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RESUMEN

Esta Memoria, aunque estructurada en varias partes, tiene, como eje comun, el
empleo y puesta a punto de diversas técnicas basadas en la fluorescencia de clorofila
y la reflectancia espectral para el estudio de procesos de decaimiento forestal o
procesos donde la vegetacion se ve sometida a diversos estreses. La primera parte de
la Memoria se ocupa de dos de los recientes fendmenos de decaimiento observados
en Aragén. Concretamente, en el capitulo 2 se estudia el comportamiento fisioldgico
de ramas y aciculas de una poblacién en decaimiento y de una poblacién sana de
Abies alba, cercanas pero climaticamente contrastadas. En este capitulo se analiza la
influencia que ha podido tener la combinacion del estrés climatico con factores locales,
tales como desordenes nutricionales, en este episodio de decaimiento. El capitulo 3 se
enmarca dentro del decaimiento de Pinus sylvestris observado en la provincia de
Teruel. La posible vinculacién de este fendmeno con dafios por helada sirvi6 como
base para la puesta a punto de la medida de fluorescencia de clorofila para testar la
resistencia a temperaturas de congelacion de los tejidos vivos del cambium. La
segunda parte de la Memoria se ocupa del estudio del funcionamiento de la
vegetacion esclerofila mediterranea frente al estrés hidrico y luminico. El desarrollo de
nuevas herramientas de deteccién de diversos estreses basadas en la reflectancia
espectral y en la fluorescencia de clorofila es uno de los aspectos de los que se ocupa
esta parte de la Memoria. En el capitulo 4 se estudia el comportamiento diferencial del
fotosistema Il de tres especies esclerdéfilas mediterraneas (Quercus coccifera, Q. suber
y Q. ilex) frente al estrés hidrico y en las consecuencias que puede tener ante un
escenario de incremento de la aridez. El capitulo 5 se ocupa del estudio de los
cambios del PRI en Q. coccifera frente al estrés hidrico. La eleccién de esta especie
se basa en su extraordinaria resistencia al déficit hidrico, en sus mecanismos de
fotoprotecciéon y en su importancia como especie formadora de paisaje en el area
mediterranea. En el capitulo 6 se profundiza en el conocimiento de los cambios a corto
plazo en la sefal del PRI en Q. coccifera frente a un subito incremento en la radiacion
solar incidente. La ultima parte de la Memoria (capitulo 7) tiene en cuenta diversos
aspectos metodolégicos relacionados con las medidas de fluorescencia de clorofila,
discutiéndose la influencia de la longitud de onda de la luz de excitacion y deteccion
del instrumento en los parametros obtenidos. Finalmente, en el capitulo 8 se hace un
resumen de las principales conclusiones de este trabajo y se exponen las futuras

lineas de investigacion.



RESUM

Aquesta Memoria, encara que estructurada en diverses parts, té, com eix
comu, l'ocupacié i posada a punt de diverses técniques basades en la fluorescéncia de
clorofil-la i la reflectancia espectral per a I'estudi de processos de decaiment forestal o
processos on la vegetacio es veu sotmesa a estrés. La primera part de la Memodria
s'ocupa de dues dels recents fenomens de decaiment observats a Arago.
Concretament, en el capitol 2 s'estudia el comportament fisioldgic de branques i fulles
d'una poblacié en decaiment i d'una poblaci6 sana de Abies alba, properes pero
climaticament contrastades. En aquest capitol s'analitza la influéncia que ha pogut
tenir la combinacié de l'estrés climatic amb factors locals, tals com desordenis
nutricionals, en aquest episodi de decaiment. El capitol 3 s'emmarca dintre del
decaiment de Pinus sylvestris observat en la provincia de Terol. La possible vinculacio
d'aquest fenomen amb danys per gelada ha servit per a la posada a punt de la mesura
de fluorescéncia de clorofil-la per a testar la resisténcia a temperatures de congelacio
dels teixits vius del cambium. La segona part de la Memoria s'ocupa de l'estudi del
funcionament de la vegetacio esclerofil-la mediterrania enfront de l'estrés hidric i
luminic. El desenvolupament de noves eines de deteccié de l'estrés basades en la
reflectancia espectral i en la fluorescéncia de clorofil-la és un dels aspectes dels quals
s'ocupa aquesta part de la Memodria. En el capitol 4 s'estudia el comportament
diferencial del fotosistema Il de tres espécies esclerdfil-las mediterranies (Quercus
coccifera, Q. suber i Q. ilex) enfront de l'estrés hidric i en les conseqiéncies que pot
tenir davant un escenari d'increment de la aridez. El capitol 5 s'ocupa de I'estudi dels
canvis del PRI en Q. coccifera enfront de I'estrés hidric. L'eleccié d'aquesta espécie es
basa en la seva extraordinaria resisténcia al déficit hidric, en els seus mecanismes de
fotoproteccié i en la seva importancia com espécie formadora de paisatge en l'area
mediterrania. En el capitol 6 s'aprofundeix en el coneixement dels canvis a curt termini
en el senyal del PRI en Q. coccifera enfront d'un sobtat increment en la radiacio solar
incident. L'Ultima part de la Memodria (capitol 7) té en compte diversos aspectes
metodologics relacionats amb les mesures de fluorescéncia de clorofil-la, discutint-se
la influéncia de la longitud d'ona de la llum d'excitacié i deteccio de l'instrument en els
parametres obtinguts. Finalment, en el capitol 8 es fa un resum de les principals

conclusions d'aquest treball i s'exposen les futures linies d'investigacio.
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SUMMARY

Although this report is structured in several parts, it has in common the
development and use of various techniques based on chlorophyll fluorescence and
spectral reflectance for studying forest decline or processes where vegetation is
subjected to various stresses. The first part of the report deals with two of the recent
forest decline episodes observed in Aragon. Specifically, Chapter 2 shows the
physiological performance of branches and needles in two nearby but climatically
contrasting populations of Abies alba. This chapter discusses the influence of a
combination of climatic stress with local factors such as nutritional disorders, in this
decline episode. Chapter 3 is included in the decline of Pinus sylvestris observed in
Teruel province. Frost damage as the possible causing factor of this phenomenon
served as a basis for the development of chlorophyll fluorescence to test freezing
tolerance in cambial living tissues. The second part of the report deals with the study of
the performance of Mediterranean sclerophyllous vegetation to water and light stress.
The development of new tools for the detection of various stresses based on spectral
reflectance and chlorophyll fluorescence measurements is a matter included in this part
of the report. Chapter 4 shows the differential photosystem Il performance in three
Mediterranean evergreen sclerophyllous species (Quercus coccifera, Q. ilex and Q.
suber) under drought stress conditions and the possible consequences of this
performance before a scene of increasing aridity. Chapter 5 deals with the study of
changes in the PRI in Q. coccifera under drought stress conditions. This species was
selected because its extraordinary resistance to water deficit, its photoprotection
mechanisms and its importance as a species forming landscape in the Mediterranean
area. Chapter 6 studies in depth the short-term changes in the PRI signal in Q.
coccifera due to a sudden increase in PPFD. The last part of the report (Chapter 7)
takes into account various methodological issues related to the measurement of
chlorophyll fluorescence, showing the influence of the excitation and detection
wavelengths of the instrument on the parameters obtained. Finally, Chapter 8 provides

a summary of the main conclusions of this work and outlines future research.
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Capitulo 1. Introduccién general

1.1. Introduccion

“‘Nadie se bana en el rio dos veces porque todo cambia en el rio y en el que se
bafia”. Quinientos afios antes de nuestra Era, Heraclito de Efeso expresa con esta
frase su concepcion de la realidad natural como una entidad sometida a un continuo
cambio. Los cambios constantes eran para este pensador los rasgos mas basicos de
la Naturaleza. Frente a esta visién, cada vez mas consolidada, existe una obsoleta
concepcion fijista que concibe la Naturaleza como una acuarela enmarcada y colgada

de un museo.

Muchas razones justifican la consideracién del paisaje como una realidad en
continuo cambio. Sobresalen por su importancia la existencia de cambios drasticos en
el clima, con periodos extremadamente frios (glaciaciones) seguidos de periodos mas
calidos (interglaciares). Los efectos de una glaciacidon sobre el paisaje son
absolutamente drasticos, produciendo fuertes modificaciones en la vegetacion
existente. El avance de los hielos desde el norte hacia latitudes meridionales y desde
las cordilleras hacia las zonas de piedemonte desplaza la flora a medida que se
reorganizan las relaciones ecologicas. En ese avance desaparecen elementos de la
flora y la fauna, apareciendo otros nuevos como consecuencia del aislamiento en

refugios donde la especie, subespecie o raza ha conseguido perdurar.

Sin embargo, aunque es absolutamente conocida la existencia de esta
alternancia de periodos frios y calidos, parece que en la cabeza del observador de la
Naturaleza ha anidado la idea de que tales fenémenos ocurrieron en el pasado y que
forman parte de la protohistoria de nuestro paisaje. Ademas, es frecuente que estos
fendmenos se contemplen como hechos drasticos, casi instantaneos, mas que como
ciclos lentos y prolongados en continua evolucion. Ambos errores han contribuido a

conformar una imagen fijista del paisaje.

Como ejemplo de estas alteraciones ciclicas en el clima entre glaciaciones
baste sefialar dos episodios de profundo efecto sobre la vegetacién acaecidos en
fechas mucho mas proximas. El primero es el episodio conocido como el
“calentamiento medieval”, entre los siglos IX y Xlll, cuando parece que se registraron
temperaturas superiores a las actuales. Este periodo fue sucedido por la denominada
“‘pequena edad del hielo” entre los siglos XV y XIX, episodio en el que las

temperaturas sufrieron un fuerte descenso. Este episodio frio dejo testimonio en la
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vegetacion, como atestiguan las series de crecimiento obtenidas en pinos de
Andalucia que soportaron semejante descenso térmico y que aun sobreviven. En el
Prepirineo, los hayedos con boj (Buxus sempervirens) podrian ser consecuencia de la
sustitucion del quejigo (Quercus faginea) por el haya (Fagus sylvatica) a lo largo de
este periodo frio. El avance del abeto (Abies alba) hacia posiciones mas meridionales

en los valles pirenaicos (abetares con boj) puede que responda al mismo fenédmeno.

Por otro lado, la geologia tampoco contribuye a la estabilidad de las
condiciones ecoldgicas. La propia naturaleza de la corteza, formada por placas en
continua construccion y creacion, fuerza el afloramiento de nueva materia a través de
los procesos volcanicos que se producen en el contacto de estas placas. Ademas de
formar nuevo relieve, las erupciones contribuyen al aporte de gases de efecto
invernadero, uno de los agentes causales del cambio global en las condiciones

climaticas.

Por ultimo, el hombre, o la sociedad por él formada, es un factor de
modificacion tan intenso y rapido que en lo practico deja pequefio, paraddjicamente, a
cualquier causa astronémica, geoldgica o biolégica. Basta consultar cualquier trabajo
sobre la historia de un territorio para detectar profundas modificaciones en la fisonomia
del paisaje como consecuencia del efecto del ser humano. La colonizaciéon romana, la
reconquista, la desamortizacién y los profundos cambios producidos recientemente
como resultado del abandono de la tierra, han dado tantas veces la vuelta al paisaje

que hace que roce lo absurdo la busqueda de referencias fijas en el mismo.

A pesar de todas estas evidencias de cambio, tanto la ciencia como la gestion
forestal aun parecen estar centradas en el estudio de una realidad inmutable. Sin
embargo, una realidad tan cambiante exige a la ciencia que pretenda estudiarla un
enfoque mucho mas amplio, flexible y tolerante con cualquier informaciéon que permita
desentrafar las razones que justifican el actual paisaje. La propia Ecologia, una de las
disciplinas mas integradoras de las Ciencias Naturales, parece “quedarse corta” ante
esta demanda. Ya se habla de Ecogeografia, cuando los aspectos historicos,

territoriales y antrépicos necesitan ser incorporados.

Frente a esta necesidad de maxima integracion se presenta este conjunto de
trabajos, consecuencia del estudio de diferentes aspectos muy concretos de la

fisiologia de diferentes especies lefiosas de importancia en el paisaje forestal
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aragonés e involucradas, como actores principales, en estos procesos de dinamismo
vegetal a los que cada vez estamos mas acostumbrados. Mi formacién como
Licenciado en Bioquimica me permitia adaptar mis esquemas de pensamiento de un
modo facil a mecanismos moleculares concretos. Mi menor familiarizacion con la
ubicacién de estos mecanismos en niveles de organizacion progresivamente mas
elevados y complejos — hasta alcanzar la escala de paisaje — me ha exigido un mayor
esfuerzo. Sin embargo, una vez contemplada en su conjunto, considero que lo mas
fascinante ha sido la necesidad de adaptar en todo momento el enfoque de mi
pensamiento. Sirva esta introduccion general como manera de evidenciar que este
recorrido vital a través de un paisaje en cambio puede hacerse desde la Bioquimica,
siempre y cuando se tengan como compafieros de viaje otros profesionales que
conocen cdmo orientarse en medio de lo que para mi era, al principio, un horizonte sin

referencias.

En esta introduccidon general trataré de clarificar los principales procesos
ecoldgicos o ecogeograficos que enmarcan mis trabajos acerca de la fisiologia de las
plantas lefiosas. Estos procesos son identificables como propios y concretos, ya que
siempre tienen algo peculiar que los diferencia. Sin embargo, y en definitiva, tienen
todos que ver con la necesidad de explicar qué justifica el evidente cambio que sufre
en la actualidad el paisaje vegetal ibérico, en especial cuando este cambio lleva
implicita la muerte masiva de poblaciones importantes de distintas especies arbdreas

o arbustivas.

1.2. Efectos del cambio climatico sobre la vegetacion de la

Peninsula Ibérica

La Peninsula Ibérica, considerada junto a otros paises del Sur de Europa como
un paradigma de mediterraneidad, ha constituido una referencia clasica en el estudio
del efecto de la sequia estival sobre la vida de las plantas. En este universo
mediterraneo, afectado por la combinacién de altas temperaturas y escasas
precipitaciones durante el verano, las plantas lefiosas, que no pueden “escapar” del
estrés hidrico mediante un ciclo de vida corto circunscrito a los periodos favorables del
afo, deben reducir la superficie transpirante en los momentos mas criticos o producir

hojas capaces de tolerar un alto grado de sequia ambiental o fisioldgica. Por lo tanto,
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la flora lefosa mediterranea constituye, en sus distintas formas y grados de
xeromorfismo, un ejemplo de adaptacion a la existencia de este periodo estival seco y

calido.

Sin embargo, la severidad y la frecuencia de las sequias extremas registradas
a lo largo de las ultimas décadas empieza a resultar preocupante, llegando a
cuestionarse la capacidad de respuesta de la vegetacion ante un progresivo
incremento de la aridez, tal como predicen diferentes modelos climaticos (IPCC 2001).
Es necesario aceptar que el futuro de muchas especies animales y vegetales, asi
como de algunas practicas tradicionales en el uso del paisaje mediterraneo puede
estar en serio peligro. Por lo tanto, el estudio de los procesos de decaimiento forestal
asociados a episodios agudos de sequia 0 a un incremento cronico de la aridez va

mas alla de un mero ejercicio académico.

Uno de los efectos ecoldgicos esperables ante este escenario de cambio
climatico es una fuerte reduccién en la ganancia neta de carbono de los sistemas
forestales, mediado por un descenso en la capacidad de crecimiento del arbolado
como consecuencia de un incremento de la tasa de respiraciéon (asociado al
incremento de temperatura) y un acortamiento del periodo vegetativo util durante el
verano (asociado a la mayor severidad de la aridez estival). Por otro lado, el aumento
de la concentracion de CO, atmosférico puede condicionar la capacidad fotosintética
de las plantas lefosas. Aunque a corto plazo puede ser un factor que incremente la
asimilacién neta de CO, (Ceulemans & Mousseau 1994), a largo plazo podria
ocasionar una regulacion a la baja de la fotosintesis debido a una disminucion de la
actividad de la enzima Rubisco (Van Oosten et al. 1992), ocasionada posiblemente por

una retroalimentacion negativa debido al exceso de carbohidratos (Sage et al. 1989).

El desarrollo de nuevas herramientas metodolégicas que permitan diagnosticar
el rendimiento fotosintético de las plantas bajo condiciones de sequia fisiolégica puede
contribuir a aumentar nuestra capacidad de investigacién y, como consecuencia,
nuestro conocimiento de la respuesta de las plantas a un aumento crénico y
progresivo de la aridez. Por otro lado, el cambio progresivo del clima podria conllevar
la sustitucion progresiva de unas especies vegetales por otras, alterandose asi la

composicioén actual de las comunidades vegetales de la flora mediterranea.
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1.3. El decaimiento forestal

1.3.1. Antecedentes histoéricos

El masivo decaimiento forestal registrado en el Hemisferio Norte desde los
afos 50 del siglo XX puede ser consecuencia del proceso de cambio climatico. De
hecho, estos procesos de muerte masiva del arbolado son cada vez mas frecuentes,
argumento utilizado para justificar su vinculo con la alteracion cronica de los
principales factores climaticos, especialmente con el aumento de la intensidad y

frecuencia de los episodios “secos”.

Desde una perspectiva historica, se empezaron a registrar episodios de
decaimiento masivo del arbolado durante los afios 70 y 80 del siglo XX en Europa
Central y en el Noroeste de América. Estos procesos afectaban a masas dominadas
por géneros muy diferentes (Quercus L., Pinus L., Abies Mill. o Populus L.) pero con
sintomas bastante parecidos e inespecificos: defoliacién y decoloracién de la copa,
aparicion de cambios morfolégicos y arquitectonicos en las ramas, profusa produccion
de brotes epicérmicos o adventicios, muerte generalizada de las raices, reduccién de
la tasa de crecimiento o senescencia precoz (Hertel 1988, Brasier et al. 1993, Brasier
1996, Sanchez et al. 2000).

Algunos de estos procesos de decaimiento tuvieron una gran repecursion
social, como sucedio con el sufrido por diferentes especies del género Quercus (Lewis
& Oliveira 1979, Donabauer & Ciesla 1992, Biocca et al. 1993, Dwyer et al. 1995, Oak
et al. 1996, Rizzo & Garbelotto 2003). Esa repercusién se vio amplificada en aquellos
lugares donde estaban sufriendo dafios (Eisenhauer 1991, Luisi et al. 1993, Scortichini
et al. 1993, Sicoli et al. 1998). Esta preocupacién social se canalizé a través de
diferentes congresos internacionales especificos y aceler6 la busqueda de una
explicacién a lo que se consideraba un proceso de etiologia Unica, a pesar de que
afectaba a areas geograficas diferentes, en situaciones ecoldgicas distintas, que

incluia tanto habitats humedos como secos (Donabauer & Ciesla 1992).

Entre las explicaciones “universales” destaca la vinculacion del decaimiento
con factores antropogénicos, concretamente a través del efecto de la precipitacion
acida (Schitt & Cowling 1985) o concentraciones elevadas de ozono (Schmieden &

Wild 1995). Sin embargo, hoy en dia dificiimente puede sostenerse que la polucién
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atmosférica, en cualquiera de sus formas, sea causa Unica de la gran diversidad de
procesos que afectan a los bosques de medio mundo (Thomas et al. 2002). En otras
ocasiones se ha explicado el proceso como la consecuencia inmediata del ataque de
patégenos (Brasier 1992, Appel 1995, Fihrer 1998, Sanchez et al. 2002).

Otra explicacion a la masiva mortalidad del arbolado se basa en la aparicion de
desérdenes funcionales consecuencia de la influencia negativa de diferentes factores
abidticos. Alteraciones puntuales en el clima, en forma de episodios agudos con
registros excepcionales (como es el caso de las sequias agudas) o conformando una
tendencia cronica asociada a un proceso global de cambio son los principales
argumentos que subyacen a las interpretaciones abidticas. Fuhrer (1998) llegdé a
sugerir que el decaimiento de los robles, en general, era la consecuencia de un
desorden hidrico y de sus efectos sobre el funcionamiento de los éarboles, con
independencia de cualquier matizacién impuesta por las condiciones locales y a pesar
de que el proceso pueda ser considerado como un fendmeno multifactorial. Otros
muchos investigadores coinciden en considerar a la sequia como el principal, sino
unico, factor que explicaria el decaimiento de las especies del género Quercus,
especialmente en las de caracter mésico (Tainter et al. 1984, Bréda 2000, Corcuera et
al. 2004a). Algunos episodios de decaimiento masivo de robledales centroeuropeos
también se interpretaron como el efecto combinado de sequias severas y
temperaturas invernales aberrantes (Auclair et al. 1992), esto ultimo a través de su
efecto sobre la pérdida de conductividad hidraulica del xilema por embolia inducida por

procesos de hielo-deshielo (Pockman & Sperry 1997, Davis et al. 1999).

1.3.2. El decaimiento forestal en la Peninsula Ibérica

En el caso concreto de la Peninsula Ibérica ya se mencionan fendmenos de
muerte masiva de arbolado que afectaban a la encina (Quercus ilex L.) y al alcornoque
(Q. suber L.), desde los afos 50 del siglo XX, enmascarados con otros fenomenos de
mortalidad masiva de castafios, olmos, etc., y que fueron explicados a partir de la
accién Uunica de patdbgenos muy agresivos (Endothia parasitica, Phytophthora
cinnamomi Rands, P. cambivora y Ceratocystis ulmi). El decaimiento registrado en

masas de estas especies fue especialmente intenso entre 1989 y 1999, con un pico en
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1993 y 1994. En la actualidad el proceso continua, afectando cada vez mas a un

espectro mayor de especies y géneros de lefiosas de importancia forestal.

La temprana deteccién en las raices de los arboles afectados de P. cinnamomi
fortalecio la idea de que se trataba de la manifestacidon epidémica de una enfermedad,
con evidente origen bidtico (Tuset 2004). Sin embargo, muy pocos patégenos pueden
matar a un arbol si no esta previamente debilitado por otras causas, ya que el
decaimiento de un arbol debe ser concebido como la pérdida irreversible de su
vitalidad, una vez sobrepasado el umbral de resistencia maxima al estrés
genéticamente programado (Shigo 1993, 1994). Entre los factores que de una manera
general pueden debilitar a un arbol y llevarlo ante situaciones irreversibles de

tolerancia al estrés se situan sin duda los de naturaleza climatica.

De hecho, la acumulacion de evidencias empiricas que apoyan la idea de un
origen climatico de los episodios de decaimiento registrados en la Peninsula Ibérica ha
sido notable (Pefnuelas et al. 2001, Corcuera et al. 2004a, 2004b). Fernandez-Cancio
et al. (2004) también defienden que en casi toda Espafa el decaimiento masivo de
diferentes especies lefiosas de importancia forestal parece tener su origen en factores
climaticos, y, mas en concreto, en un incremento de la aridez fisiolégica que ha sufrido
y sufre la vegetacibn como consecuencia del descenso pluviométrico (sequias
acumuladas desde 1980) y, sobre todo, del aumento de la temperatura. Mientras que
las sequias pluviométricas, en el contexto actual, serian agudas y transitorias, las de

origen térmico podrian desencadenar una situacion de cambio crénico en el paisaje.

Estos mismos autores aportaron una “cronologia” de procesos de decaimiento,
presentados en paralelo con fases climaticas especialmente severas que han afectado
a los registros en las ultimas décadas. Esta sincronia entre el decaimiento y los
eventos climaticos excepcionales es uno de los principales soportes de la explicacion
climatica (Manrique & Fernandez-Cancio 2000, Martinez-Vilalta & Pinol 2002, Tardif et
al. 2003, Corcuera et al. 2004a, 2004b). Esta sincronia tiene una imagen especular en
la evidente reversibilidad del proceso, al recuperarse la vegetacién, tanto a escala
individual como poblacional en periodos de mayor pluviometria (Gil et al. 2004). Esta
reversibilidad es otro de los ejes sobre los que descansa la hipétesis climatica (Ait-
Bachir et al. 2000, Martinez-Vilalta & Pifiol 2002).
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1.3.3. El decaimiento forestal en Aragén

El paisaje forestal aragonés ha sufrido tres procesos importantes de
decaimiento forestal. Asi, se han producido muertes masivas de ejemplares de abeto
blanco (Abies alba Mill.) en diferentes areas del Pirineo central y occidental, asi como
de pino albar (Pinus sylvestris L.) en el Sistema Ibérico de Teruel. Ademas, los anos
90 del siglo XX fueron testigos de fendmenos de marchitamiento masivo de montes
bajos de diferentes especies de Quercus L., en lo que se consideré un ejemplo mas
del sindrome de la “seca” peninsular. El estudio de estos tres procesos, contemplados
siempre en un contexto global, ha permitido distinguir dos dinamicas en la influencia

del clima en el aumento del numero de episodios de decaimiento masivo del arbolado:

e una tendencia crénica en la expresion del cambio de condiciones, lo que
parece estar generando un desplazamiento de la frontera entre el mundo
mediterraneo y el eurosiberiano.

¢ un aumento en la frecuencia de episodios agudos de sequia severa e

intensa.

Sin embargo, y a pesar de que esta afirmacion sea logica y estadisticamente
demostrable, todavia no se ha completado un retrato perfecto de la situacion. Por lo
tanto, profundizar en las causas Ultimas de un proceso tan complejo como es la
muerte masiva y simultanea de los arboles en masas aparentemente sanas es un

objetivo basico en la ecologia aplicada.

1.4. La paradoja de la “seca” de los robles perennifolios

mediterraneos

El decaimiento de especies del género Quercus en Espafia presenta una
peculiaridad que hace cuestionar la evidente influencia climatica en el proceso. La
“seca” de los robles perennifolios mediterrdneos podria ser considerada como un
ejemplo de paradoja ecoldgica, debido a que la gran mayoria de estudios sobre
mortalidad masiva de especies del género Quercus se registran en especies de
naturaleza mésica, menos tolerantes a la sequia que sus congéneres de ambientes

xéricos (Cavender-Bares & Holbrook 2001).
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No obstante, a lo largo de estos afos las dos especies mas afectadas por el
decaimiento han sido Quercus ilex y Q. suber (Fernandez-Cancio et al. 2004). Estas
dos especies, junto con Q. coccifera, son representantes “genuinas” de la flora lefosa
mediterranea (Corcuera et al. 2002) y con una resistencia probada a la sequia, al
menos en lo relativo a la cavitacion del xilema inducida por estrés hidrico (Tyree &
Cochard 1996, Corcuera et al. 2004b). Concretamente, Q. coccifera constituye un
ejemplo paradigmatico de especie con una resistencia extrema a la cavitacion por
estrés hidrico (Vilagrosa et al. 2003a). Sin embargo, otras especies presentes en el
territorio y mas sensibles a la sequia, como Q. petraea y Q. robur, no han sufrido
semejante proceso de decaimiento. Esta aparente paradoja exige una explicacion mas
compleja a través del conocimiento mas preciso de la historia del paisaje y de su uso
por parte del hombre, ademas del analisis critico de la condicién de “grupo funcional”

de las especies de Quercus vinculadas tradicionalmente al clima mediterraneo.

En lo relativo a la primera cuestidén, una caracteristica habitual de muchas de
las poblaciones de robles perennifolios mediterraneos es la baja calidad de los suelos
sobre los que se desarrollan, hasta el punto de haberse sugerido este hecho como
motivo que justificaria la mortandad de muchas especies mediterraneas en los
episodios agudos de sequia de comienzos de los afos 90 (Lloret & Siscart 1995). La
degradacién de estos suelos suele ser consecuencia de la repeticion a lo largo de la
historia de ciclos de sobreexplotacion y abandono del paisaje. En muchos casos, la
presencia de una especie perennifolia en condiciones climaticas mas propensas al
desarrollo de robles caducifolios de transicion esta determinada por esta pobreza del
suelo (Garcia-Lopez et al. 2002), que impide que se pueda sostener una alta actividad
vegetativa y una relativamente alta transpiracion - como seria propia de estos robles -
al no alcanzarse los niveles de retencidon de agua suficientes en estos suelos tan poco
desarrollados. De hecho, histéricamente hablando, uno de los procesos mas
significativos ocurridos en la Cuenca Mediterranea ha sido la sustitucion de los
bosques caducifolios de media montafia por bosques perennifolios mediterraneos
(Reille & Pons 1992, Mararion et al. 1999).

La explotacién abusiva, bajo circunstancias que reclamaban el desarrollo de
areas abiertas para pasto, seguida de momentos de abandono de la actividad agraria,
como el que ahora se vive en buena parte de Espafia, situan a los montes en
condiciones extremas, llevandolos en ocasiones a generar respuestas de tipo “umbral’

(Carrion et al. 2001). Estas respuestas muy bien se pueden asociar a procesos
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masivos de decaimiento, cuando el sistema ecolédgico alcanza uno de esos umbrales.
En el caso que nos ocupa, la degradacién del suelo hizo inviable la recuperacién del
territorio por las especies originales, al situarse la capacidad de retencién de agua por
debajo de las necesidades minimas requeridas por estas especies para sobrellevar el
verano. La ocupacion por especies perennifolias menos exigentes en agua ha sido la
solucién posible, siempre que la precipitacion media se haya mantenido cercana a los
valores tipicos de climas con veranos mas humedos que los mediterraneos. En
episodios especialmente criticos (afos 1992, 1993, 1994) ni tan siquiera especies
menos exigentes en agua y mas tolerantes a la sequia pudieron sostener su biomasa
en pie, produciéndose una mortandad masiva (Thomas & Hartmann 1996, Pefiuelas et
al. 2000).

Por lo tanto, y a pesar de la aparente rotundidad de las primeras clasificaciones
bioclimaticas, donde las especies de robles perennifolios mediterraneos aparecen
como paradigma de especies absolutamente apropiadas para la supervivencia bajo
condiciones de mediterraneidad, la realidad paisajistica se evidencia mucho mas
enrevesada. La pregunta es, por lo tanto, hasta qué punto la aparente similitud
existente dentro de la vegetacion lefiosa mediterranea esconde, efectivamente,
diferentes formas de enfrentarse a la falta de agua. En la seccion 1.5 se realiza una
descripcion de las estrategias que puede desarrollar la vegetacion para sobrellevar el
déficit hidrico. Posteriormente, en la secciéon 1.6, se profundiza sobre aspectos
relacionados con la convergencia morfologica y funcional de la vegetacién lefiosa

mediterranea.

1.5. Estrategias de la vegetacion frente a la sequia

La consideracion de la sequia estival como modeladora del paisaje requiere de
importantes matizaciones, ya que en ningun caso puede entenderse que la vegetacion
responda de manera uUnica ante este factor limitante. Es cierto, desde luego, que la
disponibilidad hidrica esta considerada como el principal factor que afecta la actividad
de las plantas en ecosistemas mediterraneos (Mitrakos 1980, Di Castri 1981, Blondel
& Aronson 1999), al producirse en un periodo donde la actividad fotosintética deberia
ser maxima (Corcuera et al. 2002). Las altas temperaturas y la baja precipitacion en

verano reducen la disponibilidad de agua en el suelo y aumentan la demanda
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evaporativa durante una gran parte del potencial periodo de crecimiento de la planta
(Mediavilla & Escudero 2003). Esta falta de agua o déficit hidrico es la tension o estrés
que actua sobre las plantas, produciendo diferentes tipos de respuesta en los
organismos. En las plantas, las repuestas o0 mecanismos para afrontar esta situacion
han sido denominados estrategias, que son caracteristicas de cada especie (Larcher
2003, Valladares et al. 2004).

La clasificacion y denominaciéon de estas estrategias, establecidas por varios
autores durante las dos ultimas décadas del siglo XX, tienen caracteristicas comunes.
Asi, las especies que completan el ciclo vital antes del periodo de estrés han sido
clasificadas como especies que evaden (Levitt 1980, Turner 1986), evitan (Kozlowski
et al. 1991, Jones 1992) o eluden (Larcher 2003) el estrés hidrico. En algunas
especies lefosas de pequeno porte (p.ej. terofitos y gedfitos), estrechamente
vinculadas a las variantes mas aridas del clima mediterraneo, se produce una masiva
reduccion de la superficie transpirante en los meses de mayor estrés hidrico
(caducifolia estival), mecanismo que es interpretado como una forma extrema de
evasién temporal del estrés (Nilsen & Muller 1981, Comstock & Ehleringer 1986, Lev-
Yadun & Ne’eman 2004).

Sin embargo, gran parte de la flora lefiosa mediterranea de mayor porte
(arbustos y arboles) es perennifolia, lo que implica que la sequia estival debe ser
soportada mientras el vegetal conserva aun todo el follaje. Estas especies deben
desarrollar mecanismos que les habiliten para sobrellevar estos momentos de maximo
estrés con su superficie foliar intacta, en espera de momentos mas apropiados para la

recuperacion de su maxima capacidad funcional (Corcuera et al. 2005b).

Asi, algunas plantas son capaces de evitar que las hojas lleguen a
deshidratarse a pesar de que las condiciones ambientales promuevan una fuerte
pérdida de agua. Esta capacidad ha sido denominada como estrategia de evitacion del
estrés (Levitt 1980, Jones 1992, Larcher 2003), estrategia de tolerancia al estrés con
alto potencial hidrico (Turner 1986) o estrategia de aplazamiento de la deshidratacion
(Kozlowski et al. 1991). Estas especies previenen o minimizan los efectos de la sequia
en los tejidos, ya que éstos son muy sensibles a la deshidratacion (Contenido Hidrico
Relativo letal > 50%). Las especies que siguen esta estrategia se caracterizan por un
mantenimiento de altos potenciales hidricos en el xilema, minimizando la pérdida de

agua al efectuar el cierre estomatico a valores altos de Contenido Hidrico Relativo (en
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adelante CHR), lo que les permite minimizar las pérdidas de agua. Por otro lado, estas
especies se caracterizan por su gran capacidad de absorcién de agua a través del
sistema radicular. Esto se consigue con (i) una alta conductividad hidraulica, (ii) el
desarrollo de raices profundas, densas y con alto peso especifico, (iii) una alta relacion
entre superficie de absorcién y superficie transpirante (biomasa radical / biomasa

aérea) y (iv) un sistema radical dual (Valladares et al. 2004).

Otras especies son incapaces de evitar las pérdidas de agua, aunque son
capaces de resistir un alto grado de deshidratacion celular sin sufrir dafos
irreversibles, conformando la estrategia de tolerancia al estrés. Las especies que
aparentan desarrollar esta estrategia son conocidas como especies tolerantes al
estrés hidrico (Levitt 1980), tolerantes al estrés con bajo potencial hidrico (Turner
1986, Jones 1992) o tolerantes a la deshidratacion (Kozlowski et al. 1991, Larcher
2003). Estas especies pueden mantener un bajo potencial hidrico en el xilema, con
cierre estomatico a valores bajos de CHR, ya que sus tejidos presentan una alta
resistencia a la deshidratacion (CHR letal < 25%). Para ello, estas especies han
desarrollado xilemas altamente resistentes a la cavitacion por estrés hidrico (Vilagrosa
et al. 2003a). Por otro lado, estas especies presentan mecanismos de ajuste osmatico,
una alta elasticidad de pared celular (Corcuera et al. 2002) y una gran resistencia a la
disfuncionalidad de la membrana celular. Desde el punto de vista metabdlico, estas
especies tienen la capacidad de acumular sustancias osmoprotectoras, desarrollar
sistemas antioxidantes y presentar una gran estabilidad en la composicién de los

pigmentos fotosintéticos (Chaves et al. 2003).

1.6. La vegetacion escleréfila mediterranea: ;un grupo funcional

homogéneo?
1.6.1. La esclerofilia y su posible influencia en la resistencia a la sequia

El clima mediterraneo y la vegetacién esclerdfila perennifolia, de hojas
pequenas (Traisier et al. 2004), han sido histéricamente contemplados como un sdélido
binomio por parte de los geobotanicos (Di Castri 1981, Breckle 2002). En este sentido,
el Zonobioma IV o “zonobioma de los bosques y matorrales esclerdfilos” abarca

diferentes areas de la Tierra bajo la influencia de climas de tipo mediterraneo (Breckle
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2002). En Eurasia, este zonobioma comprende los bosques esclerdfilos y la macchia
(Giovannini et al. 1992); en Norteamérica el chaparral californiano y el encinal
(Peinado et al. 1997); en Sudamérica el matorral chileno y el espinal (Montenegro et
al. 2004); en Sudafrica las formaciones de fynbos (Campbell & Berger 1988) y, por
ultimo, la mallee (Robinson et al. 2006) y el kwongan australianos (Yates et al. 2007).
Mientras que las hojas de elevado peso foliar especifico y gran tamafo -
megaesclerdfilas - son comunes en la pluvisilva tropical y ecuatorial (Medina et al.
1990), las hojas “microescleréfilas” — pequefas y densas — han sido consideradas
como una adaptacion a los veranos calidos y secos que caracterizan el clima del
“Zonobioma de la Region Arida, de inviernos humedos”, o Regién Fitoclimatica

Mediterranea en la clasificacion de Walter (Breckle 2002).

La convergencia morfologica existente dentro de la vegetacion mediterranea ha
sido asociada con una convergencia fisiolégica (Kummerov 1973). En este sentido,
Walter (1985) consideré que la esclerofilia debia ser interpretada como un mecanismo
que aumentaria la capacidad de las hojas para disminuir radicalmente la transpiracion
mediante el cierre estomatico cuando los recursos hidricos escasean. Este mecanismo
permitiria a las plantas sobrevivir a los meses de sequia sin sufrir alteraciones graves
en el contenido hidrico plasmatico. De este modo, siguiendo los postulados de Walter,
muchos autores han conseguido establecer correlaciones entre caracteristicas foliares
y morfolégicas mediante comparaciones interespecificas, estableciendo grupos

funcionales dentro de las especies analizadas.

Por ejemplo, Tenhunen et al. (1981) encontrd, bajo condiciones de estrés
hidrico, un descenso al mediodia en las tasas de transpiracion y en la fotosintesis neta
de las hojas de Arbutus unedo y Q. ilex, dos especies caracteristicas de la vegetacion
esclerdfila mediterranea. Por otro lado, Acherar & Rambal (1992) compararon las
relaciones hidricas y la respuesta al estrés hidrico de dos especies mediterraneas
perennifolias (Q. ilex L. y Q. suber L.) y dos caducifolias (Q. afares Pomel. y Q. faginea
Will.). Estos autores encuentran que el descenso al mediodia en la conductancia
estomatica en respuesta al estrés hidrico es mucho mas rapido en las especies
caducifolias que en las perennifolias, indicando que las primeras son mucho mas
sensibles a la sequia edafica. En términos de resistencia a la sequia, los robles
caducifolios evitan el estrés hidrico del suelo mediante el rapido cierre de sus estomas,
a expensas de reducir considerablemente la asimilaciéon neta de CO,, mientras que los

robles perennifolios son capaces de mantener la actividad fotosintética a potenciales
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hidricos bajos. Por lo tanto, segun estos autores, los robles mediterraneos
perennifolios poseen una serie de caracteristicas morfo-funcionales comunes
(profundidad de raices, area foliar limitada, etc.) que les permiten mantener un balance
positivo de carbono con unas tasas de transpiracién relativamente altas durante los
periodos de sequia. En este sentido, Corcuera et al. (2002) compararon parametros
derivados de las curvas presion-volumen de diecisiete especies del género Quercus
pertenecientes a fitoclimas contrastados: perennifolias mediterraneas (Q. agrifolia, Q.
chrysolepis, Q. coccifera, Q. ilex subsp. ballota, Q.ilex subsp. ilex y Q. suber),
caducifolias nemorales (Q. alba, Q. laurifolia, Q. nigra, Q. petraea, Q. robur, Q.rubra'y
Q. velutina) y caducifolias nemoro-mediterraneas (Q. cerris, Q. faginea, Q. frainetto y
Q. pyrenaica). Estos autores aseguran que existe una homogeneidad funcional dentro
de los tres grupos fitoclimaticos estudiados, que se caracteriza por la distinta
respuesta al estrés hidrico desde el punto de vista ecofisiolégico. Por un lado, las
especies de robles mediterrdneos desarrollan mecanismos para evitar una excesiva
pérdida de agua celular, cuando el potencial hidrico disminuye, a través de un alto
modulo de elasticidad de pared celular. Por el contrario, las especies de robles
nemorales tienden a mantener la presion de turgencia a costa de perder una mayor
cantidad de agua celular. Por ultimo, las especies nemoro-mediterraneas presentan un
comportamiento intermedio entre los otros dos grupos de robles. Ademas, Corcuera et
al. (2002) encuentran una alta relacion entre el indice de esclerofilia y el modulo de

elasticidad de pared, aunque sin relacion funcional conocida.

Desde el punto de vista de este autor, la consideracion de la vegetacion
mediterranea como una unidad por el hecho de tener la esclerofilia como caracteristica
comun es muy discutible. En primer lugar, existe una gran variacion floristica entre las
diversas regiones influenciadas por el clima mediterraneo. En este sentido, las
similitudes entre un bosque de Q. ilex de la Peninsula Ibérica (Corcuera et al. 2004b) y

un paisaje de brezales en Australia (Specht 1979) son, a mi juicio, escasas.

Asi, Lo Gullo & Salleo (1988) encontraron diferentes estrategias de resistencia
a la sequia en tres especies esclerdfilas mediterraneas (Olea oleaster, Ceratonia
siliqua y Laurus nobilis) que crecian bajo las mismas condiciones ambientales. Por un
lado, O. oleaster se considera una especie tolerante a la sequia. Por otro lado, las
otras dos especies se consideran evitadoras de la sequia, C. siliqua mediante una
estrategia de derroche de agua y L. nobilis mediante una estrategia de ahorro de agua.

Ademas, Martinez-Vilalta et al. (2003) encontraron diferentes estrategias en el uso del
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agua en tres especies esclerdfilas perennifolias que co-habitan en un encinar del
Noreste de Espana. Mientras que Quercus ilex L. y Arbutus unedo L. presentaban un
gran control estomatico sobre las pérdidas de agua por estrés hidrico, Phillyrea latifolia
L. exhibia una baja vulnerabilidad de su xilema a la embolia, lo que le permitia
mantener un flujo de savia alto a potenciales hidricos mas bajos que las otras dos

especies.

De hecho, contrariamente a lo que algunos autores habian sugerido (Poole &
Miller 1975, Turner 1994), Salleo & Nardini (2000) demostraron que la esclerofilia no
podia ser considerada como un mecanismo para evitar el estrés hidrico, siendo
etiquetada dicha caracteristica como un mero epifenédmeno debido a la gran cantidad
de radiacion solar incidente en la regiéon mediterranea (Ogaya & Pefiuelas 2006). De
hecho, la esclerofilia también se vincula con otras variables que poco o nada tienen
que ver con la supervivencia en habitats aridos, como el gran espesor del limbo foliar o
la abundancia de esclerénquima (Medina et al. 1990). En este sentido, Verdu et al.
(2003) postulan que la esclerofilia se origind dentro de la vegetacion tropical durante la
era Terciaria, en épocas muy anteriores a la implantacion definitiva de las condiciones

propias del actual clima mediterraneo (Valladares et al. 2004).

Llegados a este punto es necesario preguntarse por el sentido de la esclerofilia
como caracteristica foliar comun de la vegetacién mediterranea. Medina et al. (1990)
encontraron que el contenido en nutrientes, el area foliar especifica y el espesor de la
lamina foliar de algunas especies de la pluvisilva de la cabecera de Rio Negro eran
comparables con los valores registrados en las hojas escleréfilas de las regiones
mediterrdneas. Sin embargo, los autores concluyeron que este tipo de hojas,
morfolégicamente clasificables como esclerdfilas, estaban lejos de ser consideradas
como tolerantes a la sequia. Como alternativa, propusieron que era la escasez de
nutrientes la razon de esta morfologia. En la misma direccion sefalan Campbell &
Berger (1988) tras estudiar la vegetacion capense de las montanas sudafricanas, ya
que encontraron que muchas de las caracteristicas de las plantas que conforman este
tipo de vegetacion (fynbos), entre las que se incluia la esclerofilia, se asociaban mas a
gradientes de fertilidad edafica que a gradientes de disponibilidad hidrica. Mas
recientemente, Gongalves-Alvim et al. (2006) encontraron que la baja concentracion
en macronutrientes era el factor que mas influia en el desarrollo de caracteres
esclerdfilos en las hojas de Qualea parviflora, un éarbol caducifolio de la sabana

brasilena.
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1.6.2. Vulnerabilidad a la cavitacion por estrés hidrico en la vegetacion

mediterranea

Mas recientemente se ha incorporado otro elemento de comparaciéon en lo
relativo al funcionamiento comparado de las especies lefiosas. Tal conjunto de
caracteres conforman la “imagen hidraulica” de la especie, aspecto que ha permitido
avanzar de modo senalado en el conocimiento de las relaciones entre el vegetal y el
medio en el contexto del “continuo suelo-planta-atmdésfera” (Gil-Pelegrin et al. 2005).
Entre los aspectos que, dentro de este contexto, mejor expresan la capacidad de las
plantas para superar periodos prolongados de sequia destaca la resistencia del xilema
a la embolia por exceso de tensién hidrica (Tyree & Ewers 1991, Sperry et al. 2002), lo
que provocaria un dafo funcional irreversible y, en ultimo término, la muerte del
arbolado (Davis et al. 2002, Martinez-Vilalta & Pifol 2002, Esteso et al. 2006a). A partir
del estudio de la respuesta de la planta ante tensiones en el xilema se establece la
“curva de cavitacion” de esa especie o poblacion, de cuyo analisis puede extraerse
una informacién detallada del comportamiento de esa planta ante la sequia (Hacke et
al. 2006).

Asumiendo que la resistencia a una sequia prolongada debe formar parte de
los atributos de una lefiosa mediterranea, estas especies deberian mostrar una
tendencia comun en lo relativo a la vulnerabilidad de su xilema a la embolia. Sin
embargo, tampoco este atributo permite sacar conclusiones evidentes en lo relativo a

la condicion de “grupo funcional” del arbol o arbusto mediterraneo.

Asi, por un lado, Maherali et al. (2004), al comparar lefiosas procedentes de
diferentes tipos de vegetacion, encontraron que las procedentes de las zonas mas
secas (desiertos y areas mediterraneas) presentaban una tendencia a alcanzar el 50%
de pérdida de conductividad por embolia a potenciales hidricos de 6 a 7 veces mas
negativos que aquellas plantas caracteristicas de los habitats mas humedos. En la
misma direccién, Tyree & Cochard (1996) concluyen que las especies de Quercus de
las zonas mas secas del sur de Europa (Quercus ilex y Q. suber) son menos
vulnerables que sus congéneres de los climas templado-humedos de latitudes mas
septentrionales (Q. robury Q. petraea). Por otra parte, se ha podido comprobar que Q.

coccifera, la especie del género que ocupa sin duda los habitats mas secos del sur de
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Europa, presenta una excepcionalmente alta resistencia a la cavitacion por estrés
hidrico (Vilagrosa et al. 2003a). Por lo anteriormente dicho, cabria pensar que, de un
modo definitivo, este atributo — la residencia a la embolia inducida por sequia — agrupa
a las lefosas propias del Zonobioma IV, caracterizado por la presencia de vegetacion

esclerdfila (Walter 1985), en un grupo coherente.

Sin embargo, las evidencias empiricas cuestionan esta aseveracion. Asi,
Maherali et al. (2004) pusieron en evidencia que, a pesar de las tendencias medias, la
variabilidad dentro del grupo de las lefiosas mediterraneas era muy alta, con valores
en cuanto al potencial hidrico responsable de inducir el 50% de pérdida de
conductividad que oscilaban entre los -2 MPa a los -10 MPa. Por su parte, Matzner et
al. (2001) demuestran que Quercus wislizenii, una especie perennifolia mediterranea
de California, alcanza un 50% de pérdida de conductividad tras alcanzarse potenciales
entre 1y 1,6 MPa solamente, cuestionando la consideracion Q. wislizenii como una
especie tolerante a la sequia si atendemos a este atributo. Por estas razones cabe
preguntarse hasta qué punto podemos seguir considerando a la vegetacion esclerdfila

mediterranea como un grupo homogéneo desde el punto de vista fisioldgico.

1.6.3. El caso de las “dos encinas”

Un ejemplo directo de la discordancia entre caracteres morfolégicos en taxones
proximos genéticamente vy la resistencia a la sequia lo ofrecen las “dos encinas”, que
cubren buena parte de la regién circunmediterranea de Europa y el Norte de Africa. En
efecto, Quercus ilex, considerada como la principal especie constituyente del bosque
perennifolio y esclerdfilo en la region Mediterranea (Quercetum ilicis, ver Breckle
2002), se presenta como uno de los casos mas sorprendentes de discordancia entre

caracteristicas morfoldgicas y funcionales.

De acuerdo con estudios botanicos y fitogeograficos, Q. ilex incluye dos
subespecies con una distribucion geografica claramente diferenciada (Lumaret et al.
2002). Por un lado, Q. ilex L. subsp. ilex ocupa areas costeras en el norte del
Mediterraneo (desde Grecia hasta Francia), sobre sustratos preferentemente calizos y
bajo climas suaves, humedos, sin heladas tardias ni sequias intensas. Por otro lado,
Q. ilex subsp. ballota (Desf.) Samp. ocupa areas con ambientes mas continentales,

frios y térmicos en el norte de Africa y la Peninsula Ibérica (Blanco et al. 1997). Segin
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Lumaret et al. (2002), el origen de tal diferenciacion podria estar en el aislamiento
sufrido por las poblaciones ancestrales existentes en Europa durante las glaciaciones.
La colonizacidon postglacial de esta especie, segun estos autores, probablemente
comenzo a partir de tres refugios situados cada uno en las Peninsulas Ibérica, Italica y
Balcanica. La temprana diferenciacion genética entre las dos subespecies se
produciria en respuesta a las contrastadas condiciones climaticas de sus respectivas

areas geograficas (Lumaret et al. 2002).

Varios autores han realizado estudios incidiendo en el comportamiento
diferencial de estas dos subespecies desde el punto de vista fisiolégico. Asi, Corcuera
et al. (2004b) establece que la vulnerabilidad a la cavitacion del xilema de las dos
subespecies es muy distinta. Mientras que Q. ilex subsp. ilex presenta valores de
PLCso alrededor de -3 MPa, Q. ilex ssp. ballota presenta valores de PLCsy alrededor
de -5,5 MPa. Esto sefiala una adaptacion del xilema de Q. ilex ssp. ballota en
respuesta a las condiciones climaticas propias de su area de distribucion. Sin
embargo, Q. ilex subsp. ilex, propia de lugares donde la restriccion hidrica en verano
es menor, ha desarrollado un xilema menos resistente a la cavitacién por estrés
hidrico. La constatacion de diferencias funcionales tan grandes entre dos faxa,
considerados hasta ahora como dos subespecies, con grandes vinculos genéticos y
similitudes morfolégicas, es un ejemplo que pone en cuestion la homogeneidad

funcional dentro de la vegetacion esclerdfila perennifolia tipica del area mediterranea.

1.6.4. La diversidad de la vegetacion mediterranea y el cambio global

La riqueza floristica de la region mediterranea podria esconder una gran
disparidad de respuestas frente al estrés hidrico, a pesar de sus semejanzas
morfologicas. Por lo tanto, el analisis detallado del comportamiento a lo largo de un
periodo de sequia sigue estando de actualidad, ya que es aventurado considerar como
valida cualquier conclusién previa sobre el vinculo entre estructura y funcién en este

Proceso.

Durante los ultimos 50 afos, el area bajo influencia mediterranea de la
Peninsula Ibérica ha experimentado un incremento en la temperatura del aire y la
evapotranspiracién, una mayor frecuencia de periodos de sequia estival intensa y un

descenso en la humedad relativa del aire (Pifiol et al. 1998, IPCC 2001). Tal y como
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hemos apuntado, el comportamiento de las distintas especies que forman la flora de
este territorio frente a este aumento en la aridez sera distinto. Este hecho jugara un
papel de vital importancia en la supervivencia y crecimiento de estas especies y, como

consecuencia, en la formacion del paisaje.

En conclusién, los procesos de decaimiento, que son una de las causas que
producen cambios en la arquitectura del paisaje, asociados a cambios en las
condiciones climaticas, estaran muy influenciados por el comportamiento fisiolégico de

cada especie.

1.7. El decaimiento de Pinus sylvestris L.: algo mas que el clima

1.7.1. Presencia de P. sylvestris en la Peninsula Ibérica

Entre los ejemplos del papel clave de los factores de predisposicion sobre el
decaimiento forestal pueden aportarse los casos de decaimiento de Pinus sylvestris en
la Peninsula Ibérica que se estan registrando en la actualidad. En efecto, desde
comienzos del siglo XXI se asiste a una muerte masiva de ejemplares en casi toda el
area de distribucion de la especie en Espana. El estudio de este proceso, o procesos,
que aun sigue abierto, ha permitido confirmar la drastica importancia de ciertas
condiciones previas en las masas como razén ultima de su actual situacion. Para
comprender estas condiciones debemos comprender antes algunos aspectos basicos

sobre la presencia de la especie en este territorio.

Segun Breckle (2002), dentro de su extensa area de distribucion, la especie ha
sido vinculada genuinamente a los climas propios del Zonobioma VIII o Zonobioma de
la Taiga, bajo condiciones de clima boreal. Sin embargo, y por el efecto modelador del
clima ejercido por el relieve, esta especie coloniza regiones mucho mas meridionales,
ocupando las laderas de los principales sistemas montafiosos del centro y sur de
Europa (Alpes, Carpatos, Balcanes, Pirineos y Sistema Ibérico, entre otros). En la
Peninsula Ibérica esta especie alcanza su posicibn mas meridional, con
representacion en cotas elevadas de Sierra Nevada (Granada, Espafia) a una latitud
de 37° N.

El papel de esta especie en el paisaje forestal espafol trasciende, sin embargo,
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de su posible presencia natural en el territorio (Costa et al. 1997), ya que diferentes
circunstancias historicas han favorecido su extensién a costa de otras especies
forestales, consideradas de menor interés (Valladares et al. 2004). Por un lado, Pinus
sylvestris, junto a otras especies de pinos, ha sido utilizada masivamente a lo largo del
siglo XX como arbol para repoblar areas deforestadas en Espafa (Ortigosa et al.
1990). En otros casos, la politica econdmica de siglos pasados ha perjudicado a la
especie, en momentos en que la ganaderia tenia un caracter estratégico y la
necesidad de pastos provoco la tala indiscriminada de muchas zonas previamente

ocupadas por este arbol (Querol 1995).

1.7.2. El decaimiento de P. sylvestris en la Sierra de los Filabres (Almeria)

En algunas zonas en decaimiento la presencia de la especie esta explicada por
la repoblacion artificial de la zona durante el siglo XX. Un caso representativo de esta
situacion es la Sierra de los Filabres, que se extiende de este a oeste por la zona
central de la provincia de Almeria. Se trata de un enclave de montafia con un amplio
rango altitudinal (entre 300 y 2168 m a.s.l), que tiene un efecto directo sobre las
condiciones climaticas que a lo largo de este gradiente se generan. La parte inferior de
este sistema montafioso estaria sometida a condiciones semiaridas (hasta los 800 m)
pero a partir de 1650 m las condiciones se harian sub-humedas (Rivas-Martinez
1987).

Hay que resaltar que desde 2002 se viene observando un proceso de
decaimiento progresivo en estas masas. La falta de un agente causal de origen bidtico
que justificara la situacion del pinar llevé a buscar una explicacién de tipo climatico.
Para ello se realizé una simulacion de la potencialidad climatica del lugar mediante la
aplicaciéon del sistema informatico GENPT (Fernandez Cancio & Manrique 2001).
Como primera conclusion, hay que destacar que la precipitacion media estimada en la
Sierra de los Filabres es de 387 mm (con un minimo absoluto de 288 mm entre 1962 y
1989), por debajo de los 428 mm que, de media, se registran anualmente en las zonas
con presencia natural o naturalizada de pino albar en Espafa (Gandullo & Sanchez
Palomares 1994), tanto mas cuando el periodo arido estival es superior a tres meses.
Este matiz es clave en la comprensién de la distribucion mundial de la especie,

asociada a los bosques aciculiperennifolios ya descritos por Walter (cf. Breckle 2002) y
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situados en las variantes humedas del zonobioma VI o, de un modo caracteristico, en
el zonobioma VIII. Una prolongada aridez estival (superior a tres meses) seria, en
principio, incompatible con esta asignacion de condiciones tipicas para la especie
considerada. Parece ser que la estabilidad aparente de esas masas (hasta alcanzar su
estado de decaimiento actual) y la posibilidad de supervivencia en momentos tan
extremos puede justificarse por la innivacién y la reserva de agua en el suelo si se

consigue alcanzar situaciones de superavit hidrico.

Ante esta acumulacién de evidencias cabe preguntarse como pudo ser elegida
una especie como Pinus sylvestris para su uso en la reforestacién de las parte altas de
este lugar. Cuando se eligié la zona para ser repoblada con pino albar (hace unos 30-
40 afios), la informacion climatica disponible por los repobladores, en los afios 60-70,
procedia de estaciones meteorolégicas con series de datos no mucho mas antiguas
que 1950, y que reflejaban un periodo temporal muy préximo a la fecha de plantacion.
La eleccion de un periodo de datos entre 1950-1970, considerado posteriormente
como uno de los periodos mas lluviosos del milenio, indujo probablemente a un error

en la eleccion de la especie de repoblacién.

La baja precipitacion anual no es el Unico parametro que resalta una evolucion
negativa de las posibilidades de supervivencia de la especie. En efecto, el estudio de
las variables climaticas indicé que entre 1970 y 1980 se inici6 una perturbacion
climatica amplia en toda la zona suroriental de la Peninsula Ibérica, que ha conducido
no solo a un descenso de la precipitacion sino también a un aumento de las
temperaturas (0,5 °C en las minimas y 1 °C en las maximas) y de su oscilacion y, por
lo tanto, un aumento general de la aridez. Este hecho aumentaria la
evapotranspiraciéon y la precoz fusion de la nieve, disminuyendo el posible superavit

hidrico tan necesario para la supervivencia de estas poblaciones de pino albar.

1.7.3. El decaimiento de P. sylvestris en el Sistema Ibérico de la provincia de

Teruel

Como se ha sugerido anteriormente, en algunas ocasiones la presencia actual
del pino albar en la Peninsula Ibérica es consecuencia indirecta de los cambios en la
explotacion antrépica del territorio. En el Sistema Ibérico se ha favorecido durante

siglos la extension masiva del pasto en zonas potencialmente ocupadas por bosques
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(Querol 1995). El posterior y muy reciente abandono de estos pastos ha permitido la
reocupacion del paisaje por parte de P. sylvestris, muchas veces sobre condiciones de
suelo altamente degradadas. En este sentido hay que resaltar que estas poblaciones
de P. sylvestris se asientan, en muchos casos, sobre suelos someros de naturaleza
calcarea con profundidades de sélo 10-30 cm (Cataldn-Bachiller et al. 1991) con
escasa fracturacion de la roca madre que permita al sistema radicular del pino albar

profundizar en busca de agua, lo que hace que sean mas sensibles al estrés hidrico.

Buena parte de estas masas han sufrido episodios de decaimiento a lo largo de
las ultimas décadas, siendo el mas espectacular el ocurrido a lo largo del invierno de
2002, que afecté a unas 14000 ha. de pino albar. Este procesd se caracterizé por
amarillamiento de las aciculas con posterior atabacamiento, seguido por una
defoliacion severa de la copa del arbol. Aunque el proceso ocurrié de forma aguda y
severa, existen varios indicios que revelan la existencia de un cierto grado de estrés

crénico en estas poblaciones.

La combinacion de suelos pobres y un clima critico en ocasiones para la especie
justifican este episodio. Por una parte, esta zona estd dominada por un clima
demasiado seco para tratarse de un dominio de pinar de P. sylvestris tipico, cuya
precipitacion media anual deberia ser el doble de la registrada en la estacién. Ademas,
el régimen de precipitaciones de la zona es altamente irregular, lo que condiciona aun
mas la disponibilidad regular de recursos hidricos por parte del arbol. Bajo estas
condiciones puede ser critico el papel de los suelos como amortiguadores de la oferta
de agua, de un modo parecido a la situacion descrita para el caso anterior (Sierra de
Filabres). En definitiva, el fendmeno de decaimiento de estas masas de pino albar nos
hace retomar el modelo de Manion (1991), estableciendo factores de predisposicion de
tipo climatico, edafico e histérico como elementos que comprometen el crecimiento y la
supervivencia a largo plazo de estos ejemplares, haciéndolos mas sensibles a
cambios bruscos en las condiciones climaticas que impliquen la aparicion de un déficit

hidrico.
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1.8. El decaimiento de Abies alba Mill. en el Pirineo espaiiol:
influencia del incremento de la aridez en el comportamiento

fisiologico de la especie

Durante los afios 70 y 80 del siglo XX se comenzaron a detectar procesos de
decaimiento en masas de abeto blanco (Abies alba Mill.) en Europa Central (Bert
1993). La mayor parte de los investigadores concluyeron que la contaminaciéon
atmosférica era el factor desencadenante (Skelly & Innes 1994). Sin embargo, Cramer
(1984), entre otros, no estaba de acuerdo con estas teorias y saco a la luz informes
previos de decaimiento de A. alba durante el siglo XX que coincidian con episodios de
sequias severas. Asi, la sequia podria actuar como un factor de predisposicién (sensu
Manion 1991) en el decaimiento del abeto blanco, incluso cerca del limite septentrional
de distribucion de la especie, donde es esperable que los niveles de estrés hidrico

sean mucho mas bajos que en las poblaciones meridionales.

En la parte mas occidental del Pirineo espafiol el decaimiento del abeto blanco
comenzo a mediados de los afios 80, coincidiendo con periodos de intensa sequia en
la parte final del verano (Camarero 2003). Este episodio de decaimiento ha continuado
hasta la actualidad, estando relacionado con la prolongacién del periodo de estrés
hidrico en la parte final del verano. El papel potencial del clima como un factor
contribuyente al decaimiento en el Pirineo espafiol se refuerza por el hecho de que las
poblaciones estudiadas constituyen el limite suroccidental de distribucion de la especie
en Europa, donde el estrés hidrico puede restringir el crecimiento del arbol. La
presencia de bosques de P. sylvestris cerca de las poblaciones afectadas indica la
xericidad existente en estas poblaciones, constituyentes de formaciones transicionales

entre la vegetacioén atlantica y la mediterranea (Ceballos & Ruiz de la Torre 1979).

El aumento de xericidad detectado en areas donde encontramos poblaciones de
A. alba en claro proceso de decaimiento pone en relieve el papel del clima como un
posible factor desencadenante en el decaimiento del abeto blanco en el Pirineo. Ahora
bien, ;de qué manera influye el estrés hidrico en el funcionamiento de una especie
caracteristica de climas donde el agua no es un recurso limitante? Estudios fisiolégicos
previos han demostrado que, en coniferas, una disminucion de la humedad relativa del
aire originada por un aumento de la xericidad causa una disminucion en la fotosintesis

neta y en la conductancia estomatica (Sandford & Jarvis 1986, Grieu et al. 1988). La
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limitacion de la actividad fotosintética tiene como consecuencia una disminucion en la
capacidad de crecimiento del arbol, comprometiendo a largo plazo la supervivencia del
mismo. Es de esperar que las poblaciones de A. alba del Pirineo espafol, que estan
bajo una gran influencia mediterranea, estén bajo unas condiciones de menor
humedad relativa del aire y, por lo tanto, de un mayor grado de sequia atmosférica.
Este hecho hace que estas poblaciones, situadas en el limite suroccidental de
distribucién de la especie en Europa, sean especialmente sensibles a ligeros cambios
en las condiciones climaticas, que pueden alterar de manera dramatica el

comportamiento fisiolégico de la especie.

Por lo tanto, la conjuncién de factores de predisposicion de tipo climatico
(aumento de la xericidad) junto con la implicacion de otros factores locales forman un
escenario en donde la capacidad de crecimiento y, por lo tanto, de supervivencia a

largo plazo del abeto blanco se ven claramente mermadas.

1.9. Objetivos e hipétesis de la Tesis. Estructura de la Memoria.

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido el empleo y puesta a punto de
nuevas técnicas no destructivas para el estudio de la vegetacion arbérea de interés
forestal sometida a distintos factores abidticos de estrés. Basicamente, estas nuevas
técnicas se basan en las medidas de fluorescencia de clorofila y reflectancia espectral.
El empleo generalizado de estas técnicas en distintas especies forestales sometidas a
diversos factores abidticos de estrés (hidrico, térmico, luminico, nutricional, etc.)
requiere incidir en el significado fisiolégico de los pardmetros medidos, ya que solo un
profundo conocimiento de los procesos subyacentes a la variacion de dichos
parametros permitira una correcta interpretacion de los resultados obtenidos. En este
sentido, la calibracion con otras técnicas mas comunmente utilizadas en la realizacion
de este tipo de estudios (como pueden ser las medidas de intercambio de gases o el
analisis de pigmentos fotosintéticos, entre otras) ha sido uno de los principales
objetivos a cubrir en este trabajo. De esta manera, la obtencion de indices que
permitan un rapido, preciso y sencillo diagnostico del estado de vigor de la vegetacion
se ha constituido como uno de los principales ejes sobre los que se vertebra este

trabajo.
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El trabajo descrito anteriormente se ha realizado a partir del estudio de diversos
de diversos estreses ambientales en ecosistemas mediterraneos y la problematica del
decaimiento de masas forestales, todo ello bajo el contexto del cambio global que esta
produciendo un aumento de la temperatura y una disminucion de las precipitaciones.
En este trabajo se analizan las posibles consecuencias que puede tener el cambio
global en el funcionamiento fisioldgico de la vegetacion lefiosa mediterranea y su

relacién con los fendmenos de decaimiento forestal.

De esta manera, la primera parte de esta Memoria (capitulos 2 y 3) se ocupa de
los recientes fendmenos de decaimiento observados en A. alba y P. sylvestris, dos
especies que en la Peninsula Ibérica alcanzan sus limites geograficos y ecolégicos de

distribucion.

En el capitulo 2 se estudia el comportamiento fisiolégico de ramas y aciculas de
una poblacion en decaimiento (Paco Ezpela, sitio E) y de una poblacién sana
(Gamueta, sitio G) de A. alba, localizadas en lugares cercanos pero con caracteristicas
climaticas contrastadas. La pérdida de verdor y la posterior defoliacion en los
ejemplares de la poblacién en decaimiento sirvio como hipotesis de partida para
buscar indicadores de dafio a escala fotosintética y fotoquimica. De esta manera, en
este capitulo se analiza la influencia que ha podido tener la combinacién del estrés
climatico con factores locales, tales como desordenes nutricionales, en este episodio

de decaimiento.

El capitulo 3 se enmarca dentro del reciente proceso de decaimiento observado
en las masas de P. sylvestris de la provincia de Teruel. La posible vinculacion de este
fendbmeno con danos por helada ha servido como base para el planteamiento de este
capitulo. Su principal objetivo ha sido la puesta a punto de la medida de fluorescencia
de clorofila en los tejidos vivos del cambium, como una nueva herramienta de
diagnostico de la respuesta de los mismos a temperaturas de congelacion. La
comparacion con otras técnicas mas extendidas es también objeto del presente

capitulo.

La segunda parte de la Memoria (capitulos 4, 5 y 6) se ocupa del estudio del
funcionamiento de la vegetacion esclerdfila mediterranea frente al estrés hidrico y

luminico. El desarrollo de nuevas herramientas basadas en la reflectancia espectral y
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en la fluorescencia de clorofila para la deteccion del nivel de estrés hidrico también es

uno de los aspectos de los que se ocupa esta parte de la Memoria.

En el capitulo 4 se realiza un estudio comparado del comportamiento de tres
especies congenéricas tipicas de la vegetacion esclerdfila mediterranea: Quercus
suber, Q. ilex y Q. coccifera. Estas tres especies presentan solapamientos en sus
respectivas areas de distribucion pero muestran una clara tendencia a ocupar
predominantemente determinadas zonas segun el grado de aridez de las mismas. En
este sentido, Q. suber ocuparia zonas menos aridas y Q. coccifera ocuparia zonas
mas aridas, quedando Q. ilex en una situacion intermedia. Este hecho hizo pensar en
la existencia de un comportamiento diferencial de las tres especies frente al estrés
hidrico a nivel del fotosistema Il. En este capitulo se profundiza en las diferentes
estrategias que presenta el fotosistema Il de estas especies frente a un periodo
prolongado de estrés hidrico y en las consecuencias que puede tener ante un

escenario de incremento de la aridez.

En el capitulo 5 se profundiza en el estudio de los cambios en la reflectancia
espectral (concretamente en el PRI) de una de estas especies, Q. coccifera, utilizando
para ello un sensor pasivo, en condiciones de campo, durante un ciclo de sequia
estival intensa (a potenciales hidricos donde casi no existe informacién acerca de los
cambios fisiolégicos experimentados por las plantas). Los cambios en el PRI se
compararon con los cambios en parametros fotosintéticos y fotoquimicos, con el
objetivo de obtener una mayor informacion acerca del significado fisiolégico de estos
cambios en el PRI. La eleccién de esta de Q. coccifera como especie modelo se basa
en su extraordinaria resistencia al déficit hidrico, en sus mecanismos de fotoproteccion
y en su importancia como especie formadora de paisaje en el area mediterranea. En el
capitulo 6 se profundiza en el conocimiento de los cambios a corto plazo en la
reflectancia en la parte verde del espectro en Q. coccifera frente a un subito
incremento en la radiacién solar incidente. La existencia de estudios previos que
relacionaban los cambios de reflectancia a 505 nm con la formacion de zeaxantina
hizo pensar en una posible relaciéon de este pigmento con la reflectancia a 505 nm. El
posible uso de indices reflectométricos basados en esta longitud de onda permitiria
estudiar de manera pasiva y a distancia el nivel de disipacidén térmica del exceso de
energia luminica, con independencia de otros factores que si influyen en la reflectancia

a 531 nm, tales como la generacion del ApH trans-tilacoidal y fenémenos de
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reordenamiento cloroplastico en respuesta a cambios en la intensidad luminica
(Gamon et al. 1990).

Por otra parte, el capitulo 7 tiene en cuenta diversos aspectos metodologicos
relacionados con las medidas de fluorescencia de clorofila. La obtencion de distintos
resultados en funcién del modelo comercial de fluorimetro utilizado sirvi6 como
hipdtesis de partida para discutir la influencia de la longitud de onda de la luz de
excitaciéon y deteccion del instrumento en los parametros de fluorescencia obtenidos.
Ademas, la diferente capacidad de penetracion de la luz en funcién de su longitud de
onda ha servido para estudiar la eficiencia fotosintética de las diferentes capas de
células de hojas de Quercus coccifera L., utilizando la eficiencia potencial maxima del

PSII (Fy/Fy) como el parametro medido de fluorescencia de clorofila.

Finalmente, en el capitulo 8 se hace un resumen de los resultados obtenidos y

se exponen las principales conclusiones de este trabajo.
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2.1. Introduccion

El abeto blanco (Abies alba Mill.) alcanza en la Peninsula Ibérica el limite
suroccidental de distribucion de la especie (Figura 2.1, Jalas ef al. 1999). En el Pirineo
espafiol las poblaciones de A. alba con las tasas mas altas de productividad se
encuentran habitualmente por encima de los 1200 m de altitud sobre el nivel del mar
(s.n.m.), en fondos de valle o laderas orientadas al N/NO sobre suelos relativamente

poco profundos (Vigo & Ninot 1987).

En la cordillera pirenaica el abeto blanco forma bosques oroborealoides
transicionales hacia la planicaducifolia en poblaciones monoespecificas (Goodyero-
Abietetum albae Bolds 1957) sobre suelos formados por pizarras y otras rocas siliceas
(Conesa i Mor 1997). Por otra parte, el abeto blanco forma poblaciones mixtas con
Fagus sylvatica L. (Scillo-Fagetum sylvaticae Br.-Bl. 1952) en la zona mas occidental
de la cordillera pirenaica, constituyendo los bosques mas nemorales de dicha
cordillera (Vigo & Ninot 1987, Blanco et al. 1997). Estas poblaciones de abeto blanco
bajo condiciones mésicas se integran dentro del area principal de distribucion de la
especie en el Pirineo espanol. Por otro lado, existen poblaciones de abeto blanco
situadas en la cara Sur del Pirineo y en el Prepirineo bajo unas condiciones de mayor
xericidad que las anteriores y sobre sustratos calizos (Conesa i Mor 1997), junto a
Pinus sylvestris y Buxus sempervirens (Buxo-Abietetum albae Vigo 1974). Se puede
considerar, por lo tanto, que estas Ultimas poblaciones habitan en los limites
ecologicos de la especie. Estas poblaciones marginales son las que constituyen el
limite suroccidental de distribuciéon del abeto blanco en Europa, lo que las hace mas
susceptibles a un incremento de la xericidad, en comparacién con aquéllas localizadas
en lugares mas meésicos dentro de la cordillera pirenaica. Ademas, la expansion del
abeto blanco durante el siglo XX debido al abandono del uso agricola de la tierra

(Carcaillet & Muller 2005) ha incrementado el niumero de estas poblaciones.

Existe una clara tendencia al calentamiento en los sistemas montafiosos de
Europa Occidental, fendbmeno que se ha venido detectando de manera evidente desde
los afios 40 del siglo XX. Este hecho ha tenido como consecuencia que estas ultimas
décadas hayan sido mucho mas calidas que cualquier otra desde que existen registros
(Diaz & Bradley 1997). En el Pirineo Central, la temperatura media se ha incrementado
alrededor de 0,8 °C en la estacion meteorologica de “Pic du Midi” (2862 m s.n.m.)

entre 1882 y 1970 (Bucher & Dessens 1991). En conclusién, el fuerte calentamiento
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climatico detectado en los Pirineos durante el siglo XX ha producido un incremento en
la aridez, lo que puede afectar al crecimiento y supervivencia a largo plazo de las
poblaciones de abeto blanco localizadas cerca del limite suroccidental de distribucion
de la especie (Camarero & Gutiérrez 2004, Macias et al. 2006). Sin embargo, pocos
estudios han profundizado en los mecanismos que subyacen tras la diferente
respuesta al clima de poblaciones cercanas en el espacio pero bajo contrastadas
condiciones biogeograficas (poblaciones centrales frente a poblaciones marginales) y
climaticas (sitios mésicos frente a sitios xéricos). Una aproximacion fisioldgica podria
contribuir a explicar cuales son los principales mecanismos involucrados en la
respuesta diferencial de las poblaciones de abeto blanco bajo condiciones tan

contrastadas.

Figura 2.1. Mapa de distribucion de A. alba en Europa. El circulo rojo sefiala la localizacion
aproximada de las poblaciones estudiadas. Fuente: Atlas Florae Europaeae.
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El principal objetivo de este estudio fue la caracterizacion fisioldégica de dos
poblaciones de abeto blanco con unas tasas de crecimiento muy distintas (Camarero
et al. 2003) y muy diferentes desde el punto de vista climatico y biogeografico (Figura
2.2). Una de ellas puede ser considerada como representante genuina de las
poblaciones de abeto blanco bajo condiciones mésicas, caracteristicas del area
principal de distribucion de esta especie dentro del Pirineo. La otra es una poblacion
de abeto blanco que vive bajo unas condiciones de mayor xericidad, en una

localizaciéon marginal cerca del limite suroccidental de distribucién de la especie.

A

Y
-z

e

SHUESCA

G Paco Ezpela
ANSO

Figura 2.2. Localizacién de las dos poblaciones de estudio: Paco Ezpela y
Gamueta. Mapa elaborado a partir del programa Google Earth.

El estudio fisiologico comparado incluyé la medida de parametros
fotosintéticos, fotoquimicos, reflectancia espectral, pigmentos fotosintéticos y analisis
nutricional completo en aciculas de ambas poblaciones de abeto blanco. Esta
evaluacion del funcionamiento fisiolégico de ambas poblaciones permitira valorar las

consecuencias que tendran, desde un punto de vista ecofisioldgico, un incremento de
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la temperatura y la evapotranspiracion en el desarrollo futuro de las poblaciones
marginales de abeto blanco que estan creciendo cerca del limite ecoldogico de la

especie.

2.2. Material y métodos

2.2.1. Lugares de estudio

Para la realizacién de este estudio se seleccionaron dos poblaciones cercanas
pero climaticamente contrastadas de A. alba en la cordillera pirenaica occidental: Paco
Ezpela (sitio E) y Gamueta (sitio G) (Figura 2.2). Estos sitios fueron seleccionados por
sus contrastadas condiciones climaticas y diferentes caracteristicas de vigor (Tabla
2.1). Ambas poblaciones estaban localizadas en el mismo valle a una distancia de 16
km. El clima se describié utilizando datos diarios procedentes de las estaciones
climaticas mas préximas localizadas a 1 km de distancia de los lugares de muestreo
(sitio E, Anso, 42° 45’ N, 0° 49’ O, 820 m s.n.m., periodo 1997-2003; sitio G, Linza, 42°
57" N, 0° 49° O, 1330 m s.n.m., periodo 2002-2003). Se caracterizé el microclima
(temperatura y humedad relativa) de los lugares de muestreo durante la parte central
del verano (cuando se realizaron las medidas fisioldgicas) utilizando un datalogger
Hobo Pro RH/Temp (Onset Computer Bourne, MA) para cada sitio de estudio. El
datalogger se coloco dentro de un protector solar en la parte mas alta de la copa del
arbol. Se recogieron registros de temperatura y humedad relativa cada 6 min durante
Agosto de 2002.

La precipitacion total anual y estival en el sitio G fue mucho mas alta que en el
sitio E, lo que confirma la mayor influencia mediterranea en el sitio E (Tabla 2.1). Las
diferencias microclimaticas confirmaron que el mes de Agosto de 2002, momento en el
que se hicieron la mayor parte de las medidas fisiolégicas, fue mas seco y caluroso en
el sitio E. Durante este mes, los intervalos de temperatura fueron de 7,0-29,9 °C y 4,6-
24,4 °C en los sitios E y G respectivamente (Figura 2.4). El sitio E presentaba una
variabilidad diaria mas alta en cuanto a la humedad relativa, alcanzando valores
minimos del 20% durante 7 dias consecutivos (Figura 2.4). La densidad de flujo de

fotones fotosintéticos (PPFD) fue similar en ambos sitios (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Caracteristicas de las poblaciones de A. alba estudiadas (Ezpela y
Gamueta). El potencial hidrico antes del amanecer (PWP) y al mediodia (MWP) es el de
los brotes. Las diferencias significativas entre sitios (P<0,05) se indican con letras
distintas.

EZPELA GAMUETA
42° 45'/0° 51’ 42° 54°/0° 4T

Latitud (N) / Longitud (O)

Altitud (m s.n.m.) 940 1350
Orientacion / pendiente (°) NE / 27 NO /23
Sustrato Calizo Calizo

T media anual / estival’ (°C) 9,1/16,6 8,9/141
Precip. total anual / estival (mm) 1004 /122 2353 /280
PPFD (umol fotones m? s™')? 1762,5+62,5 1737,5+62,5
Longitud del brote (mm) 43,1+39a 65,3+4,7b
Longitud de las aciculas (mm) 114+05a 19,4+0,60b
Anchura de anillo (mm) 1,12+ 0,07 a 273+£0,11b
PWP (MPa) -0,52+0,07a -0,53+0,06a
MWP (MPa) -1,43+0,01a -1,43+0,01a
Cavitacion (%) 0 0

'Desde el 1 de Julio hasta el 30 de Septiembre
2PPFD medido al mediodia en Agosto de 2002

Figura 2.3. Fotografia de Paco Ezpela, la poblacion donde se encuentran los
ejemplares de A. alba en proceso de decaimiento.
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30 4

U AR

T (°C)

/O\ q
2 60 ! J u
% a0 i
20
0 \ T
1 6 11 16 21 26 31
Agosto Agosto

Tiempo (dias)

Figura 2.4. Temperatura (T) y humedad relativa (HR) durante Agosto de 2002 en los sitios E
(lineas negras) y G (lineas grises).

2.2.2. Crecimiento, potencial hidrico y conductividad hidraulica

Con el objetivo de comprobar la existencia de posibles diferencias en el
crecimiento entre ambos lugares de estudio, se mididé el crecimiento primario anual,
para el periodo 1993-2002, de 10 ramas muestreadas de la parte media de la copa de
10 arboles por sitio. El crecimiento radial se estimd, para el mismo periodo, cogiendo 2
cores para los mismos arboles a 1,3 m de altura. Los cores se lijaron y los anillos de
crecimiento se dataron siguiendo procedimientos dendrocronoldgicos estandar. La
anchura del anillo de crecimiento se midid, con una precisién de 0,01 mm, mediante un
sistema de medida semiautomatico LINTAB (Frank Rinn, Heidelberg, Alemania).
Finalmente, se midié la longitud de las aciculas muestreadas de la parte central de
cada brote anual. Se midieron 10 aciculas para cada crecimiento anual en cada sitio,
para el periodo 1993-2002.

-35-



Capitulo 2. Fisiologia de A. alba en dos poblaciones climaticamente contrastadas

Por otra parte, con el objetivo de evaluar el estado hidrico de los arboles en el
campo durante el verano, se midié el potencial hidrico (en MPa) antes del amanecer y
al mediodia en 3 ramas del afo en curso del la parte externa media de la copa, en 3
arboles diferentes para cada sitio. Las medidas se tomaron durante un periodo sin
precipitaciones (7-8 de Agosto de 2002). Se usé una camara de presion tipo
Scholander siguiendo el procedimiento metodologico descrito por Turner (1988). Por
ultimo, para comprobar si se habia producido embolia en ramas del afio en curso, se
midié la conductividad hidraulica en 5 ramas escindidas de 5 arboles por sitio antes y
después de provocar la ruptura de una posible embolia, tal y como describen Sperry et
al. (1988).

2.2.3. Medidas de intercambio de gases y fluorescencia de clorofila

Se realizaron medidas de intercambio de gases en el campo en aciculas no
escindidas durante el verano de 2002 para evaluar el estado fotosintético de los
arboles de los sitios G y E. Al final del periodo vegetativo (Agosto) se midi6 la
asimilacion neta de CO, (A, umol CO, m? s™) y la conductancia estomatica (gs, mmol
H,O m? s™) en aciculas del afio en curso (0 afios, 2002), aciculas jévenes (1 afio,
2001), y aciculas maduras (3 afios, 1999) de 5 arboles por sitio. Las medidas se
realizaron a las 8, 10 y 12 h (hora solar). Los parametros fotosintéticos se obtuvieron
utilizando un sistema portatil de analisis de intercambio de gases por infrarrojos
(CIRAS-1, PP-Systems, Herts, Reino Unido) con una pinza automatica para coniferas
(PLC-C, PP-Systems, Herts, Reino Unido). La PPFD se midié a las mismas horas con
un sensor de luz ELE (Quantum Sensor SKP 2000, Skye Instruments Ltd, Powys,
Reino Unido) situado junto al borde la copa de cada arbol donde se habian realizado

las medidas.

Las medidas de fluorescencia de clorofila se realizaron en el campo en aciculas
no escindidas antes del amanecer, a las 8 y a las 12 h (hora solar) con un fluorimetro
portatii PAM 2000 (Heinz Walz, Effeltrich, Alemania). Las medidas se hicieron en
aciculas del afio en curso (0 afos, 2002), aciculas jovenes (1 afio, 2001), y aciculas
maduras (3 anos, 1999) de 5 arboles por sitio. La metodologia seguida fue la descrita
por Morales et al. (2000). Se midi6 la fluorescencia de clorofila minima (Fo) y maxima

(Fm) en condiciones de oscuridad antes del amanecer. Para realizar las medidas de Fy
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y Fu a las 8 y 12h (hora solar) las aciculas se cubrieron con una bolsa de plastico
negra y se mantuvieron en oscuridad durante un periodo de 30 minutos. La
fluorescencia estacionaria (Fs) se midi6 después de que se destaparan las aciculas,
con la cantidad de PPFD que habia en ese momento en cada sitio. Posteriormente se
utilizé un segundo pulso de luz saturante de luz blanca para determinar la
fluorescencia maxima con las aciculas adaptadas a la luz (F’y). Las aciculas se
cubrieron de nuevo con una bolsa de plastico negra para medir la fluorescencia basal
después de la induccion (F’g). La fluorescencia variable en la oscuridad (Fy) se define
como Fy - Fo, mientras que la fluorescencia variable en las aciculas adaptadas a la luz
(F'v) se define como F’y - F'y. La relacion F\/Fy estima la eficiencia potencial maxima
del fotosistema Il (PSIl) en la oscuridad. Las eficiencias real (®ps)) € intrinseca (®exc.)
del PSII fueron estimadas como (F'w - Fs)/F'm y (F\/F'm), respectivamente. El
quenching fotoquimico (qP) se calculé como (F’'w—Fs)/F’y. El quenching no-fotoquimico
(NPQ) se calculoé como (Fy / F'm) — 1, utilizando los valores de Fy del sitio G antes del
amanecer como valores control. La tasa de transporte electronico (ETR) se calculd
mediante el método descrito por Krall & Edwards (1992), donde ®ps;, se multiplica por
PPFD, por 0,5 (debido a que dos fotones son necesarios para excitar un electrén,
asumiendo que se produce una distribucion equitativa de la excitacion entre los
fotosistemas | y Il) y por 0,84, que estd considerado como el coeficiente de
absorbancia foliar mas comun para las plantas C; (Bjorkman & Demmig 1987),

incluyendo A. alba.

2.2.4. Andlisis de pigmentos fotosintéticos

Para determinar la existencia de posibles diferencias en la concentracion de
pigmentos fotosintéticos entre las aciculas de los sitios G y E, se recogieron muestras
de aciculas de las ramas donde previamente se habian realizado las medidas de
fluorescencia de clorofila, antes del amanecer, a las 8 y a las 12 h (hora solar). Las
medidas se hicieron en aciculas del afio en curso (0 afios, 2002), aciculas jovenes (1
ano, 2001), y aciculas maduras (3 afios, 1999) de 5 arboles por sitio. Las aciculas se
envolvieron en papel de aluminio y se congelaron en nitrégeno liquido, para ser
almacenadas posteriormente a —20 °C. Los pigmentos de las aciculas fueron extraidos
tal y como describe Abadia & Abadia (1993). Los pigmentos extraidos se filtraron a

través de un filtro hidrofobo de 45 um y se analizaron mediante un método de HPLC
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(Larbi et al. 2004) basado en el desarrollado por De las Rivas et al. (1989). La relacion
entre la concentracion de (anteraxantina + zeaxantina) / (violaxantina + anteraxantina

+ zeaxantina) se abrevié como (A+2Z)/(V+A+Z).

2.2.5. Reflectancia espectral

La reflectancia espectral es una herramienta rapida y no destructiva que
permite detectar el estrés en plantas en un nimero de muestras muy elevado (Carter
& Knapp 2001). Para la realizacion de estas medidas se utilizé un Sistema de Analisis
Espectral UniSpec (PP Systems, Herts, Reino Unido) para medir la reflectancia
espectral de las aciculas de los sitios G y E en un rango de longitudes de onda desde
los 306 hasta los 1138 nm. Se siguié un procedimiento similar al descrito previamente
por Richardson & Berlyn (2002). El indice de reflectancia fisiologico (PRI) se calculd

como:

PRI = (Rs31 — Rs70) / (Rs31 + Rso)

donde Rs31 ¥ Rs7o representan, respectivamente, la reflectancia de las aciculas a 531 y
570 nm, siendo ésta ultima la longitud de onda usada como referencia (Gamon et al.
1997, Evain et al. 2004). Este parametro no se ha utilizado tan ampliamente como la
fluorescencia de clorofila para estimar el nivel de estrés al que esta sometida la planta,
a pesar de que se correlaciona muy bien con el estado de de-epoxidacion de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas ((A+Z)/(V+A+Z)) y con cambios en el ApH trans-
tilacoidal (Gamon et al. 1997). Por este motivo el PRI podria ser usado como un
parametro complementario del analisis de la fluorescencia de clorofila y de los

pigmentos fotosintéticos.

2.2.6. Analisis de nutrientes

Para determinar si habia diferencias nutricionales entre las aciculas de los
sitios G y E, se analizé al final del periodo vegetativo el estado nutricional de las
aciculas del afio en curso (0 afos, 2002), aciculas jovenes (1 afio, 2001), y aciculas

maduras (3 anos, 1999) utilizadas para el resto de las medidas fisiolégicas. En cada
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sitio se seleccionaron 2 sub-parcelas circulares de 30 m de diametro, localizadas a
una distancia de 100 m una de otra, que incluian los arboles donde se habian
realizado las medidas fisiolégicas. Se recogieron las aciculas de 5 ramas de los 5
arboles situados mas cerca del centro de cada sub-parcela. Para cada sub-parcela se
mezclé la cantidad total de muestra. El nitrégeno (N) se determind con un Analizador
Elemental de Nitrogeno NA2100 (Thermoquest, Milan, Italia). Las muestras se secaron
y se disolvieron en HNO; y HCI siguiendo el procedimiento AOAC (Asociacion Oficial
de Quimicos Analiticos, Washington DC, Estados Unidos). El calcio (Ca) (después de
la adicion de lantano), el magnesio (Mg), el hierro (Fe), el manganeso (Mn), el cobre
(Cu) y el cinc (Zn) se determinaron mediante espectrometria de absorcion atémica de
llama. El potasio (K) se determiné mediante espectrometria de emision de llama y el

fésforo (P) mediante el método espectrofotométrico del molibdato-vanadato.

2.2.7. Anadlisis estadistico

Todos los valores que aparecen en las graficas y tablas de este capitulo estan
expresados como valor medio % error estandar. Las comparaciones entre los valores
medios de los sitios G y E se realizaron utilizando el test no paramétrico U de Mann-

Whitney, debido a que los datos obtenidos no presentaban una distribucién normal.

2.3. Resultados

2.3.1. Crecimiento, potencial hidrico y conductividad hidrdulica

En termino medio, los ejemplares de A. alba del sitio E crecian menos que los
del sitio G (Tabla 2.1). Los potenciales hidricos medidos antes del amanecer y al
mediodia no presentaban diferencias significativas entre los sitios G y E (Tabla 2.1).
No hubo pérdida de conductividad hidraulica en ninguno de los dos sitios antes y
después de perfusiones repetidas, indicando que la cavitacion nativa era despreciable
(Tabla 2.1).
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2.3.2. Intercambio de gases

Los valores medios de la fotosintesis neta (A) y de la conductancia estomatica
(gs) en el sitio E fueron significativamente mas bajos (P<0,05) que en el sitio G (Figura
2.5), especialmente en aciculas del afo en curso y de un afio de edad alas 8 y 10 h
(hora solar). Ademas, la tendencia del sitio E a presentar unos valores mas bajos de A
no se debia completamente al descenso en gs, por lo que la eficiencia intrinseca en el
uso del agua (WUE, estimada como el cociente A/gs) fue mas baja para el sitio E en

aciculas del afio en curso y de un ano de edad a las 8 h. (hora solar) (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Fotosintesis neta (A), conductancia estomatica (gs) y eficiencia intrinseca en el uso
del agua (WUE) en aciculas del afio en curso (2002, 0 afios), jovenes (2001, 1 afo) y maduras
(1999, 3 afios) de los sitios G (barras blancas) y E (barras negras). Los valores medios para
cada sitio fueron comparados para las 8, 10 y 12 h (hora solar). Las diferencias significativas
(P<0,05) se indican mediante letras diferentes.
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2.3.3 Fluorescencia de clorofila, pigmentos fotosintéticos y reflectancia espectral

Se encontré un descenso significativo en la eficiencia potencial maxima del
fotosistema Il (F\/Fu) en el sitio E, especialmente en aciculas del afio en curso y en
aciculas jovenes (Figura 2.6). Este hecho fue debido a un incremento en Fy antes del
amanecer de 2,1, 1,6 y 1,5 veces en las aciculas del afio en curso, jévenes y maduras,
respectivamente, en relacion con las del sitio G (datos no mostrados). Los valores de
Fw del sitio E no presentaban diferencias significativas con respecto al sitio G. Por esta
razon, los valores de quenching no fotoquimico (NPQ) del sitio E se calcularon
utilizando sus propios valores de Fy. En contraste con la situacion del sitio E, los
valores de F\/F\ del sito G estaban alrededor de 0,8 para aciculas del afio en curso,

jévenes y maduras (Figura 2.6).
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Figura 2.6. Eficiencia potencial maxima del PSIl (Fy/Fm) en aciculas del afio en curso
(2002, 0 afios), jovenes (2001, 1 afo) y maduras (1999, 3 afios) de los sitios G (barras
blancas) y E (barras negras). Simbolos como en Figura 2.5.
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Tanto la eficiencia real (®ps;) como intrinseca (Do) del PSIl fueron
significativamente mas altas (P<0,05) a las 8 y a las 12 h. (hora solar) en el sitio G, en

comparacion con el sitio E (Figura 2.7).

El quenching fotoquimico (gP) fue ligeramente mas bajo y el quenching no
fotoquimico (NPQ) ligeramente mas alto en el sitio E que en el sitio G, aunque las
diferencias no eran significativas en todos los casos (Figura 2.8), a pesar de que el

nivel de PPFD era similar en ambos sitios (Tabla 2.1).
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Figura 2.7. Eficiencias real (®ps)) € intrinseca (Dexc.) del PSII en aciculas del afio en curso (2002, 0 afios),
joévenes (2001, 1 afo) y maduras (1999, 3 afos) de los sitios G (barras blancas) y E (barras negras).
Simbolos como en Figura 2.5.
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Figura 2.8. Quenching fotoquimico (qP) y quenching no fotoquimico en aciculas del afio en curso (2002, 0
afos), jovenes (2001, 1 afo) y maduras (1999, 3 afios) de los sitios G (barras blancas) y E (barras
negras). Simbolos como en Figura 2.5.

Respecto a los pigmentos fotosintéticos, las concentraciones en aciculas del
afio en curso y en aciculas jovenes fueron menores que en aciculas maduras para
ambos sitios. La concentraciones de clorofila a, clorofila b y B-caroteno y la relacion
clorofila a / clorofila b fueron menores para las aciculas del sitio E que para el sitio G
(Tabla 2.2). En general, las concentraciones de los pigmentos fotosintéticos del sitio E
eran mas bajas que en el sito G, para aciculas de la misma edad (Tabla 2.2). Estas
diferencias se hacian mas pronunciadas en aciculas del afo en curso y en aciculas
jévenes. La relacion (A+Z)/(V+A+Z) alcanzo valores mas altos en el sitio E que en el
sitio G al mediodia (Figura 2.9), aunque el nivel de PPFD era similar en ambos sitios
(Tabla 2.2).

El indice de reflectancia fisiologico (PRI) en el sitio G era significativamente
(P=<0,05) mas alto que en el sitio E, excepto en aciculas de 3 anos de edad alas 12 h
(hora solar) (Figura 2.10). En el sitio E se encontraron relaciones lineales entre el PRI
y el estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
[(A+2Z)/(V+A+Z)] (R*=0,65; F=7,55; P=0,05; Figura 2.10), y entre el PRI y el cociente
ETR/A (R?=0,75; F=11,89; P=0,03; Figura 2.9). Sin embargo, estas correlaciones con
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el PRI no eran estadisticamente significativas para el sitio G ni con ETR/A (R?=0,03;
F=0,13; P=0.74) ni con (A+Z)/(V+A+Z) (R?>=0,28; F=1,58; P=0,28) (Figura 2.10).

Tabla 2.2. Concentracion de pigmentos fotosintéticos (umol m'z) en aciculas del afio en curso (2002, 0
anos), jovenes (2001, 1 ano) y maduras (1999, 3 anos) de los sitios E y G. Los valores medios para cada
sitio fueron comparados para aciculas de 0, 1 y 3 afios. Simbolos como en Tabla 2.1.

Edad de las
acfculas Sitio E Sitio G
(afos)
0 11,5+1,0a 12,7+0,5a
Neoxantina 1 16,2+14a 201 +x19a
3 221+19a 26,1+1,7a
0 50,2+ 3,0a 50,8+ 2,8a
Luteina 1 62,1+4,2a 70,7+58a
3 779+52a 90,0+4,7a
0 14,1+17a 21,7+25b
B-caroteno 1 16,8+ 1,5a 18,8+ 1,5a
3 145+18a 236+22a
0 89,0+3,0a 101,0£3,9b
Chlb 1 120,8+9,1a 156,2+ 13,3 b
3 160,4 + 10,6 a 193,8+ 10,4 a
0 265,4+£20,1a 330,1+13,2b
Chla 1 3529+258a 508,9+40,2b
3 456,9+34,0a 591,0+32,1b
0 2,9+0,0a 3,3+0,0b
Chl a/Chl b 1 2,9%0,1a 3,3+£0,0b
3 2,8+0,1a 3,0£0,0b
0 31,8+21a 283+14a
V+A+Z 1 38,8+1,8a 39,3+3,3a
3 390+3,6a 426+24a
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Figura 2.9. Estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
[(A+Z)/(V+A+Z)] en aciculas del afio en curso (2002, 0 afios), jovenes (2001, 1 afio) y
maduras (1999, 3 afios) de los sitios G (barras blancas) y E (barras negras). Simbolos
como en Figura 2.5.
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Figura 2.10. Valores medios del indice de reflectancia fisiolégico (PRI, graficos situados en la parte
superior) en aciculas del afio en curso (2002, 0 afios), jovenes (2001, 1 afio) y maduras (1999, 3 afios) de
los sitios G (barras blancas). Los gréficos situados en la parte inferior representan las relaciones
existentes entre el PRI y el estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
[(A+Z)/(V+A+Z)], y entre el PRI y la relacion ETR/A. Las lineas discontinuas y continuas corresponden a
las relaciones lineales para los sitios G (simbolos blancos) y E (simbolos negros), respectivamente.

2.3.4. Concentracion de nutrientes en las aciculas

Las concentraciones de N, P, K y Mn fueron mas altas para las aciculas del
sitio G que para las aciculas del sitio E (Tabla 2.3). Las concentraciones medias de Ca
y Zn no fueron significativamente distintas entre los sitios G y E, mientras que las
concentraciones de Mg y Fe fueron mas altas para las aciculas del sitio E, en

comparacion con las aciculas de la misma edad del sitio G (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3. Concentracion de nutrientes (N, P, Ca, Mg y K en % de peso seco, y Fe, Mn, Cuy Zn in mg kg
' de peso seco) en aciculas del afio en curso (2002, 0 afios), jovenes (2001, 1 afio) y maduras (1999, 3

afos) de los sitios E y G. Simbolos como en Tabla 2.1.

Edad de las
aciculas Sitio E Sitio G
(afios)

0 1,44 £ 0,04 a 1,61+£0,04 b

N 1 1,41+0,01a 1,76 £0,05b

3 1,36 £ 0,06 a 1,82+0,04 b

0 0,10+ 0,00 a 0,20+ 0,00 b

P 1 0,07 £ 0,00 a 0,15+£0,00 b

3 0,07 £ 0,00 a 0,12+ 0,00 b

0 1,04 £0,01 a 1,11+ 0,03 a

Ca 1 2,27 +0,02a 1,94 +£0,03b
3 231+0,25a 2,77+0,10a

0 0,22+0,02a 0,16 £ 0,03 a

Mg 1 0,29+0,02a 0,17 £0,00 b
3 0,19+0,09 a 0,14 +0,01a

0 0,28+0,10a 0,84 +0,02b

K 1 0,17 £ 0,04 a 0,91+0,02b

3 0,28 £0,16 a 0,82+0,00b

0 100,7 £ 34,3 a 674+04b

Fe 1 112,3+ 10,1 a 851+1,6b
3 165,3+0,5a 111,4+6,8b

0 84+56a 84,0+34Db

Mn 1 61,8+12,4a 101,8+6,9b
3 261,9+118,3a 118,8+1,8b

0 38,4+36a 359+04a

Zn 1 46,1+£8,2a 30,8+0,2a
3 946+ 18,5a 257+£0,1b
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2.4. Discusion

Las aciculas de los ejemplares del sitio G presentaban valores en los
parametros fisiolégicos relacionados con la actividad fotosintética tipicos de una
poblacion de abeto blanco en condiciones 6ptimas de crecimiento (Guehl et al. 1991,
Kdérner 1995). Sin embargo, las aciculas del sitio E mostraban parametros fisiolégicos

muy diferentes de aquéllos encontrados para las aciculas del sitio G.

Las concentraciones de los principales nutrientes en ejemplares del sitio G
corresponden a unas aciculas con un estado nutricional 6ptimo (Bergmann 1993). Las
aciculas del afio en curso del sitio E mostraban valores nutricionales tipicos de arboles
desarrollados sobre sustratos calizos: altas concentraciones de Ca, bajas
concentraciones de P y K y una deficiencia extrema de Mn (especialmente en aciculas
del afo en curso y en aciculas jovenes) (Tabla 2.3). Es en estos tres ultimos nutrientes
donde se observan las mayores diferencias entre ambos sitios. En este sentido,
algunos autores han encontrado alteraciones similares en la concentracion de
nutrientes en ejemplares de A. alba plantados sobre sustrato basico (Gonzélez-
Cascén et al. 1985, Bergmann 1993). Estas alteraciones tenian su origen en la baja

disponibilidad de P y Mn, y en el antagonismo entre el Ca y el K en estos suelos.

Los niveles relativamente bajos de (A+Z)/(V+A+Z) antes del amanecer en
ambos sitios (Figura 2.9) indicaban que la disminucion en Fy/Fy en aciculas del afio en
curso y aciculas jévenes del sitio E (Figura 2.6) no tenia su origen en la retencion
nocturna de formas de-epoxidadas de los pigmentos del ciclo de las xantofilas,
pudiendo estar relacionada con la deficiencia en Mn (Tabla 2.3), tal y como describen
Val et al. (1995). Ademas, la baja relacion Chl a/Chl b de las aciculas del afio en curso
y el incremento en F, de las aciculas del afio en curso y de las aciculas jévenes del
sitio E apoyan esta idea (Abadia et al. 1986, Val et al. 1995).

Estos hallazgos concuerdan con las diferencias encontradas en la fotosintesis
neta (A) y en la conductancia estomatica (gs) entre las aciculas de los sitios E y G,
especialmente por el acentuado descenso en A encontrado en el sitio E. Debido a este
marcado descenso en A, el cociente ETR/A aumentaba en el sitio E, en comparacion
con los valores del sitio G, porque habia un exceso de transporte electrénico que no
iba destinado a la fijacién de CO, (Figura 2.10). La falta de equilibrio entre estos dos

procesos puede generar un ApH trans-tilacoidal, lo que puede tener un efecto en los
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valores de PRI. Estos hechos podrian explicar las relaciones lineales existentes entre
PRI - ETR/A y PRI-(A+2)/(V+A+Z) en el sitio E, y la ausencia de esas mismas

relaciones en el sitio G (Figura 2.10).

Por otra parte, una mayor sequia atmosférica puede causar directamente el
cierre estomatico y, como consecuencia, una disminucion directa en la asimilacion
neta de CO, en A. alba, especialmente en aciculas del afio en curso (Guehl &
Aussenac 1987). En este estudio, el cierre estomatico repentino, en respuesta a una
disminucion en la disponibilidad de agua en el suelo, ocurria incluso antes de que se
produjera un descenso significativo en el potencial hidrico de la planta antes del
amanecer. La gran sensibilidad de A. alba al estrés hidrico se ve confirmada por su
bajo control estomatico del intercambio de gases, en comparacion con otros abetos
mediterraneos (Guehl et al. 1991, Aussenac 2002). Por lo tanto, A. alba podria ser
considerado como una especie que evita el estrés hidrico (sensu Levitt 1980), con una
gran sensibilidad a las restricciones pero con una teérica capacidad para resistir
periodos severos de sequia a través de un rapido cierre estomatico (Aussenac 2002).
La sequia atmosférica causada por unas condiciones microclimaticas adversas induce
un cierre estomatico muy rapido en otras coniferas semejantes (Sandford & Jarvis
1986, Grieu et al. 1988). Los bajos niveles de conductancia estomatica y fotosintesis
neta encontrados en el sitio E sugieren que un alto déficit en la presién de vapor en
este lugar podria limitar la fotosintesis y, como consecuencia, el crecimiento de los
ejemplares de A. alba existentes. Ademas, el cierre estomatico no tuvo su origen en la
existencia de un bajo potencial hidrico en el xilema porque dicho parametro, tanto al
amanecer como al mediodia, no presentaba diferencias significativas entre los sitios G
y E (Tabla 2.1).

El marcado descenso de la fotosintesis neta en las aciculas jovenes del sitio E
fue mayor que el esperado por el cierre estomatico, lo que implica una baja eficiencia
intrinseca en el uso del agua en el sitio E. Este hecho es muy importante en las
coniferas, debido a que las aciculas jovenes son las que llevan a cabo la mayor parte
de la asimilacion neta de CO, (Beyschlag et al. 1994). El fuerte descenso de la
fotosintesis neta en el sitio E podria estar causado por los bajos valores de Fy/Fy y
Dpg) encontrados, en comparacion con los valores medidos para el sitio G (Figuras 2.6
y 2.7). Este descenso en la fotosintesis neta tiene como consecuencia una
disminucion en la capacidad de crecimiento de los ejemplares de A. alba del sitio E, en

comparacion con los del sitio G.
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Las caracteristicas fisioldgicas de estas poblaciones de A. alba que presentan
caracteristicas de vigor contrastadas sugieren que el clima podria actuar como un
factor discriminante en el desarrollo de las poblaciones situadas en localizaciones
marginales, bajo condiciones de xericidad similares a las existentes en el sitio E. El
clima en el sitio E se hallaba bajo una clara influencia mediterranea, mientras que el
clima en el sitio G se caracterizaba por una mayor influencia atlantica y por la
existencia de unas condiciones ambientales mas meésicas. Este gradiente climatico,
desde el sitio mas xérico (Ezpela) hasta el sitio mas humedo (Gamueta), estaba
causado por diferencias geograficas y topograficas, correspondiendo a la transicion
latitudinal y altitudinal entre la vegetacion mediterranea y eurosiberiana observada en
la cordillera pirenaica (Vigo & Ninot 1987). De esta manera, el sitio E representa una
poblacién de A. alba que ocupa un habitat extremo para esta especie, muy diferente
de las condiciones tipicas del 6ptimo ecolégico de la especie (muy similares a las

observadas en el sitio G).

2.5. Conclusiones

Las poblaciones de abeto blanco localizadas en el limite ecoldgico de la
especie, bajo condiciones mas xéricas (por ejemplo, el sitio E), pueden ser mucho mas
sensibles a un cambio climatico que aquéllas situadas en el nucleo de su area de
distribucion, bajo condiciones mas mésicas (por ejemplo, el sitio G), tal y como se ha

sugerido para otras especies (Brubaker 1986, Gaston 2003).

Este hecho podria explicar las diferencias encontradas en los parametros de
crecimiento, fotosintéticos, fotoquimicos y nutricionales entre los ejemplares de A. alba
de los sitios E y G. La drastica reduccion de la asimilacion neta de CO, debido a un

incremento en la aridez causa una disminucion en el crecimiento.

En este estudio se concluye que un futurible aumento de la temperatura y un
aumento de la frecuencia de sequias intensas en los Pirineos podrian causar una
acusada pérdida de productividad en aquellas poblaciones de abeto blanco localizadas

cerca del limite ecolégico de la especie.
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3.1. Introduccion

El dafio inducido por helada es uno de los principales factores limitantes que
pueden explicar la distribucion mundial de las especies vegetales (Ameglio et al. 2001,
Corcuera et al. 2005), debido a la gran cantidad de superficie terrestre que esta
sometida a temperaturas inferiores al punto de congelacion (Beck et al. 2004). Para
sobrellevar el dafo inducido por helada, las especies vegetales tienen que soportar las
bajas temperaturas sin que se produzcan procesos de congelacion en la célula v,

como consecuencia, estrés hidrico a nivel celular (Repo et al. 2006).

Con respecto a las coniferas, especialmente en las especies del género Pinus,
las consecuencias ultimas en relacion a la supervivencia de la planta dependen de
cual sea el tejido afectado. De esta manera, una pérdida imprevisible de follaje
después de un dafo importante puede no tener ninguna consecuencia en el
crecimiento en las especies del género Pinus (Glynn & Lindelow 2002, Juknys et al.
2003). Sin embargo, cuando el dafio afecta de manera importante a los tejidos vivos
de la parte interior de la corteza del brote, el cambium y el floema (Lu et al. 2003), éste
impedira una posterior produccion de yemas (Court-Picon et al. 2004). Este hecho
tendra consecuencias fatales para la supervivencia del arbol en su conjunto, en
ausencia de rebrotes epicérmicos por debajo de las zonas afectadas (Del Tredici 2001,
Burrows et al. 2003). Por estas razones, varios autores han puesto un especial interés
en estudiar el grado de resistencia de la parte interna de la corteza de las coniferas

expuestas a temperaturas de congelacion.

Numerosas técnicas se han utilizado para identificar el valor de temperatura
umbral en el que se produce un dafo irreversible por helada en la parte interna de la
corteza. Algunas de ellas se han venido empleando ampliamente en varios tejidos

vegetales, concretamente:

« El visual scoring (VS) de los cambios de color debidos a dafios por helada
(O'Neill et al. 2001, Luoranen et al. 2004).

» Los cambios en las tasas de liberacion de electrolitos (EL) por cambios en la
permeabilidad de la membrana celular debidos a la formaciéon de hielo dentro
de la célula (Luoranen et al. 2004, Joosen et al. 2006, Lu et al. 2007).
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« El analisis térmico diferencial, basado en la deteccion de una exoterma que es
el resultado de un incremento de la diferencia de temperatura entre el tejido

que se congela y una referencia (Hacker & Neuner 2007).

Algunas técnicas alternativas han sido especificamente disefiadas para
cuantificar los danos inducidos por helada y el endurecimiento respecto a la helada en

tejidos vivos del tallo, concretamente:

* El analisis de la impedancia eléctrica (Repo et al. 2000a, 2000b).

* El analisis de cambios reflectrométricos con el tiempo (Sparks et al. 2001).

* La medida del espectro visible-infrarrojo cercano (Sundblad et al. 2001).

Sin embargo, la mayoria de estas técnicas presentan varias desventajas, tales
como un excesivo consumo de tiempo, la subjetividad en la deteccién de los cambios
visuales o la necesidad de un equipamiento complejo. Por lo tanto, tal y como
describen Repo et al. (2000a), no existe todavia un método facil y rapido para la
cuantificacion de la tolerancia a las temperaturas de congelacién que pueda ser

utilizado ampliamente en ecologia forestal o en programas de mejora.

Los parametros derivados de la medida de la fluorescencia de clorofila,
especialmente la eficiencia potencial maxima del fotosistema Il (PSIl) (estimada a
través de la relacion Fy/Fy), han sido ampliamente utilizados como indicadores de
estrés por helada en varios tejidos que contienen clorofila (Westin et al. 1995, Binder &
Fielder 1996, Rose & Haase 2002, Perks et al. 2004, Puértolas et al. 2005, Bigras &
Bertrand 2006). En estos casos los descensos en la ratio F\/Fy estaban causados por
un incremento en la fluorescencia minima en la oscuridad (F,), como fluorescencia
“muerta” o adscrita a clorofila libre como ocurre con otros estreses abidticos (Morales
et al. 2001), que esta reflejando casi con toda seguridad la muerte celular (Neuner &
Buchner 1999). Esta técnica permite a los investigadores la cuantificacion del nivel de
estrés por helada en un gran numero de muestras. La cuestion que surge ahora es si
esta técnica puede ser usada en los tejidos internos de la corteza del tallo. En este
sentido, varios autores han demostrado la existencia de actividad fotosintética en el
clorénquima cortical de la corteza del tallo en una amplia variedad de especies
lefiosas, incluyendo las especies del género Pinus (Pfanz 1999, Pfanz et al. 2002,
Aschan & Pfanz 2003, Ivanov et al. 2006, Wittmann et al. 2006, Wittmann & Pfanz
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2007). Asi, este hecho nos permite estudiar si los dafos inducidos por temperaturas
de congelacion podrian suponer cambios en los parametros derivados de la medida de

la fluorescencia de clorofila en coniferas y otras especies vegetales.

Por lo tanto, el principal objetivo de este capitulo fue la valoracion del empleo
de la fluorescencia de clorofila en estos tejidos que contienen clorofila (el clorénquima
cortical de la corteza) como una herramienta Util para el estudio de la tolerancia a los
dafos por helada en tejidos vivos de la parte interior de la corteza del brote, utilizando
las aciculas como un o6rgano de referencia en la respuesta del PSIl a dafios por
helada. Ademas, para testar la fiabilidad de esta técnica, las técnicas de EL y VS se
usaron como referencia para la cuantificacion de los dafios por helada sufridos por el

tejido en su conjunto.

Con este proposito se estudié la tolerancia a la helada de aciculas y tallos —
dos drganos fotosintéticos — de una poblacién de pino albar (Pinus sylvestris L.)
localizada cerca de su limite meridional de distribucion (40° 30’ N, 0° 36" E, 1650 m
s.n.m., Teruel, Espafa) (Figuras 3.1 y 3.2). La razén que justifica la eleccién de P.
sylvestris para la realizacion de este estudio es que es una especie expuesta
periodicamente a temperaturas por debajo del punto de congelacion (Hurme et al.
2000), lo cual implica una gran variacién en las condiciones climaticas a las que esta
sometida (Alia et al. 2001). Ademas, aunque Repo et al. (2000b) estudio la tolerancia a
la helada en tallos y aciculas de varias poblaciones de P. sylvestris localizadas cerca
de su limite septentrional de distribucién, a dia de hoy no se tiene constancia de la
existencia de datos acerca de la tolerancia a la helada de las poblaciones mas

meridionales de P. sylvestris, como lo son aquéllas localizadas en la Peninsula Ibérica.

3.2. Material y métodos

3.2.1. Material vegetal y lugar de estudio

Se selecciond una poblacién de P. sylvestris localizada en el Sistema Ibérico
(40° 30 N, 0° 36" O, 1650 m s.n.m., Teruel, Espafa, Figuras 3.1 y 3.2) para la
exposicion del material vegetal a temperaturas de congelacion. En este estudio se
utilizaron aciculas del afio en curso y ramas muestreadas de la parte media de la copa

de diferentes arboles. Las muestras se almacenaron en una bolsa negra de plastico
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dentro de un refrigerador termoeléctrico a 4 °C y fueron transportadas al laboratorio
inmediatamente después de que fueron recogidas. El estudio se llevé a cabo durante
Agosto de 2006 (en verano, cuando son esperables unos valores minimos de
tolerancia a la helada) y Enero de 2007 (en invierno, cuando son esperables unos
valores maximos de tolerancia a la helada) para testar y comprobar la fiabilidad de las

técnicas utilizadas.

La temperatura se monitorizé en el bosque con el propdsito de describir el
ambiente térmico bajo el que se desarrolla la poblacion de P. sylvestris estudiada
(Figura 3.3). Las temperaturas diarias minima, media y maxima en el bosque fueron
monitorizadas utilizando cuatro datalogger Hobo Pro RH/Temp (Onset Computer
Bourne, MA, Estados Unidos). Los datalogger se colocaron dentro de un protector
solar en la parte mas baja del la copa del arbol a 5 m por encima del suelo. Las
medidas se recogieron cada 30 min durante el periodo que va desde Julio de 2006
hasta Febrero de 2007.

Figura 3.1. Mapa de distribucion de P. sylvestris en Europa. El circulo rojo sefala la localizacion
aproximada de la poblacién estudiada. Fuente: Atlas Florae Europaeae.
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Figura 3.2. Parte superior: localizacién exacta de la poblacion de P. sylvestris
estudiada (mapa elaborado a partir del programa Google Earth). Parte inferior:
ejemplares de P. sylvestris pertenecientes a la poblacion estudiada.
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Figura 3.3. Temperaturas minima, media y méaxima desde Julio de 2006 hasta Febrero de 2007 en las
poblaciones de P. sylvestris estudiadas.

3.2.2. Exposicion a temperaturas de congelacion y estimacion de la tolerancia a

las mismas

Los perfiles de temperatura se realizaron en un congelador comercial
modificado, estableciendo las tasas de enfriamiento a través de un controlador
industrial (PMA Prozess-und Maschinen-Automation GmbH Mod. KS90, Alemania) con
un sistema de calentamiento con conveccion forzada. Las temperaturas de
congelacion se obtuvieron mediante el funcionamiento en continuo del motor del
congelador. La homogeneidad térmica se alcanzé gracias a un sistema de micro-
ventiladores colocado dentro de la camara. Este dispositivo proporcionaba una
estabilidad térmica de + 0.1 °C sobre la temperatura fijada durante todo el perfil
térmico estudiado (Esteso-Martinez & Gil-Pelegrin 2004). Las muestras (10 ramas y 10
brotes por temperatura estudiada) fueron expuestas a varias temperaturas de
congelacién entre -2 y -25 °C. La tasa de enfriamiento fue de 5 °C hora™ y el tiempo de
exposicion a cada temperatura de congelacion fue de 1 hora. Este dispositivo no era
capaz de hacer descender la temperatura por debajo de -25 °C, por lo que los perfiles

de temperatura entre -30 y -80 °C tuvieron que llevarse a cabo mediante el empleo de
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un congelador comercial CHF 250/80 (Ing. Climas, Barcelona, Espafna) equipado con
un controlador de temperatura digital tipo PID, utilizando el procedimiento experimental

descrito anteriormente. En todos los ensayos la temperatura control fue 4 °C.

La tolerancia de aciculas y tallos a las distintas temperaturas de congelacién
estudiadas fue calculada mediante cuatro métodos: fluorescencia de clorofila, EL,
NDVI y VS de los dafios. El valor de temperatura umbral de tolerancia a las
temperaturas de congelacion se estimé como el punto de inflexion de la funcién

sigmoidal logistica:
y=[A/(1+e8C))+D

donde x e y se refieren a la temperatura de exposicion y al valor de la variable
utilizada para la estimacion de la tolerancia a la helada, respectivamente. A y D
definen las asintotas de la funcion, y B es la pendiente en el punto de inflexién C
(Repo et al. 2000a).

3.2.3. Medidas de fluorescencia de clorofila

Las medidas de fluorescencia de clorofila se realizaron en aciculas y en el
clorénquima cortical de la corteza a temperatura ambiente, tras la exposicion de los
tejidos a las diferentes temperaturas de congelacion. Para ello se utilizé un fluorimetro
portatil con modulacién en la amplitud del pulso FMS Il (Hansatech Instruments Ltd.,
Norfolk, Reino Unido). Los tejidos vegetales se cubrieron con una bolsa negra y se
mantuvieron en oscuridad durante 30 min para estimar la fluorescencia de clorofila
minima (Fy) y maxima (Fy) en condiciones de oscuridad. Fo, se midié encendiendo la
luz modulada de medida con una PPFD de 0,4 umol m? s™ en la superficie del tejido
vegetal medido. Fy se midié con un pulso de 0,8 s de 6000 umol m? s de luz blanca
sobre la superficie del tejido vegetal medido. El protocolo experimental utilizado para el
analisis de F, fue esencialmente el descrito por Genty et al. (1989) con algunas
modificaciones. Estas consistian fundamentalmente en la presencia de una luz rojo-
lejano (7 umol m? s™") en las medidas de F, para oxidar completamente el lado aceptor
del PSII (Belkhodja et al. 1998a, Morales et al. 1998). La eficiencia potencial maxima
del PSIl en condiciones de oscuridad se calculé como F\/Fy (Morales et al. 1991,
Abadia et al. 1999), siendo Fy = Fy — Fo.
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3.2.4. Liberacion de electrolitos

Tras la exposicion a las diferentes temperaturas de congelaciéon, dos
fragmentos de 1 cm de longitud de las partes inferior y superior de la rama se cortaron
y descortezaron (10 ramas por cada temperatura testada) para examinar la liberacion
de electrolitos. En el caso de las aciculas, se corté una seccion de 1 cm de longitud de
la parte central de cada acicula (16 aciculas por brote y 10 brotes por cada
temperatura testada) para examinar la liberacion de electrolitos. Las muestras (ramas
y aciculas) se lavaron en agua destilada, siendo cada muestra colocada
individualmente dentro de un tubo de ensayo con 12 ml de agua destilada. Los tubos
fueron incubados durante 24 horas a 4 °C para minimizar la actividad microbiana en el
tejido. La conductividad eléctrica de la disolucion resultante se midi6 a temperatura
ambiente después de la primera incubacién con un conductimetro (Conductimeter
Basic 30, Crison Instruments S.A., Espafa). Tras la realizacion de las primeras
medidas, los tubos fueron incubados durante 20 min a 96 °C para asegurar la
completa liberacién de electrolitos por dafio en el tejido. La segunda medida de
conductividad eléctrica se realiz6 después de que las muestras alcanzaran la
temperatura ambiente. La tasa relativa de liberacion de electrolitos (EL) fue calculada

como el cociente entre la primera y la segunda medida de conductividad eléctrica.

3.2.5. Visual scoring

Tras la exposicién a las diferentes temperaturas de congelacién, las muestras
fueron envueltas en papel de filtro humedecido y colocadas en una camara de cultivo a
20 °C. Las muestras se rociaban diariamente con agua para evitar artefactos causados
por una posible deshidratacion de las mismas. El nivel de dafio se mididé tras
permanecer las muestras 7 dias en la camara de cultivo. En cada rama el dafo fue
cuantificado como el cociente entre la superficie danada, cuando el cambium y el
floema estaban marrones, y la superficie total de la rama. Las aciculas fueron
clasificadas como dafiadas si estaban marrones o vivas si estaban verdes. El dafio en
aciculas o ramas fue expresado como amarronamiento relativo y calculado como la
relacion entre el total de tejido marrén respecto al total de la muestra analizada
(Luoranen et al. 2004).
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3.2.6. Reflectancia espectral

La precision en la medida de VS puede ser mejorada mediante la medida de
los cambios de reflectancia en una banda espectral cercana a los 700 nm, una técnica
facil y de bajo coste que permite estimar la concentracion foliar de clorofila (Gitelson et
al. 1996, Carter & Knapp 2001). De esta manera, se hicieron medidas de reflectancia
espectral en la parte interna de la corteza para cuantificar el VS en las ramas. No se
hicieron medidas de reflectancia espectral en aciculas porque sélo mostraban dos
categorias claramente diferenciables en las medidas de VS (verdes/vivas o
marrones/dafiadas). Por lo tanto, se consider6 que el VS en aciculas era lo
suficientemente preciso para cuantificar visualmente el grado de dafo por helada en

las aciculas de P. sylvestris.

Después de realizar las medidas de VS, se midi6 la reflectancia espectral en la
parte interior de la corteza entre 306 y 1138 nm, utilizando un sistema de analisis
espectral Unispec (PP Systems, Herts, Reino Unido). Se siguié un procedimiento
similar al descrito por Richardson & Berlyn (2002). Tras realizar las medidas de
reflectancia espectral se calculd el indice de Vegetacion Diferencial Normalizado
(NDVI), un indice espectral fuertemente correlacionado con la concentracion de

clorofila en tejidos verdes (Richardson et al. 2002):
NDVI = (R7s0 = R7os) / (R750 + Ryos)

donde R7s0 ¥ Rzos representan, respectivamente, la reflectancia a 750 y 705
nm., siendo la primera la longitud de onda usada como referencia (Gamon et al. 1995,
Pefiuelas & Filella 1998).

3.2.7. Andlisis de pigmentos

Para valorar si los cambios observados en el NDVI se correspondian con
cambios en el contenido en clorofila, se muestrearon 5 fragmentos de 1 cm? de la
corteza cortical de las ramas de P. sylvestris por cada temperatura de congelacion
testada, antes (control, -5, -10, y -20 °C) y después (-25, -30 y -80 °C) del fuerte
descenso en NDVI observado en el estudio realizado durante la época estival (ver

seccion 3.3. Resultados). Los fragmentos se pesaron y se almacenaron a -20 °C. Los
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pigmentos se extrajeron posteriormente con acetona en presencia de ascorbato sddico
y almacenados posteriormente, tal y como se describe en Abadia & Abadia (1993).
Los extractos obtenidos se filtraron a través de un filiro de 0,45 um de diametro y
analizados espectrofotométricamente de acuerdo con el procedimiento descrito por
Lichtenthaler (1987). La concentracion total de clorofila (Chl a+b) se expresé en

relacion al peso del fragmento muestreado, en nmol Chl g™ de corteza cortical.

3.2.8. Analisis estadistico

La fiabilidad del modelo logistico sigmoidal utilizado para la estimacion de los
valores de tolerancia a las temperaturas de congelacion, las relaciones lineales entre
los valores de tolerancia a la helada obtenidos con diferentes técnicas, y la relacion
lineal entre el NDVI y el contenido total de clorofila se evaluaron mediante el analisis

del coeficiente de regresion y del P-valor obtenido.

3.3. Resultados

La Figura 3.4 muestra la evolucion de los valores de F\/Fy, durante el verano y
el invierno, en el clorénquima cortical de la corteza y en las aciculas de P. sylvestris
sometidos a diferentes temperaturas de congelacion. De acuerdo con esta técnica y
siguiendo el modelo de regresion logistico sigmoidal, la tolerancia a las temperaturas
de congelacién en el tallo aumenté desde -24,8 °C (R2=0,99; P<0,01) en verano hasta
-43,9 °C (R2=0,99; P<0,01) en invierno, mientras que la tolerancia a las temperaturas
de congelacion en las aciculas aumenté desde -4,1 °C (R2=0,98; P<0,01) en verano
hasta -27,5 °C (R?*=0,99; P<0,01) en invierno (Tabla 3.1).

La evolucion de la EL en tallos y aciculas de P. sylvestris expuestos a
diferentes temperaturas de congelacion durante el verano y el invierno se muestra en
la Figura 3.5. Siguiendo el modelo de regresion logistico sigmoidal y utilizando EL
como técnica de medida, la tolerancia a las temperaturas de congelacién en el tallo
aumenté desde -28,8 °C (R?*=0,94; P<0,01) en verano hasta -45,8 °C (R?*=0,89;

P<0,01) en invierno, mientras que la tolerancia a las temperaturas de congelacion en
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las aciculas aumenté desde -5,2 °C (R2=O,92; P=0,0105) en verano hasta -25,5 °C
(R?=0,97; P<0,01) en invierno (Tabla 3.1).

La Figura 3.6 muestra la evolucion del VS en tallos y aciculas de P. sylvestris
expuestos a diferentes temperaturas de congelacion durante el verano y el invierno.
De acuerdo con esta técnica y siguiendo el modelo logistico sigmoidal, la tolerancia a
las temperaturas de congelaciéon en el tallo fue -26,5 °C durante el verano (R2=0,99;
P<0,01) (Tabla 3.1). Los datos obtenidos de VS en tallos durante el invierno no
permitieron obtener un valor preciso de tolerancia a las temperaturas de congelacion,
de acuerdo con el modelo tedrico propuesto (ver seccion 3.2.2). Por otro lado, la
tolerancia a las temperaturas de congelacion en las aciculas aument6 desde -8,2 °C
(R?=0,99; P<0,01) durante el verano hasta -25,2 °C (R?*=0,99; P<0,01) durante el

invierno (Tabla 3.1).

La evolucion del NDVI en los tallos de P. sylvestris expuestos a diferentes
temperaturas de congelacion durante el verano y el invierno se muestra en la Figura
3.7. De acuerdo con los datos de NDVI obtenidos y siguiendo el modelo de regresion
logistico sigmoidal, la tolerancia a las temperaturas de congelacion aumenté desde -
24,6 °C (R2=0,96; P<0,01) durante el verano hasta -43,8 °C (R2=0,88; P<0,01) durante
el invierno (Tabla 3.1). La correlacién encontrada en este trabajo entre los valores de
NDVI en el tallo y contenido total de clorofila en la corteza cortical del tallo fue

estadisticamente significativa (R?>=0,84; P<0,01) (datos no mostrados).

Para verificar la fiabilidad de F\/Fy,; como un buen parametro estimador de la
aclimatacioén al frio en aciculas y tallos de P. sylvestris, se compararon, utilizando
modelos lineales, los valores de tolerancia a las temperaturas de congelacion
obtenidos con EL y aquéllos obtenidos con fluorescencia de clorofila y VS. Las
relaciones entre la fluorescencia de clorofila y la EL (R2=0,98; P<0,01; Figura no
mostrada) fue estadisticamente significativa y mas fuerte que aquélla encontrada entre
el VS y la EL (R?=0,99; P=0,027; Figura no mostrada). Estos datos indicaban que
Fv/Fy es un indicador mas preciso del dano por helada que el VS, cuando ambas
técnicas se comparaban con la EL como la técnica mas extendida en la estimacion de

tolerancia a las temperaturas de congelacion.
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Figura 3.4. Relaciones entre la temperatura (°C) y la eficiencia potencial maxima del PSII

(Fv/Fm) durante el invierno (simbolos blancos) y durante el verano (simbolos negros) en (A)
tallos y (B) aciculas de P. sylvestris. Las barras de error indican el error estandar del valor
medio.

-63 -




Capitulo 3. F\/F): un nuevo indicador de dario por helada en el cambium

EL (%)

EL (%)

100

100

® verano
O invierno

A. Tallos

B. Aciculas

-40 -60 -80

T (°C)

Figura 3.5. Relaciones entre la temperatura (°C) y la liberacion de electrolitos (EL, %) durante
el invierno (simbolos blancos) y durante el verano (simbolos negros) en (A) tallos y (B) aciculas
de P. sylvestris. Las barras de error indican el error estandar del valor medio.
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Figura 3.6. Relaciones entre la temperatura (°C) y el visual scoring (VS) durante el invierno
(simbolos blancos) y durante el verano (simbolos negros) en (A) tallos y (B) aciculas de P.
sylvestris. Las barras de error indican el error estandar del valor medio.
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Figura 3.7. Relaciones entre la temperatura (°C) y el indice de vegetacion diferencial
normalizado (NDVI) durante el invierno (simbolos blancos) y durante el verano (simbolos
negros) en tallos de P. sylvestris. Las barras de error indican el error estandar del valor medio.

Tabla 3.1. Valores de tolerancia a las temperaturas de congelacion (°C) en tallos y
aciculas de P. sylvestris durante el verano y el invierno estimadas a partir de las
diferentes técnicas experimentales utilizadas (ver seccion 3.2 para mas detalles).

Tolerancia a temperaturas de congelacion (°C)

Técnica Tallos Aciculas
Verano Invierno Verano Invierno
Fu/Fum -24.8 -43,9 -4,1 -27,5
EL -28,8 -45,8 -5,2 -25,5
VS -26,5 - -8,2 -25,2
NDVI -24,6 -43,8 - -
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3.4. Discusion

En este capitulo se han comparado diferentes técnicas aplicadas al estudio de
la resistencia a la helada en aciculas y tallos de una poblacion de P. sylvestris
localizada cerca de su limite meridional de distribucion (40° 30’ N, 0° 36" E, 1650 m
s.n.m., Teruel, Espafia). Los valores estimados de tolerancia a las temperaturas de
congelacion fueron muy similares, independientemente de la técnica empleada vy, tal y
como era de esperar, mas altos en invierno que en verano, tanto en aciculas como en
tallos (Tabla 3.1). Ademas, las correlaciones entre los valores de tolerancia a la helada
estimados a partir de los valores de F\/Fy y aquéllos estimados a partir de las medidas
de EL y VS eran muy altas, indicando que la fluorescencia de clorofila es un indicador
excelente y no destructivo de los danos por helada en aciculas y tallos. Sin embargo,
los resultados obtenidos a partir de las medidas de VS y NDVI en tallos deben ser
estadisticamente reinterpretados para poder encontrar el punto de inflexién de la
funcién logistica sigmoidal, ya que la aplicacién de este modelo estadistico no permite
deducir el valor de temperatura umbral a la cual se produce de manera irreversible el
dafo por helada en la parte interna de la corteza a partir de estas variables. En este
sentido, hay que tener cuidado en la aplicacion de determinados analisis estadisticos

en este tipo de estudios.

Hay que resaltar que, aunque la fluorescencia de clorofila ha sido utilizada para
estimar la tolerancia a la helada en aciculas (Binder & Fielder 1996), no hay
constancia de que la medida de F\/Fy en el clorénquima cortical de la corteza haya
sido utilizada para la estimacion de la tolerancia a las temperaturas de congelacion.
Ivanov et al. (2006) encontraron ligeros descensos en los valores de Fy/Fy
(aproximadamente hasta 0,6) en el clorénquima cortical de la corteza de poblaciones
de P. sylvestris de localizaciones mucho mas frias (63° 50° N, 20° 20’ E, Umea,
Suecia) que nuestra poblacién de estudio. Estos descensos eran debidos a procesos
fotoinhibitorios invernales, sin dafos irreversibles en el clorénquima. Por el contrario,
en este estudio se han alcanzado valores de F\/Fy de 0,00 en tallos afectados por
temperaturas de congelacion, indicando que estos descensos eran mucho mas
intensos que aquéllos debidos a procesos fotoinhibitorios invernales sin dafios
irreversibles. Por lo tanto, la interpretacion de los valores experimentales
proporcionados por las medidas de fluorescencia de clorofila no puede conducir, de
ninguna de las maneras, a interpretaciones erroneas en este tipo de estudios. Este

hecho es una de las principales ventajas que tiene el empleo de esta técnica.
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Ademas, la fluorescencia de clorofila puede usarse en el campo para el estudio
de episodios de muerte masiva del arbolado en los que los dafos por helada puedan
ser el factor desencadenante. Asi, esta técnica permite a los investigadores distinguir
si las aciculas y/o la parte interna de la corteza estan dafados o no. De hecho, las
poblaciones de P. sylvestris localizadas en el Sistema Ibérico han sufrido
recientemente un episodio muy severo de muerte masiva. Este fendmeno se
caracterizé por un amarronamiento en las aciculas seguido por una defoliacion muy
intensa de la copa del arbol, sintomas que podrian estar en consonancia con dafios
inducidos por helada. Sin embargo, en este capitulo se ha demostrado que este
episodio de muerte masiva no era atribuible a dafios por helada, porque el nivel de
tolerancia a las temperaturas de congelacion alcanzado durante el invierno en estas
poblaciones, tanto en aciculas como en tallos (Tabla 3.1), imposibilitaba la existencia
de posibles danos debido al efecto de las temperaturas minimas alcanzadas en el
bosque (Figura 3.3), a pesar de los sintomas que presentaban los ejemplares
afectados. Una posibles explicacion a este episodio de muerte masiva podria ser una
embolia en los vasos de xilema inducida por un alto numero de ciclos de hielo-
deshielo, tal y como demuestran Mayr et al. (2006). Este asunto sera objeto de futuras

investigaciones.

Con independencia de los aspectos técnicos, los resultados obtenidos
indicaban que el nivel de tolerancia a las temperaturas de congelacion alcanzado en
esta poblacion de P. sylvestris era mas alto en tallos que en aciculas, lo que indica que
la aclimatacion al frio varia en funcién del 6rgano y tipo de tejido, ademas de la
especie, procedencia y temperatura de exposicion durante el periodo de aclimatacion
(Zhang et al. 2003, Beck et al. 2004, Li et al. 2004). En este sentido, el grado de
tolerancia a la helada encontrado en aciculas de P. sylvestris de la poblaciéon
estudiada era mucho mas bajo (aprox. -26 °C) que el descrito por Taulavuori et al.
(1997) y Repo et al. (2000b) (aprox. -100 °C). Sin embargo, el nivel de tolerancia a la
helada encontrado en tallos durante el invierno (aprox. -44 °C) estaba mucho mas
préximo al descrito por Repo et al. (2000b) (aprox. -46 °C). Parece que, a la luz de
estos resultados, la aclimatacion al frio en el clorénquima cortical de la corteza esta
menos influenciada por las condiciones ambientales, tales como la temperatura y el
fotoperiodo, que en las aciculas. Asi, es probable que la prolongaciéon del periodo
vegetativo durante el otofio pueda retrasar el comienzo del proceso de aclimatacion al

frio en las aciculas de los ejemplares de P. sylvestris de la poblacion estudiada, debido
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a la existencia de condiciones climaticas mas benignas que las existentes en las

localizaciones mas septentrionales de P. sylvestris (Larcher 2003).

La existencia de una respuesta diferencial a la aclimatacion al frio entre las
aciculas y el tallo puede estar originada por la gran importancia de la corteza cortical
en el funcionamiento fisiolégico de P. sylvestris. En el caso de la fotosintesis foliar, el
papel de las aciculas que sobreviven al periodo invernal, como tejidos fotosintéticos
durante los afos sucesivos, esta fuertemente limitado en coniferas perennifolias
(Beyschlag et al. 1994, Oquist & Huner 2003, Ivanov et al. 2006). Sin embargo, la
funcidn principal del clorénquima de la corteza parece ser la re-fijacion del CO,
respirado, mas que la fijacién externa de CO,, manteniendo un balance de carbono
positivo desde la parte final del otofio hasta el comienzo de la primavera (Langenfeld-
Heyser et al. 1996, Ivanov et al. 2006, Wittmann et al. 2006). En este sentido, Ivanov
et al. (2006) sugirieron que la preservacion de la actividad fotosintética en los
cloroplastos de los tejidos vivos del tallo puede tener un efecto significativo en la
recuperacion del aparato fotosintético, tras la depresion invernal, en las aciculas pre-

existentes.

3.5. Conclusiones

En este capitulo se ha demostrado que la fluorescencia de clorofila en el
clorénquima cortical de la corteza es una técnica facil, rapida, no destructiva y precisa,
que puede ser utilizada en la caracterizacion de la vitalidad del cambium bajo
temperaturas de congelacion en el tallo de P. sylvestris y otras especies lefiosas que
posean este tejido fotosintético. Esta técnica permite establecer el valor de
temperatura umbral a la que se producen dafios irreversibles por helada en diferentes

tejidos vegetales, incluyendo la parte interna de la corteza.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el nivel de tolerancia a las
temperaturas de congelacién en el tallo parece estar menos condicionado por las
condiciones ambientales que en aciculas, lo que podria deberse al importante papel

del clorénquima cortical de la corteza en el funcionamiento fisioldgico de esta especie.
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Futuros estudios tendran que considerar si la fluorescencia de clorofila puede
ser una técnica precisa para la evaluacion de la tolerancia al estrés cuando las plantas

se ven afectadas por otro tipo de estreses (por ejemplo, sequia y altas temperaturas).
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4.1. Introduccion

Las especies vegetales que crecen bajo las condiciones ambientales tipicas del
clima mediterraneo deben enfrentarse a periodos de sequia estival, siendo ésta una de
las principales restricciones al crecimiento en este tipo de fitoclimas (Corcuera et al.
2002, 2004b). Las altas temperaturas y la escasa precipitacion estival reducen la
disponibilidad de agua edafica e incrementan las tasas de evapotranspiracién durante
gran parte del potencial periodo de crecimiento de la planta (Mediavilla & Escudero
2003, Corcuera et al. 2005a).

Por estas razones, estas especies vegetales tienen que desarrollar
mecanismos para sobrevivir al déficit hidrico, mediante estrategias de evitacién o de
tolerancia al estrés inducido por la falta de agua (Lo Gullo & Salleo 1988). El cierre
estomatico, como procedimiento para evitar una excesiva pérdida de agua, ayuda a
regular su consumo de una manera muy efectiva (Conard et al. 1997, Jarvis & Davies
1997). De acuerdo con lo propuesto por Burghardt & Riederer (2006), una vez que el
aporte de agua desde el suelo estd muy limitado o completamente restringido y una
vez que se han cerrado los estomas, las posibilidades de supervivencia de una planta
dependeran de una manera critica de su capacidad para ahorrar el recurso hidrico
antes de que se alcancen estados de deshidratacion susceptibles de provocar danos
irreversibles (Sperry 2000, Brodribb & Holbrook 2004).

El cierre de estomas no es, por lo tanto, el unico recurso que debe utilizar la
planta en un contexto de aridez prolongada, ya que la regulacién de las pérdidas de
agua a la atmaésfera en condiciones de sequia prolongada exige el desarrollo de otros
mecanismos (Cavender-Bares et al. 2007). En este sentido, la reduccion del tamano
de la hoja (Corcuera et al. 2002, Traisier et al. 2004), el desarrollo de barreras pasivas
que evitan eficazmente la transpiracion, como la cuticula o la peridermis (Kerstiens
1996, Vilagrosa et al. 2003b), o la pérdida parcial o total del area transpirante (Pataki
et al. 1998, Ackerly 2004a) son respuestas tipicas de la vegetacion xeromorfica
mediterrdnea. A largo plazo, estas respuestas estan asociadas a cambios en la
capacidad conductora del xilema, a través de cambios morfoldégicos o anatémicos
(Villar-Salvador et al. 1997, Corcuera et al. 2004b).

A pesar de estos mecanismos de ahorro de agua, si el periodo de sequia es

demasiado largo se pueden generar potenciales hidricos en el xilema capaces de
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inducir cavitacion asociada a un exceso de tensién en la columna (Pockman & Sperry
2000) y, como consecuencia, un fallo hidraulico con consecuencias fatales para la
planta (Maherali et al. 2004). Por lo tanto, la supervivencia de las especies vegetales
en climas aridos se podria relacionar con la resistencia de su xilema a la cavitacion
inducida por la tension hidrica (Davis et al. 1998, Hacke et al. 2000, Pockman & Sperry
2000). En este sentido, Maherali et al. (2004) encontraron que el potencial hidrico al
cual las plantas pierden el 50 % de su conductividad hidraulica maxima es 6-7 veces
mas negativo en aquellas especies propias de los tipos de vegetacion mas aridos,
entre los cinco tipos comparados por estos autores (bosques tropicales lluviosos,
bosques tropicales secos, bosques templados, formaciones mediterraneas vy

desiertos).

Muchas de estas caracteristicas, si no todas, pueden encontrarse en distintas
especies tipicas de la flora mediterranea del sur de Europa, que se caracteriza por la
presencia de vegetacion esclerdfila perennifolia de hojas pequefias (Breckle 2002).
Asi, muchos autores han considerado que esta convergencia morfoldgica encontrada
dentro de la vegetacion mediterranea (Di Castri 1981, Breckle 2002) define un grupo
fisondmico concreto (Traisier et al. 2004), que ha sido identificado como un grupo
fisioldgico comun por varios autores (Kummerov 1973, Corcuera et al. 2002). En este
sentido, cuando algunos autores compararon especies del género Quercus
procedentes de habitats mediterraneos y templados, se encontraron altas
correlaciones entre caracteres foliares morfologicos y fisioldgicos, lo que permitio el
establecimiento de grupos funcionales dentro de las especies analizadas (Tenhunen et
al. 1981, Acherar & Rambal 1992, Sis¢ et al. 2001, Corcuera et al. 2002).

Dentro la vegetacion esclerdfila perennifolia pueden incluirse Quercus coccifera
L., Quercus ilex ssp. ballota (Desf.) Samp y Quercus suber L., como ejemplo de tres
especies lefosas de hojas pequenas, tradicionalmente incluidas dentro de la
denominada vegetacion “genuinamente mediterranea”, entre los subtipos propuestos
para la Peninsula Ibérica (Allué-Andrade 1990, Breckle 2002). De hecho, estas
especies son capaces de sobrevivir incluso en las areas mas xéricas de este territorio
(Martin-Albertos et al. 1998). En las Figuras 4.1, 4.2 y 4.3 se pueden observar,
respectivamente, los mapas de distribucién de Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota y Q.

suber en la Peninsula Ibérica.
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Figura 4.1. Mapa de distribucion de Q. coccifera en la
Peninsula Ibérica. Fuente: Atlas Florae Europaeae.
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Figura 4.2. Mapa de distribucion de Q. ilex ssp. ballota
en la Peninsula Ibérica. Fuente: Atlas Florae Europaeae.
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Figura 4.3. Mapa de distribucion de Q. suber en la
Peninsula Ibérica. Fuente: Atlas Florae Europaeae.
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Entre las caracteristicas fisiolégicas comunes a las tres especies, Corcuera et
al. (2002) encuentran que todas tienen un alto mdédulo de elasticidad en los tejidos
foliares, lo que garantiza la posibilidad de generar potenciales hidricos foliares mas
bajos que otras especies de climas mas templados y asi competir mas eficazmente
por el recurso hidrico edafico. Ademas, las tres presentan un cierre estomatico
completo cuando alcanzan potenciales hidricos foliares en torno a los -3 MPa
(Mediavilla & Escudero 2003, Vilagrosa et al. 2003a), con un area foliar media y unas
tasas de transpiracion cuticular claramente mas bajas que las propias de las especies
del género Quercus propias de habitats mésicos (Kerstiens 1996, Esteso-Martinez et
al. 2006b). Por otro lado, estas tres especies muestran una alta resistencia a la
cavitacioén inducida por estrés hidrico (Tyree & Cochard 1996, Vilagrosa et al. 2003a,
Corcuera et al. 2005a), en relacion con la encontrada para otras especies de robles
marcescentes de climas de transicion (Corcuera et al. 2006, Esteso-Martinez et al.
2006a), o en robles caducifolios de climas templado-hiumedos (Tyree & Cochard
1996). Por lo tanto, estas tres especies son capaces de sobrevivir a periodos de
sequia intensa debido a que son capaces de desarrollar potenciales hidricos en hoja
superiores al minimo para producir el cierre estomatico, pero inferiores a los criticos
capaces de inducir cavitacién en el xilema. En definitiva, Q. coccifera, Q. ilex subsp.
ballota y Q. suber pueden considerarse como especies con un gran “margen de

seguridad”, en el sentido dado a este término por Brodribb & Holbrook (2004).

Tras el cierre estomatico, las plantas minimizan las pérdidas de agua a
expensas de una reduccion en las tasas de asimilacién neta de CO.. Bajo tales
condiciones, cuando la luz que alcanza la superficie de la hoja supera ampliamente la
que puede destinarse a procesos fotosintéticos (Demmig-Adams & Adams 1992,
Demmig-Adams & Adams 1996), se produce el aumento en el ApH intratilacoidal y en
el grado de de-epoxidacién de los pigmentos del ciclo de las xantofilas, lo que
constituye un mecanismo de proteccién basado en la disipacion del exceso de energia
luminica en forma de calor (Demmig-Adams & Adams 1992, Demmig-Adams & Adams
1996, Niyogi 1999, Li et al. 2000, Demmig-Adams & Adams 2006). Este mecanismo de
fotoproteccion varia a lo largo del dia, asi como en respuesta a la temperatura y a los

estreses nutricionales e hidricos (Demmig-Adams & Adams 1992, Morales et al. 2006).

La existencia de distintos mecanismos de fotoproteccion hace que la cadena de
transporte electrénico del fotosistema Il (PSIl) sea relativamente insensible a la sequia
(Cornic & Briantais 1991, Havaux 1992, Tourneux & Peltier 1995). No existen
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evidencias de que un exceso de energia luminica produzca un dafo importante en
plantas sometidas a estrés hidrico, a juzgar por la falta de efectos conocidos de la
sequia en la eficiencia potencial maxima del PSIl, estimada a partir de la relacién
Fv/Fy de las medidas de fluorescencia de clorofila tras adaptacién a la oscuridad
(Epron & Dreyer 1992, Havaux 1992, Epron & Dreyer 1993, Faria et al. 1998, Flexas &
Medrano 2002a, Morales et al. 2006).

Los descensos significativos encontrados en la relacién Fy/Fy, como
consecuencia de procesos fotoinhibitorios, se asocian en su mayoria al efecto de las
bajas temperaturas (Groom et al. 1991, Corcuera et al. 2005b, Baquedano & Castillo
2006) o a potenciales hidricos muy negativos causados por una extrema aridez
(Balaguer et al. 2002), todos ellos unidos a un marcado descenso en la concentracion
de clorofila. En estos casos, el papel de un menor tamafo de la antena del PSIl en el
proceso de fotoproteccion parece ser poco importante (Baroli et al. 2003), pudiendo
considerarse este proceso fotoinhibitorio como una manifestacion de dafo (Morales et
al. 2006). Vilagrosa (2002) documenta la primera evidencia de descensos en Fy/Fy
mediados por la sequia sin cambios en la concentracion de clorofila en Q. coccifera,
confirmandose después en otras especies mediterraneas (Galmés et al. 2007). La
necesidad de sobrevivir en ambientes afectados por sequias prolongadas e intensas
podria haber inducido la génesis de este mecanismo especial de fotoproteccién en las

especies donde ha sido descrito.

Llegados a este punto, la cuestion que surge es cdmo se ven afectados los
pardametros relacionados con la fotosintesis y la eficiencia del PSIl por el estrés
hidrico, en el intervalo de valores de potencial hidrico que se sitlan entre le cierre de
estomas definitivo y el valor critico de tension en el xilema que induce la pérdida de
conductividad hidraulica por cavitacién. El principal objetivo de este capitulo ha sido
investigar si Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballotay Q. suber presentan descensos antes del
amanecer de los valores de F/Fy mediados por el déficit hidrico y si tal descenso —
entendido como una fotoinhibicion — refleja dafios asociados a la luz o, por el contrario,
constituye un mecanismo adicional de fotoproteccion. El amplio “margen de seguridad”
hidraulico de estas especies (en el sentido dado por Brodribb & Holbrook 2004) hace

de ellas un excelente material vegetal para la investigacién de estos procesos.
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4.2. Material y métodos

4.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Para este estudio se utilizaron plantas de Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota 'y Q.
suber de 5 anos de edad. En el caso de la coscoja, las bellotas procedian de masas
de esta especie localizadas en la Sierra de Luna (Zaragoza). Las bellotas de encina y
de alcornoque fueron suministradas por el Centro de Mejora Forestal “El Serranillo”
(Ministerio de Medio Ambiente), a partir de recolecciones en las Regiones de
Procedencia “Alcarria-Serrania de Cuenca” y “Montes de Toledo”, respectivamente.
Las plantas se cultivaron en macetas de plastico de 6,3 litros de capacidad (0,197 m
de diametro y 0,207 m de altura), usando un sustrato acido compuesto por turba

negra, arena y tierra a partes iguales.

Tres semanas antes de dar comienzo al experimento de sequia, las macetas
se introdujeron en un invernadero de policarbonato alveolar de muy alta transparencia
(superior al 90 % en el rango de radiacién fotosintéticamente activa), lo que garantizo
un flujo de 1300 pmoles de fotones m? s™ al mediodia. Un sistema de enfriamiento
termostatizado por evaporacién forzada de agua garantizé un régimen térmico dentro
de los limites normales en un verano medio en el clima mediterraneo del NE de la
Peninsula Ibérica. El empleo de un invernadero parcialmente climatizado evité que
eventos de precipitacion inesperados a lo largo del ciclo de sequia afectaran al

desarrollo del experimento.

Las primeras medidas, correspondientes al estado de maxima hidratacion, se
realizaron el 10 de septiembre de 2003. A partir de esta fecha se interrumpié el riego y
comenzo el ciclo de sequia (11 de septiembre), distribuyéndose las medidas a lo largo
del mismo segun aumentaba el déficit hidrico en las plantas. En el caso de Q.
coccifera, las medidas se realizaron los dias 12, 16, 18, 20 y 22 del mencionado mes.
En el caso de Q. ilex ssp. ballota, las fechas fueron el 11, 14, 17, 19 y 22 del mismo
mes. Por ultimo, en el caso de Q. suber, se eligieron los dias 11, 15, 17, 18 y 19 de
septiembre para la realizacion de las medidas. En todos los casos las medidas fueron

realizadas en 5 hojas diferentes de otras tantas plantas.
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4.2.2. Potencial hidrico, intercambio de gases y medidas de fluorescencia de

clorofila

El potencial hidrico antes de amanecer (PWP, -MPa) y al mediodia (MWP, -
MPa) fue medido en brotes de Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota y Q. suber mediante el
empleo de una camara de presion tipo Scholander (Scholander et al. 1965),
respetando el protocolo metodolégico descrito por Turner (1988) para evitar errores en

la medida.

Las medidas de intercambio de gases se realizaron ala 8 y 12 h (hora solar) en
hojas del afo completamente expandidas de las tres especies en estudio, mediante un
equipo portatil de medida de fotosintesis y transpiracién (CIRAS-1, PP Systems, Reino
Unido). Se registro la tasa neta de captacion de CO; (A) y la conductancia estomatica
(gs), variables a partir de las que se calculo la eficiencia intrinseca en el uso del agua
(WUE = A/ gs). Todas las medidas se realizaron a concentraciones externas de CO,
previamente prefijadas (C, = 350 ppm), con una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD) entre 800 y 1300 pmoles fotones m? s™ y a la humedad relativa

ambiental.

Los parametros relativos a la fluorescencia de clorofila se midieron en hojas del
afio completamente desarrolladas y unidas al brote de las tres especies en estudio,
antes de amanecer y al mediodia solar, con un fluorimetro portatii PAM 2000 (Heinz
Walz, Effeltrich, Alemania). Las plantas se taparon con una tela negra, manteniéndose
en la oscuridad durante 30 min., para estimar la fluorescencia de clorofila minima (Fy)
y maxima (Fy), antes del amanecer y al mediodia. Fo se midié6 mediante el encendido
de una luz modulada a 6 kHz, con una PPFD por debajo de 0,1 umol fotones m2s’en
la superficie de la hoja. Fy se midié a 20 kHz con un pulso saturante de luz blanca de

" durante 1 s. El valor de fluorescencia en el estado

6000 umol fotones m? s°
estacionario (Fs) se midié al mediodia, cuando la PPFD era 1300 pmol fotones m? s,
aproximadamente. Posteriormente se aplicd un segundo pulso saturante de luz blanca
para determinar la fluorescencia maxima en el estado adaptado a la luz (F'y). Por
ultimo, las hojas se taparon de nuevo con una tela completamente negra con el
objetivo de determinar la fluorescencia minima después de la induccion (F’g). El
protocolo experimental utilizado para el analisis del quenching de la fluorescencia de
clorofila fue, esencialmente, el descrito por Genty et al. (1989) con algunas

modificaciones. Estos cambios estaban relacionados con las medidas de Fo y Fy, las
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cudles se midieron en presencia de una luz rojo-lejano (7 pumol fotones m? s™)
utilizada para oxidar completamente el lado aceptor del fotosistema Il (PSIl) (Belkhodja
et al. 1998a, Morales et al. 1998). La eficiencia potencial maxima del PSIl en oscuridad
se calculé como Fy/Fy (Morales et al. 1991, Abadia et al. 1999). Las eficiencias real
(Dpsi) € intrinseca (Peyc) del PSII se calcularon como (F'y—Fs) / F'my (F'm—Fo) / Fu,
respectivamente (Genty et al. 1989, Harbinson et al. 1989). El quenching fotoquimico
(gP) se calculé como (F'y — Fs) / (F'w — F), de acuerdo con van Kooten & Sneel
(1990). La fraccién de luz absorbida que es disipada por la antena del PSII (1 - ®gy)
también fue estimada (Demmig-Adams et al. 1996, Morales et al. 1998). Hay que
resaltar que recientemente se han descrito otras aproximaciones alternativas para la
desactivacion térmica, produciendo tasas de disipacién ligeramente mas altas, que
solo pueden ser aplicadas en un limitado nimero de casos que cumplan una serie de
criterios (Kornyeyev & Hendrickson 2007). Las tasas de transporte electrénico (ETR)
se estimaron de acuerdo con Krall & Edwards (1992), multiplicando ®pg, por PPFD por
0,5 (porque se asume una distribucion equitativa de la energia de excitacion entre los
fotosistemas | y 1l) y por 0,84, que se considera el coeficiente de absorbancia foliar
mas comun para las plantas C; (Bjorkmann & Demmig 1987), incluyendo Q. coccifera

y Q. ilex spp. ballota (Morales et al. 2002).

4.2.3. Andlisis de pigmentos fotosintéticos

Inmediatamente después de la realizacion de las medidas de fluorescencia de
clorofila (antes de amanecer y al mediodia), se recogieron discos de la misma hoja
sobre la que se habian realizado tales medidas, empleando para ello un sacabocados
de seccidén conocida. Estos discos se envolvieron en papel de aluminio y se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. Los discos se almacenaron a -20 °C
hasta su posterior procesado, todavia envueltos en el papel de aluminio. Los
pigmentos fotosintéticos fueron extraidos posteriormente con acetona en presencia de
ascorbato sédico y almacenados hasta analisis segun se describe en Abadia y Abadia
(1993). Los extractos se descongelaron en hielo, se filtraron a través de un filtro de
0,40 um y se analizaron mediante HPLC, siguiendo un método isocratico (Larbi et al.

2004). Todos los reactivos y disolventes utilizados eran de calidad HPLC.
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La composicién de los pigmentos fotosintéticos (incluyendo la cantidad total de
pigmentos del ciclo de las xantofilas, V+A+Z) se presentan de manera concisa, a
excepcion de las interconversiones dentro del ciclo de las xantofilas, que se presentan
de una manera detallada durante todo el periodo de sequia (ver seccion 4.3.
Resultados). Simplificando, se presentan solamente la concentracién de los pigmentos
fotosintéticos a tres potenciales hidricos representativos: plantas bien regadas
(condiciones control), en el potencial hidrico de pérdida de turgencia (alrededor de -3
MPa para las tres especies investigadas, de acuerdo con Corcuera et al. (2002)) y en

el momento en el que el estrés hidrico fue mas intenso (cerca de -7 MPa).

4.2.4. Analisis estadistico

Como respuesta a la distribucion no normal de los datos recogidos, la
significacion estadistica de los resultados se analizd mediante el empleo de

procedimientos no paramétricos (Kruskall-Wallis).

4.3. Resultados

4.3.1. Cambios en el intercambio de gases asociados al estréshidrico

Tanto la fotosintesis neta (A) como la conductancia estomatica (gs)
descendieron en Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballotay Q. suber a las 8 y a las 12 h (hora
solar), a medida que lo hacia el potencial hidrico durante el ciclo de sequia (Figura
4.4). Al final del mismo, cuando el potencial hidrico alcanzaba valores en torno a -7
MPa, la fotosintesis neta (A) y la conductancia estomatica (gs) alcanzaron valores casi

residuales.

La eficiencia intrinseca en el uso del agua (WUE, calculada como el cociente
entre A y gs) se vio incrementada para Q. suber hasta que los PWP y MWP llegaron a
-3 MPa (Figura 4.4). WUE en Q. ilex ssp. ballota a las 8 h (hora solar) aumentd hasta
un PWP de -2 MPa aproximadamente (Figura 4.4). Sin embargo, una vez los valores
de PWP y MWP fueron inferiores a -3 MPa, la WUE descendi6 de un modo

significativo tanto en Q. suber como en Q. ilex ssp. ballota. Por otro lado, Q. coccifera
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presentd valores de WUE mayores que Q. subery Q. ilex ssp. ballota al comienzo del
ciclo (P<0,05), aunque esta eficiencia disminuyd posteriormente y de modo gradual a
medida que el déficit hidrico en la planta se hizo mas patente en momentos mas

avanzados del ciclo de sequia.
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Figura 4.4. Evolucion temporal de la fotosintesis neta (A), de la conductancia estomatica (gs) y
de la eficiencia intrinseca en el uso del agua (WUE) para Q. coccifera (en negro), Q. ilex ssp.
ballota (en gris) y Q. suber (en blanco) a las 8 h (izquierda) y al mediodia (derecha) (hora solar)
con el potencial hidrico antes del amanecer (PWP) y al mediodia (MWP). Las barras de error
indican el error estandar del valor medio.
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4.3.2. Cambios en la fluorescencia de clorofila y en los pigmentos fotosintéticos

asociados al estrés hidrico

Los valores antes de amanecer del estado de de-epoxidacion de los pigmentos
del ciclo de las xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z)] y de la eficiencia potencial maxima del PSII
(Fv/Fm) no mostraron cambios significativos en el caso de Q. suber (Figura 4.5). Al
mediodia se produjo la conversion de violaxantina (V) a anteraxantina (A) y zeaxantina
(2) e incluso un ligero descenso de F\/Fy (tras 30 min de relajacién en oscuridad) una

vez alcanzados potenciales hidricos inferiores a -5 MPa.

Sin embargo, este patron de cambio no fue comun en las tres especies, ya que
Q. coccifera 'y Q. ilex ssp. ballota ofrecieron imagenes distintas a la descrita para Q.
suber a lo largo del ciclo de sequia. Asi, a partir de potenciales hidricos antes de
amanecer por debajo de -3 MPa, se produjo una retencién nocturna de las formas de-
epoxidadas del ciclo de las xantofilas (A+Z), asociandose este hecho a un descenso
gradual de la relacién F\/Fy antes de amanecer (Figura 4.5). En los ultimos momentos
del ciclo de sequia (en torno a los -7 MPa) casi todo el conjunto de los pigmentos del
ciclo VAZ se encontraba en su forma de-epoxidada y la relacion Fy/Fy alcanzé valores
en torno a 0,3-0,4 en Q. coccifera y Q. ilex ssp. ballota (Figura 4.5). Estos bajos
valores de Fy/Fy son atribuibles fundamentalmente a descensos en Fy en el caso de
Q. coccifera'y a aumentos en Fy en Q. ilex spp. ballota (Figura 4.5), como respuesta a
la sequia en ambas situaciones. Al mediodia solar se detectaron fuertes descensos en
Fv/Fy para valores de potencial hidrico en torno a los -4 MPa, con el conjunto de
pigmentos del ciclo de las xantofilas casi completamente de-epoxidado (valores de
(A+2)/(V+A+Z) de 0,8-0,9) (Figura 4.5). Fo y Fyy mostraban un comportamiento similar
al descrito para Q. cocciferay Q. ilex ssp. ballota antes del amanecer, mientras que Q.
suber mostraba un quenching de Fy, en relacidon con la situacion descrita para esta

especie antes del amanecer (Figura 4.5).

Se encontré una fuerte correlacién entre los valores de F/Fy y los valores de
(A+2Z)/(V+A+Z) medidos antes del amanecer (R?>=0,77, F=16,56, P=0,007; Figura 4.6).
La existencia de esta fuerte correlacion se debe a los valores obtenidos para Q.
coccifera 'y Q. ilex ssp. ballota, ya que estas variables permanecieron practicamente
constantes para Q. suber (Figura 4.5). Esta correlaciéon no fue tan buena al mediodia
(Figura 4.6), porque se produjeron unos fuertes descensos en F\/Fy mediados por

estrés hidrico, mientras que los pigmentos del ciclo de las xantofilas se encontraban
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en sus formas de-epoxidadas durante todo el experimento ((A+Z)/(V+A+Z)=0,8-0,9)
(Figura 4.5).

® Q. coccifera
O Q. suber
O Q. ilex

0,8

Fo (V)

Fu (V)

F/Fu

(A+2) / (V+A+2)

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
PWP (-MPa) MWP (-MPa)

Figura 4.5. Evolucion temporal de la Fo (V), la Fu (V), la eficiencia potencial maxima
del PSIl (Fv/Fn), y del estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las
xantofilas [(A+Z)/((V+A+Z)] con el potencial hidrico antes del amanecer (PWP) y al
mediodia (MWP) para Q. coccifera (en negro), Q. ilex ssp. ballota (en gris) y Q. suber
(en blanco) antes del amanecer (izquierda) y al mediodia (derecha) (hora solar). Las
barras de error indican el error estandar del valor medio.
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Figura 4.6. Relacion entre la eficiencia potencial maxima del PSII
(Fv/Fwm), y el estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las
xantofilas [(A+Z)/((V+A+Z)] antes del amanecer y al mediodia (hora
solar) para Q. coccifera (en negro), Q. ilex ssp. ballota (en gris) y Q.
suber (en blanco). Las barras de error indican el error estandar del valor
medio.

La relaciéon ETR/A se vio incrementada para todas las especies a medida que
la sequia se hacia mas intensa (Figura 4.7). Este incremento fue mayor en Q.

coccifera y Q. ilex ssp. ballota, resaltando las diferencias de comportamiento entre
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estas dos especies y Q. suber, sobre todo cuando el potencial hidrico al mediodia
sobrepasaba los -6 MPa. La eficiencia real del PSIl (®pg)) disminuyd a medida que el
estrés hidrico se hacia mas intenso, para las tres especies investigadas (Figura 4.8).
Este hecho es atribuible al cierre de los centros de reaccion del PSII (disminucién en el
quenching fotoquimico, qP) y a una disminucién de la eficiencia de aquellos centros de
reaccion del PSIl que permanecian abiertos (disminucién de la eficiencia intrinseca del
PSIl, @) (Figura 4.8). Al principio del experimento, los valores de ®pg;, qP Y Pexc.
eran mas altos en Q. suber que en las otras dos especies. Al final del periodo de
sequia, la fraccion de luz absorbida que es disipada por la antena del PSII (1-®c) era

mas alta en Q. cocciferay Q. ilex ssp. ballota que en Q. suber (Figura 4.8).

El estrés hidrico intenso no modificéd significativamente la composicion de los
pigmentos fotosintéticos en ninguna de las tres especies estudiadas (Tabla 4.1),
excepto en las interconversiones dentro del ciclo de las xantofilas, ya mencionadas
anteriormente (ver Figura 4.5). La clorofila a (Chl a) solamente disminuy6 en Q. suber
cuando el estrés hidrico fue maximo (momento indicado como S2 en la Tabla 4.1), y
V+A+Z solamente se incrementd en Q. coccifera y Q. ilex ssp. ballota en S2 (Tabla

4.1), aunque estos cambios no fueron estadisticamente significativos.

400 f
@ Q. coccifera
O Q. suber
O Q.ilex
300
<
~
~ 200
l_
L
100 -
O 1 T T T T T
0 2 4 6 8
MWP (-MPa)

Figura 4.7. Evolucién temporal de la relacién entre la tasa de transporte electrénico
y la fotosintesis neta (ETR/A) medido al mediodia (hora solar) con el potencial
hidrico al mediodia (MWP) para Q. coccifera (en negro), Q. ilex ssp. ballota (en gris)
y Q. suber (en blanco). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.
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Figura 4.8. Evolucion temporal de la eficiencia real del PSIl (®psyi), del
quenching fotoquimico (qP) y de la fraccién de energia disipada por la
antena del PSIl (1-®¢y.) medido al mediodia (hora solar) con el potencial
hidrico al mediodia (MWP) para Q. coccifera (en negro), Q. ilex ssp.
ballota (en gris) y Q. suber (en blanco). Las barras de error indican el error

estandar del valor medio.
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Tabla 4.1. Evolucion temporal de la composicion de pigmentos fotosintéticos en Q. coccifera, Q. ilex ssp.
ballota y Q. suber en tres momentos concretos durante el experimento: control (CO), alrededor del punto
de pérdida de turgencia (S1) y cuando el estrés hidrico fue maximo (S2). Chl a y b se expresan en pmol
m?, mientras que la neoxantina (Nx), luteina (Lx), B-caroteno (B-car) y V+A+Z se expresan en mmol
pigmento mol" Chl. Los numeros entre paréntesis indican el error estandar del valor medio. Las
diferencias no fueron significativas a P<0,05.

Clorofilas Carotenoides
Chl a

Chla Chl b IChl b Nx Lx B-car | V+A+Z
col 3207 96,9 3,4 31 125 96 45
(22,1) (10,4) 0,1) (4) (17) 9) (7)
Quercus | o 270,9 82.1 3,4 27 124 99 48
coccifera (10,3) (3,8) (0,0) (1) (4) (6) (3)
<o | 2907 83,8 3,5 25 121 92 64
(18,1) (9,1) (0,1) (3) (12) (8) (4)
co| 3703 105,5 3,5 29 122 102 53
(38,4) (14,8) (0,0) (4) (17) (14) (10)
Quercus | o 380,2 103,4 3,7 28 118 107 55
suber (22,4) (7.7) 0,1) (1) (11) (8) (3)
<o | 2803 914 3,1 34 140 85 66
(23,8) (7.8) 0,1) (4) (11) (18) (2)
co| 3323 88,5 3,8 26 111 109 56
(23,8) (6,9) 0,1) (4) (8) (11) (6)
Q“I.f;fus St 391.4 111,3 3,5 26 122 104 55
ssp. ballota 527) | (193) | ©0) | &) | (8 | 18 | @
oo | 3461 97,3 3,6 26 123 109 67
(65,7) (24,2) (0,0) (6) (28) (24) (13)

4.4. Discusion

En este trabajo se documenta el diferente comportamiento que presentan, en
respuesta a un intenso estrés hidrico, tres especies de Quercus mediterraneos
genuinos, concretamente Quercus coccifera, Quercus ilex ssp. ballota y Quercus
suber. Bajo condiciones de alta hidratacion, no se detectan diferencias de
comportamiento resefiables en lo relativo a la eficiencia fotoquimica. Bajo estas
condiciones de alta hidratacion tan solo puede senalarse una importante diferencia en
la eficiencia intrinseca en el uso del agua (WUE) de Q. coccifera, muy superior bajo
estas condiciones a la presentada por sus otros dos congéneres (Q. ilex ssp. ballota 'y
Q. suber). Hay que resaltar que, aunque Q. suber alcanza valores de WUE muy altos a

potenciales hidricos medios, es Q. coccifera la especie que alcanza valores mas altos
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de WUE con las mayores tasas de fotosintesis neta. Las diferencias aparecen una vez
que las tasas de fotosintesis alcanzan valores insignificantes, lo que ocurre en las tres
especies a partir del momento en que el potencial hidrico antes de amanecer alcanza
los -4 MPa, haciéndose estas diferencias mas patentes a medida que la sequia

progresa y el potencial hidrico de base alcanza valores por debajo de -7 0 -8 MPa.

La sequia es capaz de reducir la tasa neta de asimilacién de CO, de tres
maneras: limitando la entrada de CO, en la hoja (limitacion estomatica), disminuyendo
la difusién de CO, dentro del mesdfilo (limitacidon no estomatica) o por la inhibicién de
los procesos fotoquimicos y metabdlicos asociados a la fotosintesis (limitaciones
enzimaticas y fotoquimicas) (Flexas et al. 1998, 2002a, Flexas & Medrano 2002a).
Bajo tales circunstancias, y desde el momento en que tanto el PSI como el PSII
continban captando luz, puede producirse un exceso de energia de excitacion que
puede o no ser dirigida a través de la cadena de transporte de electrones. Estos
electrones no consumidos en la fijacion final de CO, pueden reaccionar con moléculas
generadoras de formas muy reactivas de oxigeno, aumentando asi la probabilidad de

que se produzcan danos oxidativos.

Las tres especies, Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota y Q. suber, respondieron al
intenso estrés hidrico mediante mecanismos de fotoproteccién especificos y
diferentes, que les permitieron evitar dafios importantes en su aparato fotosintético. La
disipacién térmica del exceso de energia al mediodia fue comun a las tres especies,
aunque con algunas diferencias especificas. La cantidad de energia absorbida que se
disip6 en la antena del PSII (1-®¢, ) alcanzé un 55% en Q. suber al final del periodo de
sequia, mientras que en las otras dos especies se alcanzé un porcentaje del 65%.
También se observaron diferencias en el funcionamiento del ciclo de las xantofilas. En
Q. suber, la mayor parte de la anteraxantina y zeaxantina formadas al mediodia
revertid a violaxantina a lo largo de la noche, con independencia del grado de estrés
hidrico soportado. Sin embargo, las plantas de Q. coccifera y Q. ilex ssp. ballota
sometidas a un severo déficit hidrico retuvieron a lo largo de la noche las formas de-
epoxidadas (A+Z) producidas durante el dia. Este comportamiento fue mucho mas
evidente en las fases finales del ciclo de sequia, coincidiendo con el descenso de los
valores de la relacion Fy/Fy antes de amanecer (ver la correlacion entre los valores

antes de amanecer de F\/Fy y la relacion (A+Z2)/(V+A+Z) presentada en la Figura 4.6).
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La persistencia antes de amanecer de formas de-epoxidadas (A+Z) nos permite
sugerir que la estrategia de fotoproteccion desarrollada por Q. coccifera y Q. ilex ssp.
ballota podria estar vinculada a la existencia de un valor de pH Ilumenal
permanentemente bajo (pH<5,8) al final del ciclo de sequia. En este sentido, es de
sobra conocido que la enzima V de-epoxidasa permanece inactiva a un pH superior a
6,5, operando de manera optima a un pH inferior a 5,8 (Pfindel & Dilley 1993,
Rockholm & Yamamoto 1996). La persistencia de un bajo pH lumenal podria inhibir la
reaccion inversa de epoxidacion a violaxantina a lo largo del final de la tarde y de la
noche. Otros autores (Demmig-Adams & Adams 2006, Demmig-Adams et al. 2006,
Zarter et al. 2006a, 2006b) han apuntado la posibilidad de que la disipacién del exceso
de energia podria estar vinculada a proteinas relacionadas con las proteinas PsbS en
especies de vida larga, perennifolias y de lento crecimiento, con una limitacion
intrinseca de la fotosintesis y una notable capacidad para sobrevivir durante largos

periodos bajo condiciones ambientales tipicamente estresantes para el vegetal.

Los datos indican que los mecanismos de fotoproteccion desarrollados para
superar la intensa sequia estival podrian ser diferentes en las tres especies
estudiadas. Las tres mostraron una regulacion “a la baja” del transporte electronico en
respuesta a un déficit hidrico muy severo, con valores de ETR que descendieron
desde 273 (Q. suber) o 164 (Q. coccifera y Q. ilex spp. ballota) hasta 109 pmol
electrones m? s al mediodia, pero de forma muy diferente. Después de una sequia
intensa, Q. suber reguld “a la baja”’ los valores de ETR mediante el cierre de los
centros de reaccion del PSII (tal como refleja el descenso de qP) y a través de una
disminucién de la eficiencia intrinseca del PSIl mediada por la presencia de A+Z (lo
que se refleja en un descenso de @, ). Aunque esto también se observo en las otras
dos especies, los cambios fueron mucho menos marcados. Q. coccifera'y Q. ilex ssp.
ballota, ademas de regular “a la baja” la tasa de transporte electrénico a través de
cambios en P y en @, fotoinactivaron los centros del PSII, promoviendo un
descenso mayor de ETR. Esto se puso en evidencia por los bajos valores que antes
de amanecer alcanza la relacién Fy/Fy bajo condiciones de déficit hidrico severo. Los
mecanismos ultimos que explicarian esta inactivacion del PSIlI no se conocen todavia
de manera precisa, ya que incluso parecen ser diferentes en Q. coccifera respecto de
Q. ilex ssp. ballota. En la primera, el descenso en F\/F\ se debié a descensos en Fy,
mientras que en la Ultima se asocié a un fuerte aumento de F,. El conocimiento

definitivo de las bases bioquimicas o fisiolégicas de esta inactivacion de centros
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requiere de posteriores estudios. Aunque las tres especies estudiadas regularon “a la
baja” el transporte electrénico en respuesta a una sequia extrema, la relacién ETR/A,
en la que valores altos indicarian una cantidad excesiva de electrones que no se
destinan a la fijacion fotosintética de CO,, fue mucho mayor en Q. coccifera 'y Q. ilex
spp. ballota que en Q. suber al final del periodo de sequia. Esto podria sugerir la
existencia de un riesgo potencial de dafio oxidativo en las dos primeras especies,
frente a la tercera, si tales electrones reaccionaran con O, generando especies
reactivas de oxigeno. Sin embargo, este no parece ser el caso, ya que se puede
constatar claramente que el conjunto de pigmentos fotosintéticos, una de las
principales “dianas” de estos dafios oxidativos, permanecia inalterado durante todo el

ciclo, con independencia de las conversiones propias del ciclo de las xantofilas.

En el caso de Q. coccifera'y Q. ilex ssp. ballota, los descensos en los valores
antes de amanecer de F\/Fy no se interpretan como senal de un dafio permanente al
aparato fotosintético, ya que: (i) no hubo evidencias de dafo oxidativo en el aparato
fotosintético a lo largo de todo el ciclo y, ademas, (ii) las plantas recuperaron los
valores fisiolégicos propios de plantas bien hidratadas al cabo de tan sélo unas pocas
horas de ser de regadas de nuevo, lo que no sucedié en el caso de Q. suber, cuyos
ejemplares murieron tras alcanzar los valores mas altos de déficit hidrico (datos no
mostrados). Ademas, el mantenimiento de una maquinaria de captacién de energia en
Q. coccifera y Q. ilex, mediante unos pigmentos fotosintéticos bien conservados,
podria contribuir a esa capacidad de recuperacion rapida de la fotosintesis en estas
especies tras un largo periodo estival de estrés. Esta condicién no deberia atribuirse a
la duracion del experimento realizado, ya que este mismo comportamiento ha sido
observado en estudios donde la duracién del periodo seco fue mucho mas largo
(Vilagrosa 2002, Peguero-Pina et al. 2008).

La consideracion de estos descensos en Fy/Fyy como un mecanismo adicional
de fotoproteccién podria sugerir que Q. coccifera'y Q. ilex ssp. ballota son capaces de
aclimatarse a condiciones mas severas, en términos de déficit hidrico, que Q. suber.
Por otro lado, otras evidencias sugieren que, efectivamente, Q. coccifera es
ligeramente mas resistente a la embolia producida por un exceso de tension hidrica en
el xilema (PLCso = -7 MPa, Vilagrosa et al. 2003a) que Q. ilex ssp. ballota (PLCsy = -
5.5 MPa, Corcuera et al. 2004b) y Q. suber (PLCsy = -5 MPa, Tyree & Cochard 1996).
Por lo tanto, nuestros resultados, unidos a los procedentes de otras investigaciones,

cuestionan la consideracion de que las especies de Quercus genuinamente
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mediterrdneos constituyan un grupo fisiolégico compacto y homogéneo (Kummerov
1973, Poole & Miller 1975, Tenhunen et al. 1981, Acherar & Rambal 1992, Turner
1994). De hecho, otros autores demostraron la existencia de diferentes estrategias en
respuesta al déficit hidrico a pesar de la existencia de una convergencia morfoldgica
foliar en estas especies (Lo Gullo & Salleo 1988, Salleo & Lo Gullo 1990, Martinez-
Vilalta et al. 2003, Baquedano & Castillo 2006), que probablemente se originé en el
Terciario, mucho antes del origen del clima y la vegetacion mediterranea en el
Cuaternario (Verdu et al. 2003, Ackerly 2004b). Por lo tanto, hay que tener mucho
cuidado antes de establecer cualquier aproximacion general al presente y futuro
funcionamiento de los robles perennifolios mediterraneos en el contexto de un cambio
climatico global (IPCC 2001).

4.5. Conclusiones

Aunque Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota'y Q. suber poseen un amplio margen
de seguridad, con similares potenciales hidricos de pérdida de turgencia y cavitacion
(Corcuera et al. 2002), el comportamiento de su maquinaria fotosintética en respuesta
a un periodo de intenso estrés hidrico estival vari6 marcadamente entre las tres
especies estudiadas. Las diferencias se acentuaron cuando las tasas de fijacion
fotosintética de CO, se hicieron practicamente nulas. Estos hechos indican una
adaptacion del PSIl que va mas alla de la cercania desde un punto de vista genético y
morfologico existente entre estas especies, demostrando que la convergencia
morfoldgica no se expresa necesariamente en el comportamiento fisioldgico de estas

especies bajo condiciones de estrés hidrico.
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5.1. Introduccion

La sequia estival se ha considerado la principal restriccibon ambiental al
crecimiento y expansion de la vegetacion mediterranea (Larcher 2000, Corcuera et al.
2002). La escasa precipitacién estival que caracteriza al clima mediterraneo reduce la
disponibilidad de agua en el suelo durante la mayor parte del potencial periodo de
crecimiento de estas especies. Esta falta de agua tiene como resultado un déficit
hidrico foliar que altera multitud de procesos fisiolégicos, pudiendo tener en ultimo

término consecuencias fatales para el crecimiento y desarrollo de la planta.

La fotosintesis es uno de los procesos fisiolégicos mas importantes afectados
por la sequia (ver Flexas & Medrano 2002a, 2002b, Morales et al. 2006). Bajo
condiciones naturales de campo, hay multitud de variables ambientales que
interactdan con la fotosintesis, tales como cambios en la intensidad de la luz recibida,
temperatura ambiental, humedad relativa, e intensidad y direccion del viento (Schulze
& Caldwell 1994). El estrés hidrico puede reducir la asimilacion neta de CO, de tres
maneras: limitando la entrada del CO, dentro de la hoja (limitacion estomética),
disminuyendo la difusién del CO, dentro del mesdfilo (limitacion no estomatica) o
inhibiendo los procesos metabdlicos y fotoquimicos asociados con la fotosintesis
(limitaciones fotoquimicas y enzimaticas) (Flexas & Medrano 2002a, Flexas et al.
2002a). El cierre estomatico es una respuesta comun al estrés hidrico en especies
mediterrdneas (Tenhunen et al. 1987, LoGullo & Salleo 1988, Faria et al. 1996, 1998).
Bajo estas condiciones, donde existe una cantidad excesiva de energia luminica que
no puede ser usada en procesos fotosintéticos, se produce un incremento del ApH
intratilacoidal y del estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las
xantofilas, protegiendo el aparato fotosintético a través de un mecanismo que disipa el
exceso de energia luminica en forma de calor (Demmig-Adams & Adams 1992, Niyogi
1999, Li et al. 2000, Gulias et al. 2002). Este mecanismo de fotoproteccion frente al
exceso de luz varia en funcion del momento del dia, asi como en funcidon del estrés

térmico, hidrico y nutricional existente en cada momento (Morales et al. 2006).

Quercus coccifera L. es una especie arbustiva escleréfila que forma vegetacion
lefiosa en las areas mas xéricas del fitoclima mediterraneo (Braun-Blanquet & Bolds
1957). La capacidad de los robles perennifolios mediterraneos, tales como Q. coccifera
(Vilagrosa et al. 2003a), para soportar periodos de sequia intensa jugara un papel de

vital importancia en la formacion de paisaje en la Peninsula Ibérica, en el contexto del
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cambio climatico experimentado por esta zona durante los ultimos 50 afios (Pifol et al.
1998). El cierre estomatico en Q. coccifera se produce a potenciales hidricos mucho
menos negativos que el limite de cavitacion (Corcuera et al. 2002, Vilagrosa et al.
2003a). Asi, esta especie ofrece un gran rango de potenciales hidricos en los que
investigar sobre los cambios de los parametros relacionados con los procesos

fotosintéticos asociados a periodos extremadamente largos de estrés hidrico estival.

El desarrollo de las medidas hiperespectrales a distancia a finales de la década
de los 80 y principios de los 90 ha permitido la cuantificacion de parametros quimicos
foliares en doseles vegetales (Rock et al. 1988, Carter 1994, Gitelson & Merzlyak
1996, Huang et al. 2004, Asner et al. 2005), el mapeado de la composicién de
especies (Foody & Cutler 2006), y el estudio del impacto de especies invasoras (Asner
& Vitousek 2005). Un numero importante de las técnicas de medida a distancia del
estado de la vegetacion se han desarrollado para cuantificar el grado de verdor de la
misma y trazar el mapa de su distribucion espacial, con la intencion de estimar la
fotosintesis del dosel y/o la productividad neta primaria (Sellers 1987, Penuelas &
Filella 1998, Grace et al. 2007).

De esta manera, muchos estudios de medida a distancia de la vegetacién se
han centrado en la deteccion del grado de verdor del dosel (por ejemplo, el indice de
vegetacion diferencial normalizado, NDVI), lo que no es necesariamente un buen
indicador del estado fisioldgico del mismo (Stylinski et al. 2002). Uno de los principales
problemas que presentan los indices basados en el verdor de la vegetacion es su
sensibilidad a otros factores ambientales o de la vegetacion, tales como el indice de
area foliar (LAIl), la reflectancia del suelo sobre el que asienta la cubierta vegetal
(Daughtry et al. 2000, Zarco-Tejada et al. 2004), o el angulo de observacién del dosel
(Kempeneers et al. en prensa). Ademas, estos indices fallan en la deteccion de
cambios dinamicos en la fotosintesis, como los producidos durante un ciclo diario o
bajo unas condiciones de estrés dadas (Running & Nemani 1988). De esta manera,
dichas técnicas fallan en la detecciéon de cambios inducidos por la sequia en especies
perennifolias (Running & Nemani 1988). Por otra parte, las respuestas a corto plazo de
los procesos fotosintéticos pueden ser detectadas a distancia mediante medidas
pasivas de fluorescencia de clorofila (Moya et al. 2004). De manera alternativa, una
modificacion de este ultimo instrumento se puede utilizar para detectar los cambios a
distancia de la reflectancia de la vegetacion en la ventana del verde del espectro
(Evain et al. 2004).
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El indice de reflectancia fisioldgico se define como:
PRI = (Rs31 — Rs70) / (Rs31 + Rs0)

donde Rs3¢ Y Rs7 representan, respectivamente, las senales de reflectancia a 531 y
570 nm, siendo ésta ultima la longitud de onda usada como referencia (Gamon et al.
1992). Este indice puede utilizarse para monitorizar los cambios dinamicos en
fotosintesis, con sensores de reflectancia disefiados para medir a una cierta distancia
(Evain et al. 2004). Asi, el PRI proporciona un método rapido y no destructivo para la
valoracion del estado fisioldgico de la hoja y del dosel vegetal (Pefiuelas et al. 1994,
Evain et al. 2004, Weng et al. 2006) para un amplio numero de especies (Gamon et al.
1997, Guo & Trotter 2004).

Las bases fisiologicas de los cambios en el PRI comenzaron a investigarse a
principios de la década de los 90. Los cambios en la absorbancia centrados en la
ventana de 531-535 nm se han relacionado con cambios conformacionales de los
cloroplastos debidos a cambios en el ApH intratilacoidal y con cambios en el estado de
agregacion de los complejos pigmento-proteina de la antena debidos a una
acumulacion de formas de-epoxidadas de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
(Bilger et al. 1989, Morales et al. 1990, Ruban et al. 1993).

Los cambios rapidos en la reflectancia de la vegetacion en el entorno de los
531 nm (cambios en el PRI) debidos a cambios repentinos en la radiacion solar
incidente, pueden ser detectados de modo pasivo y a distancia utilizando un
radidmetro portatil. Parece ser que estos cambios pueden ser debidos a cambios
conformacionales en los cloroplastos, asociados con la generacion de un ApH trans-
tilacoidal y con cambios en el estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de
las xantofilas (Gamon et al. 1990). De esta manera, los cambios en la reflectancia y en

la absorbancia en el entorno de los 531 nm pueden tener un origen comun.

El principal objetivo de este capitulo ha sido la medida en continuo de los
cambios de reflectancia a 531 nm (PRI) en un dosel vegetal muy denso de brinzales
de Q. coccifera, utilizando para ello un sensor pasivo (Evain et al. 2004) en
condiciones de campo durante un ciclo de sequia estival intensa (a potenciales
hidricos donde casi no existe informacién acerca de los cambios fisioldgicos

experimentados por las plantas). Los cambios en el PRI se compararon con los
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cambios en parametros fotosintéticos, con el quenching no fotoquimico (NPQ), con la
fluorescencia estacionaria (Fs) y con el grado de de-epoxidacion de los pigmentos del
ciclo de las xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z)], con el objetivo de obtener una mayor
informacién acerca del significado fisiolégico de estos cambios en el PRI. Q. coccifera
fue elegida como especie modelo porque muestra una extraordinaria resistencia a
pérdidas en la conductividad hidraulica, llegando a alcanzar potenciales hidricos de
hasta —10 MPa (Vilagrosa et al. 2003a). El empleo del PRI medido a distancia es una
alternativa a la medida pasiva a distancia de la fluorescencia de clorofila (ambas
técnicas utilizadas para seguir los cambios dinamicos en la fotosintesis), en contraste
con otros parametros monitorizados con sensores a distancia, que no son
necesariamente buenos indicadores del estado fisiolégico del dosel vegetal (por

ejemplo, aquellos indices basados en el NDVI).

5.2. Material y métodos

5.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Para la realizacion de este estudio se eligido Q. coccifera como especie modelo
en la investigaciéon sobre las variaciones del PRI con el estrés hidrico, debido a sus
caracteristicas fisioldgicas y al importante papel que desempefa dentro de la
vegetaciéon mediterranea. Alrededor de 200 brinzales de un afio de edad se plantaron
en el exterior en un contenedor de 0,70 m® para las medidas diarias y en continuo del
PRI (Figura 5.1). Otro contenedor de las mismas caracteristicas se planté al lado del
primero, bajo las mismas condiciones, para la realizacion de las medidas de
intercambio de gases, fluorescencia de clorofila y para la toma de muestras para el
analisis de pigmentos fotosintéticos mediante HPLC. Los doseles vegetales formados
eran cerrados y las hojas se distribuian a diferentes alturas dentro del dosel. Sin
embargo, la sefal de reflectancia medida estaba dominada principalmente por las

hojas situadas en la parte mas alta del dosel vegetal.
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Figura 5.1. La fotografia de la izquierda muestra uno de los doseles de brinzales de Q. coccifera
utilizados en la realizacion de este estudio. La fotografia de la derecha muestra uno de los brinzales de Q.
coccifera constituyentes del dosel.

Al principio del experimento, los brinzales presentaban tasas fotosintéticas
correspondientes a hojas sanas y plenamente desarrolladas (entre 11 y 14 umol CO,
m? s7). Estas plantas bien regadas, sobre las que se hicieron estas medidas, se
utilizaron como plantas control. El estrés hidrico se impuso de manera gradual
impidiendo el aporte de agua al contenedor. De esta manera, los brinzales no se
regaron desde el 14 de Julio hasta el 7 de Agosto, momento en el que los
contenedores con los brinzales se regaron de nuevo para realizar las medidas de
recuperacion del estrés hidrico sufrido por las plantas. No se observaron dafios
visibles ni pérdida de hojas durante el ciclo de sequia, hecho que sugiere que el
potencial hidrico del xilema no sobrepas6é los -5 MPa y que la pérdida de

conductividad hidraulica fue inferior al 20 % (Vilagrosa et al. 2003a).

Los experimentos se desarrollaron en la Estacién Experimental de Aula Dei
(EEAD-CSIC, Zaragoza, Espafa) bajo las condiciones tipicas de un verano
mediterraneo. Los datos meteorolégicos fueron proporcionados por la estacion
meteoroldgica de la Estacion Experimental de Aula Dei (CSIC). El periodo de estudio
fue muy seco, siendo la radiacion solar, temperatura y humedad relativa
caracteristicas de un verano mediterraneo (Figura 5.2). Durante el periodo de estudio

la mayor parte de los dias fueron secos y soleados, aunque con presencia de nubes
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en dias concretos y dos episodios de precipitacion (los dias 20 y 23 de Julio) de 0,1
mm cada uno. El viento no fue muy fuerte y su direccion fue predominantemente del
sur durante el dia y predominantemente del norte durante la noche durante la

realizacion del experimento (datos no mostrados).
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Figura 5.2. A. Radiacion solar incidente media diaria (W m'z) durante
la realizacion del experimento. B. Temperaturas maximas y minimas
diarias (°C) durante la realizacion del experimento. C. Humedad
relativa maxima y minima diarias (%) durante la realizacion del
experimento.
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5.2.2. Contenido hidrico relativo y porcentaje de embolia

Al final del ciclo de sequia se midié el contenido hidrico relativo (RWC) y el

porcentaje de embolia para verificar el grado de estrés hidrico alcanzado.

Para medir el RWC se arrancaron 20 hojas de los brinzales de Q. coccifera 'y
se pesaron, obteniendo asi el peso freso (FW). Posteriormente las hojas fueron
hidratadas hasta saturacion (peso constante) durante 48 horas a 5 °C en oscuridad,
obteniendo asi el peso en turgencia (TW). Entonces las hojas se secaron en una
estufa durante 76 horas a 50 °C hasta que alcanzaron un peso constante, obteniendo

asi el peso seco (DW). El RWC se calculé de acuerdo con la férmula:

RWC = (FW — DW) / (TW — DW)

Para medir el porcentaje de embolia se cortaron 10 brotes de brinzales de Q.
coccifera en segmentos de 30 a 50 mm de longitud, rasurando ambos extremos con
una cuchilla de afeitar. El proceso se realizé debajo del agua para evitar cualquier
proceso de embolia adicional. La metodologia fue la misma que la empleada en
Vilagrosa et al. (2003a), siguiendo el procedimiento metodoldgico descrito por Tyree &
Sperry (1989).

5.2.3. Principios e instrumentacion para la medida de los cambios en la parte del

verde del espectro de reflectancia

El PRI, introducido por Gamon et al. (1992), estd basado en cambios de
reflectancia en la parte verde del espectro, que se correlacionan con el estado de de-
epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas y con cambios en el ApH trans-
tilacoidal. Desde el momento en que el PRI se correlaciona mejor con el quenching no
fotoquimico que con el quenching fotoquimico o la eficiencia fotoquimica (Evain et al.
2004), se ha preferido mantener el nombre original (“indice de reflectancia fisiologico”)
en lugar del nombre revisado (“indice de reflectancia fotoquimico”) (Pefiuelas et al.
1995).

Desde hace unos cuantos afios se han llevado a cabo intentos previos de

medir el PRI con espectrorradidmetros de campo (Gamon et al. 1990, 1992, 1997,
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Penuelas et al. 1994, 1995), o con radidmetros hiperespectrales especialmente
desarrollados para este cometido (Méthy et al. 1999, Méthy 2000). En este estudio se
ha utilizado un espectrometro no comercial bicanal (Evain et al. 2004), con canales de
medida definidos por filtros de interferencia. El campo de vision del instrumento es de
4° aproximadamente. Un divisor de haz (fabricado a partir de un cubreobjetos de
microscopio recubierto con aluminio), con casi las mismas tasas de transmision y
reflexion, se colocod a 45° con respecto al eje del haz luminoso. En cada uno de los
haces resultantes el ancho de banda espectral se definié colocando un filtro de
interferencia centrado a 531 nm o 570 nm. (Omega, FWHM = 7 nm, 70% de
transmision, 25 mm de diametro). Para que hubiera suficiente sefal en la deteccidon se
utilizaron fotodiodos amplificados (HUV 2000, EGG). Un espejo pequeiio, colocado en
la entrada del dispositivo y realizando un movimiento de flip-flop, cambiaba
automaticamente cada segundo el campo de vision entre la vegetacion y el panel de
referencia (Evain et al. 2004). La sefal de referencia se obtenia, en principio, de un
panel blanco de Spectralon cercano y paralelo al dosel vegetal. Este panel blanco fue
sustituido por un panel gris debido a la saturacién de la sefal. La reflectancia del panel
gris de referencia fue previamente calibrada mediante la comparacioén con un estandar
blanco de reflectancia (Spectralon, Labsphere, North Dutton, NH). La sefial de la
reflectancia se calcula dividiendo la radiancia espectral del dosel por la radiancia del

panel de referencia.

La adquisicion de datos se realizé utilizando multimetros (HP34401A)
conectados a un PC mediante conexién GPIB bus. Un programa realizado en el
laboratorio mediante el software HP BASIC (HP E2060, Hewlett Packard, Les Ulis,

Francia) permitié el control on-line y la visualizacién de las sefales medidas.

5.2.4. Medidas de intercambio de gases, fluorescencia de clorofila y PRI en el

campo

Para realizar las medidas de PRI en el campo, el panel de referencia gris se
coloco junto al dosel de brinzales de Q. coccifera sin ninguna inclinacion respecto a la
vertical, con el propésito de que estuviera casi paralelo a la inclinacion media de la
superficie del dosel. El PRI se midié sobre un dosel de 30 cm de diametroy a 4 m de

distancia en direccion Sur-Norte, bajo condiciones naturales de luz. En la Figuras 5.3 y
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5.4 se pueden observar, respectivamente, un esquema y una fotografia del dispositivo
experimental utilizado. Los datos se recogieron cada segundo. Los cambios en la
reflectancia espectral a lo largo del dia, debidos a los cambios en la posicion del sol,
se tuvieron en cuenta midiendo el panel de referencia cada segundo. Sin embargo, las
medidas de PRI podrian estar afectadas por cambios en la funcién de distribucion de
la reflectancia bidireccional (BRDF) durante el ciclo diario (Gastellu-Etchegorry et al.
1999). Sin embargo, Evain et al. (2004) sugerieron que estos efectos eran menores y
no afectaban a la precision de las medidas realizadas, con lo que no se tuvieron en

cuenta.

Figura 5.3. Esquema del dispositivo experimental utilizado para la medida a distancia y en
continuo del PRI (tomado de Evain et al. 2004).
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Figura 5.4. Fotografia del dispositivo experimental utilizado para la medida a
distancia y en continuo del PRI. Se puede observar la colocacion del sensor de
PRI, el dosel de brinzales de Q. coccifera y el panel de referencia.

Las medidas de intercambio de gases se hicieron con un sistema portatil de
medida de intercambio de gases LI-6400 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, Estados
Unidos). Para ello se midieron 10 hojas no escindidas, sanas y plenamente
desarrolladas situadas en la parte superior del dosel por la mafana (entre las 8 y las 9
h (hora solar)), al mediodia (entre las 11 y las 12 h (hora solar)) y por la tarde (entre
las 14 y las 15 h (hora solar)), varios dias durante la realizacion del experimento. En el
momento de realizacion de las medidas se recogieron datos de asimilacion neta de
CO., (A) y conductancia estomatica (gs). Las medidas de hicieron con una

concentracion de CO, controlada (C, = 350 ppm), y con la densidad de flujo de fotones
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fotosintéticos (PPFD) incidente en la superficie de las hojas, temperatura y humedad

relativa que habia en ese momento en el ambiente.

Los parametros de fluorescencia de clorofila se midieron en 5 hojas no
escindidas, sanas y plenamente desarrolladas, de la parte superior del dosel por la
manfana (entre las 8 y las 9 h (hora solar)), al mediodia (entre las 11 y las 12 h (hora
solar)) y por la tarde (entre las 14 y las 15 h (hora solar)) varios dias durante la
realizacion del experimento. Para ello se utilizé un fluorimetro portatili de pulso
modulado (PAM-2000, Walz, Effeltrich, Alemania). La fluorescencia de clorofila minima
en la oscuridad (Fo) se midié antes del amanecer mediante el encendido de una luz
modulada a 6 kHz, con una PPFD por debajo de 0,1 umol fotones m? s en la
superficie de la hoja. La fluorescencia de clorofila maxima en la oscuridad (Fy) se
midié, antes del amanecer, a 20 kHz con un pulso saturante de luz blanca de 6000
umol fotones m? s™ durante 1 s. El valor de fluorescencia en el estado estacionario
(Fs) se midié bajo las condiciones de PPFD existentes en cada momento.
Posteriormente se aplicé un segundo pulso saturante de luz blanca para determinar la
fluorescencia maxima en el estado adaptado a la luz (F’y). Por ultimo, las hojas se
taparon con una tela completamente negra con el objetivo de determinar la
fluorescencia minima después de la induccién (F’y). El protocolo experimental utilizado
para el analisis del quenching de la fluorescencia de clorofila fue, esencialmente, el
descrito por Genty et al. (1989) con algunas modificaciones. Estos cambios estaban
relacionados con las medidas de Fy y F'y, las cuadles se midieron en presencia de una
luz rojo-lejano (7 umol fotones m? s™) utilizada para oxidar completamente el lado
aceptor del fotosistema Il (PSIl) (Belkhodja et al. 1998a, Morales et al. 1998). La
eficiencia potencial maxima del PSIl en oscuridad se calculé como F\/Fy (Morales et
al. 1991, Abadia et al. 1999). Las eficiencias real (Dpg)) € intrinseca (®ex. ) del PSII se
calcularon como (F'y—Fs) / Fuy (F'm— Fo) / F'w, respectivamente (Genty et al. 1989,
Harbinson et al. 1989). El quenching fotoquimico (qP) se calculé como (F'y — Fs) / (F'm
— F’), de acuerdo con van Kooten & Sneel (1990). El quenching no fotoquimico (NPQ)
se calculé como (Fu / F'y) — 1, de acuerdo con Bilger & Bjoérkman (1990). La fraccion
de luz absorbida que es disipada por la antena del PSIl (1 - @) también fue
estimada de acuerdo con Morales ef al. (1998). Hay que resaltar que recientemente se
han descrito otras aproximaciones alternativas para la desactivacién térmica,
produciendo tasas de disipacién ligeramente mas altas, que sélo pueden ser aplicadas

en un limitado niumero de casos que cumplan una serie de criterios (Kornyeyev &
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Hendrickson 2007). Las tasas de transporte electronico (ETR) se estimaron de
acuerdo con Krall & Edwards (1992), multiplicando ®pg; por PPFD por 0,5 (porque se
asume una distribucion equitativa de la energia de excitacion entre los fotosistemas | y
II) y por 0,84, que se considera el coeficiente de absorbancia foliar mas comun para
las plantas C; (Bjorkmann & Demmig 1987), incluyendo Q. coccifera (Morales et al.
2002).

5.2.5. Andlisis de pigmentos fotosintéticos

Inmediatamente después de haber realizado las medidas de fluorescencia de
clorofila (por la mafana, al mediodia y por la tarde), se cortaron discos de hojas con un
sacabocados calibrado. Posteriormente se envolvieron los discos en papel de
aluminio, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron (todavia envueltos en
papel de aluminio) a —20 °C. Las muestras se recogieron de las mismas hojas donde
se habian realizado previamente las medidas de fluorescencia de clorofila. Los
pigmentos foliares se extrajeron posteriormente con acetona en presencia de
ascorbato sédico como antioxidante, tal y como describen Abadia & Abadia (1993).
Los extractos se filtraron a través de un filtro hidréfobo de 0,45 um de diametro y se
analizaron mediante un método isocratico de HPLC (Larbi et al. 2004). Todos los

reactivos quimicos utilizados fueron de calidad HPLC.

5.3. Resultados

5.3.1. Medida a distancia de las variaciones del PRI durante un periodo de sequia

intensa

La utilidad de las medidas a distancia de PRI en condiciones de campo se
comprobd sobre un dosel de brinzales en crecimiento de Q. coccifera. Un ejemplo de
las medidas realizadas en estos experimentos, para plantas bien regadas, se muestra
en la Figura 5.5. El PRI cambiaba a lo largo del dia, siguiendo una imagen especular
respecto a los cambios a lo largo del dia en PFFD (Figura 5.5a). Los cambios en el
PRI seguian muy bien los cambios detectados en PPFD a lo largo del dia, mostrando

un fuerte descenso al mediodia correspondiente al maximo desarrollo del NPQ. Este
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descenso revertia completamente por la tarde (Figura 5.5a). Las nubes produjeron
fluctuaciones muy rapidas en PPFD, que eran seguidas por cambios rapidos de tipo

especular en el PRI (Figura 5.5b).
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Figura 5.5. Evolucion temporal de la densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) y del
indice de reflectancia fisiolégico (PRI) en un dosel de brinzales de Q. coccifera en
condiciones control (plantas bien regadas, sin estrés hidrico) bajo unas condiciones propias
del verano mediterraneo durante: (A) un dia completamente soleado y (B) parte de un dia
nublado.
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El PRI también se midié sobre un dosel de brinzales en crecimiento de Q.
coccifera sometidos a un estrés hidrico paulatino. El PRI disminuy6 progresivamente
con el estrés hidrico a lo largo del ciclo de sequia (Figura 5.6), alcanzando sus valores
mas bajos al final del ciclo de sequia, y recuperando aproximadamente el 85% de los
valores caracteristicos de una planta control después de que los brinzales fueran
regados de nuevo. El PRI disminuyé de un modo mas marcado al mediodia y por la
tarde, probablemente porque las condiciones ambientales - principalmente
temperatura y humedad relativa - fueron mas estresantes que por la mafana, y por la
exposicion acumulada a la radiaciéon fotosintéticamente activa a lo largo del dia. Hay
que hacer mencion a la ligera y transitoria recuperacion del PRI después de los dos
leves y esporadicos episodios de precipitacion (indicados en la Figura 5.6 con flechas
grises, precipitacion de 0,1 mm cada dia). También es destacable la recuperacion
marcada y transitoria del PRI en dias nublados (indicados en la Figura 5.6 con circulos

de color blanco).

En un dosel de brinzales de Q. coccifera bien regados se podian distinguir dos
fases (una rapida y otra lenta) en el descenso del PRI inducido por un incremento
repentino en PPFD, debido a movimientos de las nubes (Figura 5.7a). Al final del ciclo
de sequia y para un cambio similar en PPFD, la fase rapida casi habia desaparecido

por completo, mientras que la fase lenta era todavia apreciable (Figura 5.7b).

La Figura 5.8 muestra las correlaciones entre el PRI y PPFD para doseles bien
regados y con un alto grado de estrés hidrico durante un incremento repentino en
PPFD, debido a movimientos en las nubes. Por un lado, las plantas bien regadas
mostraban una relacién exponencial entre PRI y PPFD, indicando la existencia de una
respuesta rapida (la fase rapida) seguida de una respuesta gradual (la fase lenta). Por
el contrario, la relacién lineal existente entre PRI y PPFD para plantas con un alto
grado de estrés hidrico indicaba la existencia de una sola respuesta gradual del PRI a

cambios repentinos en PPFD (la fase lenta).
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Figura 5.6. Evolucion temporal del indice de reflectancia fisiolégico (PRI) por la mafiana
(entre las 8 y las 9 h (hora solar)), al mediodia (entre las 11 y las 12 h (hora solar)) y por la
tarde (entre las 14 y las 15 h (hora solar)) en un dosel de brinzales de Q. coccifera durante
la realizacion del experimento. Las flechas negras indican los dias de riego (a indica el
comienzo del ciclo de sequia, el 14 de Julio; b indica el final del ciclo de sequia, el 8 de
Agosto). Las flechas grises indican los dos eventos de precipitaciéon (0,1 mm cada dia). Los
circulos blancos representan los valores de PRI durante periodos nublados.
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Figura 5.7. Respuesta del indice de reflectancia fisiolégico (PRI) a un incremento repentino en la
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) inducido por un movimiento de las nubes sobre el dosel

de brinzales de Q. coccifera: (A) al principio (control, plantas bien regadas), (B) y al final del ciclo de
sequia (estrés hidrico intenso).
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Figura 5.8. Correlaciones entre el indice de reflectancia fisioldgico (PRI) y la densidad de flujo de fotones

fotosintéticos (PPFD) en condiciones control (y = -0,0335 + 0,0412e'°’°°1x; R2=O,97; P<0,01), y en
condiciones de estrés hidrico intenso (y = -0,0231 — (4,34 10'6) X; R2=0,94; P<0,01), durante un
incremento repentino en PPFD inducido por un movimiento de nubes.
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5.3.2. Intercambio de gases, fluorescencia de clorofila y composicion de los

pigmentos fotosintéticos durante un periodo de sequia intensa

La tasa de fotosintesis neta (A) y la conductancia estomatica (gs) disminuyeron
progresivamente a medida que el estrés hidrico se hacia mas intenso, alcanzando
valores muy bajos al final del ciclo de sequia, y recuperando los valores iniciales de
una planta control cinco dias después de que los brinzales fueran regados de nuevo
(Figura 5.9). Los descensos inducidos por la sequia fueron mas marcados por la tarde
que por la manana o al mediodia. La eficiencia instantanea en el uso del agua (WUE,
calculada como el cociente A/gs) fue maxima en los dias centrales del ciclo de sequia,
porque el descenso en la conductancia estomatica fue mas marcado que el descenso

en la fotosintesis neta durante este periodo (datos no mostrados).
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Figura 5.9. Evolucién temporal de la asimilacion neta de CO; (A) y la conductancia estomatica (gs) por la
mafana (entre las 8 y las 9 h (hora solar)), al mediodia (entre las 11 y las 12 h (hora solar)) y por la tarde
(entre las 14 y las 15 h (hora solar)) en un dosel de brinzales de Q. coccifera durante la realizacion del
experimento. Las flechas negras indican los dias de riego (a indica el comienzo del ciclo de sequia, el 14
de Julio; b indica el final del ciclo de sequia, el 8 de Agosto). Los datos se representan como media + error
estandar. Las flechas grises indican los dos eventos de precipitacion (0,1 mm cada dia).
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La eficiencia real del PSIl (Dps;) permanecié practicamente constante durante
el ciclo de sequia por la mafiana, mientras que al mediodia y por la tarde se
observaron descensos con respecto a los valores de las plantas control de 0,30-0,35 a
0,10-0,15 (Figura 5.10). Hay que resaltar que estos descensos en ®pg; (Figura 5.10)
eran mucho menos pronunciados que los observados en las tasas de fotosintesis neta
(Figura 5.9). Por este motivo, el cociente entre el transporte electronico y la
fotosintesis (ETR/A) se incrementd de 10-16 en condiciones control a 44-46 al final del
ciclo de sequia (datos no mostrados), correspondiendo los valores mas bajos dentro
de cada rango a aquéllos medidos por la mafiana. Estos datos indican que la cantidad
de electrones que no estan destinados a procesos fotosintéticos es muy alta en
plantas sometidas a un alto grado de estrés hidrico, porque los valores de ETR se
mantuvieron relativamente altos durante el ciclo de sequia mientras que los valores de

fotosintesis neta disminuyeron de un modo muy pronunciado.
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Figura 5.10. Evolucién temporal de la eficiencia real del PSIl (®ps)), de la fraccién de luz absorbida que
es disipada en la antena del PSIl (1 - ®ex) ¥ del quenching no fotoquimico (NPQ) por la mafiana (entre
las 8 y las 9 h (hora solar)), al mediodia (entre las 11 y las 12 h (hora solar)) y por la tarde (entre las 14 y
las 15 h (hora solar)) en un dosel de brinzales de Q. coccifera durante la realizacién del experimento. Los
datos se representan como media * error estandar.
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La fraccion de luz absorbida que es disipada en la antena del PSII (1 — @) se
incrementé del 50 % para plantas en condiciones control al 65-75 % al final del ciclo de
sequia (Figura 5.10). Por otra parte, el NPQ fue aumentando de manera acusada a
medida que el estrés hidrico se hacia mas intenso, partiendo de unos valores de 1,5
para plantas control y llegando a unos valores de 7-8 al final del ciclo de sequia
(Figura 5.10).

El estrés hidrico no modificd la composicion de los pigmentos fotosintéticos de
las hojas de Q. coccifera (Tabla 5.1), exceptuando el estado de de-epoxidacion de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas ((A+Z)/(V+A+Z)) (Figura 5.11). Por la mafana, la
relacion (A+Z)/(V+A+Z) se increment6 desde un 50% en condiciones control hasta un
80% al final del ciclo de sequia. Al mediodia y por la tarde, las relaciones
(A+2)/(V+A+Z) fueron muy altas (80-92%) durante todo el experimento.

Tabla 5.1. Evolucion temporal en la composicion de pigmentos fotosintéticos en Q. coccifera durante la
realizacién del experimento. Chl a 'y b se expresan en ymol m?, y neoxantina (Nx), luteina (Lx), B-caroteno
(B-car) y violaxantina + anteraxantina + zeaxantina (V+A+Z) en mmol pigmento mol” Chl. Las diferencias
no fueron significativas a P<0,05.

Dia Clorofilas Carotenoides

Chl a Chl b Chl a/Chl b Nx Lx B-car V+A+Z
10 193.4+8.6 56.4+2.7 3.45+0.06 27+1 139+3 109+2 11616
12 192.7+9.2 55.0+2.7 3.51+0.04 28+1 139+3 102+2 1056
17 195.1£9.7 55.5+2.9 3.54+0.07 27+1 135#3 108+3 103z7
19 211.6+15.8 59.845.0 3.58+0.06 27+1 13243 10612 9315
23 221.6+£10.9 63.5+3.6 3.52+0.06 27+1 137+3 11012 10718
25 187.5+21.5 56.1+8.3 3.41+0.13 28+1 14947 1114 120118
27 223.9+10.8 69.5+3.6 3.24+0.07 3241 17315 129+2 128112

31 176.9£10.1 55.1£3.2 3.22+0.05 28+1 153+3 118+2 1397
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Figura 5.11. Evolucion temporal del estado de de-epoxidacion del ciclo de las
xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z), donde A es la anteraxantina, Z es la zeaxantina y
V es la violaxantina] por la mafana (entre las 8 y las 9 h (hora solar)), al
mediodia (entre las 11 y las 12 h (hora solar)) y por la tarde (entre las 14 y las
15 h (hora solar)) en un dosel de brinzales de Q. coccifera durante la

realizaciéon del experimento. Los datos se representan como media + error
estandar.

5.3.3. Relaciones entre PRI, NPQ, FS, y el estado de de-epoxidaciéon de los

pigmentos del ciclo de las xantofilas

Las relaciones PRI — NPQ y PRI - Fs son sobradamente conocidas (Fig. 5.12a
y 5.12b, Gamon et al. 1992, Flexas et al. 2002b, Evain et al. 2004, Moya et al. 2004).
Los datos obtenidos en este trabajo se ajustan de manera bastante satisfactoria con
estas relaciones, aunque algunos puntos al final del ciclo de sequia (rodeados con un
circulo en la Figura 5.12a y 5.12b) se desvian de esta relacion (ver seccién 5.4.

Discusién). Ademas, se observd la existencia de una correlacion entre el PRI vy
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(A+2)/(V+A+Z) en brinzales de Q. coccifera sometidos a un intenso estrés hidrico
(Figura 5.12c). La relacion PRI vs. (A+2)/(V+A+Z) (Figura 5.12c) es mas fuerte que la
relacion NPQ vs. (A+Z)/(V+A+Z) (R?*=0,16; P=0,068), sugiriendo que bajo ciertas

circunstancias el PRI es un mejor indicador del estrés hidrico que el NPQ.

® Mafana
o Mediodia
v Tarde

FsS

(A+2)/(V+A+2)

-0,05 -0,04 -0,03 -0,02

PRI

Figura 5.12. Relacion entre el PRI y el NPQ (A; y = -5876 + 0,0001 e-215x + 5875 e-0,02x; R2=0,63;
P<0,01), la fluorescencia estacionaria (Fs) (B; y = 0,62/(1+e-((x+0,03)/0,01)); R?=0,57; P<0,01), y el grado
de de-epoxidacion del ciclo de las xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z)] (C; y = 0,074 -18,34x, R?=0,63; P<0,01) en
Q. coccifera durante el periodo experimental. Los datos se representan como media + error estandar. Los
puntos rodeados por un circulo no estan incluidos en las regresiones.
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5.3.4. Contenido hidrico relativo y porcentaje de embolia

Aunque el nivel de contenido hidrico relativo (RWC) alcanzado al final del ciclo
de sequia fue muy bajo (65%) en comparacion con las plantas control (100%), el
porcentaje de embolia fue bajo (16%) (Tabla 5.2). En las plantas en condiciones

control el porcentaje de embolia fue inapreciable (0%) (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Contenido hidrico relativo (%) y grado de embolia (%) al principio (control, plantas bien
regadas) y al final del ciclo de sequia (estrés hidrico intenso).

RWC (%) Embolia (%)
Plantas control 100 0
Plantas ,aI final del ciclo 65 16
de sequia

5.4. Discusion

Contrariamente a lo que algunos estudios previos habian establecido, la
medida a distancia del PRI debe ser considerada como una herramienta muy
prometedora para la monitorizacién de los cambios dinamicos (a lo largo del dia) en la
fotoproteccion del dosel vegetal bajo condiciones de estrés hidrico intenso. Nuestros
datos indican que tanto el NPQ (a escala foliar) como el PRI (a escala de dosel
vegetal) respondian frente a cambios en la intensidad luminica a lo largo del dia y

frente a periodos de estrés hidrico intenso.

Sin embargo, existen dificultades asociadas al empleo del NPQ en especies
mediterrdneas que pueden sufrir periodos de intensa sequia, tales como Q. coccifera.
Esto hecho se basa en los descensos inducidos por sequia de los valores de Fy
medidos antes del amanecer, que tienen como consecuencia una estimacion a la baja
del NPQ real. En este estudio, al final del ciclo de sequia, las hojas presentaban
valores de Fy/Fy alrededor de 0,5, debidas fundamentalmente a descensos en Fy

(datos no mostrados). Este problema se ha resuelto mediante la utilizaciéon de un valor
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de Fy medido antes del amanecer en plantas bien regadas, representativo y
estadisticamente bien definido, para seguir los cambios en NPQ durante el desarrollo
del ciclo de sequia. Si esta consideracion no se toma en cuenta, el NPQ no puede ser
usado como un indicador preciso del grado de estrés sufrido por la planta, debiendo

ser llamado “NPQ aparente” (Corcuera et al. 2005a).

El NPQ puede ser dividido en, al menos, tres componentes: (i) qE, relacionado
con el pH del lumen y sensible a zeaxantina, (ii) qT, que es el quenching del las
transiciones de estado, y (iii) gl, relacionado con procesos de fotoinhibicion, de
acuerdo con sus cinéticas de relajacion en la oscuridad (Muller et al. 2001). Por lo
tanto, en el caso de la existencia de fotoinhibicién, un alto nivel de NPQ no siempre
refleja fotoproteccién. En este estudio se sugiere que el NPQ, ademas de reflejar
algunos mecanismos fotoprotectores relacionados con gE, esta revelando fendmenos
de fotoinactivacion de los centros de reaccion del PSIl, hecho evidenciado por los
descensos en Fy sin cambios en los valores de Fy (datos no mostrados). En relacion
con estos hechos, los incrementos en las tasas de disipacion de la energia en la
antena del PSIl (1 — ®¢) por estrés hidrico eran mucho mas pequenos que los
observados en NPQ, reflejando la existencia de algun tipo de mecanismo fotoprotector
relacionado con gE (a través de incrementos en (1 — @), Yy evidenciando
fotoinactivacion de los centros de reaccion del PSII (por los descensos en Fy antes del
amanecer, que incrementaban considerablemente el NPQ). La relacion entre los
procesos de fotoproteccién y fotoinactivacion bajo condiciones de estrés hidrico

intenso en la vegetacion mediterranea es un objetivo de futuros estudios.

Las correlaciones encontradas en este estudio entre el PRI y el NPQ o la Fg
eran estadisticamente significativas a P<0,001 (R?*=0,63 y R?=0,57, respectivamente).
De hecho, ya han sido descritas anteriormente buenas correlaciones entre el PRIl y el
NPQ (Evain et al. 2004), y entre el PRI y la Fs (en este caso dependiendo de las
variaciones en la PPFD incidente) (Flexas et al. 2002b, Moya et al. 2004). Este no es
un hecho sorprendente porque ambos parametros reflejan, en muchos casos,
procesos de fotoproteccién relacionados con la generacion de un ApH intratilacoidal

y/o la de-epoxidacién de los pigmentos del ciclo de las xantofilas.

La relacion (A+Z)/(V+A+Z) fue siempre muy alta, incluso antes de que
comenzara el periodo de sequia, y no vari6 mucho durante todo el periodo

experimental al mediodia y por la tarde. Sin embargo, el PRI fluctu6 de manera
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considerable durante la realizacion del experimento. Este hecho se refleja en la
correlacion relativamente baja encontrada entre el PRI y (A+Z)/(V+A+Z) (R*>=0,63), en
comparacion con trabajos previos (R?=0,98; Gamon & Surfus 1999). La principal
diferencia es la diferente escala de medida, desde el nivel foliar en Gamon & Surfus
(1999) hasta el nivel de dosel vegetal en este estudio, lo que hizo disminuir los valores
de R? (aunque a nivel de dosel la relacion todavia es significativa a P<0,001). Los
valores tan altos de (A+Z)/(V+A+Z) al mediodia y por la tarde, incluso antes de que
comenzara el periodo de sequia, deben ser atribuidos a la cantidad acumulada de
radiacion solar incidente recibida por las plantas. Esta afirmacién se basa en el hecho
de que en plantas bien regadas la relacion (A+Z)/(V+A+Z) por la mafana era de 0,5,

incrementandose hasta casi 1,0 al mediodia y por la tarde.

Cambios cualitativos y/o cuantitativos en la cobertura del dosel pueden limitar
la utilidad del PRI como indicador de estrés hidrico. Sin embargo, la composicién de
los pigmentos fotosintéticos no cambidé durante la realizacion del experimento (ver
Tabla 5.1). En consecuencia, los cambios observados en el PRI no estaban causados
por cambios en el verdor del dosel. Ademas, la estructura del dosel no sufri6 cambios
durante el periodo de estrés hidrico. Por una parte, las hojas estaban ya
completamente desarrolladas al principio del experimento y no se observé de manera
apreciable crecimiento (es decir, no hubo cambios en la altura de las plantas). Por otra
parte, el estrés hidrico impuesto fue menos severo que el descrito en trabajos previos
(Vilagrosa et al. 2003a), sin que se produjera caida de hoja durante el periodo de
sequia. Ademas, aunque el nivel de estrés hidrico impuesto llevé a las hojas por
debajo del punto de turgencia, no hubo marchitamiento. Por ultimo, el angulo medio
entre las hojas y el tallo no cambié de manera significativa a lo largo del periodo
experimental (datos no mostrados). Todos estos datos indican, por lo tanto, que el
indice de area foliar permanecié practicamente constante durante el periodo de estrés
hidrico en Q. coccifera, sugiriendo que los cambios en NDVI debidos a estrés hidrico
no son probables en esta especie. En este sentido, hay que resaltar que, en un
experimento independiente donde Q. coccifera también fue expuesta a un fuerte estrés
hidrico, los valores de NDVI del dosel iban desde 0,80 + 0,01 (plantas bien regadas)
hasta 0,76 + 0,01 (plantas con un fuerte grado de estrés hidrico). Asi, se puede
concluir que el PRI es un indicador valido para medidas a distancia en doseles
cerrados de especies perennifolias que no sufren cambios en la arquitectura del dosel
con el estrés hidrico. Trabajos previos sefialaron que el uso de las medidas pasivas a

distancia del PRI, como una herramienta para la deteccion del estrés hidrico, no
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siempre es posible, especialmente en doseles en los que el estrés hidrico conlleva
marchitamiento o cambios en el angulo foliar (Gamon et al. 1992, 1997, Penuelas et al.
1994). Este no es el caso de Q. coccifera, aunque sea expuesta a estrés hidrico

severo.

Tanto el PRI como el estudio del funcionamiento fisiolégico de ciertas especies
mediterraneas en respuesta a la sequia intensa, sufriendo potenciales hidricos tan
negativos, son cuestiones muy novedosas que se presentan en este capitulo. Por un
lado, existe un interés creciente en el uso del PRI, y otros indices de reflectancia
basados en medidas hiperespectrales, para medidas a distancia en vuelo (Rahman et
al. 2001) y en misiones de exploracion desde el espacio terrestre (Harris 2002,
Stylinski et al. 2002, Winkel et al. 2002). En relacion a este tema, Grace et al. (2007)
han relacionado una sefial de PRI procedente de un satélite con la eficiencia en el uso
de la luz. Por otro lado, Q. coccifera es una excelente planta modelo para este tipo de
estudios por su capacidad de supervivencia a tan extremas condiciones de estrés
hidrico, recuperando casi completamente su estado original unas pocas horas
después del riego de recuperacién. Otro aspecto novedoso del presente estudio es la
desaparicién de la fase rapida del PRI bajo condiciones de intensa sequia, en

respuesta a un repentino incremento en la intensidad luminica.

Gamon et al. (1990) y Ruban et al. (1993) describieron la existencia de dos
fases cinéticamente distintas en las medidas de los cambios a 531-535 nm en
reflectancia (PRI) y absorbancia respectivamente. En este sentido, se distinguieron

dos fases del PRI en respuesta a cambios en la intensidad de la luz:

* un componente rapido del PRI (del orden de segundos), atribuido a (i)
cambios conformacionales en los cloroplastos producidos por la generacion de
un ApH intratilacoidal y (ii) parcialmente a la de-epoxidacién de ciclo de las

xantofilas.

» un componente principal de PRI (lento, del orden de minutos) relacionado con
la de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas (Evain et al.
2004).

En este estudio se describe la desaparicién de la fase rapida del PRI bajo

condiciones de sequia intensa en respuesta a un incremento repentino en la
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intensidad luminica. Este hecho debe estar relacionado con la imposibilidad de
incrementar el ApH a tal nivel de estrés, posiblemente porque los valores de ApH ya
estuvieran muy altos (y, por lo tanto, el pH del lumen intratilacoidal muy bajo). De
hecho, el ciclo de las xantofilas esta casi completamente de-epoxidado al final del ciclo
de sequia, independientemente de la hora del dia. Ademas, se sabe que la enzima
violaxantina de-epoxidasa se inactiva a un pH superior a 6,5 y opera de manera
6ptima a un pH inferior a 5,8 (Pflindel & Dilley 1993, Rockholm & Yamamoto 1996).

La existencia de un bajo pH lumenal de manera permanente en Q. coccifera,
en respuesta a periodos de estrés hidrico intenso, podria estar relacionada con
mecanismos de fotoproteccidén que aun quedan por explicar. En este sentido, Demmig-
Adams y sus colaboradores (Demmig-Adams & Adams Ill 2006, Demmig-Adams et al.
2006) han senalado que la disipacion del exceso de energia podria estar relacionada
con proteinas relacionadas con las proteinas PsbS en especies perennifolias con baja
capacidad de crecimiento y alta capacidad de supervivencia, con una capacidad
fotosintética limitada intrinsecamente y una gran capacidad para sobrevivir a periodos
prolongados con condiciones ambientales que impiden el crecimiento, como es el caso

de Q. coccifera.

Con independencia del mecanismo fisiolégico, los cambios en Q. coccifera
asociados a la sequia intensa permiten a esta especie evitar el dafio oxidativo. Esto se
ve claramente en la composicion de los pigmentos fotosintéticos, que permanece
practicamente constante durante todo el ciclo de sequia, excepto en lo que se refiere a
las inter-conversiones dentro del ciclo de las xantofilas. Ademas, las variables
relacionadas con la eficiencia del PSIl (por ejemplo, Fy/Fy, ®psi Y Pexc.) presentaban
un alto grado de resistencia, mostrando solamente ligeros 0 moderados descensos
cuando los valores de fotosintesis se aproximaron a cero. Estudios previos han
sefialado que las especies mediterraneas han desarrollado estrategias para prevenir
los procesos fotoinhibitorios, incluyendo mecanismos para prevenir o disipar el exceso
de absorcién de luz, o mecanismos disefiados para consumir el exceso de poder
reductor generado por el PSII (Flexas et al. 1999, Martinez-Ferri et al. 2000, Flexas &
Medrano 2002b, Gulias et al. 2002).

La conservacion intacta de la maquinaria fotosintética y el bajo porcentaje de
embolia al final del ciclo de sequia (16%) podrian contribuir a la rapida recuperacion de

Q. coccifera tras un largo periodo de estrés hidrico estival, explicando la rapida
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recuperaciéon en los valores de asimilacion neta de CO, y conductancia estomatica
después de regar de nuevo los brinzales de Q. coccifera que habian sido sometidos a

estrés hidrico.

5.5. Conclusiones

El PRI se ha revelado como un indicador de estrés hidrico excelente, sensible,
dinamico y no destructivo, incluso en especies vegetales bajo condiciones de intensa
sequia en condiciones naturales y, como es el caso de Q. coccifera, especialmente

resistentes al estrés hidrico estival.

El siguiente objetivo debe ser la consideracion del empleo del PRI para evaluar
el estado hidrico de la planta a través de las medidas a distancia de reflectancia del

dosel vegetal.

El empleo de estas especies perennifolias como plantas modelo para la
monitorizacién de la disponibilidad de agua en el suelo durante las cuatro estaciones
del afio puede ayudar a comprender la evolucion del paisaje mediterraneo en relacion

con el cambio climatico.
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6.1. Introduccion

La vegetacion mediterranea esta frecuentemente expuesta a una cantidad
excesiva de radiacion luminica, que no puede ser usada en la asimilacion de carbono
(Peguero-Pina et al. 2008). Por este motivo, las plantas poseen mecanismos de
disipacion de este exceso de energia que ayudan a prevenir dafios asociados al

mismo (Bjorkman & Demmig-Adams 1994).

Uno de estos mecanismos estd asociado al llamado ciclo de las xantofilas,
donde el pigmento carotenoide zeaxantina (sin epoxidar) se genera a partir de la de-
epoxidacion de la violaxantina (dos epodxidos) con la anteraxantina como paso
intermedio (un epoxido). Ambas reacciones de de-epoxidacion estan catalizadas por la
misma enzima, la violaxantina-deepoxidasa. Parece ser que esta enzima se localiza
en el lumen tilacoidal, con una actividad 6ptima a un pH cercano a 5,2 (Pfiindel &
Dilley 1993). El exceso de energia luminica produce un aumento del gradiente de pH a
través de la membrana tilacoidal, lo que causa una acidificacion del lumen y, como
consecuencia, una activacion de la enzima (Bilger et al. 1989). La reaccién inversa
(epoxidacion de zeaxantina a violaxantina) esta catalizada por una epoxidasa
localizada en el otro lado de la membrana tilacoidal, cuya actividad esta promovida por
unas condiciones de pH y potencial redox que se dan bajo condiciones limitantes de
luz (Yamamoto 1979). Se ha demostrado que la zeaxantina juega un papel
determinante en los mecanismos responsables de parte de la disipacion de energia no
radiativa cuando hay exceso de energia luminica (Demmig et al. 1987, Niyogi 1999, Li
et al. 2000).

A nivel foliar, el ciclo de las xantofilas puede ser estudiado con técnicas opticas.
Estudios previos han encontrado cambios en la absorbancia centrados en la ventana
de 531-535 nm, que se han relacionado con cambios conformacionales de los
cloroplastos debidos a cambios en el ApH intratilacoidal y con cambios en el estado de
agregacion de los complejos pigmento-proteina de la antena debidos a una
acumulacion de formas de-epoxidadas de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
(Bilger et al. 1989, Morales et al. 1990, Ruban et al. 1993). Por otro lado, los cambios
en el estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas se pueden
medir siguiendo los cambios en la absorbancia a 505 nm en suspensiones de
cloroplastos (Yamamoto et al. 1972) o en discos de hoja (Bilger et al. 1989, Morales et

al. 1990). De esta manera, cambios en la absorbancia en estas longitudes de onda
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son indicadores de la regulacién luminica del fotosistema Il (PSIl) (Pefuelas et al.
1995). Sin embargo, la aplicacion de la medida de estos cambios de absorbancia fuera
del laboratorio presenta multitud de problemas practicos. Concretamente, su aplicacion
en hojas verdes intactas y fotosintéticamente activas es muy complicada debido a la
gran densidad optica de las hojas en estas longitudes de onda y a la existencia de
cambios en la absorbancia inducidos por la luz, con considerables solapamientos
espectrales (Inoue & Shibata 1973, Krause 1973, Witt 1979).

Por otro lado, se han encontrado cambios rapidos en la reflectancia de la
vegetacion en el entorno de los 531 nm (PRI, acrénimo de “Physiological Reflectance
Index”) debidos a cambios repentinos en la radiacion solar incidente (Peguero-Pina et
al. 2008). Parece ser que estos cambios pueden ser debidos a cambios
conformacionales en los cloroplastos, asociados con la generacion de un ApH trans-
tilacoidal y con cambios en el estado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de
las xantofilas (Gamon et al. 1990). Por estos motivos, los cambios encontrados en la
absorbancia y en la reflectancia en el entorno de los 531 nm parecen tener un origen

comun (Pefuelas et al. 1995, Peguero-Pina et al. 2008).

Sin embargo, la existencia de una posible relacion entre la reflectancia a 505
nm y la de-epoxidacion de los pigmentos de las xantofilas no ha sido investigada
todavia, siendo uno de los principales objetivos de este capitulo. El posible uso de
indices reflectométricos basados en esta longitud de onda permitiria estudiar de
manera pasiva y a distancia el nivel de disipacién térmica del exceso de energia
luminica, con independencia de otros factores que si influyen en la reflectancia a 531
nm, tales como la generacién del ApH trans-tilacoidal y fenémenos de reordenamiento

cloroplastico en respuesta a cambios en la intensidad luminica (Gamon et al. 1990).

Por otra parte, el conocimiento de los cambios rapidos en la sefial de
reflectancia en la parte verde del espectro y la formaciéon de formas de-epoxidadas en
respuesta a un brusco incremento en la radiacién luminica es una cuestion que
necesita ser estudiada mas en profundidad, constituyéndose como uno de los
objetivos de este capitulo. Aunque estudios previos han establecido relaciones de este
tipo (Gamon & Surfus 1999), no se han realizado todavia experimentos donde se
realice la medida simultéanea de la reflectancia espectral y la inmediata congelacion de
la muestra para el posterior analisis de pigmentos fotosintéticos. El desarrollo de un

prototipo experimental (ver seccién 6.2. Material y métodos) que permite cortar un
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disco de una hoja no escindida mientras se realizan las medidas de reflectancia
espectral ha hecho posible la realizacion de este trabajo. Para ello se ha elegido
Quercus coccifera L. como especie modelo, debido a su particular comportamiento
fisiologico y a su importante papel como especie formadora de paisaje dentro de la

vegetacion mediterranea.

6.2. Material y métodos

6.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Quercus coccifera L. fue elegida como especie modelo para el estudio de la
cinética de las variaciones en la reflectancia espectral a 505 y 531 nm en respuesta a
un cambio drastico en las condiciones luminicas: de luz tenue (unos 65 umoles de
fotones m? s™) a luz saturante (unos 1850 pmoles de fotones m? s™). Para este
estudio se utilizaron plantas de Q. coccifera de 5 afios de edad procedentes de
semillas de masas de esta especie localizadas en la Sierra de Luna (Zaragoza). Las
plantas crecieron en macetas de plastico de 6,3 litros de capacidad (0,197 m de
didmetro y 0,207 m de altura), usando un sustrato acido compuesto por turba negra,

arena y tierra a partes iguales.

Las medidas se realizacién en hojas procedentes de plantas bien regadas (en
ausencia de estrés hidrico) antes del amanecer y al mediodia. Cada hoja fue expuesta
a luz tenue durante 4 min. Los tiempos de exposicion a luz saturante iban desde los 6
hasta los 180 s. La ultima fase del estudié consistié en la exposicion de hojas a luz
tenue desde los 6 hasta los 180 s tras exposiciéon de 4 min a luz tenue y 3 min a luz
saturante. La luz tenue era proporcionada por un foco halégeno colocado 90 cm por
encima del dispositivo. La luz saturante fue proporcionada por una fuente halégena de
luz blanca (KL 2500 LCD, Schott AG, Mainz, Alemania).

Para la realizacion de la medida simultanea del PRI y la toma de muestras para
analisis de pigmentos fotosintéticos se desarrolld un dispositivo experimental no
comercial que es capaz de cortar e inmediatamente congelar en nitrégeno liquido un
disco de hoja procedente de una hoja no escindida en la cual se habia medido
previamente el PRI (Figura 6.1). El dispositivo permite ser programado para que, a un

tiempo determinado, un electroiman libere una barra de acero que cae y perfora la
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hoja sobre la que se han estado realizando las medidas de reflectancia (Figuras 6.2 y
6.3). Esta barra de acero perfora la hoja y produce el corte de un disco de hoja que
cae hasta un pequeno depdsito situado debajo que contiene nitrégeno liquido,

quedando dicho disco de hoja congelado inmediatamente.

Figura 6.1. Fotografia en la que se muestra el dispositivo experimental
empleado para la realizacién de este estudio.
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Figura 6.2. Fotografias en las que se muestran en detalle el electroiman
(parte superior), el orificio sobre el que se colocan las hojas (parte media) y
el controlador (parte inferior) del dispositivo experimental utilizado.
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Figura 6.3. Secuencia de eventos que se suceden tras la liberacion del electroiman y que tienen como
resultado la obtencion de un disco de hoja que se congela inmediatamente en nitrégeno liquido.
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6.2.2. Medidas de reflectancia espectral

Para la realizacion de las medidas de reflectancia espectral se utilizd un
espectrorradiometro portatil USB-2000 (Ocean Optics, Dunedin, Estados Unidos) con
un rango de deteccioén en longitudes de onda que van de 200 a 1100 nm. El tiempo de

integracion elegido fue de 100 ms.
El indice de reflectancia fisioldgico (PRI) a 531 nm se calculé como:
PRIs31 = (Rs31 — Rs70) / (Rs31 + Rs7o)

donde Rs31 Y Rs7g representan, respectivamente, la reflectancia de la hoja a 531
y 570 nm, siendo ésta ultima la longitud de onda usada como referencia (Gamon et al.
1997, Evain et al. 2004). El estudio de la reflectancia a 505 nm se hizo empleando un
indice alternativo (llamado PRIsgs) calculado de manera analoga al PRI pero utilizando

la reflectancia a 505 nm en vez de a 531 nm.

6.2.3. Medidas de fluorescencia de clorofila

Las medidas de la fluorescencia de clorofila se realizaron utilizando un
fluorimetro portatii con modulacién en la amplitud del pulso FMS Il (Hansatech
Instruments Ltd., Norfolk, Reino Unido). F, se midié antes del amanecer encendiendo
la luz modulada de medida con una PPFD de 0,4 umoles m2st'enla superficie de la
hoja. Fy se midié antes del amanecer con un pulso de 0,8 s de 9000 pmoles m? s™ de
luz blanca sobre la superficie de la hoja. Posteriormente se aplicé un segundo pulso
saturante de luz blanca para determinar la fluorescencia maxima en el estado
adaptado a la luz (F’y) en los tiempos donde se tomaban muestras para el andlisis de
pigmentos fotosintéticos. El protocolo experimental utilizado para el analisis de F, fue
esencialmente el descrito por Genty et al. (1989) con algunas modificaciones. Estas
consistian fundamentalmente en la presencia de una luz rojo-lejano (7 umoles m? s™)
en las medidas de F, para oxidar completamente el lado aceptor del PSII (Belkhodja et
al. 1998a, Morales et al. 1998). La eficiencia potencial maxima del PSII en condiciones
de oscuridad se calculé como F\/Fy (Morales et al. 1991, Abadia et al. 1999), siendo
Fv = Fu — Fo. El quenching no fotoquimico (NPQ) se calculé como (Fy / F'y) — 1, de

acuerdo con Bilger & Bjorkman (1990).
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6.2.4. Andlisis de pigmentos fotosintéticos

Los discos de las hojas donde se habian realizado las medidas de reflectancia
espectral y fluorescencia de clorofila se extrajeron del nitrégeno liquido donde habian
sido depositados y se envolvieron en papel de aluminio, almacenandose (todavia
envueltos en papel de aluminio) a =20 °C. Los pigmentos foliares se extrajeron
posteriormente con acetona en presencia de ascorbato sédico como antioxidante, tal y
como describen Abadia & Abadia (1993). Los extractos se filtraron a través de un filtro
hidréfobo de 0,45 um de diametro y se analizaron mediante un método isocratico de
HPLC (Larbi et al. 2004). Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de calidad
HPLC.

6.3. Resultados

6.3.1. Predawn

En la Figura 6.4 se observa la evolucion del PRI medido a 505 y a 531 nm en
hojas de Q. coccifera cogidas antes del amanecer y expuestas a 3 min de luz
saturante (parte izquierda de la figura) y, posteriormente, a 3 min de luz de relajacion
(parte derecha de la figura). La sefal a 531 nm presentaba una respuesta bimodal,
tanto en la saturacion como en la relajacién, con una primera fase de 0 a 90 s y una
segunda fase de 90 a 180 s, aproximadamente. Esta respuesta bimodal también se
observa en la sefal a 505 nm, aunque de forma mas atenuada que a 531 nm. Hay que
resaltar el brusco descenso que se produce en la sefial a 505 nm instantes después
de comenzar la exposicién a la luz saturante, no llegando a recuperarse los valores
iniciales incluso después de 3 min de relajacién. Sin embargo, el descenso a 531 nm
durante los primeros instantes es mas atenuado, aunque tampoco se llegan a

recuperar los valores iniciales tras 3 min de relajacion.

En la Figura 6.5 se observa la evolucion del quenching no fotoquimico (NPQ)
en hojas de Q. coccifera expuestas a 3 min de luz saturante (parte izquierda de la
figura) y, posteriormente, a 3 min de luz de relajacion (parte derecha de la figura).
Como era de esperar, durante la saturacion se aprecid una respuesta de tipo
sigmoidal, con un incremento constante del NPQ hasta aproximadamente los 120 s,

momento en el que se produce la saturacion del NPQ en relacion con el estrés
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luminico. Sin embargo, durante los 3 min de relajacion se observd una respuesta en
dos fases, con un descenso rapido del NPQ al principio seguido por un descenso muy
atenuado después. Hay que sefialar que al cabo de los 3 min de relajacién el NPQ se
situé aproximadamente en 0,80, no llegando a recuperarse, por lo tanto, los valores de

NPQ anteriores al comienzo del experimento.
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Figura 6.4. Evolucion del PRI a 505 y a 531 nm en hojas de Q. coccifera cogidas antes del amanecer
expuestas a condiciones de luz saturante durante 3 min (saturacién) y posteriormente a 3 min de luz
tenue (relajacion). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.
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Figura 6.5. Evoluciéon del quenching no fotoquimico (NPQ) en hojas de Q. coccifera cogidas antes del
amanecer expuestas a condiciones de luz saturante durante 3 min (saturacion) y posteriormente a 3 min
de luz tenue (relajacion). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.
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En la Figura 6.6 se observa la evolucion del estado de de-epoxidacion de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z)] en hojas de Q. coccifera
expuestas a 3 min de luz saturante (parte izquierda de la figura) y, posteriormente, a 3
min de luz de relajacién (parte derecha de la figura). En la saturacion se produjo un
aumento de (A+Z)/(V+A+Z) desde 0,1 hasta casi 0,8 al final de los 3 min. En este caso
parece que hubo un suave incremento hasta los 90 s seguido por un brusco
incremento desde los 90 a los 180 s, momento en el que casi todo el conjunto de
pigmentos del ciclo de las xantofilas estaba en su forma de-epoxidada. En el momento
que desaparece la luz saturante, la luz de relajacién promovié un inmediato descenso
de (A+2)/(V+A+Z) hasta valores proximos 0,6, llegando de manera gradual a valores
préximos a 0,4 al final de los 3 min de relajacion. Al igual que ocurria con el NPQ,
estos valores de (A+Z)/(V+A+Z) al final del experimento eran superiores a los propios

de hojas de Q. coccifera en condiciones control y en ausencia de cualquier estimulo

luminico.
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Figura 6.6. Evolucion del grado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
[(A+Z)/(V+A+Z)] en hojas de Q. coccifera cogidas antes del amanecer expuestas a condiciones de luz
saturante durante 3 min (saturacion) y posteriormente a 3 min de luz tenue (relajacién). Las barras de
error indican el error estandar del valor medio.

En la Figura 6.7 se observa la evolucion de las relaciones entre la
anteraxantina (A) y la zeaxantina (Z) respecto a la cantidad total de pigmentos del ciclo
VAZ (AIVAZ y ZIVAZ) en hojas de Q. coccifera expuestas a 3 min de luz saturante
(parte izquierda de la figura) y, posteriormente, a 3 min de luz de relajacion (parte

derecha de la figura). La relacion A/VAZ se incrementaba conforme aumentaba el
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tiempo de exposicion a la luz saturante desde 0,05 hasta 0,15 a los 90-100 s
aproximadamente, para descender posteriormentente hasta aproximadamente 0,08 al
cabo de los 3 min. Durante los 3 min de relajacion este parametro iba aumentando
progresivamente hasta el final del experimento. Por otro lado, la relacion Z/VAZ iba
aumentando con la exposicién a la luz de saturacién, con una respuesta bimodal
similar a la encontrada en la sefial de reflectancia. Durante la relajacion se produce un
descenso gradual, también bimodal, de este parametro aunque sin llegar a recuperar

los valores control del principio del experimento.
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Figura 6.7. Evolucidon de la concentracion de anteraxantina (A) y zeaxantina (Z) respecto a la cantidad
total de pigmentos del ciclo VAZ (A/VAZ y Z/VAZ) en hojas de Q. coccifera cogidas antes del amanecer
expuestas a condiciones de luz saturante durante 3 min (saturacion) y posteriormente a 3 min de luz
tenue (relajacion). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.

6.3.2. Mediodia

En la Figura 6.8 se observa la evolucion del PRI medido a 505 y a 531 nm en
hojas de Q. coccifera cogidas al mediodia y expuestas a 3 min de luz saturante (parte

izquierda de la figura) y, posteriormente, a 3 min de luz de relajacién (parte derecha de

-132 -



Capitulo 6. Cinética del PRI, NPQ y xantofilas por cambios bruscos en PPFD

la figura). En este caso desaparece la respuesta bimodal tanto a 505 como a 531 nm,
siendo el descenso observado menos acentuado (excepto en la senal a 505 nm
durante los primeros instantes) que en hojas cogidas antes del amanecer (Figura 6.4).
Ademas, la recuperacion de la sefial durante los 3 min de relajacion es practicamente

despreciable (excepto el brusco incremento a 505 nm en los primeros instantes de la

relajacion).
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Figura 6.8. Evolucion del PRI a 505 y a 531 nm en hojas de Q. coccifera cogidas al mediodia (hora solar)
expuestas a condiciones de luz saturante durante 3 min (saturacion) y posteriormente a 3 min de luz
tenue (relajacion). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.

En la Figura 6.9 se observa la evolucion del quenching no fotoquimico (NPQ)
en hojas de Quercus coccifera expuestas a 3 min de luz saturante (parte izquierda de
la figura) y, posteriormente, a 3 min de luz de relajacion (parte derecha de la figura). El
hecho de que las hojas cogidas al mediodia partiesen de unos valores de NPQ
bastante altos fue debido a la exposicién previa de estas hojas a la radiacién luminica.
De esta manera, los valores obtenidos al final de los 3 min de saturacién eran
practicamente los mismos que al principio. Ademas, los valores de NPQ tras 3 min de

relajacion eran también practicamente iguales que al principio de la misma.
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Figura 6.9. Evolucion del quenching no fotoquimico (NPQ) en hojas de Q. coccifera cogidas al mediodia
(hora solar) expuestas a condiciones de luz saturante durante 3 min (saturacion) y posteriormente a 3 min
de luz tenue (relajacion). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.

En la Figura 6.10 se observa la evolucién del estado de de-epoxidacion de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas [(A+Z)/(V+A+Z)] en hojas de Q. coccifera cogidas
al mediodia y expuestas a 3 min de luz saturante (parte izquierda de la figura) v,
posteriormente, a 3 min de luz de relajacion (parte derecha de la figura). Al igual que
pasa con el NPQ, los valores de partida de (A+Z)/(V+A+Z) eran altos (alrededor de
0,5) lo que hace que el incremento a lo largo de la saturacion fuese pequefio. Ademas,
durante la relajacién los valores de este parametro apenas cambiaron, permaneciendo

cercanos a 0,6 al final del experimento.
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Figura 6.10. Evolucion del grado de de-epoxidacion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas
[(A+Z)/(V+A+Z)] en hojas de Q. coccifera cogidas al mediodia (hora solar) expuestas a condiciones de luz
saturante durante 3 min (saturacién) y posteriormente a 3 min de luz tenue (relajacién). Las barras de
error indican el error estandar del valor medio.
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En la Figura 6.11 se observa la evolucion de las relaciones entre la
anteraxantina (A) y la zeaxantina (Z) respecto a la cantidad total de pigmentos del ciclo
VAZ (AIVAZ y ZIVAZ) en hojas de Q. coccifera cogidas al mediodia y expuestas a 3
min de luz saturante (parte izquierda de la figura) y, posteriormente, a 3 min de luz de
relajacion (parte derecha de la figura). En cuanto a la saturacién, tanto A/VAZ como
ZIVAZ seguian un comportamiento similar al descrito para hojas cogidas antes del
amanecer, pero de una manera mucho mas atenuada. En cuanto a la relajacion, no se
apreciaron cambios significativos en ninguno de los dos parametros respecto de los

valores obtenidos al final de los 3 min de saturacion.
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Figura 6.11. Evolucion de la concentracion de anteraxantina (A) y zeaxantina (Z) respecto a la cantidad
total de pigmentos del ciclo VAZ (A/VAZ y ZIVAZ) en hojas de Q. coccifera cogidas al mediodia (hora
solar) expuestas a condiciones de luz saturante durante 3 min (saturacion) y posteriormente a 3 min. de
luz tenue (relajacion). Las barras de error indican el error estandar del valor medio.

6.4. Discusion

En este trabajo se ha realizado un analisis detallado en el tiempo de la cinética

de diversas variables fisioldgicas durante cambios intensos y repentinos en la
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intensidad luminica (luz tenue seguida de luz saturante, y seguida de nuevo de luz
tenue). Concretamente, se ha profundizado en el estudio de los cambios en la
reflectancia en la parte verde del espectro, la fluorescencia de clorofila y la
composicion de los pigmentos del ciclo de las xantofilas. Este estudio se realizé en
hojas de Quercus coccifera en dos situaciones concretas: en ausencia de cualquier
estimulo luminico previo (plantas cogidas antes del amanecer y mantenidas en la
oscuridad hasta que se realizaron las medidas) y bajo una estimulacion luminica
propia del verano mediterraneo (plantas cogidas al mediodia y mantenidas a la luz
hasta que se realizaron las medidas). Los resultados obtenidos en este estudio
indicaron que los cambios en la reflectancia en la parte verde del espectro (a 505y a
531 nm) debidos a un incremento repentino en la radiacion fotosintéticamente activa
estan relacionados con la generacién de un ApH trans-tilacoidal (deducido a partir de
los cambios a 531 nm y en NPQ) y con un aumento del grado de de-epoxidacion de
los pigmentos del ciclo de las xantofilas [(A+Z)/V+A+Z)] (medido por HPLC y deducido
a partir de los cambios a 505 nm), tal y como ya se habia descrito en anteriores
trabajos (Gamon et al. 1997, Gamon & Surfus 1999, Peguero-Pina et al. 2008 y las

referencias incluidas en el mismo).

Sin embargo, hay que resaltar la existencia de una respuesta diferencial de
estas variables en relacion con un incremento repentino en la intensidad luminica.
Estas diferencias se observan con mas claridad en la situacion donde las hojas parten
en ausencia de cualquier estimulo luminico previo (“predawn”). Mientras que el
aumento del NPQ sigue una cinética de saturacion con un maximo a los 90-100 s de
exposicion a la luz saturante (Figura 6.5), el resto de los parametros medidos sigue
cambiando pasado ese tiempo de exposicion (Figuras 6.4, 6.6). De este hecho se
puede deducir que existe un primer aumento significativo, pero menor, del
(A+2)/(V+A+Z) asociado al maximo aumento del NPQ y a la generacién parcial de un
ApH trans-tilacoidal, seguido de un aumento mucho mayor del (A+Z2)/(V+A+Z) paralelo
a la generacién completa de este gradiente y que no lleva asociados incrementos del
NPQ. Por lo tanto, la primera consecuencia que se deriva de este hecho es que el
NPQ es una variable experimental que no absorbe todos los cambios fisiologicos

experimentados por el PSIl debidos a un cambio brusco en las condiciones luminicas.

Esta respuesta bimodal podria estar relacionada con las interconversiones
dentro del ciclo de las xantofilas, como se observa en las Figuras 6.6 y 6.7. De hecho,

la separacion entre las dos fases de cambio en la reflectancia y en (A+2)/(V+A+Z) y la
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saturacion del NPQ se producen al mismo tiempo que se produce un maximo en la
concentracién de A/VAZ (Figura 6.7, unos 90-100 s. de exposicion a luz saturante).
Ademas, a partir de este momento se empieza a producir un fuerte incremento de
ZIVAZ hasta alcanzar valores de 0,8-0,9, variable que hasta entonces habia
permanecido practicamente inalterada (aumenta desde 0,1 hasta 0,2; Figura 6.7). Por
lo tanto, en Q. coccifera parece que existen dos fases en la de-epoxidacion de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas en respuesta a aumentos repentinos de la
intensidad luminica: una primera fase donde se produce mayoritariamente la de-
epoxidacion de violaxantina (V) a anteraxantina (A) (con poca produccion de
zeaxantina (Z)) y una segunda fase donde se produce la de-epoxidacion de la V
restante y la A a Z (con escasa produccion de A). Es precisamente al final de la
primera fase cuando se alcanzan los niveles mas altos de NPQ (Figura 6.5). Diferentes
estudios (p.ej. Morales et al. 2000) han relacionado diversos cambios en la
absorbancia en la parte verde del espectro con cambios en la concentracion de V, Ay
Z. Es esperable que estos cambios en absorbancia también produzcan cambios en la

reflectancia a estas longitudes de onda, tal y como se observa en la Figura 6.4.

La formacion de Z esta relacionada con la disipacion térmica del exceso de
energia luminica (Demmig-Adams et al. 1989). La generacién de un ApH trans-
tilacoidal inducido por un aumento brusco de la PPFD promueve un cambio
conformacional en los complejos menores de la antena del PSIl. Algunos autores
proponen que este cambio conformacional posibilita la unién de la Z a estos complejos
menores, produciéndose un aumento en la disipacion de la energia (Morosinotto et al.
2002). Sin embargo, Ruban et al. (2007) afirman que la formacion inicial del NPQ en
Arabidopsis thaliana responde a un cambio conformacional en los principales
complejos captadores de luz del PSIl (LHCII), inducido por la formaciéon de un ApH
dependiente de luz. Este cambio conformacional tendria, como consecuencia, un
aumento de la transferencia de energia sobrante al carotenoide luteina en su estado
excitado (denominado luteina 1) y, por lo tanto, una disipacion de energia a través de
esta molécula. En este estudio no se observan cambios significativos en la
concentraciéon de luteina (datos no mostrados), lo que no excluye que la disipacion
térmica ocurra mediada por la luteina de los LHCII. Sin embargo, hay que hacer notar
aqui que los maximos niveles de NPQ se obtienen a valores relativamente bajos de

(A+2)/(V+A+Z) en Q. coccifera en respuesta a un exceso de luz, lo que podria sugerir
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que la disipacién térmica se localice en los complejos menores de la antena del PSII

los cuales albergarian unas pocas moléculas de-epoxidadas del ciclo de las xantofilas.

Hasta ahora nos hemos referido a la situacién en la que las hojas partian en
ausencia de cualquier estimulo luminico previo. Cuando el experimento se realizé con
hojas cogidas al mediodia (hora solar), la respuesta de las distintas variables
estudiadas indicaba la existencia de un ApH trans-tilacoidal previo debido a la
exposicion de las hojas a la luz a lo largo de toda la mafana, ya que las variaciones
encontradas a lo largo de la saturacién y de la relajacion eran muchisimo menores que
en la situacién de “predawn”. Esta ausencia de respuesta frente al estimulo luminico
alcanza su maxima expresién en situaciones de estrés hidrico severo (a potenciales
hidricos de -6 MPa, aproximadamente), donde los cambios de reflectancia en el verde,
de fluorescencia de clorofila y de los pigmentos del ciclo de las xantofilas son

despreciables (datos no mostrados).

6.5. Conclusiones

En este capitulo se ha profundizado en el conocimiento del significado
fisiologico de los cambios en la reflectancia en la parte verde del espectro, y su
relacion con el NPQ y los pigmentos del ciclo de las xantofilas. El uso de indices
reflectométricos como indicadores de estrés hace que la comprensién del significado
de la senal obtenida sea fundamental para una 6ptima interpretacion posterior de los

resultados obtenidos.

La respuesta diferencial obtenida, debida al diferente estado de partida de la
hoja en cuanto al grado de estrés acumulado (luminico y/o hidrico), hace de la
reflectancia una potente herramienta en el estudio del estado fisiologico de la
vegetacion. Ademas, la reflectancia es una variable que puede ser monitorizada de un
modo pasivo y a distancia, lo puede facilitar su empleo como herramienta de

diagnéstico del estado de vigor de masas forestales mediante teledeteccion.
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7.1. Introduccion

La fluorescencia de clorofila estd considerada como un indicador intrinseco,
preciso y no destructivo de la eficiencia fotosintética. Los factores que controlan la
emisién de la fluorescencia de clorofila y los origenes moleculares de la fluorescencia
de clorofila variable han sido revisados extensa y periédicamente (Papageorgiou 1975,
Briantais et al. 1986, Renger & Schreiber 1986, Bolhar-Nordenkampf et al. 1989,
Krause & Weis 1991, Schreiber & Bilger 1993, Dau 1994, Schreiber et al. 1994,
Govindjee 1995, Joshi & Mohanty 1995). Uno de los usos mas clasicos de las medidas
de fluorescencia de clorofila ha sido la investigacién de la influencia directa e indirecta

de las variables ambientales en la fotosintesis de las plantas.

Un hecho que frecuentemente se pasa por alto en los estudios que se ocupan
de los efectos de diversos estreses en los parametros fotosintéticos es la existencia de
importantes gradientes dentro de la hoja. Cuando la luz entra y se desplaza por el
interior de la hoja, tanto la absorcion como la dispersion de la misma crean un
gradiente luminico. Tanto las propiedades épticas foliares como las caracteristicas del
microambiente luminico interno han sido previamente discutidas por diversos autores
(Fukshansky 1981, Osborne & Raven 1986, Vogelmann 1986, 1989, Sun et al. 1996,
Nishio 2000). Dependiendo de las propiedades 6pticas foliares y de la calidad de la luz
(es decir, de las longitudes de onda especificas que entran en la hoja), los gradientes

luminicos pueden ser relativamente intensos o graduales, exponenciales o lineales.

Las hojas gruesas y aquéllas compuestas en su mayor parte por mesofilo
esponjoso tienen numerosos espacios intercelulares que favorecen la dispersion
luminica, promoviendo el atrapamiento de la luz. La escasa absorcion luminica a 730
nm (luz rojo-lejano) crea un gradiente luminico aproximadamente lineal, mientras que
la luz azul (450 nm) decrece exponencialmente a medida que nos internamos en la
hoja (Seyfried & Fukshansky 1983, Vogelmann et al. 1989). Por ejemplo, Vogelmann
et al. (1989) y Cui et al. (1991) expusieron que la luz azul se atenuababa en los
primeros 50-100 um del mesdfilo de la hoja (a saber, una capa de células epidérmicas
y media capa (como maximo una) de células en empalizada). La luz verde se absorbe
débilmente, en consonancia con el espectro de absorcion de los cloroplastos,
penetrando en profundidad dentro del mesdfilo (Evans 1999). La luz roja también crea

gradientes intensos, aunque los datos obtenidos indican que los gradientes de la luz
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roja estan entre los creados por la luz azul y verde (Evans 1999, Vogelmann & Han
2000, Evans & Vogelmann 2006).

Por lo tanto, en hojas irradiadas con luz blanca (solar o artificial), la luz
absorbida se reduce a luz roja y azul, y la luz dispersada hacia delante y detras esta
formada principalmente por luz verde y rojo lejano. Asi, la luz verde y rojo lejano, es
decir, las longitudes de onda de baja absorcion, dominan el ambiente luminico dentro
de la hoja, tanto en las capas del mesofilo esponjoso como en el meséfilo en
empalizada. Estos resultados indican que la luz azul y la luz roja proporcionan energia
para la fotosintesis en las capas celulares cercanas a la parte superior de la hoja
(superficie adaxial), mientras que la luz verde es una fuente de energia
particularmente importante a medida que profundizamos dentro de la hoja (Sun et al.
1998, Nishio 2000). A este respecto, hay que recordar que aunque el coeficiente de
absorptividad molar de la clorofila es pequeio en la parte verde del espectro, la
absorcion de la hoja en estas longitudes de onda no es despreciable (Morales et al.
1991). Esto se debe a la alta concentracion foliar de clorofila y al importante efecto de
la multiple dispersion en las regiones espectrales de débil absorcion (ver Louis et al.

2006 y las referencias incluidas).

La composicién de las células a lo largo del gradiente también es diferente. En
espinaca, Terashima & Inoue (1985a, 1985b) y Terashima et al. (1986) informaron
sobre la existencia de una transicion gradual de los cloroplastos de luz a los de
sombra, tanto en la morfologia del cloroplasto como en los componentes de la cadena
de transporte electrénico, desde la parte superior a la parte inferior de la hoja. En las
secciones de hoja, la clorofila alcanzaba su concentracion maxima a 75-105 £ 15 um
dentro de la hoja (Vogelmann & Martin 1993). Nishio et al. (1993) describieron un
descenso gradual de la relacion clorofila a / clorofila b a medida que se profundizaba
en la hoja, debido a que la parte inferior estd mas sombreada que la superior (Outlaw
1987, Terashima 1989, Cui et al. 1991). Ademas, Louis et al. (2006) describieron
diferencias en el espectro de excitacion de la clorofila, cuando comparaban los lados
abaxial y adaxial de hojas de judia, que eran adscritas a unas mayores
concentraciones de carotenoides o0 a una mayor conversion de violaxantina a
zeaxantina en el lado adaxial. Estas podrian ser razones por las que la superficie
adaxial de la hoja se considera generalmente mas tolerante que la abaxial en relacion
a la alta luz (Evans et al. 1993, Sun et al. 1996).
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Otro aspecto a tener en cuenta es que el CO; entra en la hoja a través de los
estomas, localizados en la mayor parte de los casos en el lado abaxial (inferior) de la
hoja, lo que crea un gradiente de CO,. Se ha sugerido que las células del mesdéfilo en
empalizada permiten una colocacion vertical de los cloroplastos mas optima que
podria responder a la concentracién interna de CO; dentro de la hoja (Parkhurst 1986).
Sin embargo, los espacios aéreos intercelulares y el ordenamiento cloroplastico
minimizan potenciales gradientes internos de CO, (Evans & von Caemmerer 1996,
Evans 1999). En cualquier caso, las tasas maximas de fijacion de CO, se encuentran
en la parte media de la hoja y la parte mas importante de la fijacion de CO, se da en la
mitad inferior y no en el lado adaxial (donde la luz es maxima), siguiendo la
distribucion de la enzima Rubisco dentro de la hoja (Nishio et al. 1993). Estos datos
indican que el gradiente luminico esta, de alguna manera, desconectado de la fijacion
de CO; (Nishio et al. 1993).

Esta heterogeneidad dentro de la hoja puede causar, al menos, dos problemas
importantes que deben ser considerados. En primer lugar, algunas técnicas muy
utilizadas en la investigacion de la fotosintesis, tales como el intercambio de gases o la
composicion de pigmentos fotosintéticos, ofrecen resultados integrados de todas las
capas celulares dentro de la hoja. Los estudios de fluorescencia de clorofila, sin
embargo, le dan una mayor importancia a los efectos del estrés en las capas de
células superficiales, dado que los fluorimetros mas comerciales usan luz roja o azul
como luz de medida (fuente de excitacion). Un segundo problema que surge de la
heterogeneidad foliar podria estar relacionado con el estudio de tilacoides aislados.
Por ejemplo, algunas de las evidencias de dafo en el PSIl inducido por estrés (ver
Morales et al. 2006) provienen de estudios llevados a cabo con tilacoides aislados. Los
tilacoides aislados, sin embargo, pueden ser o no ser representativos de las células
originarias usadas para realizar el aislamiento de los tilacoides (Quilez et al. 1992). Por
estas razones, los procedimientos metodolégicos deben ser establecidos para evaluar
el comportamiento fotosintético a lo largo del gradiente foliar, en vez de utilizar
técnicas que consideran la hoja como una unica y gran capa de células o de
experimentos con tilacoides aislados. Estos procedimientos metodoldgicos fueron
iniciados con el trabajo pionero de Schreiber et al. (1996), en el que se combinaba la
técnica de la microsonda de fibra 6ptica con la de la modulacién de la amplitud del

pulso.
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El principal objetivo de este trabajo ha sido, por lo tanto, investigar la eficiencia
fotosintética de las diferentes capas de células de hojas de Quercus coccifera L.,
utilizando la eficiencia potencial maxima del PSII (F\/Fy) como el parametro medido de
fluorescencia de clorofila. Se han empleado diversos fluorimetros comerciales y no
comerciales con el animo de utilizar longitudes de onda que penetren mas o menos
profundamente dentro de la hoja, con medidas en los lados adaxial y abaxial de la
hoja. Se eligi6 Q. coccifera como especie de estudio porque posee hojas
heterobaricas, que se caracterizan por tener regiones transparentes en su lamina
debido a la presencia de grupos de ceélulas que conectan los haces vasculares con la
superficie epidérmica (BSE). En las hojas de Q. coccifera, el area ocupada por estas
BSE representa aproximadamente el 42-45 % del total del area foliar (Karabourniotis
et al. 2000). Karabourniotis et al. (2000) indicaron que las BSE incrementaban el
microambiente luminico en las capas internas del mesoéfilo con altos niveles de
radiacion fotosintéticamente activa. Estos mismos autores sugieren que este hecho
podria afectar al comportamiento fotosintético de tales hojas, proporcionando ventajas
adaptativas. En este trabajo se presentan evidencias de la existencia de un gradiente
en la eficiencia potencial maxima del PSIl (medida a través de la relacién F\/Fy) desde
el lado adaxial (eficiencias maximas) hasta el lado abaxial (eficiencias minimas) en
hojas de brinzales de 1 afio de edad de Q. coccifera, en condiciones control sin ningun

tipo de estrés.

7.2. Material y métodos

7.2.1. Material vegetal y condiciones experimentales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron brinzales de 1 afio de edad de
Q. coccifera, todos ellos de la misma procedencia (Zaragoza, Espafa). Las plantas se
sembraron y crecieron en un invernadero de policarbonato alveolar de muy alta
transparencia (superior al 90 % en el rango de radiacién fotosintéticamente activa), lo
que garantizé un flujo de 1300 umoles de fotones m? s™ al mediodia. Un sistema de
enfriamiento termostatizado por evaporacion forzada de agua garantizé un régimen
térmico dentro de los limites normales en un verano medio en el clima mediterraneo
del noreste peninsular. Las medidas se realizaron durante el verano, cuando las hojas

estaban completamente desarrolladas.
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7.2.2. Medidas de fluorescencia de clorofila con el PAM-2000 y con el FMS Il

Los parametros de fluorescencia de clorofila se midieron en un cuarto oscuro
en 10 hojas no escindidas de Q. coccifera con un fluorimetro portatil con modulacion
en la amplitud del pulso modelo PAM-2000 (Heinz Walz, Effeltrich, Alemania). Las
plantas se taparon con una tela negra durante 60 min para calcular la fluorescencia de
clorofila minima (Fy) y maxima (Fy). Fo se midid encendiendo la luz modulada de
medida a 0,6 kHz, con una PPFD por debajo de 0,1 umol m? s™ en la superficie de la
hoja. Fyy se midi6 a 20 kHz con un pulso de 1 s de 6000 pmol m? s” de luz blanca

sobre la superficie de la hoja.

Después de realizar estas medidas, las plantas fueron tapadas de nuevo con la
tela negra durante 60 min para calcular Fo y Fy con un fluorimetro portatil con
modulaciéon en la amplitud del pulso modelo FMS Il (Hansatech Instruments Ltd.,
Norfolk, Reino Unido). Fq se midié encendiendo la luz modulada de medida con una
PPFD de 0,4 umol m? s™ en la superficie de la hoja. F\y se midié con un pulso de 0,8 s

de 6000 umol m? s™ de luz blanca sobre la superficie de la hoja.

El protocolo experimental utilizado para el analisis de F, fue esencialmente el
descrito por Genty et al. (1989) con algunas modificaciones. Estas consistian
fundamentalmente en la presencia de una luz rojo-lejano (7 pmol m? s”) en las
medidas de F, para oxidar completamente el lado aceptor del PSII (Belkhodja et al.
1998a, Morales et al. 1998). La eficiencia potencial maxima del PSII en condiciones de
oscuridad se calculé como Fy/Fy (Morales et al. 1991, Abadia et al. 1999), siendo Fy =
Fum — Fo.

La eleccién de estos dos modelos de fluorimetros comerciales para la
comparacion de los valores de F\/Fy se baso6 en (i) las diferentes longitudes de onda
de excitaciéon que utilizan, (ii) en su disponibilidad y (iii) en el hecho de que son dos de
los modelos comerciales mas ampliamente utilizados en el mundo de la ecofisiologia
de plantas. Por este motivo, se considerd importante conocer las posibles fuentes de
variacion en las medidas obtenidas debido al empleo de aparatos con diferentes

caracteristicas técnicas.
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7.2.3. Medidas de fluorescencia de clorofila con el Xe-PAM

El fluorimetro Xe-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Alemania) posee la versatilidad
de poder seleccionar diferentes rangos de longitudes de onda para la excitacion de la
fluorescencia de clorofila con modulacién del pulso, a partir de una lampara de
descarga de xendn con la ayuda de filtros de paso de banda. Para realizar las medidas
de fluorescencia de clorofila, el Xe-PAM aplica flashes de 1us a una frecuencia lo
suficientemente baja para medir Fo (Schreiber et al. 1993, Kolb et al. 2004). Las
medidas de fluorescencia de clorofila se hicieron en un cuarto oscuro después de que
las plantas se taparan con una tela negra y se mantuvieran en oscuridad durante 60
min. Los datos se obtuvieron de 10 discos recién cortados de hoja (1 cm?) que se
fijaron con cinta de doble cara en un portamuestras de aluminio negro mate. Las
muestras se orientaron con un angulo de 45° respecto a la luz de excitacion y al
sensor de fluorescencia. La luz actinica empleada para la medida de Fy era
proporcionada por una lampara halégena. La eficiencia potencial maxima del PSII en
condiciones de oscuridad se calculé como F\/Fy (Morales et al. 1991, Abadia et al.
1999), siendo Fy = Fy — Fo.

En este trabajo, la luz de excitaciéon fue filtrada con filtros de interferencia de
paso de banda (Lambda Research Optics, Inc., California, Estados Unidos, anchura de
banda de 10 nm) a 650 o 600 nm con el objetivo de emular, respectivamente, el PAM-
2000 o el FMS Il. La senal de fluorescencia resultante se detecté por encima de 690
nm (Bilger et al. 1997, Markstadter et al. 2001) utilizando tres filtros RG9 (Schott AG,
Mainz, Alemania), o por encima de 665 nm (Barnes et al. 2000) utilizando tres filtros
RG665 (Schott AG, Mainz, Alemania).

7.2.4. Medidas de fluorescencia de clorofila con un fluorimetro no comercial a

partir del efecto Kautsky

Para medir la fluorescencia de clorofila utilizando la misma fuente de luz como
luz de excitacion y luz actinica, se realizaron medidas con un fluorimetro no comercial
(Morales et al. 1990, 2002) en hojas escindidas, a temperatura ambiente y en un
cuarto oscuro. Las plantas se taparon con una tela negra y se mantuvieron en

oscuridad durante 60 min. Las curvas de inducciéon de fluorescencia se midieron
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utilizando el dispositivo experimental descrito previamente por Morales et al. (1991). La
luz de excitacién se filtr6 con filtros de interferencia de paso de banda (Lambda
Research Optics, Inc., California, Estados Unidos, ancho de banda de 10 nm) a varias
longitudes de onda: 650, 600, 550 y 500 nm. La PPFD medida fue de 150 umol m?s™
sobre la superficie de la hoja. La fluorescencia de clorofila fue monitorizada y
registrada durante 2 s. La sefal de fluorescencia fue detectada a 680 o 740 nm para
maximizar, respectivamente, la contribucion del PSIl o del PSI (Agati et al. 2000) a la
sefal de la fluorescencia de clorofila. Para ello, se utilizé un filiro RG665 (Schott AG,
Mainz, Alemania) acoplado con filtros interferenciales de paso de banda a 680 o 740
nm. (Schott AG, Mainz, Alemania). Las medidas se realizaron en las superficies
adaxial y abaxial de hojas adaptadas a la oscuridad. Posteriormente fue calculada la
ratio F\/Fp, que proporciona una estimacion de la eficiencia del PSII (Morales et al.
1991).

7.2.5. Medidas de asimilacion neta de CO,

Las medidas de asimilacion neta de CO, (A) se realizaron al mediodia (hora
solar) en hojas del afio completamente desarrolladas de Q. coccifera, utilizando un
sistema portatil de analisis de intercambio de gases (CIRAS-1, PP Systems, Reino
Unido) con una concentracion externa de CO, controlada (C, = 350 ppm). Las medidas
se hicieron en las superficies adaxial y abaxial de la hoja con luz solar (PPFD = 1875
pumol m? s7) y con una fuente de luz blanca (KL 2500 LCD, Schott AG, Mainz,
Alemania) filtrada con un filtro de corte a 665 nm (RG665, Schott AG, Mainz,
Alemania; PPFD = 1200 pmol m?s™).

7.2.6. Medidas de eficiencia real (®Dps) e intrinseca (®D..) del PSIl, quenching

fotoquimico (qP) y no fotoquimico (NPQ)

Todos estos parametros, relativos a la fluorescencia de clorofila, se midieron al
mediodia (hora solar) en hojas del afio no escindidas completamente desarrolladas de
Q. coccifera, utilizando un fluorimetro portatil con modulacién en la amplitud del pulso
modelo FMS |l (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, Reino Unido). Las medidas se

hicieron en las superficies adaxial y abaxial de la hoja con luz solar (PPFD = 1875
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umol m? s7) y con una fuente de luz blanca (KL 2500 LCD, Schott AG, Mainz,
Alemania) filtrada con un filtro de corte a 665 nm (RG665, Schott AG, Mainz,
Alemania; PPFD = 1200 umol m? s™). Las plantas se taparon con una tela negra,
manteniéndose en la oscuridad durante 30 min, para estimar la fluorescencia de
clorofila minima (Fy) y maxima (Fy). Fo se midid encendiendo la luz modulada de
medida con una PPFD de 0,4 umol m? s™ en la superficie de la hoja. Fy, se midié con
un pulso de 0,8 s de 6000 umol m? s™ de luz blanca sobre la superficie de la hoja. Las
plantas fueron destapadas y el valor de fluorescencia en el estado estacionario (Fs) se
midié al mediodia con luz solar y con luz roja como luces actinicas. Posteriormente se
aplicé un segundo pulso saturante de luz blanca para determinar la fluorescencia
maxima en el estado adaptado a la luz (F'y). Por ultimo, las hojas se taparon de nuevo
con una tela completamente negra con el objetivo de determinar la fluorescencia
minima después de la inducciéon (F’g). El protocolo experimental utilizado para el
analisis del quenching de la fluorescencia de clorofila fue, esencialmente, el descrito
por Genty et al. (1989) con algunas modificaciones. Estos cambios estaban
relacionados con las medidas de Fy y F'y, las cuales se midieron en presencia de una
luz rojo-lejano (7 umol m? s™) utilizada para oxidar completamente el lado aceptor del
fotosistema Il (PSll) (Belkhodja et al. 1998a, Morales et al. 1998). Las eficiencias real
(Dpsi) € intrinseca (Peyc) del PSII se calcularon como (F'y—Fs) / F'my (FFm—Fo) / Fu,
respectivamente (Genty et al. 1989, Harbinson et al. 1989). El quenching fotoquimico
(gP) se calculé como (F'y — Fs) / (F'm — Fp), de acuerdo con van Kooten & Sneel
(1990). El quenching no fotoquimico (NPQ) se calculé como (Fy / F'y) — 1, de acuerdo
con Bilger & Bjérkman (1990).

7.2.7. Andlisis estadistico

Todos los valores que aparecen en las gréaficas de este capitulo estan
expresados como valor medio + error estandar. Las comparaciones entre los valores
medios se realizaron utilizando el test t de Student, excepto para los distintos valores
obtenidos con las medidas del efecto Kautsky, para los que se utilizd el test de

comparaciones multiples de Student-Newman-Keuls (SNK).
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7.3. Resultados

Los valores de eficiencia potencial maxima del PSII (Fy/Fy) medidos en el lado
adaxial de hojas de Q. coccifera obtenidos con el FMS Il fueron mayores que los
obtenidos con el PAM-2000 (Figura 7.1), siendo las diferencias estadisticamente
significativas (P=0,000).
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0,82 {|== FMs1I
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F\/Fu
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0,74 -

O
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Figura 7.1. Eficiencia potencial maxima del PSIl (Fy/Fu) medida con el PAM-2000 y con el
FMS Il en el lado adaxial de hojas de Q. coccifera. Las barras de error indican el error
estandar del valor medio. Las diferencias significativas (P<0,05) se indican mediante letras
diferentes.

Estas diferencias, aunque se atenuan, seguian siendo estadisticamente
significativas en las medidas realizadas con el Xe-PAM, cuando se emulan las
condiciones de medida del PAM-2000 y del FMS-II (Figura 7.2), tanto para la deteccion
por encima de 700 nm (Figura 7.2a, P=0,003) como por encima de 665 nm (Figura
7.2b, P=0,000). El mantenimiento de estas diferencias indica que no pueden ser
adscritas a un artefacto causado solamente por el uso de dos fluorimetros comerciales

distintos.
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Figura 7.2. Eficiencia potencial maxima del PSIl (Fy/Fu) en el lado adaxial de hojas de Q.
coccifera medida con el Xe-PAM, emulando al PAM-2000 (excitacion a 650 nm, barras
blancas) y al FMS Il (excitaciéon a 600 nm, barras grises), con la deteccién (A) por encima
de 700 nm y (B) por encima de 665 nm. Simbolos como en Figura 7.1.

La Figura 7.3 representa los valores de F\/Fp en los lados adaxial y abaxial de
hojas de Q. coccifera. Estas medidas se realizaron combinando diferentes longitudes
de onda de excitacién (650, 600, 550 y 500 nm) con la deteccién filtrada en 680 y 740
nm. Cuando se midié por el lado adaxial (haz) se observé un gradiente en cuanto a
eficiencia fotoquimica (F\/Fp), magnitud que disminuia a medida que la luz de
excitacion incidia sobre capas celulares que estan situadas a mayor profundidad

dentro del mesdfilo (excitacion a 550 y 500 nm). Estas diferencias eran
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estadisticamente significativas (P<0,05) tanto si la deteccién es a 680 como a 740 nm.
Cuando se realizaron las medidas por el lado abaxial (envés) se observo una imagen
muy distinta, obteniendo las mayores eficiencias con la longitud de onda que mas
penetra dentro del mesdfilo (500 nm), sobre todo cuando la deteccidon era a 680 nm.
Esto indica que el estado de las capas de células mas proximas al lado adaxial era
mejor desde un punto de vista fotoquimico que las mas préximas al lado abaxial. La
poca claridad de los resultados obtenidos en el lado abaxial con la deteccidon a 740 nm
pudiera ser debida a la escasa sefal de fluorescencia en estas longitudes de onda,

hecho que puede ser una fuente importante de error.
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Figura 7.3. Eficiencia del PSII (Fv/Fp) en los lados adaxial y abaxial de hojas de Q. coccifera con la luz de
excitacion filtrada a diversas longitudes de onda (650, 600, 550 y 500 nm) y con la deteccion a 680 y 740
nm. Simbolos como en Figura 7.1.
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En la Figura 7.4 se observan las tasas de asimilacion neta de CO, (A)
obtenidas con luz solar y con luz roja de baja penetracion en los lados adaxial y
abaxial de hojas de Q. coccifera. No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre los valores de A obtenidos con luz blanca y con luz roja, ni por el lado adaxial
(P=0,705) ni por el lado abaxial (P=0,136), aunque los valores de asimilacién neta de
CO,, tomados en su conjunto, siempre eran mayores en el lado adaxial que en el
abaxial (P=0,002).
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Figura 7.4. Asimilacion neta de CO (A) en los lados (A) adaxial y (B) abaxial de hojas de Q. coccifera,
medida con luz solar y luz roja (lampara halégena + RG665). Simbolos como en Figura 7.1.

En la Figura 7.5 se observan las eficiencias real (Opg)) € intrinseca (®eyc), €l
quenching fotoquimico (gP) y el no fotoquimico (NPQ) en los lados adaxial y abaxial
de hojas de Q. coccifera, medidos con luz blanca y luz roja. Las unicas diferencias
estadisticamente significativas se encontraron en ®pg, y en qP, parametros que eran
siempre mayores con luz blanca que con luz roja, tanto por el lado adaxial (P=0,004 y
P=0,012) como por el lado abaxial (P=0,049 y P=0,037). Ademas, los valores de ®pg

y de qP siempre eran mas altos en el lado adaxial que en abaxial (P=0,003).
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7.4. Discusion

En las ultimas décadas, la fluorescencia de clorofila ha sido una herramienta
muy utilizada por ecofisiélogos e investigadores de la fotosintesis para el estudio del
funcionamiento fotosintético de las plantas (Papageorgiou 1975, Briantais et al. 1986,
Renger & Schreiber 1986, Bolhar-Nordenkampf et al. 1989, Schreiber & Bilger 1993,
Schreiber et al. 1994, Govindjee 1995). La introduccién de un gran numero de
fluorimetros portatiles y facilmente manejables ha popularizado el uso de esta técnica.
Dos de los mas extendidos modelos disponibles comercialmente son el PAM-2000
(Heinz Walz, Effeltrich, Alemania) y el FMS Il (Hansatech Instruments Ltd., Norfolk,
Reino Unido). Estos instrumentos utilizan, respectivamente, 650 y 600 nm como
longitud de onda de excitacién. En este trabajo se han encontrado diferencias en la
eficiencia potencial maxima del PSII (F\/Fy) medida con ambos fluorimetros en plantas
sanas de Q. coccifera sin ningun tipo de estrés. Concretamente, los valores de F/Fy
medidos con el PAM-2000 fueron siempre inferiores a aquellos medidos con el FMS 1l
en las mismas hojas y bajo las mismas condiciones experimentales (midiendo siempre
en el lado adaxial). Este fendmeno también se encontré en otras especies del género

Quercus, como Q. subery Q. petraea (datos no mostrados).

En primer lugar se exploré la posibilidad de que las diferencias encontradas
fueran debidas a un artefacto instrumental. Asi, se midi6 la relacion F\/Fy en las
mismas hojas (siempre desde el lado adaxial) con un fluorimetro Xe-PAM (Heinz Walz,
Effeltrich, Alemania; Schreiber et al. 1993), que tiene la versatilidad de poder
seleccionar diferentes rangos de longitudes de onda con la ayuda de filtros de
interferencia para la excitacién de la fluorescencia de clorofila con modulacién de la
amplitud del pulso derivada de una lampara de descarga de xenén. En este estudio, se
filtr6 la luz de medida a 650 o 600 nm, emulando respectivamente al PAM-2000 o al
FMS Il. Las diferencias entre las dos longitudes de onda de excitacion fueron todavia
observables, no pudiendo ser adscritas a un artefacto causado por el uso de dos

fluorimetros comerciales distintos.

Todavia, con el fluorimetro Xe-PAM, la luz de medida (excitacion) y el pulso
saturante de luz actinica (luz blanca, utilizada para la medida de Fy) eran distintas.
Este hecho podria representar una nueva fuente de variacion en las medidas de Fy/Fy,
por el hecho de que la luz de medida y la de saturacion pudieran ser absorbidas de un

modo diferencial por las distintas capas de células en profundidad. Por lo tanto, se
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considerd necesario el empleo de un fluorimetro no comercial (Morales et al. 1990,
1991), que emplea una iluminacién actinica en continuo para la medida de la fase
rapida del efecto Kautsky, a partir del cual la eficiencia potencial maxima del PSII
puede ser registrada (Abadia et al. 1999). De nuevo, se midio en el lado adaxial de las
mismas hojas y las diferencias entre 650 y 600 nm desaparecieron. Por lo tanto, estas
diferencias fueron adscritas al uso de luces diferentes para la excitaciéon y para la

saturacion del PSII de hojas adaptadas a la oscuridad.

Posteriormente se utilizé este fluorimetro no comercial para investigar la
eficiencia potencial maxima del PSIl cuando la luz penetra mas en profundidad dentro
del mesdfilo, utilizando luces a 650, 600, 550 y 500 nm, realizando medidas en los
lados adaxial y abaxial de la hoja. Los resultados indicaron que las longitudes de onda
débilmente absorbidas por los pigmentos fotosintéticos, y por lo tanto que penetraban
mas profundamente dentro del mesdfilo, proporcionaban valores de Fy/Fy mas bajos
cuando las medidas eran llevadas a cabo desde el lado adaxial. Sin embargo, en la
mayor parte de los casos, cuando las medidas se realizaban desde el lado abaxial, las
longitudes de onda que penetraban mas profundamente proporcionaban valores de
Fv/Fy mejores que aquéllas que se absorbian mas superficialmente. Las tasas de
fotosintesis eran también mayores (unas dos veces) cuando las medidas se hacian
por el lado adaxial, lo que era debido a una mejor ®pg;, principalmente originada por un
gP mas alto. Todos estos datos indican que el lado abaxial, o al menos las capas
celulares mas profundas del mesofilo, de las hojas de Q. coccifera de 1 afio de edad
sin ningun tipo de estrés se caracterizaba por tener un funcionamiento fotosintético

danado.

El origen del bajo rendimiento del lado abaxial en las hojas de Q. coccifera
podria estar relacionado con la cantidad de luz que llega a estas capas de células y de
su composicion en pigmentos fotosintéticos. En el caso de Q. coccifera ya se ha
mencionado anteriormente que sus hojas se caracterizan por la presencia de BSE,
que facilitan la penetracién de la luz hasta la parte mas profunda del mesdfilo
(Karabourniotis et al. 2000). De hecho, a determinadas orientaciones especificas de la
muestra, la cantidad de luz dentro de las BSE en la parte profunda del mesdfilo se
aproximaba a la detectada por la sonda en el lado adaxial de la superficie de las hojas
iluminadas de Q. coccifera (Karabourniotis et al. 2000). Estas grandes cantidades de
luz en capas celulares con cloroplastos de tipo sombra (ver seccion 7.1 Introduccién)

pueden generar este bajo rendimiento fotosintético. El bajo rendimiento fotosintético
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del lado abaxial de las hojas ya ha sido descrito previamente, generalmente
relacionado con su composicion proteinica y pigmentaria (ver Li et al. 2007 y
referencias incluidas). Hasta donde se sabe, este es el primer trabajo donde un bajo
rendimiento fotosintético en el lado abaxial de las hojas se acompafia con una

eficiencia potencial maxima del PSII disminuida.

El hecho de que diferentes técnicas de medida reflejen la actividad de
diferentes poblaciones celulares puede tener importantes consecuencias en la
fotosintesis de las plantas bajo condiciones de estrés. Por ejemplo, el uso combinado
de la fluorescencia de clorofila y las medidas de intercambio de gases (Valentini et al.
1995, Medrano et al. 2002) ha sido utilizado con éxito en la separacion de la tasa de
transporte electrénico en varias fracciones, incluyendo aquéllas destinadas a
fotosintesis, respiracion oscura y fotorrespiracion, en plantas con estrés hidrico (Flexas
& Medrano 2002b). Sin embargo, no ha sido posible la utilizacién de esta aproximacion
con plantas deficientes en hierro o nitrégeno (Morales et al. 2006). Este hecho se debe
a que la relacion entre el transporte electrénico y la suma de la fotosintesis neta,
respiracion oscura y fotorrespiracién disminuye en plantas con deficiencia de hierro o
nitrégeno (Morales et al. 2006) por debajo del valor tedrico de 4,5-5 (von Caemmerer &
Farquhar 1981). Una posible explicacion para esto es que la tasa de transporte
electrénico (estimada con la fluorescencia de clorofila) y la tasa de fotosintesis
(medido con técnicas de intercambio de gases) podrian estar originadas a partir de
distintas poblaciones celulares. Las capas celulares mas superficiales, que contribuyen
mas a la estimacion de la tasa de transporte electrénico, pueden estar mas afectadas
que las capas celulares mas profundas, que contribuyen mas a la estimacion de las
tasas de intercambio de gases. En el caso del estrés hidrico, la relaciéon entre el
transporte electrénico y la fotosintesis neta nunca disminuye por debajo de 5 (Flexas
et al. 1999b). En cualquier caso, hay que tener cuidado cuando se emplean diferentes
técnicas que pueden reflejar la actividad fotosintética de diferentes poblaciones
celulares o de diferentes capas celulares en plantas bajo diversas condiciones de

estrés.
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7.5. Conclusiones

En este capitulo se han encontrado diferencias cuando se han utilizado
diferentes fluorimetros comerciales y no comerciales para estimar la eficiencia
potencial maxima del PSIl (a través de la relacién F,/Fy en hojas adaptadas a la
oscuridad) en el lado adaxial de hojas de 1 afo de brinzales de Q. coccifera en

condiciones control, sin ningun tipo de estrés.

La eficiencia fotosintética del lado abaxial, o al menos de las capas profundas
del mesdfilo, fue mas baja que la del lado adaxial, lo que puede ser adscrito a la fuerte
disminucién de la eficiencia potencial maxima del PSIl. Esta baja eficiencia
fotosintética del lado abaxial podria relacionarse con la existencia de BSE en las hojas
de Q. coccifera, que facilitan la penetracion de altas tasas de radiacion

fotosintéticamente activa hasta la parte mas profunda del mesdfilo.

Finalmente, la existencia de poblaciones o capas celulares dentro de las hojas
con diferentes actividades fotosintéticas o eficiencias hace necesaria la evaluacién de
como la luz penetra dentro del mesdfilo cuando se usa la fluorescencia de clorofila o
técnicas de intercambio de gases que usan diferentes longitudes de onda de

excitacion.
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8.1. El decaimiento de Abies alba y Pinus sylvestris en Aragon

Los capitulos 2 y 3 se han ocupado del estudio, desde distintos puntos de vista,
de dos de los mas importantes fendmenos de decaimiento observados en el paisaje
forestal aragonés durante los ultimos anos. Estos episodios han tenido como
protagonistas a A. alba y P. sylvestris, dos especies que ocupan en Aragdn areas
proximas a sus limites de distribucién. Este matiz es de vital importancia para
comprender el estado actual y la futura evolucion de estas poblaciones, ya que el
establecimiento de una especie en sus limites ecolégicos y/o geograficos hace que
ésta sea mas sensible a cualquier tipo de alteracion climatica, lo que actuara como un
importante factor de predisposicion al decaimiento, en el sentido dado por Manion
(1991) a este término. Sin embargo, aunque ambos procesos tienen algunas
caracteristicas comunes, no es menos cierto que cada uno muestra bastantes

particularidades interesantes.

Por una parte, el decaimiento de A. alba en la poblacion de Paco Ezpela
constituye un ejemplo de conjuncion entre factores regionales (alteraciones en el clima
a largo plazo relacionados con el cambio global) con otros factores locales
(desordenes nutricionales, episodios agudos de sequia estival, etc.). Esta afirmacion
se fundamenta en el 6ptimo estado fisioldgico encontrado, a partir de indicadores
fotoquimicos y reflectométricos de dafio, en los ejemplares de la otra poblacién
estudiada, Gamueta, muy cercana en el espacio pero muy distinta desde un punto de
vista biogeografico. Este hecho es una constante en el decaimiento de A. alba en el
Pirineo, ya que la ausencia de un patron geografico claro es una de las principales
caracteristicas del decaimiento de A. alba en el Pirineo. Por lo tanto, el entendimiento
de las causas que hacen que se vean afectadas, en mayor o menor grado,
poblaciones muy alejadas entre si y muy diferentes en cuanto a su estructura y
localizacion geografica podria ser un objetivo a alcanzar en futuras investigaciones. En
este sentido, una linea de trabajo interesante seria la busqueda, a nivel poblacional,
de factores de tipo ecogenético que pudieran agrupar a las poblaciones de A. alba del
Pirineo en funcién de su sensibilidad al aumento de la temperatura y la disminucién de

las precipitaciones.

Por otro lado, el decaimiento de P. sylvestris en la provincia de Teruel ha
servido como marco tedrico para testar una nueva técnica fotoquimica en el estudio de

la resistencia de los tejidos vivos del cambium a temperaturas de congelacién, ya que
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el dafo por helada se presentd como un posible factor desencadenante de este
proceso. Ademas de poner a punto una nueva técnica fotoquimica, se ha demostrado
que el frio no fue el causante del ultimo episodio de decaimiento detectado en estas
masas de P. sylvestris, una especie cuya area central de distribucién se situa en el
centro-norte de continente eurosiberiano. Aunque el factor desencadenante ultimo del
proceso no esta del todo claro, se podian apreciar una serie de factores comunes en
los ejemplares afectados que hacian pensar en la existencia de un cierto grado de
estrés cronico en estas poblaciones. Concretamente, los ejemplares de P. sylvestris
en decaimiento se asentaban sobre suelos someros y con escasa fracturacion de la
roca madre, que impedia el desarrollo de raices profundas para la busqueda del
recurso hidrico. Ademas, las condiciones climaticas existentes en la zona indican que
la actividad vegetativa de P. sylvestris en esta zona esta limitada por las bajas
temperaturas invernales y por la escasez de precipitacién estival, lo que hace que el
potencial periodo de crecimiento del arbol se vea reducido en gran medida. Por ultimo,
hay que tener en cuenta un ultimo factor de vital importancia para comprender este
proceso: la historia del territorio donde se asientan estas poblaciones de P. sylvestris.
En este sentido, parece demostrado que la ganaderia fue la principal actividad
economica de la zona, promoviendo el uso de la tierra para pasto y limitando en gran
medida la presencia del pino albar en la zona. Sin embargo, el abandono de la
actividad ganadera en la zona ha favorecido la expansion a gran escala de P.
sylvestris en este territorio. La gran densidad de ejemplares en la zona corrobora esta
afirmacion. Todos estos hechos -la escasez de suelo, la existencia de condiciones
climaticas poco favorables y los antecedentes histéricos- actuaron como factores de
predisposicion al decaimiento de estas masas. En este sentido, la historia del paisaje
se constituye como una disciplina fundamental que tiene que formar parte del estudio

de éste y otros fenomenos de decaimiento forestal que puedan suceder en el futuro.

En resumen, estas poblaciones de A. alba y P. sylvestris fronterizas entre el
mundo mediterraneo y el mundo eurosiberiano se revelan como unos valiosos
indicadores de la dinamica de la vegetacion en el contexto del cambio global. Por lo
tanto, el conocimiento en profundidad de la estructura y el funcionamiento de estas y
otras poblaciones de similares caracteristicas es uno de los objetivos a conseguir en el

futuro.
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8.2. La vegetacion escleréfila mediterranea: respuestas frente al

estrés hidrico y al estrés luminico

El decaimiento forestal en la Peninsula Ibérica también ha incidido sobre
especies caracteristicas de la vegetacion mediterranea. Es mas, tal y como se
menciona en el capitulo 1, el decaimiento de especies del género Quercus se presenta
como un interesante fenomeno de estudio, ya que ha afectado en mayor medida a las
especies que, en principio, se identifican como mas adaptadas a las condiciones
climaticas existentes en el area bajo la influencia del clima mediterraneo de la
Peninsula Ibérica, como es el caso del fendmeno conocido como “la seca” de la encina
y otras especies del género Quercus. Aunque se ha demostrado la influencia de otros
factores de predisposicion relacionados con la baja calidad de los suelos, parece claro
que los desoérdenes climaticos son el principal factor desencadenante de estos
procesos. Esta indiscutible afirmacién empirica choca frontalmente con el tradicional
concepto de la vegetacién escleréfila mediterranea como un grupo fisioldgico
homogéneo, propuesto por muchos autores (ver seccion 1.6 para mas detalles). Por lo
tanto, el estudio del funcionamiento de la vegetacién escleréfila mediterranea frente al
estrés hidrico y luminico fue considerado como uno de los principales objetivos a
cubrir en este trabajo. Concretamente, se ha intentado profundizar en el conocimiento
de los diferentes mecanismos fotoquimicos que muestran estas especies frente a
periodos largos de falta de agua y altos niveles de radiacién luminica, condiciones

tipicas del verano mediterraneo.

De esta manera, en el capitulo 4 se ha demostrado que tres especies
congenéricas (Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota y Q. suber), consideradas como
representantes genuinas de la vegetacion esclerdéfila mediterranea y con una alta
resistencia a la sequia desde el punto de vista de su arquitectura hidraulica, presentan
un comportamiento diferencial en el funcionamiento del fotosistema Il frente a un
periodo de estrés hidrico intenso. Concretamente, las mayores diferencias se
encuentran en la evolucién de la eficiencia instantdanea en el uso del agua, en la
eficiencia potencial maxima del fotosistema Il y en las interconversiones de los
pigmentos del ciclo de las xantofilas. En relacion con esto, es interesante resaltar la
excelente correlaciéon encontrada entre el potencial hidrico y la eficiencia potencial
maxima del fotosistema Il (F\/Fy) medidos antes del amanecer para Q. cocciferay Q.

ilex ssp. ballota. La capacidad de adaptacién de la cadena de transporte electronico en
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estas dos especies — especialmente en Q. coccifera - hace de la medida de F\/Fy un
posible indicador no destructivo del contenido de agua en el suelo cuando el potencial
hidrico se hace muy negativo. Una linea de investigacion que queda abierta para el
futuro es la busqueda de otras especies constituyentes de la vegetacion mediterranea
cuyo fotosistema Il responda al estrés hidrico de una manera andloga al de Q.

cocciferay Q. ilex ssp. ballota.

Una de las principales conclusiones del capitulo 4 es que si especies
congenéricas con evidentes vinculos genéticos, con solapamientos en sus respectivas
areas de distribucién, muestran semejantes diferencias de comportamiento, la
supuesta unidad funcional de la vegetacién mediterranea se ve puesta en entredicho.
Este argumento concuerda con trabajos realizados por otros autores (Ogaya &
Penuelas 2006), que cuestionan el papel de la esclerofilia y su relacién con la
resistencia al estrés hidrico, llegando a considerar a este caracter morfolégico como
un epifendmeno debido a la gran cantidad de radiacién solar incidente en la region
mediterranea. Por lo tanto, a la hora de afrontar el estudio de procesos de decaimiento
de la vegetacion esclerdfila mediterranea, hay que tener especial cuidado en la
consideracion de una especie como altamente resistente al déficit hidrico, ya que esta
asuncién puede llevar a conclusiones erroneas, cuando se buscan los factores
causales relacionados con episodios de decaimiento en estas especies. El incremento
en la aridez pronosticado para los proximos afios en la cuenca mediterranea hace que
estas consideraciones adquieran una especial importancia. En este sentido, la
busqueda del parametro fisioldgico definitivo que identifique inequivocamente el grado

de tolerancia a la sequia es un objetivo a alcanzar en futuros trabajos.

8.3. El PRI medido a distancia como un indicador no destructivo del

estado hidrico de la vegetaciéon

Es indudable que la busqueda y puesta a punto de nuevos indicadores
fotoquimicos o reflectométricos de resistencia al estrés hidrico se infiere de estudios
realizados en plantas modelo. En este caso, la especie en cuestion tendria que ser (i)
altamente tolerante al estrés hidrico, (ii) ofrecer un amplio margen de seguridad entre
el potencial hidrico donde se produce el cierre estomatico y el potencial hidrico donde

el grado de cavitacion impide la recuperacion de la planta y (iii) tener parametros
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fisiolégicos facilmente medibles con alta sensibilidad al estrés hidrico. Ademas, la
especie en cuestidon tenia que ser importante desde un punto de vista ecolégico, es
decir, que su presencia en la vegetacion natural no fuese testimonial, sino que jugase
un papel importante como especie formadora de paisaje. Por todas estas razones, la
especie elegida para los siguientes trabajos a realizar fue Q. coccifera, ya que posee
todas estas caracteristicas. Asi, en el capitulo 5 se realiz6é el seguimiento de manera
pasiva, en continuo y a distancia del PRI (indice de Reflectancia Fisiolégico) sobre un
dosel de brinzales de Q. coccifera sometidos a un estrés hidrico prolongado. Por otro
lado, también se realizé el seguimiento de otros parametros fisioldgicos (contenido
hidrico relativo, cavitacion, intercambio de gases, fluorescencia de clorofila y
pigmentos fotosintéticos) como medidas complementarias a la reflectancia espectral,
lo que tenia como objetivo (i) adquirir un conocimiento profundo del funcionamiento
fisioldgico de esta especie en respuesta al estrés hidrico, y (ii) intentar establecer
relaciones entre los cambios en el PRI medido a distancia y los cambios en los

parametros fisioldgicos medidos en contacto.

Los resultados obtenidos en este capitulo revelan al PRI como un excelente
indicador indirecto y no destructivo del estrés hidrico. Las buenas correlaciones
encontradas con parametros fisioldgicos tradicionalmente relacionados con el estrés
hidrico, como el NPQ y (A+Z)/(V+A+Z), confirman esta afirmacién. La medida del PRI
en continuo y a larga distancia, mediante la incorporacion de sensores reflectométricos
en avionetas y satélites, es uno de los objetivos de la Agencia Espacial Europea, tal y
como ha sido puesto de manifiesto en recientes publicaciones y congresos
internacionales (Rahman et al. 2001, Stylinski et al. 2002, Grace et al. 2007).

Aunque las correlaciones encontradas en el capitulo 5 eran bastante buenas, el
hecho de que el PRI se midiera a nivel de dosel vegetal y el resto de medidas se
hiciera a nivel foliar planteaba una serie de incognitas respecto a su empleo como
indicador de la actividad fotosintética y fotoquimica. En el capitulo 6 se profundiza en
el conocimiento del significado fisiologico de los cambios en la reflectancia en la parte
verde del espectro, mediante la medida simultanea de la reflectancia espectral, el NPQ
y los pigmentos del ciclo de las xantofilas. El desarrollo de un prototipo experimental
no comercial, que permitia la obtencion e inmediata congelacién de un disco de hoja
donde se habian realizado las medidas de reflectancia espectral y fluorescencia de
clorofila, posibilité la realizacién de este trabajo. De esta manera se pudo comprobar

que los cambios en los parametros relacionados con la actividad del fotosistema I,
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causados por repentinas transiciones de oscuridad a altos niveles de radiacion
fotosintéticamente activa, se correlacionaban muy bien con cambios en la reflectancia

en la parte verde del espectro.

8.4. Consideraciones sobre la comparacion de medidas obtenidas
con diversos sistemas de intercambio de gases y fluorescencia de

clorofila

El empleo de técnicas basadas en la medida de intercambio de gases y la
fluorescencia de clorofila esta cada vez mas extendido en los estudios relacionados
con la ecofisiologia de plantas, sobre todo en la respuesta de la vegetacion frente a
diversos estreses y en el estudio de procesos de decaimiento forestal. Sin embargo,
muy pocos trabajos tienen en cuenta la influencia de la calidad de la luz de medida en
la respuesta obtenida, ya que la capacidad de penetracion de la luz dentro de la hoja
cambia en funcion de la longitud de onda empleada. Asi, la hoja presenta un maximo
de absorcion en las longitudes de onda correspondientes al azul y al rojo, mientras que
el nivel de absorcion de la radiacién verde es relativamente pequefo. Por lo tanto, la
luz de excitacién utilizada estara incidiendo sobre distintas capas celulares en funcion

de la longitud de onda empleada.

En el capitulo 7 se analiza la eficiencia del fotosistema Il a través de distintas
capas celulares del mesdfilo de Q. coccifera, demostrando que existe un gradiente
vertical de eficiencia dentro del mismo. Por lo tanto, debido a que el comportamiento
fisioldgico de estas capas celulares no es homogéneo, existe la posibilidad de que
haya interpretaciones erroneas cuando se comparan medidas obtenidas a partir de
diferentes aparatos, por ejemplo cuando se comparan medidas de intercambio de
gases Yy fluorescencia de clorofila, o cuando se comparan medidas de fluorescencia

realizadas con fluorimetros con distintas caracteristicas técnicas.
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8.5. Conclusiones

1. Las poblaciones de abeto blanco localizadas en el limite ecolégico de la especie,
bajo condiciones mas xéricas pueden ser mucho mas sensibles a un cambio climatico
que aquéllas situadas en el ndcleo de su area de distribucion, bajo condiciones mas
mésicas. Un futurible aumento de la temperatura y un aumento de la frecuencia de
sequias intensas en los Pirineos podrian causar una acusada pérdida de productividad
en aquellas poblaciones de abeto blanco localizadas cerca del limite ecolégico de la

especie.

2. La fluorescencia de clorofila en el clorénquima cortical de la corteza es una técnica
facil, rapida, no destructiva y precisa, para la caracterizacion de la vitalidad del
cambium bajo temperaturas de congelacion en el tallo de P. sylvestris y otras especies
lefiosas que posean este tejido fotosintético. Esta técnica permite establecer el valor
de temperatura umbral a la que se producen dafos irreversibles por helada en

diferentes tejidos vegetales, incluyendo la parte interna de la corteza.

3. El comportamiento de la maquinaria fotosintética de Q. coccifera, Q. ilex ssp. ballota
y Q. suber en respuesta a un periodo de intenso estrés hidrico estival varid
marcadamente entre las tres especies estudiadas. Estos hechos indican una
adaptacion del PSIl que va mas alla de la cercania desde un punto de vista genético y
morfologico existente entre estas especies, demostrando que la convergencia
morfolégica no se expresa necesariamente en el comportamiento fisiolégico de estas

especies bajo condiciones de estrés hidrico.

4. El PRI se ha revelado como un indicador de estrés hidrico excelente, sensible,
dindmico y no destructivo, incluso en especies vegetales bajo condiciones de intensa
sequia en condiciones naturales y, como es el caso de Q. coccifera, especialmente
resistentes al estrés hidrico estival. El empleo de estas especies perennifolias como
plantas modelo para la monitorizacion de la disponibilidad de agua en el suelo durante
las cuatro estaciones del afo puede ayudar a comprender la evolucion del paisaje

mediterraneo en relacién con el cambio climatico.

5. El uso de indices reflectométricos como indicadores de estrés hace que la
comprension del significado de la sefal obtenida sea fundamental para una 6ptima

interpretacion posterior de los resultados obtenidos. La respuesta diferencial obtenida,
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debida al diferente estado de partida de la hoja en cuanto al grado de estrés
acumulado (luminico y/o hidrico), hace de la reflectancia una potente herramienta en el
estudio del estado fisioldgico de la vegetacion. Ademas, la reflectancia es una variable
que puede ser monitorizada de un modo pasivo y a distancia, lo puede facilitar su
empleo como herramienta de diagndstico del estado de vigor de masas forestales

mediante teledeteccion.

6. En Q. coccifera, la eficiencia fotosintética del lado abaxial, o al menos de las capas
profundas del mesdfilo, fue mas baja que la del lado adaxial, lo que puede ser adscrito
a la fuerte disminucion de la eficiencia potencial maxima del PSII. Esta baja eficiencia
fotosintética del lado abaxial podria relacionarse con la existencia de BSE en las hojas
de Q. coccifera, que facilitan la penetracion de altas tasas de radiacion

fotosintéticamente activa hasta la parte mas profunda del mesdfilo.

7. Finalmente, la existencia de poblaciones o capas celulares dentro de las hojas con
diferentes actividades fotosintéticas o eficiencias hace necesaria la evaluacién de
como la luz penetra dentro del mesdéfilo cuando se usa la fluorescencia de clorofila o
técnicas de intercambio de gases que usan diferentes longitudes de onda de

excitacion.
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