) esta
relacionado con el efecto de la gravedad sobre el agua, “empujandola” hacia
abajo, fuera de su estado en equilibrio. A efectos practicos se asume que los
potenciales matriciales y gravitacionales son negligibles; de este modo, el
potencial hidrico de la hoja se asume como W, = W, + W, (Azcdn-Bieto y Taldn,
2000; Larcher, 2003; Taiz y Zeiger, 2006).

La teoria de la continuidad suelo-planta-atmdsfera (también conocida como
de tensién-cohesién) en el transporte hidrico implica el mantenimiento de un
gradiente de Wy, gracias al cual el agua asciende en flujo masivo a través del
xilema (los vasos y las traqueidas). Es decir, las hojas, en donde se produce la
transpiracién, mantienen un W,, menor (mds negativos) que el xilema y este a su
vez menor que las raices y que el suelo. En una situacion de estrés hidrico, el Wy,
del suelo baja. En estas condiciones, algunas especies mantienen su potencial
hidrico foliar constante durante el periodo de sequia gracias al cierre estomatico
y se denominan isohidricas. Por el contrario, las llamadas especies anisohidricas
contintan transpirando y perdiendo agua, por lo que su Wy, cae (Damour et al.,
2010). Se cree que esta dicotomia en la respuesta del estoma al descenso del Wy
del suelo es debida a una diferente sensibilidad al acido abscisico (ABA) (Yancey,
2005; Damour et al., 2010).

A la hora de determinar qué tipo de control estomatico presenta una
especie, es indispensable conocer su estado hidrico a medida que se van
incrementando las condiciones de sequia. Los pardmetros mads utilizados son
mediciones del propio W, de la hoja (Jones, 2007; Pérez-Harguindeguy et al.,
2013) y mediciones del contenido hidrico relativo (CHR o RWC, de sus siglas en
inglés Relative Water Content).
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El método mds comun para medir el Wy, es el que se realiza mediante la camara
de presion o camara de Scholander (Tardieu et al., 2010). En esta camara se
coloca una hoja o un tallo cortado lo mas limpio y perpendicularmente posible,
de modo que la zona del corte sobresalga de la camara, tal y como se ilustra en
la Figura 1. La cdmara estd acoplada a una fuente de presion, que generalmente
es un cilindro de gas comprimido (N o aire sintético). Al ejercer presion, el agua
del xilema que perdié tensidon debido al corte es empujada a la superficie. La
presion ejercida en el momento en el que se observe la aparicidon de una gota de
agua en la zona de escisidn es equivalente al W,, de la hoja expresado en MPa
(Pérez-Harguindeguy et al., 2013).

Tapon de goma

")
Bl

k Barometro

Aire o N,
a presion

K\ Camara jj

Figura 1. Diagrama de una cdmara de presidn. La hoja o el extremo de la rama se coloca en el

interior de la cdmara con el extremo del tallo o peciolo cortado sobresaliendo por el tapdn de
goma. La presion de la cdmara se va incrementando gradualmente mediante la inyeccién de aire
o N; a presidn. En el momento en el que se observa el exudado del liquido xilematico en el drea
en donde se realizd el corte, la presion del aire de la camara (medida por un barémetro) se
considera equivalente a la presidn con la que el xilema retiene el agua y, por lo tanto, al W,.
Adaptado de Nobel (2009).

Otro aparato utilizado para medir el Wy, es el psicrometro, un tipo de
higrdmetro. La ventaja es que puede usarse tanto para material vegetal como
muestras de suelo. Inmediatamente después de colocar la muestra en el interior
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de la cdmara del psicrémetro, el agua que contiene comienza a evaporarse (y la
humedad de la cdmara a aumentar) hasta que la humedad se estabiliza debido a
qgue la tasa de evaporacion es la misma que la de condensacién de agua. Si la
muestra es agua pura, la humedad relativa que se alcanza en equilibrio es del
100% (o la presidn de vapor equivalente a la temperatura del agua es saturante,
€o). Pero si la muestra contiene solutos, la humedad alcanzada en equilibrio es
menor (al igual que su presidon de vapor, ew), ya que el nimero de moléculas de
agua en contacto con el aire es menor (son desplazadas por el soluto o retenidas
por un tejido vegetal o por las particulas de un suelo). Este ligero descenso de la
presion de vapor de equilibrio indica un descenso de la energia libre de las
moléculas de agua. La relacion entre la presion de vapor de una muestray su Wy,
se puede expresar como:

W _RT 1 ew
YoM neo

donde R es la constante de gases (8.31 J/mol), T es la temperatura de la muestra
en grados Kelvin y M es la masa molecular del agua (18.01 g/mol). Conociendo la
temperatura de la muestra, es facil calcular e, utilizando la relacion representada
en la Figura 2.

-
N

=
o0} o

de humedad saturante [kPa]

Presion de vapor en condiciones

0 10 20 30 40 50
Temperatura [°C]

Figura 2. Relacion entre la temperatura del aire y la presion de vapor maxima (con el 100% de
humedad) que puede albergar.

El modo en el que se mide la presidon de vapor de la muestra (ew) puede
variar dependiendo del tipo de psicrometro. Por ejemplo, los denominados
psicrometros isobaricos (Figura 3A) se basan en la determinacidn de la diferencia
de temperatura registrada por un termdémetro de bulbo seco y por un
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termémetro de bulbo humedo, el cual alberga una solucion de presion de vapor
conocida. Sila presion de vapor de esta solucidn conocida es mayor que la presion
de vapor de la muestra, el agua se evapora de la solucién conocida, enfriandola.
Si, por el contrario, la presion de vapor de la solucién conocida es menor que la
de la muestra, se condensard agua en esta solucidon conocida, calentandola. La
diferencia entre las temperaturas registradas por ambos termdmetros permitira
el calculo de la presidn de vapor de la muestra. Los psicrdmetros basados en la
medicion del punto de rocio (Figura 3B) utilizan un espejo refrigerado que
detecta el punto de temperatura a la que se produce la condensacion de la
humedad de la cdmara en el espejo, detectando un cambio de reflectancia de un
rayo de luz incidente en el espejo. Utilizando la relacién entre temperatura y
presion de vapor maxima (Figura 2), se calcula ew a la temperatura del espejo y,
finalmente, el W, equivalente.

A) B)
. /3 7 \gf \.v
Termémetro de Termémetro de E
bulbo hiimedo bulbo seco Espejo refrigerado

o, JSSUAL,

Figura 3. A) Psicrometro isobdrico. B) Psicrometro medidor del punto de rocio.

Otra medida del estado hidrico de la planta se realiza por medio del
contenido hidrico relativo (CHR), el cual expresa el porcentaje de contenido de
agua en un momento y tejido dado relativo a la turgencia o saturacidn total. Esta
dado por la ecuacidn (Slatyer, 1967):

MF — MS
CHR (%) = 100

MT — MS ™
donde MF es la masa fresca de la hoja o disco foliar, MS es la masa seca y MT la
masa a plena turgencia. MT se puede calcular mediante la incubacién de la hoja
en una cdmara con humedad saturante. Por ejemplo, una placa de Petri o un bote
hermético con el material vegetal envuelto en papel de filtro humedecido suele
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ser el método mas utilizado. Un maximo de 24 h de incubacién suele ser
suficiente para alcanzar la saturacion de los tejidos. Sin embargo, un tiempo
excesivo puede afectar a las paredes celulares y desestimar la medida del peso
turgente, por lo que se recomienda determinar para cada muestra cudl es el
tiempo estandarizado para obtener el MT (Pérez-Harguindeguy et al., 2013).

Conocer como determinar correctamente ambos parametros, Wy, y CHR, es
el primer paso para entender cémo las plantas responden al déficit hidrico. Nos
entrenaremos en cdmo realizar medidas de ambos parametros en los Ensayos 1
y 2.

Curvas presion-volumen

Las dos medidas del estado hidrico de la planta descritas anteriormente, Wy,
y CHR, no correlacionan linealmente a medida que se va desecando una muestra.
Esto se debe a que, mientras que el descenso del W, de una célula permanece
constante durante una deshidratacion relativamente rapida del tejido
(asumiendo la imposibilidad de sintesis de nuevos osmolitos) el W, solo decrece
en una fase inicial, hasta que se anula por la pérdida total del turgor. A partir de
este punto de pérdida de turgor (TLP, de sus siglas en inglés “Turgor Loss Point”),
la relacion entre el CHR y el W,, se debe Unicamente al W,. La determinacion del
TLP permite conocer pardmetros de gran interés, los cuales se calculan a partir
de las denominadas curvas presidon-volumen (Ensayo 3).

Para construir una curva presion-volumen se debe representar
graficamente para una misma hoja el inverso negativo del potencial hidrico (-
1/W,) frente al porcentaje de agua perdido (100-CHR) (Figura 4). En la curva
obtenida se pueden diferenciar dos fases: 1) decrecimiento rapido y curvilineo
del potencial hidrico al inicio de la deshidratacidon y 2) decrecimiento lento y
constante. Ambas fases estan separadas por el TLP. Definir correctamente el TLP
es fundamental, con lo que al inicio de la deshidratacidén es conveniente realizar
tantas medidas como sea posible.

A partir de las curvas presion-volumen se pueden calcular numerosos
parametros de interés: potencial hidrico y CHR en el que se produce el TLP,
potencial osmdtico a plena turgencia, capacitancias, elasticidad y fraccién
apoplastica. Los cuales se describen detalladamente en el Ensayo 3. Haciendo una
revision exhaustiva de todos los parametros derivados de las curvas presion-
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volumen, Bartlett et al. (2012) identificé al potencial hidrico al cual se produce el
TLP como el parametro mas vinculado a plantas de habitats mas aridos. Lo cual
sugiere que aquellas plantas que pueden retrasar su pérdida de turgor mucho
mas son las que tendrdn una adaptacion mayor a la sequia.
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Figura 4. Curva presion-volumen. El punto rojo representa el TLP, a partir del cual el W, es nulo
y la caida del W, es conducido Unicamente por el W,. Los puntos negros se corresponden con la
fase 1 de la curva, mientras que los puntos blancos representan la fase 2. La linea roja extrapola
el valor de -1/ W, ala primera fase de la curva, de modo que el punto de corte con el eje y indica
el -1/ W, en el punto de turgor maximo, al inicio de la curva.

Transporte de agua en la planta: flujos y conductancias

Como ya se mencioné anteriormente, la transpiracion es un proceso
trascendental para el transporte de agua, la nutricion mineral y la fotosintesis.
Los estomas desempeiian un rol esencial en el control de la pérdida de agua por
transpiracién, pero ademads, son la via de ingreso de CO; para la fotosintesis
(Damour et al., 2010).

La transpiracion esta limitada por diferentes tipos de resistencia a la difusion
del agua, entre las que se incluyen la resistencia estomatica (dada por nimero y
geometria de los estomas), la resistencia cuticular (dada por la capa cerosa que
recubre la epidermis), y la resistencia de la capa limite generada por el aire
estatico que se establece en la superficie foliar y cuyo grosor depende de la
velocidad del viento y de la morfologia de la hoja (Larcher, 2003; Taiz y Zeiger,
2006).

La tasa de transpiracidén (E, expresada en cantidad de agua por superficie de
hoja y tiempo) puede ser cuantificada de diversas formas: el método de
intercambio de gases, para el que se necesita un sistema analizador de gases
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infrarrojo, el método del potédmetro, que se basa en la medicion de la tasa de
pérdida de agua mediante pesos y es el que veremos en el Ensayo 4, v,
finalmente, el método del porémetro, que permite medir la E mediante el
analisis del incremento de humedad resultante al introducir la hoja en una cubeta
sellada del porémetro. El equipo funciona realmente como un psicrémeto,
midiendo la humedad de la cubeta a la vez que aire seco es inyectado a la misma
con un flujo creciente hasta aproximarse al flujo necesario para reducir la
humedad de la cubeta con la hoja a la humedad ambiental. Este flujo es
equivalente al flujo de entrada de agua, es decir, a la tasa de transpiracion.

Los factores ambientales que influyen en E y por tanto en la apertura
estomatica son el déficit de presion de vapor que existe entre la atmdsfera y el
interior de una hoja, el viento, la luz (calidad y cantidad), el CO, ambiental, la
temperatura de la hoja, el estado hidrico del suelo y la presencia de
contaminantes en el aire (Jones y Corlett, 1992; Lake et al., 2001). Ademas, la tasa
de transpiracion también depende de las caracteristicas intrinsecas de la planta,
como la distribucién y propiedades de los vasos conductores de agua (xilema), y
las caracteristicas de las hojas que determinan la conductancia hidraulica (Kieaf) y
estomatica (gs), es decir, cdbmo de facil se produce la salida del agua de la hoja al
ambiente. La gs puede estar referenciada tanto a la salida del agua como a la
entrada del CO;, que, recordemos, son gases que comparten la misma via de
paso. La disposicion y estructura de los vasos del xilema, asi como las
caracteristicas del tejido no xilematico, determinan principalmente Kiear €n
condiciones sin estrés (Brodribb et al., 2007; Scoffoni et al., 2016). Kiear esta
altamente correlacionado con gs y la capacidad fotosintética (Brodribb et al.,
2005). El nimero y la densidad de los estomas también pueden variar de acuerdo
a las condiciones ambientales (intensidad de luz, concentracién ambiental de
CO3). Por lo tanto, mediciones de Kieaf, g5 Yy densidad estomdtica son de especial
interés a la hora de describir las caracteristicas intrinsecas de la transpiracién de
una especie o variedad.

Conductancia hidraulica (Kieas)

La conductancia hidrdulica de una parte de la planta (en este caso, la hoja)
depende de E y del gradiente de potencial hidrico que se genera debido a la
transpiracién (AW). AW se determina como la diferencia entre el potencial en
equilibrio de la hoja (cuando no se produce transpiracién) y el potencial generado
debido a la pérdida de agua por transpiracion. Kieaf engloba el transporte de agua
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desde el peciolo, pasando por el sistema vascular foliar y el mesoéfilo — apoplasto
y simplasto — hasta los sitios de evaporacion (la cdmara subestomatica) (Flexas et
al., 2013). La longitud del sistema de venacidon por area (Vein Length per Area,
VLA), asi como la maxima distancia entre las venas y el estoma son caracteristicas
anatdmicas que determinan Kiear; una mayor densidad del sistema de venas asi
como una menor distancia entre éstas y los estomas son caracteristicas asociadas
a una elevada Kiear (Brodribb et al. 2007; Scoffoni et al. 2016) y, por tanto,
permiten una mayor conductancia estomatica y elevadas tasas de transpiracion
y de fotosintesis (Flexas et al. 2013, Xiong et al. 2018). Ademas de ser
dependiente de los factores anatdmicos de las hojas, Kieat puede variar
dependiendo de las condiciones ambientales, como la luz (Xiong et al., 2018) vy,
principalmente, la disponibilidad de agua. Un proceso de estrés hidrico
importante puede determinar una disminucion fuerte de Kiear debido tanto al
embolismo de los vasos (Brodribb et al., 2016) como a una disminucidn en la
conductancia hidraulica extraxilematica en el meséfilo (Scoffoni et al., 2017).
Existen diversas técnicas para medir Kieaf (revisadas en Flexas et al., 2013): el
método del flujo evaporativo (Evaporative Flux Method, EFM), el de la cinética de
rehidratacion (Rehydration Kinetics Method, RKM), la medicién de flujo a elevada
presion (High Pressure FlowMeter, HPFM) y el de la bomba de vacio (Vacuum
Pump Method, VPM). Todos estos métodos requieren el uso de hojas escindidas.
El método del flujo evaporativo es un método fiable y asequible: esta basado en
el calculo de la tasa de transpiracién en una hoja escindida conectada a través del
peciolo a una fuente de agua (por lo tanto, el flujo de agua se lleva a cabo en
condiciones muy parecidas a la via “natural”) y situada bajo una fuente de luz,
junto con la posterior medicién del potencial hidrico una vez la tasa transpiratoria
es estable (Sack y Scoffoni, 2012). Este ultimo método se describirda mas
detalladamente en el Ensayo 5. La determinacidn de la densidad de estomas y el
VLA se realizara con detalle en los Ensayos 6 y 7, respectivamente.

Estatus hidrico del suelo

Las caracteristicas del suelo determinan su capacidad para retener agua y
nutrientes; la textura determinard la cantidad de poros y capilares que se
necesitan para mantener el agua y permitir la aireacion de la raiz. A su vez, el tipo
de suelo determinara también la capacidad de intercambio catidnico, es decir, la
capacidad de retencion e intercambio de nutrientes. Por ejemplo, los suelos

10
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arcillosos presentan alta capacidad de intercambio catiénico y mayor capacidad
de retencién de agua.

El contenido de agua en el suelo se puede calcular a partir de su masa fresca y
seca de una manera equivalente al método para calcular el CHR en las hojas. La
capacidad de campo de un suelo es un indicador de su capacidad de retener agua
y es equivalente al contenido hidrico del suelo tras su total saturacién de agua,
una vez que se ha drenado el exceso de agua. Los suelos arcillosos o con gran
cantidad de humus pueden contener un 40% de su volumen de agua, mientras
gue suelos arenosos Unicamente alcanzan un 3% de agua (Taiz y Zeiger, 2006).
Por otro lado, se denomina punto de marchitez permanente al contenido de
agua del suelo en el cual la mayor parte de las plantas permanecen marchitas,
incluso cuando hayan igualado el Wy, de las hojas al del suelo. Se trata de un
pardmetro especifico no solo del suelo, sino que depende también de la
comunidad vegetal y del potencial hidrico en el cual se produce el TLP. El agua
disponible para la planta equivale al agua del suelo en el rango entre capacidad
de campo y punto de marchitez permanente. Cuanto mas cercano esté el
contenido hidrico del suelo al punto de marchitez permanente sera mas dificil
para la planta disponer de agua (Kramer y Boyer, 1995). El agua del suelo, la
capacidad de campo y el punto de marchitez permanente se calcularan en el
Ensayo 9.

11
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FASE EXPERIMENTAL

Ensayo 1. Contenido hidrico, contenido hidrico relativo y déficit
de saturacion hidrica

Materiales
Material bioldgico: hojas.

Otros materiales: tijeras podadoras, sacabocados, cinta para marcar, marcadores,
camara humeda.

Equipos: Balanza de dos o tres cifras decimales.

Metodologia

Para calcular el contenido hidrico (CH), el contenido hidrico relativo (CHR) y
el déficit de saturacion hidrica (DSH) se requieren Unicamente tres valores: la
masa fresca (MF), la masa seca (MS) y la masa a plena turgencia (MT).

MF — MS
o ()

MS

CHR = (MF _ MS) 100
MT — Ms)”

DSH = (MT _ MF) 100
~\mr—Mms)*

Fijense que DSH es equivalente a 100-CHR, es decir, al agua que falta para
alcanzar el peso turgente. El CH es util calcularlo en ocasiones cuando el peso a
plena turgencia no es conocido o es muy dificil de obtener, aunque hay que tener
en cuenta que las unidades de CH no son en porcentaje, al contrario que CHR y
DSH, sino que se dan en g H20 g* de peso de muestra seca.

Estos valores se pueden obtener de la hoja entera (incluyendo peciolo) o,
en su defecto, de discos de hojas extraidos mediante el uso de un sacabocados.

——
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MF se debe determinar al momento de realizar el corte de la hoja durante el
muestreo. Si esto no es posible, se recomienda almacenar la hoja en una bolsa
hermética lo mas ajustada posible para evitar cambios en el contenido hidrico de
la muestra y transportarla al laboratorio en el menor tiempo posible en
condiciones de oscuridad y bajas temperaturas.

La determinacion de MT puede realizarse por varios métodos. El mas comun
consiste en almacenar la hoja en una cdmara huimeda durante 24 h
aproximadamente. La camara hiumeda puede equivaler a un recipiente hermético
con papel de filtro o algodén humedecido envolviendo la muestra. Introducir la
hoja en una bolsa hermética llena de agua también puede servir.

MS se determina al final, introduciendo las muestras individualmente en un
sobre rotulado que se almacenard en estufa a 60-70°C hasta que el secado sea
maximo y las muestras no varien el peso (48-72 h suele ser mas que suficiente).

Ensayo 2. Determinacion de potenciales hidricos en la planta y el
suelo

Materiales
Material bioldgico: plantas en maceta, la mitad oscurecidas
Otros materiales: tijeras podadoras, cuchillas, lupa.

Equipos: cdmara de presion, psicrémetro de suelo.

Metodologia

Durante la noche, en condiciones de transpiracién nula, el potencial hidrico
de la hoja se iguala a la del suelo alcanzado por las raices de la planta. Durante el
dia, a medida que los estomas se van abriendo y E va aumentando, el potencial
hidrico de la hoja se va haciendo mas negativo, distanciandose del potencial del
suelo y favoreciendo el flujo horizontal de agua. Es por ello que las medidas de
potencial hidrico tomadas antes del amanecer se consideran equivalentes a las
del suelo y aquellas tomadas durante el mediodia sefialan el estatus hidrico de la
planta durante su mdxima apertura estomatica (en esas condiciones
ambientales).

13
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Las medidas de W, tanto antes del amanecer (o en las macetas sombreadas)

como durante el mediodia deben seguir el mismo procedimiento que se ilustra a

continuacion:

1) Escision de la hoja con un corte limpio e inmediatamente después engancharla en la tapa de la cdmara dejando
el peciolo a la vista e introducir el limbo de la hoja sobrante en la cdmara de presidn. Asegurarse de que una vez
cerrada la cdmara, se realiza un giro de unos 302 en el sentido de las agujas del reloj para sellar la camara.

2) Una vez sellada la cdmara, movemos la tapa negra en el sentido
de las agujas del reloj para estrangular la goma que rodea el peciolo
y evitar que este se mueva durante la medida por la presion.

. o T —

4) Posicionamos la valvula horizontal en posicion
“chamber” para asi permitir que el aire comprimido
en la botella vaya pasando poco a poco a la cdmara
donde esta la hoja. La “valve rate” controla la rapidez
con la que sube la presion, que idealmente debe

3) Abrimos la llave del manémetro al que
estd conectada la camara de presion (o
nos aseguramos de que estd abierta.

R )

5) Observar el corte del peciolo atentamente y justo
cuando veamos la sabia salir por el xilema del corte,
posicionar la vaélvula horizontal en “OFF” para
detener la entrada de aire.

6) Realizar la lectura de la presién de
la cdmara. La foto del ejemplo indica
-12 Bares (0 -1,2 MPA). Recuerda que
la presiéon de la cdmara es positiva,
pero la de la hoja es negativa, es
decir, -1,2 MPa es la presion con la
que el agua estd retenida en el
tejido, puesto que se requiere de una
presion positiva de +1,2 MPa para
superarla y extraer ese agua.

uPeeR
&
L&

o PMSLocuma €
y st

7) Despresurizar la camara moviendo la valvula
horizontal en la posicion “Exhaust”. Esto hard salir
todo el aire a presion de la cdmara y nos permitira
abrirla para cambiar la hoja.

3, g




El potencial de suelo también es posible medirlo con psicrémetros
adaptados como el que se muestra en la Figura 5. El inconveniente de este tipo
de medidas es la heterogeneidad del suelo, el cual suele tener potenciales
menores (mas negativos) en superficie y mdas cercanos a cero a medida que
aumentamos la profundidad. Ademas, en campo, algunas plantas pueden tener
un sistema radicular realmente profundo y puede acceder a suelos mucho mas
hidratados de los que podemos acceder en superficie. Sin embargo, en estudios
controlados en maceta, esta medida de potencial hidrico de suelo puede ser util
si no se dispone del potencial hidrico previo al amanecer.

Figura 5. Psicrometro de suelo (WP4C, Decagon).

Ensayo 3. Curvas presidon-volumen.

Materiales
Material bioldgico: muestras vegetales, especialmente hojas.
Otros materiales: pinzas, tijeras podadoras, sobres de papel, cuchillas

Equipos: Balanza de precisidon, camara de presidon o psicrémetro, estufa.

Metodologia

Las curvas presion volumen deben comenzar en el estado de maximo
hidratacion. Por ello, se deben cortar las hojas antes del amanecer o bien
hidratarlas en camara humeda utilizando la misma metodologia que la descrita
para calcular la MT. A continuacién, a lo largo de 4-8 horas, se van realizando
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medidas de Wy, con la cdmara de presién o el psicrometro de la misma hoja
alternadas con periodos de desecacion al aire. Inmediatamente después de la
medida del W, se deben pesar la muestra y anotar la MF asociada. Al finalizar la
curva, la muestra se debe meter en estufa a 60°C durante aproximadamente 48-
72 h para obtener la MS.

El tiempo total requerido para elaborar la curva, asi como el tiempo
adecuado de los intervalos de desecacion depende de cada especie y para
determinarlos se deben realizar pruebas a priori. El objetivo es obtener tantos
puntos en la curva como sea posible para cada fase, de modo que se pueda
diferenciar facilmente el TLP.

Para analizar la curva presién-volumen obtenida, recomendamos el uso de
la plantilla Excel asociada a este material docente (adaptado de la herramienta
de Excel de Sack y Pasquet-Kok, 2011). El primer paso para utilizar la plantilla es
sustituir los valores de la curva del ejemplo de las celdas azules por los medidos
(columna F y G). Automaticamente, se representard en el primer gréfico de la
derecha el Wy, vs. el agua foliar (resultante de la resta entre MF-MS).

El segundo paso consiste en seleccionar los puntos de esta grafica que se
utilizardn para calcular la MT mediante la interseccién en el eje x (en el ejemplo,
sombreados en gris). Para ello, se deben incluir dnicamente los puntos del inicio
de la curva (los primeros medidos) que se ajusten a una recta, eliminando
aquellos puntos que formen una asintota hacia el eje x (sombreados en en
el ejemplo). Aunque esta asintota no es frecuente en plantas vasculares, en
especies de bridfitos o especies que albergan mucho liquido intersticial es
frecuente iniciar la curva con un contenido hidrico mayor que el de la MT. Estos
puntos no habria que tenerlos en cuenta en el andlisis. Se deben modificar las
celdas destacadas en amarillo en el cuadrante del paso 2 (columnas P y Q) para
seleccionar Unicamente los puntos deseados, manteniendo una coherencia con
la grafica. Esto nos permitira saber en qué cantidad de agua nuestra muestra ha
alcanzado la turgencia maxima. Es a partir de este valor (celda Q1) a partir del
cual se calcula el CHR (columna J).

Una vez calculado el CHR, se continda con el paso 3, que consiste en
delimitar el TLP. En la gréafica del cuadrante del paso 3 (debajo de las columnas T,
Uy V), se deben seleccionar los puntos de la curva que se vayan a considerar
parte de la fase lineal de deshidratacion, ampliando o reduciendo la serie gris de
la grafica para garantizar esa linealidad. El primer punto incluido en esta serie de
datos grises debe ser el TLP y se resalta la fila entera en . Una vez

——
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seleccionado el TLP, se debe modificar las celdas destacadas en

<

(columna

Ty U) para que alberguen los mismos puntos que la serie gris de la gréfica.

El cuartoy ultimo paso consiste en corregir todos los parametros resultantes

de la curva (columnas comprendidas entre la columnas X y AE) para adaptarlos al

nuevo TLP definido. Los parametros obtenidos a partir de la curva presion-

volumen se definen en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros obtenidos del analisis de la curva presion-volumen.

Parametro Férmula Definicion
MT — MS Contenido saturante de
SWC S — agua relativizado a masa
MS
seca
1 Potencial osmotico al
W, = —- inicio de la curva, en
intercepto y de la curva PV .
condiciones de turgor.
) Potencial hidrico en el
= WY,, seleccionado en el momento de o
Wrp TLp gue se produce la pérdida
del turgor.
Contenido hidrico
= CHR seleccionado en la misma fila | relativo en el que se
CHRTLp .y
que el Wrp produce la pérdida de
turgor.
Modulo de elasticidad del
AW, ..
€ = tejido. Valores altos
CHR . .
indican mayor rigidez.
ACHR . . . .
c = -y Ppara valores por encima del | Capacitancia de la hoja
i TLP antes del TLP
ACHR . . . .
c =5 Ppara valores por debajo del | Capacitancia de la hoja
™ TLP después del TLP
) Fraccion apoplastica del
as = intercepto X de la curva PV

CHR.
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Ensayo 4. Determinacion de la tasa de transpiracion con el
método del potometro

Materiales
Material bioldgico: ramas de una planta lefiosa o planta completa

Otros materiales: tubos, tapdn para insercién del tallo, embudo, pipeta, pinzas de
soporte, agua desgasificada.

Metodologia

El método del potdmetro es muy sencillo y permite medir la transpiracién
completa de una rama. En primer lugar, hay que montar el sistema como se
muestra en la Figura 6, aunque pueden existir variantes a este sistema. El
embudo, de la pipeta y del extremo del tubo en el que se conectard la rama deben
ubicarse a la misma altura. A continuacidn, antes de colocar la rama, se rellena el
sistema con agua destilada desgasificada (por ejemplo, con vacio o con un
sonicador). Cuando el nivel del agua haya rellenado todo el sistema, se conecta
la rama asegurandonos de que no quedan burbujas en su interior. Para escindir
la rama de la planta hay que cortarla debajo del agua para asegurarnos de que no
causamos embolismo en los vasos y conectarla al sistema de modo que pase al
aire el menor tiempo posible. La conexidn entre el tubo y la rama debe no tener
fugas, por lo que es recomendable cubrirla con vaselina.

Una vez que esta todo montado, se realiza una primera lectura del nivel del
agua de la pipeta y tras un tiempo controlado (10 min) se realiza una segunda
lectura. Debido a la transpiracion de la planta, el agua del sistema se va perdiendo
y las lecturas de la pipeta van disminuyendo. El volumen que se ha perdido en la
pipeta desde la primera y la segunda lectura es el volumen de agua total
transpirado. La transpiracion, por tanto, se calcula de la siguiente manera:

£ volumen de agua perdido
~ tiempo transcurrido entre lecturas - 4rea total de hojas

18
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Figura 6. Montaje del potdmetro para la determinacion de la transpiracién (Wikipedia.org).

Ensayo 5. Determinacion de la conductancia hidraulica foliar

Materiales

Material bioldgico: hojas de las especies a evaluar, a ser posible con peciolo
robusto y de corte circular

Otros materiales: frasco Erlenmeyer de 200ml, tubos de plastico, bisturi, teflén,
[dmpara de intensidad conocida, ventilador plano, agua destilada y desgasificada

Equipos: camara de presion, balanza de precisidon con sistema de registro de
datos, termocupla, sonicador, escaner o camara de fotos
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Metodologia

Para evaluar la conductancia hidrdulica (Kieaf) €n hojas sin estrés, se
seleccionan las hojas deseadas, se cortan por la base del peciolo (y se vuelve a
cortar el extremo del peciolo sumergido en agua para evitar embolismos) y se
dejan en agua para su rehidratacion durante una noche. Se necesita agua
destilada desgasificada (mediante el sonicador) para generar un flujo de agua a
través de la hoja. El sistema completo (Figura 7) consta del frasco con agua
situado en la balanza (para monitorizar la pérdida de agua), idealmente en una
balanza cerrada con atmdsfera saturada (disponer papel mojado en el interior)
para garantizar que el cambio de peso es debido uUnicamente al flujo
transpiratorio; los tubos de plastico conectan el frasco con el peciolo de la hoja
(debidamente sellado con la cinta). Es vital impedir la entrada de aire en el
sistema frasco-tubos-hoja; por ello, a la hora de conectar la hoja con los tubos
situar ambos sumergidos en una bandeja con agua destilada.

Una vez conectada la hoja, se situa debajo de una fuente de luz a la
intensidad deseada y encima del ventilador para asi reducir la resistencia de la
capa limitante al intercambio de gases; a ser posible, mantener la temperatura
foliar alrededor de 25°C. La hoja debe situarse a una altura ligeramente superior
a la linea de agua del frasco (Figura 7). En este punto, se monitorea el cambio de
peso por unidad de tiempo (cada minuto) durante el tiempo necesario hasta que
la tasa de transpiracion (mg H.0 s) sea estable durante 5-10 minutos (sin
cambios significativos en la tasa de transpiracion). Una vez estable, se desconecta
la hoja y se deja dentro de una bolsa sellable con elevada humedad en oscuridad
durante 20 minutos para equilibrar el potencial hidrico; finalmente, se mide el
potencial hidrico mediante la cdmara de presion. Kieaf (mmol H,0 m?2 st MPa?) se
determina en funcidn de la tasa de transpiracion registrada (E; mmol H,0 m2 s)
y el gradiente de potencial hidrico (Ww — Wiear; MPa, se considera que Wy, =0 MPa)
mediante la siguiente férmula (Xiong et al., 2018):

E

Kl -
°f pr - l‘pleaf
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Ventilador

Balanza

Figura 7. Montaje del sistema de medicion de la conductancia hidraulica foliar por el método
de flujo evaporativo.

Ensayo 6. Observacidon y cuantificacion de estomas

Materiales
Material bioldgico: hojas de las especies estudiadas

Otros materiales: Ldminas porta y cubre objeto, esmalte transparente, cinta
pegante transparente, agua

Equipos: Microscopio

Metodologia

Los indices mdas utilizados para cuantificar estomas son la densidad
estomatica (8s), la densidad estomdtica promedio (Ds) y el indice estomatico (S/).
Para calcular &s es necesario observar y los estomas al microscopio y hacer un
recuento de ellos para un area de vision delimitada (Figura 8):
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namero de estomas observados

area de vision deliminada (cm?)

S

Figura 8. Visualizacidn de estomas al microscopio para su recuento.

Para facilitar la observacion de estomas, se pueden utilizar varios métodos.
El mas sencillo consiste en separar la epidermis del mesoéfilo de las hojas con la
ayuda de unas pinzas y un bisturi. La epidermis aislada de este modo se coloca
sobre una gota de agua depositada en un portaobjetos. Tras colocar el
cubreobjetos, la muestra ya se puede observar en el microscopio. Sin embargo,
este método no es facilmente realizable para todas las especies vegetales.

Otro método indirecto para la observacién de estomas consiste en aplicar
una capa de esmalte transparente sobre la superficie foliar. Al secarse se pueden
aplicar una o dos capas de esmaltes adicionales para aumentar su grosor y
facilitar su retirada, o usar cinta adhesiva. Una vez separada la capa de esmalte
de la hoja, quedaran impresos las cavidades de los estomas en la cara que estaba
en contacto con la hoja. Se debe colocar el film de esmalte seco con esta cara
hacia arriba en el portaobjetos para facilitar su observacién en el microscopio.
Este procedimiento se ilustra en la Figura 9). Si la hoja presenta alta densidad de
tricomas o pelos es necesario cortarlos primero para posteriormente realizar el
procedimiento de impresién de los estomas.

——
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Figura 9. Procedimiento para la impresidn de los estomas en una capa de esmalte y cinta

adhesiva (de izquierda a derecha).

No todas las hojas presentan sus estomas en la cara abaxial Unicamente
(hipoestomatica), sino que hay hojas que presentan estomas tanto en su cara
adaxial como abaxial (anfiestomaticas). La &s se debe calcular para ambas caras
de la hoja y promediarlas de la siguiente manera (El-Sharkawy et al., 1985):

8 superior? + & inferior?
=

O, superior + &, inferior

El SI utiliza los valores de &s o Ds normalizados a la densidad de las células
epidérmicas (8¢). El nUmero de células epidérmicas se puede contar a la par que
el nimero de estomas, utilizando los mismos campos de vision (Salisbury, 1928;
Royer, 2001):

numero de células epidérmicas

¢ 4rea de vision deliminada (cm?)

5
SI (%) = (ﬁ) x 100
S e
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Ensayo 7. Tincion de hojas y calculo de VLA

Materiales

Material bioldgico: hojas

Otros materiales: safranina, etanol, NaOH al 5%, lejia, agua destilada, papel de

filtro, pinzas, bata y guantes

Equipos: Escaner o camara de fotos.

Metodologia

Con este protocolo de tincidon de hojas pretendemos resaltar los conductos

xilematicos de las mismas para luego poder calcular el VLA. Se trata de una
adaptacion publicada por Sack et al. (2014) y Scoffoni et al. (2016).

1)

2)

3)
4)

5)

6)

Sumergir hojas enteras sin dafios visuales en una dilucion de NaOH al 5%
durante 24 horas aproximadamente para reblandecer los tejidos.
Periodos de tiempo excesivamente largos puede desintegrar la hoja,
dependiendo de su firmeza.

Transferir las hojas a otro recipiente con lejia comercial hasta su
completo blanqueamiento durante un tiempo indeterminado, muy
variable entre especies. Normalmente, en 10-15 minutos las hojas ya se
han vuelto blancas o amarillentas. Sin embargo, hay especies muy
coridceas que requieren de mas tiempo o especies de consistencia
delicada que solo requieren 2 min. Es importante establecer este tiempo
a priori con hojas de prueba, ya que el efecto de una incubacidn en lejia
innecesario puede degradar la hoja.

Lavar las hojas con agua destilada para eliminar los restos de lejia.
Introducir las hojas en diluciones crecientes de etanol: 30%, 50%, 70% y
100%. En cada dilucidn, la hoja debe estar como minimo 5 min
sumergida. Este tiempo puede alargarse para hojas muy coriaceas.
Sumergir las hojas en safranina disuelta al 1% en etanol puro durante 10
min.

Lavar el exceso de safranina con etanol puro incubando 10-15 min.
Aunque el etanol destinado a estos lavados se puede reutilizar varias
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veces, es recomendable rehacerlo cuando veamos que esta adquiriendo
un color fucsia intenso.

7) Transferir las hojas a un recipiente con agua destilada. En este estado,
las hojas pueden aguantar un par de dias sin destefirse, siendo
igualmente recomendable su visualizacion inmediata.

8) Escanear las hojas o fotografiarlas con una escala, tal y como se muestra
en la Figura 10. El uso de un microscopio o una lupa suele ser util cuando
la dltima ramificacion de las venas es muy fina.

Figura 10. Imagen de una hoja tefiida con safranina.

Para el calculo de VLA se usara el software libre Image J (descarga gratuita
en este link). Cuando esté instalado, hay que activar una opciéon muy util que nos
permitira visualizar las areas y longitudes medidas de una imagen mientras
estamos trabajando con ella. Para ello, hay que abrir el desplegable “Analyze” y
seleccionar “Set Measurements”. En la ventana emergente activar la casilla
ultima de la columna izquierda “Add to overlay” y hacer click en OK. Esta opcidn
solo hay que activarla una vez tras instalar el software. Ya estamos listos para
trabajar con la imagen:

1) En primer lugar, se abre la imagen que queremos analizar
(File/Open/Seleccion de la imagen).

2) Ensegundo lugar, seleccionamos el botén de segmento ( /.
cm de nuestra escala y le otorgamos un valor a la escala (Analyze/Set

), medimos los

Scale/Indicar los cm de la escala modificando solamente la casilla de
“Known distance”). Si nuestra escala estaba en cm, esa es la unidad con lo
que el software trabajara con la imagen a partir de ahora.

3) El siguiente paso es seleccionar un area representativa de nuestra hoja.
Normalmente se escoge la mitad del semilimbo de la misma, evitando el
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https://imagej.net/ij/download.html

nervio central (Figura 11). El area de interés se recoge en un rectdngulo

para medir su area, utilizando el botén de rectangulo (‘ D-), y dibujando
uno en nuestra area de interés haciendo click en la imagen. Para saber el
area del rectangulo hay que pulsar Ctrl+M a la vez. Aparecerd un recuadro
en el que podemos encontrar el drea seleccionada.

Figura 11. Ejemplo de una zona de interés para calcular el VLA de las venas terciarias. La imagen
de la hoja entera se puede usar para calcular el VLA de la vena primaria y secundaria.

4)

5)

6)

7)

Deseleccionamos el recuadro haciendo click en cualquier lugar de Ia
imagen. Un recuadro amarillo deberia seguir apareciendo en la imagen
marcando el area de interés seleccionada. Esto es gracias a la activacion
de la casilla “Add to overlay” que mostramos anteriormente.

Hacemos click derecho en el botén de segmento (/,)_ Se abrird un

desplegable. Seleccionar la opcidn “Segmented line”. El botén cambiara de
simbolo (2%).

Calcar el entramado de venas incluido dentro del area seleccionada
haciendo tantos clicks y afadiendo tantos segmentos como sea necesario
hasta cubrir todas venas de la imagen. Lo que queremos medir no es el
area de venacion, sino la longitud de las venas. Por tanto, a cada vena solo
hay que trazar una linea por encima. Para saber la longitud total hay que
pulsar de nuevo Ctrl+M a la vez. Si se han medido varios segmentos, estos
se tienen que sumar para tener la longitud total.

Ahora ya tenemos lo necesario para calcular el VLA mediante la siguiente
formula:

Longitud total de venas

VLA[mm™"] = - . - :
Area de interés seleccionada

——
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