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Resumen

La formacion de xilema es un proceso ciclico a partir del cambium. La actividad estacional del
cambium puede ser estudiada con diferentes metodologias (lesion mecanica en este trabajo).
Identificar con exactitud el xilema formado durante un periodo de tratamiento de estrés abi6tico
permitiria realizar interpretaciones correctas en cuanto al efecto especifico del estrés en la
produccion de xilema. Los objetivos fueron: 1- Evaluar si las mediciones de vasos realizadas sélo en
el xilema formado durante el periodo de estrés hidrico tienen mayor sensibilidad que cuando se
realizan en la totalidad del xilema; 2- Explicar los puntos mas importantes de la técnica de marcacion
y los pasos metodoldgicos posteriores en el analisis morfométrico. Se trabajé sobre diez plantas
de Salix matsudana ‘NZ692’, a 5 plantas se las inund6 por 35 dias y las otras 5 fueron controles.
Posteriormente crecieron por 28 dias de recuperacion. Las plantas fueron marcadas con una incision
de bisturi a nivel del cambium al inicio y al final del tratamiento. El andlisis morfométrico de los vasos
se realizo sobre 3 areas en el xilema marcado: 1- solo el area de tratamiento, 2- sélo el area de
recuperacién y 3- todo el crecimiento (suma de pre-tratamiento, tratamiento y recuperacion). Los
vasos producidos exclusivamente durante el periodo de estrés se diferenciaron de los vasos
formados posteriormente y de los medidos en todo el tallo. Asimismo, la técnica de marcacion del
cambium permitié identificar el area especifica de formaciéon de xilema bajo estrés hidrico. La
utilizacion de esta técnica relativamente sencilla, puede mejorar sustancialmente la interpretacién de
cambios anatémicos ocurridos en el xilema bajo estrés.

Palabras clave: cambium, marcacion xilema, vasos, pinning, Salix
Abstract

Xylem formation is a cyclical process developed from cambium. The seasonal activity of cambium
can be studied with different methodologies (in this work a mechanical injury method). Accurately
identifying the xylem formed during a period of abiotic stress treatment would allow correct
interpretations of the specific effect of stress on xylem production. The objectives were: 1- To assess
whether the measurements of the vessels made only in the xylem formed during the period of water
stress are more sensitive than when they are made throughout the xylem; 2- Explain the most
important points of the marking technique and the subsequent methodological steps in the
morphometric analysis. Ten cuttings of Salix matsudana "NZ692" were planted in pots: 5 plants were
flooded for 35 days and the other 5 plants were control (non-flooded). They subsequently grew for 28
days of recovery. The plants were marked with a scalpel incision at the level of the cambium at the
beginning and at the end of the treatment. The vessel's morphometric analysis was done at three
measurement areas: 1- only the treatment area, 2- only the recovery area and 3- all growth (sum of
pre-treatment, treatment and post-treatment areas). The vessels produced exclusively during the
stress period differed from those formed later and from those measured throughout the stem.
Likewise, the cambium marking technique allowed identifying the specific area of xylem formation
under water stress. The use of this relatively simple technique can substantially improve the
interpretation of anatomical changes that occurred in the xylem under stress.

Keywords: cambium, xylem marking, vessels, pinning, Salix
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INTRODUCCION

La formacién de xilema es un proceso ciclico y periédico. Su desarrollo comienza con la division de las
células del meristema cambium, seguido de sucesivas fases de diferenciacion celular, elongacion,
formacion de pared secundaria, lignificacion y muerte celular (Esau, 1977; Plomion et al., 2001). La
morfologia y funcionalidad de las células del xilema diferenciadas por el cambium pueden variar de acuerdo
con diversos factores, como luz, temperatura, nutrientes y disponibilidad de agua (Savidge, 2000;
Schweingruber, 2007). Existe un control genético sobre la produccién cambial de nuevas células del xilema,
pero su ritmo es determinado por factores limitantes del ambiente (Savidge, 1996; Kozlowsky & Pallardy,
1997). Uno de estos factores es el agua, la que debido a un exceso (inundacién) o defecto (sequia), se
plantea como uno de los principales factores abiéticos de estrés en los cultivos forestales (Corcuera et al.,
2004; Fernandez de Ufa et al., 2017; Choat et al., 2018).

La actividad estacional y dinamica del cambium puede ser estudiada con diferentes metodologias, como:
método de pinchado (pinning), micro barrenado (micro-coring), dendrémetros, muestreo de bloques de
tejidos que contienen el cambium (Mariaux window), métodos radiol6gicos (Wolter, 1968; Schmitt et al.,
2000; Forster et al., 2000; Makinen et al., 2003; Gri¢ar et al., 2007), entre otros. La eleccion del método de
estudio dependera del objetivo del trabajo, disponibilidad de equipamiento, tamafio de las plantas, entre
otros factores.

Los métodos de lesidn mecanica del cambium, como el pinchado (pinning) o de ventana (Mariaux
window), se basan en la capacidad del cambium y sus células derivadas, de responder a lesiones
mecanicas menores sin afectar la integridad fisiolégica de la planta (Wolter, 1968). La insercion de
pequefias agujas, la realizacién de pequefios cortes en el cambium o la extraccién de bloques de tejidos
desde la zona exterior de la corteza, causan reacciones de cicatrizacion en el xilema que dejan marcas
morfolégicas identificables (Gric¢ar et al., 2007). La aplicacion de estos métodos de marcado del cambium
se extiende a varias disciplinas, como dendrocronologia, dendroecologia, anatomia ecoldgica, etc.
(Villalba, 1985; Worbes, 1995; Dlnisch et al., 2003; Oliveira et al., 2007; Terrazas et al., 2011; Callado et
al., 2013). Desde la perspectiva de la ecofisiologia de plantas lefiosas, seria de gran utilidad aplicar esta
metodologia en algunos ensayos en condiciones controladas o a campo, para identificar cuéles son las
nuevas capas de xilema formadas durante el tratamiento que se esté evaluando (estrés abibtico o biotico).

Existen muy pocos antecedentes del uso de este tipo de marcacién en un ensayo de estrés abiético para
identificar con exactitud el xilema formado durante el periodo de tratamiento a evaluar (Eilmann et al., 2011;
Van Camp et al., 2017). La alternativa utilizada para lograr este analisis diferencial en el xilema es la
evaluacion fraccionada de plantas en las distintas etapas de un ensayo (Arend & Fromm, 2007; Balducci
et al., 2013; Copini et al., 2016). Esta estrategia redunda en un aumento considerable de la cantidad de
repeticiones que deben instalarse al principio del ensayo. Sin embargo, la bibliografia de ecofisiologia de
lefiosas muestra que, lo mas usual, es no realizar ningun tipo de diferenciacion entre el xilema formado
exclusivamente durante el tratamiento, del xilema formado en la totalidad del periodo de ensayo (Lovisolo
& Schubert, 1998; Doffo et al., 2017). La produccion de xilema en un ensayo de estrés abidtico es
relativamente menor que cuando no se produce el estrés. Por lo tanto, el andlisis de los resultados de
mediciones cuantitativas realizadas en el xilema sin identificar (xilema formado en la totalidad de un ensayo)
puede no mostrar diferencias significativas. Esto conlleva la pérdida de sensibilidad en el andlisis al
promediar las variables de interés medidas en zonas sin tratamiento y a las medidas en zonas de
tratamiento, por lo tanto pueden no detectarse diferencias significativas. A partir de esta falta de
identificacion del inicio y finalizacién de un tratamiento pueden realizarse interpretaciones errobneas en
cuanto al efecto especifico del estrés en la produccion de xilema.

En el marco de una tesis de doctorado en la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP), se
realizé un ensayo de estrés hidrico por inundacion en un clon de sauce (Mozo et al., 2018). La evaluacién
del didmetro y nimero de vasos del lefio dentro del xilema formado durante la aplicacion del tratamiento
fue exitosa, debido a la marcacion del cambium luego de una lesion mecénica previa y posterior al
tratamiento. En este contexto, este trabajo muestra, a partir de los resultados cuantitativos del lefio, la
ventaja de la aplicacién de este método de marcado, en comparacion con los datos resultantes sin la
marcacion. Los objetivos particulares del presente trabajo fueron:
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1. Evaluar si las mediciones de la anatomia del xilema realizadas sélo en el tejido formado durante el
periodo de aplicacion del estrés tienen mayor sensibilidad que cuando se realizan en la totalidad
del xilema sin diferenciar el periodo de estrés

2. Explicar los puntos mas importantes de la técnica de marcacion del cambium por lesién mecanica
y los pasos metodolégicos posteriores en el andlisis histologico morfométrico
Hipotesis:
La formacion de los vasos producida exclusivamente durante el periodo de estrés se diferencia en
diametro y/o nimero de los vasos formados en forma previa y posterior a la aplicacion del tratamiento.
La técnica de marcacion del cambium por lesiébn mecanica permite identificar en forma inequivoca el
area especifica de formacion de xilema bajo estrés abiotico.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo sobre material de Salix matsudana "NZ692". Diez estacas de este clon fueron plantadas en
maceta dentro de un invernadero, una estaca por maceta. Por cada estaca brotada se seleccioné un Unico
tallo eliminando los otros brotes. Sobre este tallo se realizaron todas las mediciones. El ensayo comenz6
cuando las plantas superaron los dos meses de edad y se les realizé el siguiente tratamiento de estrés
hidrico: a 5 plantas se las inund6 40 cm por encima de su nivel de suelo de tal forma que el 50 % del tallo
quedod bajo agua (Figura 1y Figura 2 B). Las otras 5 plantas se regaron a capacidad de campo (control).
El periodo de inundacion fue de 35 dias, seguido por un periodo de 28 dias de recuperacion post-
inundacién (ver cronologia del ensayo en Figura 1) (Mozo et al., 2018).

MARCACION DEL CAMBIUM
Las 10 plantas fueron marcadas a nivel del cambium en dos oportunidades en forma diferencial (una vez
al inicio del tratamiento y una vez al final de este, Figura 1). No todas las plantas recibieron las dos
marcaciones para evitar un efecto debido a las heridas en plantas con tallos tan pequefios. De las 5 plantas
inundadas, 2 plantas se marcaron solo al inicio del tratamiento (dia 81, Figura 1), 2 plantas solo al finalizar
el mismo (dia 116) y 1 planta se marcé dos veces (inicio y final tratamiento). Lo mismo se realiz6 con las 5
plantas control. La marcacion se realizé con el método de pinning (Gricar et al., 2007) que fue modificado
utilizando un bisturi (en lugar de una aguja como es la técnica original) para cortar en forma puntual la
corteza hasta llegar al xilema (metodologia de lesion mecénica del tejido). La incisién se logré colocando
el bisturi en forma horizontal y perpendicular al tallo, tratando que la lesion sea lineal (pero casi puntual)
evitando asi realizar una herida mayor a un cuarto del perimetro del tallo (Figura 2 A). La ventaja de realizar
una marca con el bisturi es que resulta notoria a simple vista, cosa que no sucede cuando se realiza con
una aguja. Una marcacién con agujas conlleva la sefializaciéon de la posicién de la herida durante todo el
ensayo para poder hacer el muestreo y corte del tallo en la zona de estudio. El tratamiento de inundacion
que se practicd en el presente trabajo posicioné la herida realizada por debajo del nivel del agua, por lo
tanto cualquier sefializacion de la misma podria perderse. Todas las marcas se realizaron en el mismo nivel
del tallo (5 cm desde la base que sale de la estaca), del lado interno (cercano a la estaca), en la marcacion
del inicio del tratamiento (Figura 2 A) y del lado opuesto (y 5 mm hacia arriba), en la segunda marcacion.
Al finalizar el ensayo (dia 144) las plantas fueron removidas de las macetas, y se les seccioné una
muestra del tallo de 10 cm de longitud, donde quedd incluida el area de marcacién del cambium. Se localiz6
la zona donde se visualizaba la marca de corte en la corteza (cicatriz visible a simple vista, Figura 2 C) para
poder realizar los cortes histolégicos en la zona inmediata superior a ésta (a 7-10 mm). El desplazamiento
de la zona de corte al xilema inmediato superior responde a la necesidad de visualizar la marca permitiendo
a su vez observar la menor modificaciéon del tejido a medir. En la zona exacta de marcacion, el tejido
cicatricial muestra una alteracion en la organizacién del xilema con células indiferenciadas (Figura 3 A).
Se realizaron cortes transversales de la totalidad de la seccién en forma manual y se tifieron con
safranina al 1 % en agua. Los cortes se observaron montados en forma transitoria en agua. A partir de la
observacion con una magnificacion de 4x en un microscopio de luz transmitida (Olympus CX31, Japon),
se tomaron imagenes digitales individuales y con ellas se construyeron mosaicos para reconstruir toda la

4


http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf1
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf2
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf1
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf1
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf1
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf2
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf2
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf2
http://portal.amelica.org/ameli/jatsRepo/23/232004005/html/index.html#gf3

Revista de la Facultad de Agronomia, La Plata (2021) Vol 120 (1): 1-12

seccion transversal del tallo. Sobre los mosaicos se identific la zona marcada, como una leve cicatriz en
sentido tangencial y poca alteracion del tejido que la rodeaba (Figura 3 B).

Periodo Periodo ) Periodo de
pre- tratamiento de tratamiento recuperacion
A —
e ——— ~ - ~

—» 81dias —» | Dia81 | —» 35dias —» | Dia116 |—»28 dias —»| Dia 144
Plantado Marcado del Marcado del Corte
de 10 cambium CEmMblT) deltallo
b (inicial) (final)

4 y
| Inicio inundacion | Final inundacion I

Figura 1
Diagrama de la cronologia del ensayo

Figura 2

Metodologia de marcacién del cambium lesionando puntualmente el tallo con un bisturi (A), tratamiento
de inundacién con 40 cm agua por encima del suelo por inmersion de dos macetas en un tanque de 100
litros y plantas control sin inundar (B), muestra de tallo mostrando la cicatriz de la marcacion del cambium

(C, flecha)
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Figura 3

Imagenes del tallo en corte transversal en dos plantas. A: corte histol6gico realizado en la zona de
marcacion del cambium (flecha blanca), nétese la alteracién del tejido cicatricial que se forma hacia el
exterior de la incisién; B: corte histoldgico realizado en la zona inmediata superior a la marcacion del
cambium, en una planta que recibi6é 2 marcaciones (al dia 81 de inicio inundacion y al dia 116 de
finalizacién de la inundacion)

En cada grupo experimental (control e inundadas) se marcaron 5 plantas. Para identificar el final del
tratamiento de las dos plantas que no lo presentaban, se utiliz6 como referencia la marca de final del
periodo de inundacién que presentaban las otras tres plantas del grupo experimental. El procedimiento
inverso se realizd para identificar el inicio de tratamiento en aquellas dos plantas que no lo presentaban.
Para referenciar las marcas, se midié la distancia lineal desde la médula hasta la primera marca y hasta la
segunda, en 5 radios por muestra (Figura 4 Ay Figura 4 B). En las 10 plantas (5 control y 5 inundadas) se
midi6 el radio total del tallo desde la médula hasta la corteza (sobre 5 radios por muestra). Para cada una
de las marcas se calculd la proporcién que representaba respecto de la longitud total del radio, mediante
el siguiente calculo:

longitud radio marcado *100 / longitud radio total

De esta manera, se obtuvieron 3 valores (en %) para la marca de inicio y 3 valores para la de finalizacion,
los que se promediaron. Asi, la marca de inicio representd, en promedio, el 41 % de la longitud total del
radio para las plantas control y el 43 % para las inundadas, mientras que la marca de finalizacion del
tratamiento representd un 78 % y 67 % de la longitud del radio para las plantas control e inundadas,
respectivamente. Con estas proporciones, se procedid a marcar la totalidad de los mosaicos, respetando
los grupos experimentales.
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Figura 4

A: planta control con 2 marcas (inicio y fin de tratamiento). B: planta inundada con una marca Unica al
inicio del tratamiento. En verde se observan las mediciones radiales desde la médula hasta la marca
respectiva

MEDICION DE LOS VASOS

Luego de la identificacion de las marcas de inicio y finalizacién de tratamiento de todas las muestras, se
procedid al trazado del area de medicion mediante un programa especifico para analisis de imagenes
(ImagePro v6.0, Media Cybernetics, USA).

Se trazaron tres areas de medicion sobre la mitad del tallo que involucraban:

1- soélo el area de tratamiento (entre las 2 marcaciones del cambium),

2- soélo el area de recuperacién post-tratamiento (desde la marca de finalizacion del tratamiento hasta
la corteza) y

3- tallo completo que involucra todo el crecimiento desde la médula hasta la corteza (periodo previo al
tratamiento de 81 dias + 35 dias de tratamiento y 28 dias de recuperacion) (Figura 5).

La medicion de las variables de interés, diametro medio de vasos (DV, um) y nimero de vasos (NV,
n°/mm?2), se realiz6 en forma automatica luego de la segmentacion de los espacios claros con determinadas
caracteristicas de diametro (entre 10 um y 70 um), por medio del analizador de imagenes (Figura 5). Se
midio el diametro medio individual de todos los vasos incluidos en las tres areas de medicion.
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Figura 5

Ejemplos de los trazados de areas de medicion (lineas verdes) y medicion automética de vasos (puntos
celestes), que involucraron sélo el area de tratamiento (A), y todo el crecimiento desde la médula hasta la
corteza (periodo previo al tratamiento de 60 dias + 30 dias de tratamiento + 28 dias de recuperacion, B).
En texto amarillo se sefiala el espesor del xilema formado luego de la primera y de la segunda marcacion

El disefio experimental factorial conté con el siguiente esquema: 3 areas de medicién y 2 grupos
experimentales dentro de cada area de medicién (con 5 repeticiones cada una). El modelo de ANOVA
factorial (1) verificé la interaccién de ambos factores para el diametro de vasos. Para abrir esa interaccion
se realizaron ANOVAs simples por cada factor (2 y 3) para testear el area de medicién como fuente de
variacion en cada grupo experimental, y las diferencias entre las plantas control y tratadas (grupos
experimentales) dentro de cada area de medicion. Las comparaciones de medias fueron realizadas
mediante la prueba de Tukey (p<0,05)

y=p+ai+Bi+aifi+€ 1)

y: Diametro / NUmero de vasos

ai: Didmetro / Namero de vasos correspondiente a la i-ésima area de medicion
Bi Diametro / Namero de vasos correspondiente al j-ésimo grupo experimental
a; Bj: interaccion entre areas de medicion y grupos experimentales

€: error experimental

i (&reas de medicion): sélo tratamiento, sélo recuperacion, tallo completo
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j: (grupos experimentales): control, inundadas

y=u+ai+& (2)

yj: Didmetro / NUmero de vasos en cada grupo experimental por separado
ai: Diametro / Numero de vasos correspondiente a la i-ésima area de medicion
€: error experimental

i (Areas de medicion): sélo tratamiento, sélo recuperacion, tallo completo

y=p+Bjj+€ ©)

y: Didmetro / NUmero de vasos en cada area de medicién por separado
(3j: Didmetro / Numero de vasos correspondiente al j-ésimo grupo experimental
€: error experimental

j (grupos experimentales): control, inundadas

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las mediciones en las diferentes areas de marcacion y grupos experimentales se
muestran en la Tabla 1.

Segun el ANOVA factorial, las areas de medicién fueron fuentes significativas de variacion sélo para la
variable diametro de vasos (DV) en el tratamiento de inundacién (interaccién significativa entre area de
medicion x grupo experimental, p=0,0013). El nimero de vasos (NV) no presentd diferencias entre areas
de medicién en las plantas control ni en las tratadas (p=0,184). El valor promedio del DV de las plantas
inundadas fue significativamente menor en el area de tratamiento que en las otras dos areas de medicion
(Tabla 1, letras mayusculas de la prueba de Tukey, (ANOVA de un factor ecuacion 2), mientras que el NV
resultd similar en todas las &reas. Las plantas control no variaron significativamente el DV ni el NV entre
las areas de medicion.

Si analizamos los datos dentro de cada area de medicion entre los promedios de las plantas control vs.
las plantas inundadas (ANOVA de un factor ecuacién 3), se observé que, durante el tratamiento, las plantas
inundadas formaron vasos de igual didmetro que los controles, pero en menor cantidad (Tabla 1, columna
Solo tratamiento, letras mindsculas de la prueba de Tukey). Durante el periodo de recuperacion las plantas
inundadas formaron menor cantidad de vasos y de mayor diametro que el control. En la medicion de la
seccion completa del tallo, sin discriminar las areas de pre-tratamiento, inundacion y recuperacion, la
tendencia se asemeja a los resultados medidos sélo en la zona de recuperacion. Por lo tanto, de no tener
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ninguna marcacion del xilema que indique cuando se inicia y finaliza el tratamiento de inundacién, se estaria
registrando una diferencia que no se produjo en el momento del tratamiento (inundacion), sino en el periodo
inmediato posterior (recuperacion), llevando a una interpretacion confusa de los resultados. Esta marcacion
también resulta valiosa si se requiere evaluar solo el periodo de recuperacion de las plantas.

Van Camp et al. (2017) publicaron resultados para la especie arbérea Maesopsis eminii Engl. donde
muestran la utilidad de la técnica de pinning en la evaluacién de la formacién de nuevo xilema bajo estrés
abidtico (sequia). Estos autores demostraron que la metodologia de lesion mecanica del cambium
combinada con la variacién de mediciones de flujo de savia (sap flow) pueden ser usadas como herramienta
precisa para cuantificar el xilema formado en determinada ventana temporal bajo ciertas condiciones
ambientales (ej. estrés por sequia). En este trabajo, los autores midieron la cantidad de xilema (en mm)
formado bajo tratamiento de sequia como asi también en el periodo previo y posterior al tratamiento; sin
embargo, no se presentan detalles de mediciones anatémicas cuantitativas de los vasos formados. No se
hallaron otros antecedentes, que incluyan marcacion del cambium, publicados para angiospermas.

La bibliografia de ecofisiologia que no utiliza marcacién del cambium es numerosa (Lovisolo & Schubert,
1998; Arend & Fromm, 2007; Balducci et al., 2013; Pérez de Lis et al., 2017), sin embargo, los referidos a
tratamientos de inundacidn son muy escasos (Copini et al., 2016; Doffo et al., 2017). Para el género Salix,
se publicé un trabajo del efecto del estrés hidrico en el xilema en el cual no se utilizé ninglin método para
diferenciar los periodos de inicio y finalizacion de tratamiento a nivel del cambium. Doffo et al. (2017)
analizaron los vasos formados bajo diferentes tratamientos de estrés hidrico (inundacién y sequia) durante
diferentes periodos de entre 14 a 60 dias en dos clones de sauces. Los autores hallaron diferencias
significativas en los vasos formados en las plantas que tuvieron el tratamiento de inundacién, siendo de
menor diametro y en igual nimero que en los controles. Este resultado contradice los hallados en el
presente trabajo. Esta diferencia de resultados podria haberse generado, entre otras causas, en el método
de cuantificacion de los vasos como promedio de todo el crecimiento del tallo incluyendo el periodo previo
a la aplicacion del tratamiento.

Tabla 1
Diametro (DV) y numero de vasos (NV) en las diferentes areas de medicién y grupos experimentales
(media y desvio estandar)

Solo tratamiento? Solo recuperacion Tallo completo

DV um NV n°/mm2 DV um NV n°/mm2 DV um NV n°/mm?2
Control 28,66 aA 134 bA 28,10 aA 162 bA 28,60 aA 133 bA
(n=5) +1,19 +16 +3,08 +40 1,17 +19
Inundadas 28,26 aA 102 aA 35,02bB 97 aA 32,04 bB 103 aA
(n=5) + 2,21 +20 +1,48 +14 +1,89 +14

1 Sélo tratamiento: area de xilema formado durante el tratamiento de inundacién; sélo recuperacion: area
de recuperacion post-tratamiento; tallo completo: areas de pre-tratamiento, inundacién y recuperacion
juntas. Letras mindsculas indican diferencias significativas entre control e inundadas dentro de cada area
de medicion (lectura vertical) y letras mayusculas entre areas de medicién (lectura horizontal) dentro de
un mismo grupo experimental segtin prueba de Tukey (p<0,05)
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CONCLUSION

En el contexto del presente trabajo se pudieron aceptar las dos hipotesis formuladas. Los vasos
producidos exclusivamente durante el periodo de estrés se diferenciaron de los vasos formados en el
periodo posterior a la aplicacion del tratamiento y de los medidos en todo el tallo. Asimismo, la técnica de
marcacién del cambium por lesién mecdanica permitié identificar en forma inequivoca el area especifica de
formacion de xilema bajo estrés abidtico.

La utilizacion de una técnica relativamente sencilla como lo es la marcacion del cambium, puede mejorar
sustancialmente la interpretacion de cambios anatomicos ocurridos en el xilema del tallo, que suceden
como resultado de la aplicacion de estrés hidrico. Desde la perspectiva de la ecofisiologia de plantas
lefiosas, seria de gran utilidad aplicar esta metodologia, en algunos ensayos en condiciones controladas o
a campo, para la cuantificacién de las nuevas capas de xilema formadas durante el tratamiento que se esta
evaluando (estrés abidtico o hiético).
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