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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

(O Concentracion de CO, en el mesofilo
DPV: Déficit de presion de vapor

E: Transpiracion

Fo: Fluorescencia inicial

Fu: Fluorescencia maxima

F,: Fluorescencia de estado estacionario

F.: Fluorescencia variable

Gs: Conductancia estomatica

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion

IRGA: Analizador de gases por infrarrojo (Infra-Red Gas Analyser)

It: Indice de dafio

LA Indice de area foliar

LT: Temperatura a la que se produce el 10% del dafio

LTs: Temperatura a la que se produce el 50% del dafio

PAR: Radiacion fotosintéticamente activa

PCL: Punto de compensacion luminoso

PEA: Fluorimetro portatil (Plant Efficiency Analyser)

Pn: Fotosintesis neta

Py Fotosintesis neta maxima

PPFD: Densidad de flujo fotdnico fotosintético

PSL: Punto de saturacion luminoso

f: Rendimiento cuédntico aparente

Ry: Conductividad relativa de una muestra expuesta a una determinada
temperatura

Rd: Respiracion de oscuridad

Rfd: (Fm — Fo)/F

Rt: Conductividad relativa de una muestra expuesta a una determinada

temperatura
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1. lNTRODUCCIéN Y OBJETIVOS

“Las cosas son como son porque fueron como fueron” Fred Hoyle.



Las plantas han colonizado casi todos los rincones del mundo. Desde las
gélidas latitudes polares, el agobiante calor de los desiertos, las soleadas costas
y laderas, los encharcados manglares... hasta la recéndita oscuridad de los
exuberantes sotobosques tropicales. Donde quiera que estén encuentran la
manera de sobrevivir y reproducirse en armonia con su ambiente. En cada
regiéon de nuestro hermoso planeta viven especies distintas a las demads, en
parte debido al pasado geoldgico de la Tierra y, en parte, debido a sus diversas
zonas climéaticas, que han hecho que el ambiente haya modelado su forma, sus
estrategias y su distribucién a lo largo de millones de afios.

Alli donde las condiciones son mds propicias, las plantas con
requerimientos similares o compatibles comparten espacio y tiempo unas con
otras y también con otras especies de seres vivos, originando las comunidades
ecoldgicas.

Los bosques constituyen una de las comunidades ecolégicas o biomas
mas complejos y diversos del planeta. Suponen el 21% del &rea continental y el

76% de la biomasa del planeta (Raghavendra 1991).



1.1. EL PINO CANARIO

1.1.1. lav apariciow de loy

-’

L pinos

En el Carbonifero inferior,

hace unos 340 millones de afios, se
Foto 1.1. Bosque de pinos adultos en el sur de formaron extensas comunidades
la isla de Tenerife. vegetales, con arboles de mas de 30
metros de altura. Eran altos

bosques de gimnospermas procedentes de progimnospermas devoénicas.

Las coniferas mas antiguas del registro foésil datan de finales del
Carbonifero (hace unos 290 millones de afios). Se cree que sus aciculas, con su
caracteristica capacidad de resistencia a la sequia, evolucionaron en el
Devonico, una época de aridez generalizada (Margullis y Schwartz 1985).

En el Mesozoico se desarroll6 el orden de las pinales que se difundi6é por
todo el mundo, y con sus 6 familias y unas 600 especies, en muchos casos

dominantes de las comunidades en que viven, representan el grupo de

gimnospermas que ha alcanzado “mayor éxito” (Strasburger 1994).

Tabla 1.1. Distribucion del tiempo geoldgico desde hace aproximadamente 3700 millones de
afios hasta la actualidad. Fuente: Strasburger 1994.

Distribucién del tiempo geoldgico
Eonotemas y eones Eratemas y eras Sistemas y periodos Tlempo geolog1~c oen
millones de anos
Cenozoico Cuatangrio 1.8-0
Terciario 66 -1.8
Cretacico 141 - 66
Mesozoico Jurasico 195 - 141
Triasico 230-195
Fanerozoico Pérmico 290 - 230
Carbonifero 347 - 290
. Devonico 395 — 347
Paleozoico Silarico 438 — 395
Ordovicico 500 — 438
Cambrico 570 - 500
Arqueozoico
(Precambrico) -1 3700570




La familia pindcea se conoce
desde el Jurdsico, antes de que
comenzara a fragmentarse la gran
Pangea. En esta Era habitaban casi
exclusivamente el hemisferio boreal,
donde predominaban incluso en

tierras bajas y, muchas veces,

constitufan el limite polar del

bosque. Mas hacia el sur solian

Figura 1.1. Posicion probable de los

circunscribirse a las montafias en continentes al final del Cretacico inferior
(segiin Kremp). Fuente: Strasburger 1994.

algunos de cuyos pisos y, sobre
todo, <cerca de los limites
altitudinales de los bosques, desempefiaban el papel principal (Strasburger
1994).

A finales del Creticico se abrié el océano Atlantico y todos los
continentes adquirieron posiciones cercanas a las actuales (Figura 1.1). En estas
etapas iniciales de apertura del Atlantico se formé el fondo ocednico sobre el
que se comenzaron a edificar las Islas Canarias en el Terciario, hace unos 30
millones de afos (Carracedo Gémez 1983).

En el Cretacico, y a lo largo de un periodo de 25 millones de afios, las
angiospermas alcanzaron el predominio en la mayoria de las biocenosis
terrestres y relegaron a las gimnospermas y a los pteriddfitos, anteriormente

dominantes, a un segundo plano (Strasburguer 1994).

Tabla 1.II. Variacion en el nimero de especies de gimnospermas, pteridofitos y angiospermas
en los ultimos 300 millones de afos. Fuente: Strasburger 1994.

Numero de especies
Edad (m.a.) | Gimnospermas | Pteridofitos | Angiospermas
Actualmente 0 800 10000 240000
Fin del Cretacico 66 500 2000 20000
Comienzo del Cretéacico 141 1500 1500 0
Jurasico Medio 170 1500 1500 0
Carbonifero Superior 300 200 300 0




1.1.2. Origen de la flovaw canoriov

En el Terciario superior (Mioceno y Plioceno; época que coincide con las
primeras etapas de formacion de las Islas Canarias) comenzé en todo el planeta
un enfriamiento progresivo que alcanzé su maximo en el periodo glaciar del
Cuaternario, hace unos dos millones de afios. Al mismo tiempo, la formacién de
cadenas montafiosas como los Alpes, el Himalaya y el Atlas, y la reducciéon de
las masas marinas y limnicas, entre otros sucesos, condujeron a una
continentalizacion generalizada de los climas (Strasburger 1994).

En el Cuaternario sobrevino un

Tabla 1.11I. Edad de la Islas Canarias
en millones de afios. Fuente:
Fernandez-Palacios y de los Santos fases interrumpidas por fases interglaciares

1996.

periodo glaciar subdividido en 6 grandes

templado - calidas. Esto implicé el avance y

retroceso sucesivo de las floras del sur de

Islas Canarias Edaddeena{r?élslones Europa y del norte de Africa. Gran parte
Lanzarote 19 del componente floristico de esta zona se
Fuerteventura 16.6 . .

Gran Canaria 13.9 extingui6 durante estos avances 'y
Tenerife 1.2 retrocesos debido, principalmente, a la
La Gomera 12 . . . L
La Palma 16 existencia de diversas barreras geoldgicas
El Hierro 0.7 como altas montafias, en muchos casos

cubiertas de hielo, el mar Mediterraneo y las regiones aridas del Sdhara, que
fueron obstaculos decisivos.

De esta forma, las zonas climéticas de Europa, junto con su vegetacion,
fueron desplazadas hacia el sur, hacia el antiguo mar de Tethys, que maés tarde
se transformaria en el mar Mediterraneo. Debido a este desplazamiento de las
vegetaciones, y a causa de la progresiva aridez del norte de Africa, la primitiva
distribucién continua de muchos taxones se fraccioné y varias especies
vegetales desaparecieron totalmente de esas partes del mundo. Otras
encontraron una posibilidad de sobrevivir en los lugares mas favorables, como

las Islas Atlanticas, el este y sur de Africa o el este de Asia.



Canarias se encuentra situada
ligeramente al norte del trépico de

Cancer. A la misma latitud,

costas del Mar Rojo.

La proximidad y la direccion

de los vientos dominantes

determinan que el continente

Figura 1.2. Situacion general de Canarias en el

océano Atlantico al borde de la costa africana. africano y el sur de Europa sean los
Fuente: Afonso Pérez 1983.

principales centros germinativos de

los que se han nutrido las Islas. Un gran ntiimero de las especies que observamos

hoy en Canarias han formado parte, en algin momento, de los ecosistemas de
estas regiones.

El caracter insular garantiza una amortiguacién de los cambios climaéticos.

Por eso, en las Islas existen especies y bosques enteros que son un vestigio de lo

que pudo ser el paisaje del norte de Africa y del sur de Europa en el pasado.

Entre las especies que lograron refugiarse en las Islas Canarias, durante
la glaciaciéon del cuaternario, se encuentra el pino canario junto con muchos de
los miembros de la famosa laurisilva canaria.

De este modo, la flora endémica de las Islas Canarias parece tener sus
mayores afinidades con la flora que en el Terciario rodeaba el antiguo mar de
Tethys, ocupando la moderna cuenca del Mediterraneo que se extendia desde
las montafias del Caucaso hasta la region occidental del Himalaya. Las
afinidades de esta zona también se extendieron por las cadenas montafiosas de
Africa Oriental, desde Etiopia hasta la regién del Cabo de Buena Esperanza
(Bramwell 1974).

1.1.3. Lav historia particlawr de Pinus canariensis

El Pino Canario, es el tnico con tres aciculas que sobrevivié a la

glaciacion del Cuaternario en la parte occidental del Antiguo Mundo. Esta



especie se conoce como fosil de la flora Terciaria. Su pariente mas préximo que
aun vive es Pinus roxburghii sarg (= Pinus longifolia Roxb.) que se encuentra a
mas de 8000 Km de distancia en las laderas australes del Himalaya (Page 1974),
presentando también tres aciculas por vaina (Bramwell 1974). Este dltimo
guarda un extraordinario parecido con el pino canario del que sélo le separan
muy pocas diferencias morfolégicas (Delgado Gonzalez 1986).

En el bajo periodo Cretécico los pinos ya se diferenciaban en dos grupos:
Haploxilon y Diploxilon (Mirov y Stanley 1959). Pinus canariensis 'y Pinus
roxburghii forman la secciéon Sula del subgénero Diploxilon que se caracteriza por
poseer: pifiones de ala fija, braquiblastos de tres aciculas y pifias persistentes,

voluminosas y més o menos apiramidadas.

Se han encontrado restos fésiles de plantas identificadas como Pinus
canariensis que se extienden hasta el Paso de Goderzi en el suroeste de Rusia
(Bramwell 1974), asi como f6siles procedentes del Plioceno en Murcia (Espafia)
y Grad (Francia). Desde estas regiones, posiblemente las aves transportaron las
semillas hasta las Islas Canarias (Del Arco y col. 1992).

Dentro del Archipiélago Canario, Gregor (1979) encontr6 fésiles de pifias
de Pinus canariensis del Pleistoceno en La Caldera de Taburiente, en la Isla de La

Palma.

1.1.4. Aprovechamiento-de losy pinares canawios

Todo parece indicar que los guanches, por su reducido namero y por su
dependencia del medio natural, casi no afectaron a las zonas potenciales de las
diferentes formaciones vegetales de las Islas.

No obstante, estos pobladores obtenian del pino variados
aprovechamientos, que eran fundamentales en su medio de vida (Del Arco y col.
1992). Entre ellos destacaban la fabricacion de armas y bastones, atatdes,
antorchas, objetos domésticos, herramientas de trabajo, y la utilizacion de algunas
partes de los pinos para fines alimenticios y medicinales.

Después de la conquista de las Islas, se extraia del bosque material para la
construccién de casas, iglesias, almacenes, puentes y barcos. Los pinos canarios

tienen la capacidad de “entearse”, de forma que la parte central del tronco



adquiere una alta concentraciéon de sustancias resinosas que hacen la madera
practicamente imputrescible, y es, por lo tanto, ideal para la construcciéon de
elementos que deban soportar la intemperie, como puertas y ventanas, asi como
las famosas y bellas balconadas de muchas casas canarias.

La albura de la madera, de peor calidad para la construccién, era
quemada en combustién lenta en hoyas carboneras para la obtencién del clasico
carbon vegetal.

También, la pinocha ha sido muy empleada para empaquetar los platanos

y tomates destinados a la exportacion y, localmente, como cama para el ganado.

1.1.5. Situaciow actual del pino-canario-

El area natural de la especie Pinus canariensis se halla actualmente
circunscrita al Archipiélago Canario, aunque ha sido plantado frecuentemente
en el litoral mediterraneo, asi como en algunas zonas del continente americano
(Ceballos y Ruiz 1971).

Los pinares constituyen en la actualidad la principal masa forestal del
Archipiélago, estimdndose que al iniciarse la Conquista ocupaban el 25% del
territorio insular, extension que se vio reducida a menos de un 12% a finales del
siglo XIX. La repoblacién ha hecho que en algunas islas la superficie de pinar se
haya incrementado considerablemente en los dltimos 50 afios (Del Arco y col.
1992).

En las Islas forma bosques de importancia en Gran Canaria, Tenerife, La
Palma y El Hierro, existiendo muy raros ejemplares sueltos en La Gomera. En
Fuerteventura y Lanzarote ésta especie no existe debido a que el relieve no
alcanza los niveles necesarios para el desarrollo del bosque de pinos.

Probablemente, el pinar original tuvo mayor difusién en las vertientes
meridionales y occidentales de las islas, mientras que en la actualidad se halla
mas extendido por las umbrias, en parte porque ha colonizado los dominios del
fayal-brezal y en parte porque, al ofrecer las vertientes htiimedas mayor
produccién, el hombre lo ha conservado y extendido por medio de
repoblaciones y plantaciones.

El area espontdnea natural del pinar representa solamente una parte de

los dominios que de forma natural corresponden a esta especie y que estuvieron
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Figura 1.3. Progresion de la superficie de pinar en Tenerife desde 1950. El mapa superior
izquierdo corresponde a 1950, y el derecho a 1960. Los inferiores corresponden, de izquierda
a derecha a 1970 y 1987. Fuente: Del Arco y col. 1992

ocupados por ella, puesto que se vio obligada a retroceder debido a la accion
del hombre y de los animales. Pero también, dentro de los pinares actuales,
existen zonas, no pequehas, que estuvieron ocupadas por especies més
exigentes, que fueron desalojadas por los pinos (Martinez Pulido 1978).

Actualmente existen pinares particularmente bien desarrollados en
Tamadaba en Gran Canaria; La Esperanza, Vilaflor y Aguamansa en Tenerife; la
region central de El Hierro; regiones de La Caldera, La Cumbrecita y
Fuencaliente en La Palma y en La Gomera en el Roque Agando (Bramwell y
Bramwell 1990).

En Tenerife, la isla mas alta del Archipiélago, el pino canario ocupa un
rango altitudinal desde casi el nivel del mar hasta aproximadamente los 2200

metros.
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1.1.6. Entorno-abidtico-

1.1.6.1. Sustrato

A lo largo de la evolucién el pino canario se ha adaptado a las condiciones
volcanicas de las Islas, por lo que el sustrato sobre el que vive es casi siempre
volcanico, principalmente compuesto por rocas basélticas, aunque no falta la
representacion de rocas holocristalinas de basamento, de sedimentos recientes y
otras efusivas de la familia de las riolitas, traquitas y fonolitas (Del Arco y col.
1992).

Su raiz principal, muy activa, le ha permitido colonizar malpaises y
terrenos volcénicos (Serrada y col. 1988), huyendo del fondo de los valles y
mostrando preferencia por laderas medias, no importandole la pendiente

existente, el terreno erosionado, o la pedregosidad superficial (Blanco y col. 1989).

1.1.6.2. Condiciones climadticas

El pino es capaz de soportar fuertes oscilaciones térmicas ya que, en la
franja altitudinal que de manera natural ocupa en las Islas, las temperaturas
diurnas y nocturnas pueden ser muy oscilantes, dependiendo también de la época
del afio. En casos extremos pueden abarcar una banda entre los -10 y los 40 °C
(Serrada y col. 1988).

En las zonas mas altas del pinar las precipitaciones son muy escasas (350
mm al afio o menos) y una cantidad considerable cae en forma de nieve.

La radiacion ultravioleta es alta y, a menudo, el viento es muy fuerte,
produciendo estrés mecdnico que empeora los efectos de la sequia y las bajas

temperaturas (Werger y col. 1987).
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1.1.7. Entorno-bidtico-

1.1.7.1. Flora endémica asociada al pinar canario

El pinar natural es una formacién abierta, tipo sabana, con relativamente
poco sotobosque y grandes extensiones de suelo desnudo cubierto tinicamente
con pinocha. Las especies arbustivas més frecuentes en el sotobosque son
Adenocarpus foliolosus (el codeso), Chamaecytisus proliferus (el escobén), Cystus
symphytifolius (la jara), Daphne gnidium (la torvisca) y diversas especies de
Micromeria. Entre las hierbas mas comunes se encuentran varias especies de
Sideritis, Lotus, Asphodelus y Vicia. Entre los endemismos locales se incluyen las
especies Micromeria pineolensis en Gran Canaria y Lactucosonchus webbii en La
Palma (Bramwell y Bramwell 1990).

En los limites naturales del pinar en la zona norte puede existir una
mayor abundancia de brezos (Erica arborea) o fayas (Myrica faya), especies que
caracterizan el piso de vegetacion inmediatamente inferior, en plena zona de
influencia de los alisios. En los limites superiores del pinar, es frecuente la
invasiéon e incluso la sustituciéon del bosque por matorrales de leguminosas,
esencialmente codesares (Adenocarpus foliolosus, Adenocarpus viscosus).

Mencién aparte merecen los pinares con jara (Cistus symphytifolius, Cistus
monspelliensis), con tomillo (Micromeria sp.) y con escobén (Chamaecytisus
proliferus, Chamaecytisus palmensis) que no constituyen transiciones de caracter
superficial en los limites inferiores y superiores, sino verdaderas sefiales de
cambios cualitativos y del estado de conservacion o de regresiéon de los bosques

de pinos (Serrada y col. 1988).

1.1.7.2. Fauna asociada al bosque de pinos

Dentro de la fauna canaria encontramos, precisamente en el pinar, una
de las tres especies de aves endémicas del archipiélago, cuya distribucion esta
restringida a las islas de Tenerife y Gran Canaria: el pinzén azul. Existen dos
subespecies, Fringilla teydea teydea, de distribucién estrictamente tinerfefia y que
visita esporddicamente las alturas de las cafiadas del Teide, y Fringilla teydea

polatzeki, exclusivo de los pinares grancanarios.
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Otros paseriformes insectivoros tipicos de cualquier ecosistema forestal
ibérico de coniferas, como pueden ser los herrerillos (Parus caeruleus), también
presentan variedades insulares. Los picos picapinos (Dendrocopus major)
también estan presentes en estos pinares cumpliendo su funcién controladora
de las plagas de los bosques.

Los mosquiteros, los canarios (Serinus canarius), el bisbita caminero
(Anthus berthelotii), la tortola y la paloma (Columba sp.), el cuervo (Corvus corax)
y entre las rapaces, el cernicalo y el ratonero, denominado aqui “aguililla”, son
algunas de las aves facilmente observables en el pinar canario. El extinto milano
real (Milvus milvus) era frecuente en algunas areas del pinar de Ojeda, Inagua y
Pajonales en la isla de Gran Canaria, antes de que los insecticidas que
combatieron las terribles nubes de langosta dieran al traste con sus poblaciones.

Entre los mamiferos presentes en estos pinares destacan el conejo y los
gatos cimarrones. Entre los reptiles, el perenquén (Tarentola delalandii) vy,

dependiendo de la isla, el lagarto, que en las islas occidentales seré el lagarto

tizon (Gallotia galloti), y en Gran Canaria el lagarto canarién (Gallotia stehlini)
(Serrada y col. 1988).

1.1.8. Repoblaciones, plantaciones y conservaciow del pino-
conario

Aparecen muchos datos de las talas indiscriminadas en los “Acuerdos de
los Cabildos Insulares” de comienzos del siglo XVI. Estas instituciones, ante el
desastre ambiental y econémico que se avecinaba, intentaron controlar las talas
forestales. Los sintomas eran claros, se agotaban los nacientes y el agua para los
cultivos empezaba a escasear.

En general, puede decirse que el siglo XVI fue nefasto para la naturaleza de
Canarias y en particular, para las masas arbéreas. Los bosques termofilos
formados por Dragos, Palmeras, Sabinas, Lentiscos y Almacigos practicamente
desaparecieron por completo, llegando hasta nuestro dias unos pocos vestigios.
La laurisilva de las Islas occidentales qued6 seriamente mermada y en una
situacion critica en Gran Canaria. Los pinares padecieron grandes talas y se redujo

considerablemente su superficie.
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A partir de los principales nicleos que quedaron de pinar, después de
una utilizacién masiva del bosque, en la década de los afios 40 se inicié una
intensa tarea de plantaciéon y repoblaciéon en Tenerife, que ha conducido a la
existencia de un cinturén casi continuo de pinar en torno a las mas altas
cumbres insulares.

Gran parte de las repoblaciones de pino se realizaron en el dominio
potencial del pinar, otras plantaciones se hicieron por fuera de ese territorio y,
en ocasiones, en detrimento de comunidades de gran diversidad y riqueza
biolégica, como son el monteverde y los escobonales (Del Arco y col. 1992).

Es importante resaltar el hecho de que uno de los cuatro parques
nacionales canarios, el de La Caldera de Taburiente en la isla de La Palma,
albergue una de las manifestaciones de pinar mejor conservado de las islas, que

ademads ejerce un papel protector sobre el régimen de aguas (Serrada y col.
1988).

En diversas leyes para la gestion del suelo y el Medio Ambiente en
Canarias se hace mencion al pino canario.

En la ley 7/1991, de 30 de Abril, de simbolos de la naturaleza para las
Islas Canarias (BOC ntm. 61, de 10 de Mayo de 1991; BOC nam. 70, de 25 de
Mayo de 1991), se establece el pino canario (Pinus canariensis) como simbolo
vegetal para la isla de La Palma y el canario (Serinus canarius canarius) y el
pinzén azul (Fringuilla teydea teydea), dos especies de aves claramente
relacionadas con el ecosistema del pinar, como simbolos animales de todo el
Archipiélago y de la isla de Tenerife, respectivamente.

En la ley 12/1994 de 19 de Diciembre, de espacios naturales de canarias
(BOC ntm. 157, de 24 de Diciembre de 1994), se declara Parque Nacional al de La
Caldera de Taburiente en La Palma, Reserva Natural al pinar de Garafia, también
en La Palma, Parque Natural al de la Corona Forestal en Tenerife, Paisajes
protegidos a Las Lagunetas, igualmente en Tenerife... englobando en estas areas
grandes dominios de pinar. Asi se defiende la integridad de estos ambientes, y de
otros que perviven en las Islas, evitando su merma, alteracién o contaminacion.

En la orden de 20 de Febrero de 1991, sobre proteccién de especies de la
flora vascular silvestre de la Comunidad Auténoma de Canarias (BOC ntum. 35,
de 18 de Marzo de 1991), se incluyen al pino canario en el Anexo III (Consejeria

de Politica Territorial del Gobierno de Canarias 1995).
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1.2. OBJETIVOS GENERALES

El indudable interés cientifico y forestal del pino canario, ha merecido la
atenciéon de numerosos investigadores, que lo han estudiado desde el punto de
vista fitosociolégico (Ceballos y Ortufio 1951), de su propagacion (Martinez
Pulido 1990), ecolégico (Blanco y col. 1989; Fernandez-Palacios 1992;
Fernandez-Palacios y De Nicolds 1995), cartografico (Del Arco y col. 1992; Pérez
de Paz y col. 1994a y b), genético (Climent y col. 1996), histolégico (Climent y
Gil 1993; Climent y col. 1993), de sus regiones de procedencia (Climent y col.,
1996), de su respuesta a la contaminacién ambiental (Barreno y col. 1996) y de la
interceptacion de la lluvia en los bosques de pinos (Aboal y col. 2000).

Sin embargo, el estudio del pino canario nunca habia sido abordado
desde el punto de vista ecofisiolégico. Es decir, hasta ahora no se han realizado
estudios sobre diversos aspectos de su fisiologia que aclaren las preguntas no
contestadas acerca de su distribucién, de los 6ptimos ambientales para alcanzar
la fotosintesis maxima, de los principales factores que la limitan bajo
condiciones naturales, de como responde a los diversos estreses, o de los limites
de temperatura que pueden soportar sus aciculas, entre otras muchas.

Dada su amplia distribuciéon altitudinal, es importante conocer las
caracteristicas que la determinan. Evidentemente, la variaciéon en pigmentos, el
estado de oxidacion de los compuestos antioxidantes, e incluso el contenido en
nutrientes, asi como la eficiencia cuéntica potencial del fotosintema II, junto con
el estudio de los posibles dafios al cloroplasto mediante la observaciéon de su
ultraestructura, revelardn la estrategia de esta especie para vivir en las
condiciones de su habitat y conocer si los estreses a los que estd sometida, segin
los sitios (como altas temperaturas, sequia, exceso de radiacién...), producen
serios dafios o cambios en su actividad.

Asimismo, estudiar las caracteristicas relativas al intercambio gaseoso en
relacién con los parametros ambientales medidos in situ mediante ciclos diarios
repetidos a lo largo de un afio de estudio, permitird conocer los 6ptimos
ambientales para su 6ptimo funcionamiento, asi como los factores que mas lo
limitan. Realizando las medidas en diferentes tipos de aciculas (edad, situacién
en el dosel) la informacién obtenida sera mdas completa. La realizacion de
estudios paralelos con plantas en maceta a las que se somete a un estrés

determinado, por ejemplo sequia, permitira llegar a conclusiones més exactas.

15



Otro punto interesante de su ecofisiologia es conocer los limites térmicos
que son capaces de soportar las aciculas y si sufren algtin grado de aclimatacién
segun las condiciones ambientales en que se desarrollan, maxime considerando
que el pino canario quedé relegado a las Islas Canarias como consecuencia de

los cambios climaticos ocurridos en el pasado.

El objetivo, por tanto, de esta tesis doctoral, es afrontar un estudio
ecofisiologico del pino canario, enfocado, principalmente, en los puntos
mencionados anteriormente, intentando responder a algunas de las cuestiones
planteadas. Para ello se comenzara por realizar el andlisis estructural y
ultraestructural de las aciculas, como paso previo y basico, ya que toda funcién
se asienta en una estructura y, en este caso, las funciones se estudiaradn a nivel
de las aciculas (capitulo 3).

Posteriormente se analizara el contenido en nutrientes, pigmentos y
antioxidantes en pinos a lo largo de un gradiente altitudinal para determinar su
grado de plasticidad y su adaptacion a los posibles estreses segin su
distribucién natural en la isla (capitulo 4).

Después se afrontara el estudio del intercambio gaseoso en una parcela
experimental establecida a tal efecto, con el fin de conocer las caracteristicas de
la fotosintesis, transpiracion, eficiencias en el uso del agua (instantinea e
intrinseca) y los factores que limitan la fotosintesis a lo largo del afio (capitulo
5). Este estudio se completara con la realizacién de un experimento con plantas
crecidas en maceta y sometidas a un estrés hidrico suave (capitulo 6).

Por altimo, se afrontard el estudio de la resistencia de las aciculas a las
temperaturas extremas, tomando muestras de diferentes sitios a lo largo de un
gradiente altitudinal, para estudiar la posible aclimataciéon de las aciculas en
relaciéon con la temperatura, y en aciculas de diferentes edades: cotiledones,
aciculas primarias y aciculas de 6, 12 y 24 meses de edad, para ver la variaciéon

de la resistencia con la edad (capitulo 7).

Con este estudio se pretende tener un mayor conocimiento de la
fisiologia del pino canario en condiciones naturales y, de esta manera,
contribuir a tener una base mas firme para poder interpretar y contestar los

interrogantes planteados al principio. Atn asi es evidente que serdn necesarios
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trabajos posteriores que analicen un mayor nimero de aspectos diferentes

acerca de las respuestas de esta especie a su entorno natural.

Cualquier estudio de la fisiologia de una planta en condiciones naturales
es un gran reto debido a la inmensa cantidad de factores que influyen sobre la
planta en su hdabitat natural y a la variedad de sus respuestas adaptativas. El
estudio de la ecofisiologia en arboles tiene algunas complicaciones afiadidas,
como los problemas de accesibilidad o el hecho de tener que desplazarse al
bosque para realizar las medidas con los aparatos. Esto ha hecho que, durante
mucho tiempo, este tipo de investigaciones hayan estado en un segundo plano.
Sin embargo, el indudable interés de estos estudios en relacién con los cambios
ambientales de nuestro planeta, ha permitido que, durante los dltimos afios,
una gran proporcion de los fisidlogos vegetales hayan querido enfocar sus
trabajos en esta direccion.

Asi, el presente trabajo, estudiando desde diferentes puntos de vista las
respuestas a los cambios en su entorno del pino canario, supone una
aproximacion al funcionamiento bajo diferentes condiciones ambientales de una

de las especies arbéreas mas emblematicas de nuestras Islas.

1.3. OBJETIVOS CONCRETOS

Los objetivos concretos de esta tesis doctoral han sido:

% Analizar la anatomia de las aciculas de Pinus canariensis con el fin de
comprender mejor los resultados de las medidas posteriores.

% Determinar el contenido en nutrientes, pigmentos y antioxidantes de
esta especie a lo largo de un perfil altitudinal sobre la isla de Tenerife, asi como
pardmetros de fluorescencia para determinar el posible dafio debido a los
estreses que se producen segtn su distribuciéon natural.

% Estudiar la respuesta del intercambio gaseoso a diferentes factores
ambientales como la luz, la temperatura y el déficit de presion de vapor del
aire, en una parcela concreta de bosque.

% Analizar las variaciones en el intercambio gaseoso que se producen a

lo largo del dia y a lo largo del afio.
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% Ver la influencia de la edad de las aciculas y de su posicién en el dosel
vegetal en el intercambio gaseoso.

& C . . . ¢

% Caracterizar la respuesta de plantas de pino crecidas en maceta frente
a una situacion de estrés hidrico suave.

% Conocer la resistencia de las aciculas de Pinus canariensis a las
temperaturas extremas, dependiendo de su procedencia a lo largo de un perfil

vertical en la isla de Tenerife, asi como de la edad de las aciculas.
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2. MATERIAL Y METODOS GENERALES

“El azar interviene con frecuencia alli donde la sensatez del proyecto
ha dejado un hueco” Arthur Koestler.



2.1. MATERIAL VEGETAL

Tabla 2.1. Sistematica de la especie
Pinus canariensis.

Division: Espermatophyta
Subdivision: Gimnospermae

Clase: Coniferae

Orden: Pinales

Familia: Pinaceae

Subfamilia: Pinoideae

Género: Pinus

Especie: Pinus canariensis
D.C.

Syn.- P. canariensis Sweet, ex
Spreng. = P.canariensis C. Sm.
Nombre vulgar:
Pino. Pino canario.

Normalmente, los individuos de
Pinus canariensis alcanzan una altura de 15 a
25 metros, aunque se han encontrado
ejemplares extraordinarios que llegan a los
60 metros de altura, pudiendo llegar a ser el
mas corpulento de los pinos europeos
(Serrada y col. 1988).

La longevidad normal del pino canario
es de unos 250 a 300 afios, aunque muchos
alcanzan los 500 y hasta 600 afios.

Tienen una raiz principal fuerte y

penetrante y las raices secundarias tienden a

serlo, aunque quedan superficiales en terrenos pedregosos.

Su corteza es casi lisa durante los primeros afios de crecimiento, aunque

luego se resquebraja y adquiere gran grosor. Esta corteza sirve de proteccién frente

al fuego, lo que permite al pino canario rebrotar sin dificultad tras los incendios.

Los ejemplares viejos tienen la parte central del tronco muy lignificada y

tefiida de color marrén oscuro. Esta parte del tronco - denominada tea - es muy

apreciada para la ebanisteria, por su calidad y dureza.

Las aciculas miden de 20 a 30 centimetros de longitud y 1 milimetro de

grueso y persisten sobre el arbol de 2 a 3 afios (Blanco y col. 1989). Las aciculas de

los brotes adventicios y las de primera edad son de distinta coloraciéon y mucho

mAas cortas.
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Es una especie monoica, es decir que un mismo ejemplar tiene a la vez
inflorescencias masculinas y femeninas. Las primeras son de tamafio pequefio y se
agrupan en racimos en el extremo de las ramas. Las inflorescencias femeninas
(pifias) aparecen solitarias o en grupos de 2-3 en las axilas de las ramas, siendo
ademdas mucho mas grandes. Las pifias maduran en otofio del afio siguiente a la
floracion (Serrada y col. 1988). Las semillas (pifiones) estdn provistas de alas
membranosas que facilitan su dispersion por el viento.

La copa tiene forma cénica cuando el arbol es joven, pero se torna irregular

en los ejemplares mas viejos debido a multiples ramificaciones.

2.2. AREA DE ESTUDIO

La parcela en la que se llevaron a cabo las medidas de intercambio gaseoso
de esta tesis se encuentra en el Morro de Isarda, en la zona del Monte El Gaitero
(municipio de La Victoria, Tenerife), cerca de la carretera dorsal que comunica la
ciudad de La Laguna con el Parque Nacional de las Cafiadas del Teide. La altitud
aproximada es de 1650 m s.n.m. y las coordenadas UTM: X = 358, Y = 3141.

El &rea de estudio pertenece al Parque Natural de la Corona Forestal y fue
repoblado en 1950.

La temperatura media en el periodo de 1986 a 1994, medida en la estacion
meteoroldgica de El Gaitero por el Instituto Nacional de Meteorologia, fue de 12.6
°C, con méaxima absoluta de 31.2 °C y minima absoluta de -4.2 °C. La humedad
relativa media en este mismo periodo fue de 52% con grandes variaciones a lo
largo del afio (Aboal y col. 2000).

Ademas, también se tomaron muestras de otros sitios a los largo de un
gradiente altitudinal sobre la isla de Tenerife, que se describirdn en los apartados

correspondientes.
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2.3. TECNICAS Y APARATOS DE MEDIDA

2.3.1. Estacion meteoroldogica y

En una torre de madera de 16
metros de altura (foto 2.1.), construida en
la parcela del Morro de Isarda descrita
anteriormente, se coloc6 una estacion
meteorologica (foto 2.2.) con el fin de
obtener un registro continuo de
temperatura y humedad (mediante un
sensor RHA1, Delta-T, Cambridge, U.K.),
velocidad y direccion del viento,

precipitaciéon (sensor Skye Inst.

Foto 2.1. Torre construida en la
parcela de pinar del Morro de Isarda
para facilitar el acceso a los pinos en
los que se realizaron las
investigaciones ecofisioldgicas.

Llandridad, U.K.) y humedad del
suelo (Theta Probe Devices, U.K.).
Todos estos sensores se conectaron a
un procesador de datos (DL2, Delta-T,
Cambridge, U.K.) que hace la media
en intervalos de treinta minutos, de los
valores obtenidos cada minuto.
Posteriormente, los datos se

importaron a un ordenador para su

analisis.

Foto 2.2. Estacion meteoroldgica
instalada en la torre del Morro de Isarda.
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2.3.2 Analigador de gases por infrarrojo para medidas
del intercambio gaseoso

Las medidas de intercambio gaseoso en condiciones naturales se
realizaron con un analizador de gases por infrarrojo (IRGA: Infra Red Gas
Analyser) portatil de sistema abierto ADC (Analytical Development Co. Ltd.,
Hoddesdon, Herts, U.K.) que trabaja en modo pseudodiferencial (LCA4). Este
analizador estd asociado a un registrador de datos, una cdmara con sensores de
radiaciéon, humedad y temperatura, y un mastil portatil para tomar aire
relativamente homogéneo a una altura de unos tres metros por encima del
punto de medida, de forma que el intercambio gaseoso realizado por los seres
que van a rodear al aparato (como los propios investigadores o el resto de las
plantas del bosque) no interfiera en las medidas.

El IRGA proporciona medidas de intercambio de CO; y vapor de H>O de
la hoja encerrada en la caAmara. Las medidas se determinan en base al estado
del gas que entra al aparato y del aire que pasa a través de la muestra que se
encuentra en la cdmara. Asi, el IRGA es capaz de medir simultdineamente el
COz y el H;O, gracias a un sistema 6ptico dual que se basa en las propiedades
de absorcion de los dos gases en la region del infrarrojo.

El sistema o6ptico del IRGA consiste en dos células de medida en serie
(una para el CO, y otra para el HO) que comparten una fuente infrarroja
modulada coman. Cada célula usa un detector piroeléctrico combinado con
tiltros adecuados para medir la diferencia en absorcién en el infrarrojo de los
diferentes niveles de estos gases.

El aire entra a través de la unidad reguladora del flujo cuyo proposito es
acondicionar el aire antes de que entre al aparato, asegurando una composicién
de aire homogénea, sobre todo en lo que respecta al CO..

Las hojas se colocan en el interior de la camara, a través de la cual el
aparato bombea aire del exterior a un flujo constante gracias a la unidad
reguladora del flujo. Al mismo tiempo, el aparato toma también aire del
exterior directamente, aire que, al no pasar por la cdmara ni por las aciculas, no
ha podido ser influenciado por ellas (aire de referencia) y comparando entre las
concentraciones de HxO y de COz en el aire del exterior y el aire tras su paso
por la cdmara donde se encuentran las hojas (aire de andlisis), el aparato

detecta si las concentraciones de los gases han variado.
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Para hacer el cero de las concentraciones de CO, y de H>O el aparato
dispone de unas columnas adosadas que contienen productos quimicos como
drierita, que absorbe el agua (un producto con las mismas propiedades que la
mas conocida silica gel), y soda lima, que absorbe el diéxido de carbono.

Por medio de una serie de ecuaciones, basadas en los estudios de von
Caemmerer y Farquhar (1981) y descritas con detalle en el anexo I, el IRGA es
capaz de cuantificar las medidas dandonos la absorciéon neta de CO» (Pn), la
transpiracion (E) y, a partir de éstas, la concentraciéon interna de CO; en el
mesofilo de las aciculas (Ci) y la conductancia estomaética (Gs).

La camara utilizada no fue especial para coniferas, sino una cdmara de
6.25 centimetros cuadrados de area de exposicién, disefiada para especies de
hoja ancha. La razén de no utilizar la camara especialmente disefiadas para
especies de hojas aciculares fue que al ser las aciculas de esta especie de unos 25
centimetros de longitud, el brote entero no cabia en ella y consideramos que
implicaba menos error si introduciamos las aciculas en la cdmara
asemejandolas a una hoja ancha. Asi, para realizar el calculo de los diversos
parametros, se introdujo en el aparato un area promedio para 10 aciculas de la
especie Pinus canariensis calculada mediante un estudio previo.

En su interior, la cdmara del IRGA dispone de un pequefio ventilador
que asegura una minima resistencia de la capa limitrofe (o “boundary layer”),
una homogeinizaciéon del aire dentro de la cdmara y una rédpida respuesta del
sistema.

La temperatura de las aciculas se podria medir directamente gracias a un
termopar adosado a la cdmara pero, por razones practicas, la temperatura de
las aciculas se midi6 indirectamente por una férmula de balance energético que
implica la radiacion, la temperatura del aire de la cAmara y la transpiracién de
las aciculas (ver anexo I).

El disefio de la cdmara afecta a varios parametros, que son constantes
para un disefio determinado, como la resistencia de la capa limitrofe, el nivel
de radiaciéon energética que afecta a la hoja y el factor de transmisiéon de la
ventana de la cdmara para la radiacion fotosintéticamente activa (PAR). Para
estos pardmetros usamos los valores de 0.8 m s mol?!, 0.160 y 0.90,
respectivamente, definidos como estandar para la cAmara utilizada.

Los célculos, las correcciones, las conversiones y las compensaciones

empleadas por el aparato se describen con detalle en el anexo I.
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2.3.3. Medidas de la fluorescencia de lav clorvofilaw
2.3.3.1. La fluorescencia de la clorofila

Las plantas verdes contienen dos tipos de clorofilas: a y b. Estas
sustancias aparecen verdes en luz blanca porque absorben luz en las regiones
del azul y del rojo del espectro y transmiten y reflejan en la region del verde.

Cuando la luz ilumina la planta, la energia contenida en Ilos
componentes azul y rojo de la luz es absorbida por las moléculas de clorofila.
Esta energia se usa luego en diferentes procesos. Una parte se invierte en las
reacciones fotoquimicas de la fotosintesis y la energia restante se pierde de
diversas formas incluyendo calor, desexcitaciéon sin emisién de radiacion y
reemisién en forma de luz. Este tltimo fenémeno se conoce como fluorescencia.

Debido a que entre los fenémenos de absorciéon y reemision se pierde
algo de energia, la sefial de fluorescencia emitida contiene luz de un contenido
menor en energia que la luz absorbida, por lo tanto luz de una longitud de
onda mayor. Por ello la emisién de fluorescencia es siempre de mayor longitud

de onda que la luz absorbida.

2.3.3.2. Induccion de la fluorescencia

Cuando una hoja se ilumina con una intensidad constante tendra una
fluorescencia estacionaria. Sin embargo, si la hoja se deja en oscuridad durante
varios minutos y luego se ilumina con luz brillante, la fluorescencia pasara
rdpidamente de un nivel bajo (Fo), pasando por varios niveles intermedios (I),
hasta una fluorescencia pico (P), y luego decaera gradualmente, a través de
varios méaximos intermedios, hasta un nivel cercano al nivel original (Fs) (figura
2.1). La cinética de esta respuesta se denomina efecto Kautsky, en honor al
cientifico que lo describi6 junto con el Profesor Hirsch (Kautsky y Hirsch 1931).
El punto inicial de ésta subida de fluorescencia (Fo) es el nivel que corresponde
a la sefial de emision de fluorescencia cuando todos los aceptores primarios de

electrones estan oxidados.
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Cuando la luz ilumina la hoja,

P (=Fm si la luz es saturante) B . .
la senal de fluorescencia continta
subiendo hasta que todos los

aceptores primarios del fotosistema

N II estdn reducidos. La sefal de
FS  fluorescencia alcanza un nivel pico
Fo— C .. .
antes de disminuir lentamente. Si la
luz es de intensidad saturante para la
<= —] hoja, el valor pico sera el méaximo
_ 403s 3 min ;
Oscuridad | Luz que puede alcanzar el nivel de
Figura 2.1. Curva de induccion de la fluorescencia. A este valor se le

fluorescencia de la clorofila en una hoja sana. conoce como Fn (fluorescencia

maéxima).

La diferencia entre la sefial de fluorescencia maxima (Fun) y el nivel base
de fluorescencia (Fo) se llama componente variable de fluorescnecia (Fv).

La relacién Fy/Fn puede calcularse a partir de los valores obtenidos. Se
ha visto que esta relaciéon es proporcional al rendimiento cuantico de la
fotoquimica (Butler y Kitajama 1975) y muestra un alto grado de correlacién
con el rendimiento cuantico de la fotosintesis neta de hojas intactas (Bjorkman y
Demmig 1987).

Lo que al principio se consideré6 una sefial “rica y ambigua” que
proporciona informacién dudosa y compleja (Lavorell y Etienne 1977), se ha
aceptado finalmente como “un indicador intrinseco de las reacciones
fotosintéticas en el cloroplasto de las plantas verdes” (Schreiber y Bilger 1987).

Una de las mayores ventajas de este método es que las medidas de
fluorescencia son no destructivas y no invasivas, permitiendo realizar estudios
sobre la vitalidad de una parte de la planta sin alterarla.

Muchos factores ambientales afectan directa o indirectamente a la tasa de
fotosintesis. Se puede detectar tempranamente una reducciéon de la capacidad
fotosintética por medidas de la fluorescencia de la clorofila usando este
aparato. Incluso, en algunas ocasiones, los cambios en la fluorescencia de la
clorofila pueden detectarse antes de que se detecte cualquier signo de deterioro
fisico (Bolhdr-Nordenkampf y col. 1989).
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2.3.3.3. Las medidas con el fluorimetro (PEA) y los accesorios necesarios

Area de exposicion El primer paso para medir es

cubrir las hojas o aciculas con un
pequetio y ligero clip (figura 2.2). El
clip tiene una pequena placa de cierre

Placa de cierre

o . que debe cerrarse sobre la hoja para
Superficie donde se sitaa

el sensor que no pueda darle la luz y se
Almohadilla

encuentre en completa oscuridad. Si

Figura 2.2. Dibujo esquematico de un clip de bien depende de la especie vegetal,

adaptacion a la oscuridad. los niveles de luz anteriores a la

transicion a la oscuridad y si la planta estd o no estresada, tipicamente el
periodo de adaptaciéon a la oscuridad requerido suele ser de unos 20 a 30
minutos. Nosotros hemos usado un periodo de adaptacién a la oscuridad de 30
minutos en todas las medidas. Los clips son blancos para minimizar el efecto
del calor y las hojas o aciculas descansan sobre una almohadilla de espuma
para evitar dafios a su estructura. Por razones de estabilidad del clip en los
estudios de fluorescencia realizados en Pinus canariensis pegamos las aciculas
entre si con un poco de cinta adhesiva por la parte posterior.

El sensor se coloca sobre el clip de forma que la luz solar quede excluida.
Luego se abre la placa de cierre del clip para exponer la hoja a la iluminacién y
que el aparato mida la fluorescencia. El sensor contiene un dispositivo 6ptico
que proporciona una poderosa iluminacién de la hoja para la deteccion de la
sefial de fluorescencia (figura 2.3). La
iluminacién la proporcionan 6 diodos

emisores de luz de alta intensidad

e - 1de 6 LEDs
(LEDs) que estan dirigidos sobre la
. Amplificadorl] = LED »
superficie de la hoja y emiten luz roja o7 Al - Caja de los LEDs -
L : LU
con un pico a 6560 nanémetros, que es _Fotodiodo
Filtro &ptico -t

absorbida por los cloroplastos. Los Cono Lentes

LEDs tienen la ventaja de emitir muy o

_ _ Figura 2.3. Esquema del interior del sensor.
bajos niveles de calor y de alcanzar
su intensidad total muy rapidamente (en cuestién de microsegundos) tras su

encendido. Existe un mecanismo de retroalimentacién mediante el cual se
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corrigen los cambios en la intensidad de los LEDs. El detector es un fotodiodo
de alta resolucién con un circuito amplificador asociado.

Todos los circuitos electrénicos del PEA estdn contenidos en una caja
pléastica disefiada para minimizar la posibilidad de dafio en el campo (figura
2.4). La energia la proporciona una bateria interna recargable pero también se
puede enchufar a un cargador en caso de que la bateria falle o para recargarla.

La pantalla impermeable permite seleccionar variables y datos y hacer

cambios en la configuracion del
Pantalla

aparato (como el porcentaje de
intensidad de luz de los LEDs,
que para el pino canario resulté

Teclado

ser Optima con un 60%, o el

tiempo de medida).

La sefial de fluorescencia

Conexiones

recibida por el sensor durante laterales

—
=

Figura 2.4. Esquema de la caja control del fluorimetro.

la medida es traducida en Ia
caja control. Durante los

primeros dos milisegundos de

medida la tasa de recolecciéon de datos es de 100 lecturas cada segundo. Luego
esta tasa disminuye y finalmente se adopta una adquisicién de datos lenta de
10 lecturas por segundo durante la disminucién hacia los niveles de
fluorescencia de estado estacionario. Los parametros Fo, Fy, Fn y la relaciéon
Fv/Fm se calculan automaticamente y se pueden mostrar en la pantalla al final
de cada medida. Cada medida puede ser salvada en la memoria de la caja
control. Cuando se salvan, una técnica de compresiéon de datos reduce los 5000
puntos obtenidos a 150. Se pueden salvar un maximo de 100 medidas en la
memoria. Los datos pueden transferirse a una impresora, a un registrador de
datos o a un ordenador para el almacenamiento y un posterior andlisis

detallado de los datos.
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2.3.4. Medidas de la Liberacionw de electrolitos

2.3.4.1. La liberacion de electrolitos

El intercambio de materia entre la célula y el ambiente que la rodea esta
controlado, principalmente, por proteinas presentes en determinadas regiones a
lo largo de la membrana celular. Cuando un tejido sano se pone en agua libre
de iones, existe una ligera liberaciéon de contenido celular al agua circundante,
que se puede detectar usando un conductivimetro. Si la membrana celular se
rompe o las bombas proteicas transmembrana se dafian, el contenido celular se
libera a una tasa mayor de la habitual. Por ello la liberacién de electrolitos es
una medida del dafio a las membranas celulares.

La tasa de liberacion de electrolitos se ha usado desde los afios 30 para
estudiar la viabilidad de los tejidos vegetales (Dexter y col. 1930; 1932). Este
método se usé en la década de los 50 para comparar niveles de dafio por
helada, gracias a los trabajos pioneros de Wilner en 1955 y 1959. Desde
entonces, se han usado modificaciones de esta técnica de forma rutinaria para
estudiar el nivel de dafio causado durante tests de aclimatacién al frio de
diversas partes de las plantas (Palta y col. 1977a y b; Burr y col. 1986; Colombo
y Hickie 1987; Hallam y Tibbits 1988; Mackay y Mason 1991; Mackay 1994), asi
como para determinar dafios causados por sequia (Dlugokecka y Kacperska-
Palacz 1978; Martin y col. 1987).

2.3.4.2. La preparacion de las muestras y las medidas de conductividad

Para la evaluacién del dafio producido por un determinado tratamiento
en las muestras vegetales se cortan porciones similares de aproximadamente 15
milimetros de la porcién media de las aciculas, y con un peso aproximado de
unos 0.1 gramos, y se introducen en 3 mililitros de agua destilada durante 24
horas midiéndose luego la conductividad (C1), indicadora de la liberacién de
electrolitos, con un conductivimetro portatil (Dist 4, Hanna Instruments,
Mauritius). Posteriormente, las mismas secciones se trataron con nitrégeno
liquido, que congela totalmente el tejido y lo preserva hasta que, por un

proceso de descongelacion lenta, se rompen las estructuras y se destruye la
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integridad de la membrana celular, midiéndose de nuevo la conductividad
(C2). Asimismo, se midié6 C1 y C2 en muestras control que no habian recibido
ningn tipo de tratamiento (C'1 y C’2). Los resultados se expresaron por medio
del indice de dafio de Flint y col. (1967):

I, = 100 * (R-Ro) / (1-Ro)

donde I; es el indice de dafio, R = C1/(C1+ C2) y Ry = C'1/(C'1+ C'2). El valor
de I; estara mas cerca de cero en tejidos menos dafiados y cerca de cien en
tejidos totalmente dafiados (Read y Hill 1988).

Algunos investigadores representan I como una funciéon de la
temperatura e interpolan para obtener la temperatura a la que ocurre el 10% y
el 50% de la liberacién de electrolitos, que corresponden a la temperatura de
dafio incipiente (LTi) y a la temperatura de muerte del tejido (Manley y
Hummel 1996), TKso (Piotrowska y Kacperska 1990) o LTs (Kacperska y

Szaniawski 1993), respectivamente.

2.3.5. Andlisis de las concentraciones de pigmentos y
antioxidantes

Para la preparacion de muestras para el andlisis de pigmentos y
sustancias antioxidantes por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC),
éstas se sumergieron en nitrégeno liquido y posteriormente se llevaron al
laboratorio para su liofilizacion o desecacion. Cuando se realiz6 una
liofilizacién, ésta se llevé a cabo sometiendo las muestras primero a una
temperatura de 0 °C y vacio durante 1 hora y, pasado este tiempo, a 25 °C y
vacio durante 48 horas. Cuando lo que se realiz6 fue una desecacién, se
sometieron las muestras congeladas en nitrégeno liquido directamente a 25 °C y
vacio durante 48 horas, realizando de esta forma sé6lo la segunda fase de la
liofilizacion.

Posteriormente, las muestras se molieron y se almacenaron en viales de
plastico herméticos en un congelador a -80 °C hasta el momento de los analisis

bioquimicos.
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Se adjuntan, en el anexo II, los protocolos detallados de preparacion de
muestras para los diversos analisis.

El andlisis de los pigmentos se llevé a cabo segin el método descrito por
Pfeifhofer (1989). A partir del polvo de muestra se extrajeron los pigmentos con
acetona y se sometieron a una HPLC en gradiente, utilizando acetona :
etilacetato (2 : 1) como solvente polar y acetonitrilo : agua destilada : metanol
(100 : 10 : 5) como solvente apolar. La absorbancia de la muestra se midi6 a una
longitud de onda de 440 nanémetros.

El tocoferol se determin¢ siguiendo el método de Wildi y Liitz (1996). La
extraccion se realizd con acetona, junto con la extracciéon de pigmentos, y se
sometio6 la muestra a una HPLC isocréatica utilizando metanol como solvente. El
tocoferol se detecté directamente por fluorimetria, con una longitud de onda de
excitacion de 295 nandémetros y una longitud de onda de emisiéon de 325
nandmetros. La identificacién del tocoferol se realizé mediante la comparacién
de los tiempos de retenciéon de las muestras con el tiempo de retencion de
soluciones estdndar de alfa, gamma y delta-tocoferol.

El glutation se determiné gracias al método de Kranner y Grill (1996). El
polvo de muestra, junto con acido clorhidrico, se incub6 1 hora con ditiotreitol
(DTT) para reducir los grupos tioles. Los grupos sulfhidrilos se redujeron con
monobromobimane. La separacién y determinacién de los derivados tioles se
realiz6 mediante HPLC en gradiente usando como solventes mezclas de
metanol, agua y acido acético. Los grupos tioles se detectaron por fluorimetria,
con una longitud de onda de excitaciéon de 380 nanémetros y una longitud de
onda de emisién de 480 nanémetros.

Los 4cidos ascorbico y dehidroascérbico se  determinaron
simultdneamente siguiendo un proceso derivado con ortofenildiamina (Tausz y
col. 1996). El polvo de muestra en acido metafosférico se tratdé con
ortofenildiamina y la separaciéon se realiz6 mediante una HPLC isocratica
usando, como agente i6nico, bromuro de hexadecilmetilamonio y, como
solvente, metanol acuoso. La absorbancia de la columna se registr6 a 248
nandmetros para el acido ascérbico y 348 nandémetros para su derivado, el

4cido dehidroascoérbico.
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2.3.6. tstudio de la ultraestructura mediante microscopiav
loctréni

2.3.6.1. Microscopia electronica de transmision

Para la preparacion de muestras para su andlisis con el microscopio
electrénico de transmision, se cortaron secciones (tanto longitudinales como
transversales), lo mas finas posibles, de la zona central de las aciculas y se
realizé una prefijacion de las proteinas contenidas en las muestras dejandolas
unas seis horas en glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 2% en tampoén
fosfato 0.1 M, con pH 7.2, y Sacarosa 0.1 M y, seguidamente, se lavaron las
muestras con tampon fosfato, pH 7.2 y Sacarosa 0.1 M.

La fijaciéon de los lipidos contenidos en los tejidos se realizé con una
mezcla en proporciéon 1 : 1 durante tres horas de tetréxido de osmio al 2% en
tampoén fosfato (pH 7.3) y cromato potésico al 4% que se ajusta a pH 7.3 con
potasa 2.5 M.

Posteriormente, se realizaron lavados con agua bidestilada, para
eliminar la mezcla téxica de la superficie de las muestras, y se deshidrataron
con una serie de etanol; 50%, 70%, 90% y 100%.

Para la inmersién en resina se pas6 previamente por 6xido de propileno
que es miscible tanto en etanol como en la resina comercial utilizada. Primero
se incluyeron los cortes en una mezcla etanol : 6xido de propileno en
proporcion 1 : 1. Posteriormente se dejaron las muestras 10 minutos en 6xido de
propileno puro, para luego irlas pasando a la resina Epon.

Epon : 6xido de propileno

1 : 3 (durante una hora)
1 : 1 (durante una hora)
3 : 1 (durante tres horas)

La resina Epon utilizada consistié6 en una mezcla de Epon 812, DDSA
(anhidrido dodecenil succinico), MNA (anhidrido metil nadico) y BDMA
(benzil dimetilamina) [Para unos 12 gramos de Epon: 6g de Epon 812, 4g de
DDSA, 2.5g de MNA y 0.325g de BDMA].
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Finalmente se realiz6 la inclusiéon en resina Epon pura y se vertio la
resina conteniendo los cortes sobre placas y se polimeriz6 la resina en la estufa
a 60 °C.

De la resina polimerizada se cortaron bloques que contenian los cortes
que nos interesaba analizar y se hicieron pirdmides, eliminando la resina con
un aparato especialmente disefiado para ello. Las pirdmides, que contenian las
muestras embebidas en resina, se cortaron con el microtomo o el
ultramicrotomo, obteniendo cortes que se contrastaron con citrato de plomo y
acetato de uranio y se analizaron por medio de un microscopio electrénico de

transmision de la marca Philips CM 10.

2.3.6.2. Microscopia electronica de barrido

Para su anélisis por microscopia electrénica de barrido, las aciculas se
secaron al aire y se cortaron secciones de la porcién media, que se montaron en
botones de aluminio por medio de papel doble adhesivo. Las muestras se
cubrieron con una lamina de oro y se examinaron mediante un microscopio
electrénico de barrido marca Leitz AMR-1000, operando a 20 kV y 20° de
inclinacién de la muestra (Bermadinger-Stabentheiner 1995). En los casos en los
que se eliminaron las ceras epicuticulares, las muestras se trataron previamente

con cloroformo.
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3. ANATOMIA GENERAL DE LAS ACICULAS

“Si quieres comprender la funcién, estudia la estructura” Francis Crick.



3.1. INTRODUCCION

La estructura interna y externa de las hojas esta relacionada con su papel
en los procesos que éstas realizan, asi como con el ambiente en el que se
desarrollan.

La funcién primordial de las hojas consiste en la fabricaciéon de hidratos
de carbono por medio del proceso de la fotosintesis, que estudiaremos en
detalle para el pino canario un poco mas adelante. Las hojas son 6rganos
vegetales especialmente disefiados y adaptados para realizar este proceso,
conteniendo abundante cantidad de clorofila, que es el pigmento esencial para
captar la energia de la luz, y disponiendo de una determinada estructura y
disposicion en el tallo (Font Quer 1979).

Con el estudio de las propiedades estructurales y ultraestructurales de
las aciculas de Pinus canariensis nos proponemos obtener datos basicos de gran
importancia para la comprensiéon y la interpretacion de la fisiologia, la
bioquimica y las respuestas ultraestructurales de esta especie a las variaciones
ambientales debidas a diferentes situaciones, tanto en condiciones naturales

como cuando la planta estd sometida a situaciones de estrés.
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3.2. MATERIAL Y METODOS

El material vegetal utilizado fueron aciculas de un afio de edad de Pinus
canariensis Chr. Sm. ex DC., recolectadas de arboles que crecian en la vertiente
sur de Tenerife, en el municipio de Arico, y aciculas del afio en curso de
plantulas de un afio crecidas en macetas en el invernadero del Departamento
de Fisiologia Vegetal de la Universidad de La Laguna.

Para los estudios de microscopia Optica se cortaron secciones de
aproximadamente 5 mm de la porcién media de las aciculas y se fijaron en
formalina - &cido acético - etanol (FAA) (formol al 37%, acido acético glaciar y
etanol al 70% en proporcion 5 : 5 : 90). Se deshidrataron a través de una serie de
alcohol butilico terciario y fueron embebidas en parafina. Se cortaron secciones
transversales de 10 a 20 mm, se pusieron en un portaobjetos y se tifieron con la
doble coloracién de safranina - verde rapido (Johansen 1940).

Para el microscopio electrénico de transmision y el microscopio
electrénico de barrido se tomaron secciones de la porcién media de las aciculas
y se siguid el protocolo ya explicado en el apartado de material y métodos

generales.

3.3. RESULTADOS

Pinus canariensis tiene hojas aciculares de hasta 30 centimetros de
longitud y de cerca de 1 milimetro de grosor, agrupadas en fasciculos de tres
aciculas. Como especie de tres aciculas por braquiblasto, tienen forma
triangular en seccién transversal siendo la superficie abaxial hemisférica
(figuras 3.1 y 3.3).

La epidermis consta de una capa sencilla de células con paredes
extremadamente gruesas, superando en grosor incluso a las células
hipodérmicas subyacentes en aciculas de un afio de edad de pinos adultos

(figura 3.2), y con paredes mas delgadas en aciculas de plantulas (figura 3.4).
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Figuras 3.1-4. Micrografias Opticas de secciones transversales de Pinus
canariensis. Barras = 100 pm.

Figura 3.1. Vision general de una aciculas de un afio de edad de un pino sano.
Obsérvese que la superficie abaxial es hemisférica.

Figura 3.2. Detalle de la figura 3.1, mostrando la epidermis con estomas, células
hipodérmicas esclerificadas (*), tejido mesofilico, un conducto de resina (flecha) y
la endodermis (cabeza de flecha) bordeando el tejido de transfusion y parte del haz
vascular.

Figura 3.3. Vision general de una acicula de una plantula de pino.

Figura 3.4. Detalle de la figura 3.3, mostrando la epidermis con paredes celulares
mas finas y una hipodermis menos desarrollada (*) con paredes mas delgadas que
en la figura 3.2. También pueden verse el tejido mesofilico y un conducto de resina.
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La superficie de las aciculas esta

cubierta ~de ceras epicuticulares.
Embebidas en una capa de ceras amorfa,
las estructuras tubulares se localizan
especialmente entre las filas de estomas
(figuras 3.5 y 3.6). En aciculas del afio en
curso las ceras cristalinas también
cubren los bordes de los estomas (no
mostrados), mientras que en aciculas de
un afio de edad, estos bordes revelan
(figura 3.6).

densa

una apariencia amorfa

También existe wuna malla
entretejida de ceras tubulares dentro de
la camara epiestomaética, bajo la apertura
externa que cubre las células guarda
(figura 3.6). La eliminacién de las ceras
estructurales  tras  inmersiéon  en
cloroformo revela una superficie lisa y
una disposicién regular paralela de las
células epidérmicas alargadas asi como
un borde eliptico de la camara
epiestomatica (figura 3.7). La parte mas
interna de este borde consiste s6lo en
una delgada cuticula, que es la causa del
brillo
fotografias de microscopio electrénico de

barrido (figura 3.5-7).

elevado observado en las
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Figuras 3.5-7. Micrografias electronicas de barrido
de aciculas de un ano de edad de P. canariensis.
Barras = 100 um (excepto la figura 3.6 = 10 um).

Figura 3.5. Ceras epicuticulares cubriendo la
superficie entre las filas de estomas como una
densa capa de tubos de cera.

Figura 3.6. Ceras epicuticulares cubriendo los
bordes de los estomas (amorfas) y ceras tubulares
en el interior de la cdmara epiestomatica debajo de
la apertura exterior.

Figura 3.7. Las ceras epicuticulares se eliminaron
con cloroformo revelando una superficie lisa en la
que se pueden ver dos filas paralelas de estomas.



Figuras 3.8-11. Micrografias electronicas de transmision de aciculas de un afio de
edad de Pinus canariensis. Barras = 1um (excepto figura 3.8 = 10 um).

Figura 3.8. Células del mesofilo con invaginaciones hacia el interior de la célula,
cloroplastos (flechas) préximos a la pared celular, cuerpos lipidicos en el
citoplasma (*), taninos granulares finos en la vacuola (V) y nticleo (N).

Figura 3.9. Cloroplasto con muchos grana (flechas), pocos plastoglobulos (P) y un
grano de almidon (S).

Figura 3.10. Cloroplasto posiblemente en division.

Figura 3.11. Células epiteliales de un conducto de resina mostrando un gran nucleo
(N), mitoconcrias (M) y particulas lipidicas (L) en el citoplasma.
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Figura 3.12. Célula endodérmica con granos de almidon (S) y tanino granular (*).
Figura 3.13. Célula del parénquima de transfusion con un cristal romboide de

oxalato calcico (¥) rodeado por material de la pared celular (flecha).

Figuras 3.14-16. Micrografias opticas de secciones de aciculas de un afio de edad
de Pinus canariensis. Barras = 10 um.

Figura 3.14. Haz vascular (*) y tejido de transfusion con microscopio de
contraste de fase.

Figura 3.15. Cristales de oxalato (flechas) en el tejido de transfusion vistos con
microscopio de contrate de fase y de polarizacion.

Figura 3.16. Granos de almidon (flechas) con cruces de malta en el tejido de
transfusion visto con el microscopio de contraste de fase y de polarizacion.
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Igual que en otras especies de pinos los estomas estdn dispuestos en filas
sobre las superficies adaxial y abaxial de las aciculas. Las células guarda estan
profundamente hundidas y bordeadas de células subsidiarias formando un
conspicuo borde periestomético que es la tnica parte del complejo estomatico
siempre visible en vision superficial. En seccién transversal, las células guarda
aparecen elipticas con paredes celulares gruesamente lignificadas. Las células
hipodérmicas lateralmente adyacentes a las células guarda son diferentes al
resto en tamafio y forma y han sido denominadas células hipodérmicas
subsidiarias; estan en contacto con las células epidérmicas subsidiarias en el
complejo estomatico (figura 3.2).

Bajo la epidermis, y bordeando el meséfilo, existe una capa hipodérmica
con células de pared gruesa. Esta capa tiene un ntmero variable de células
esclerificadas excepto en las areas bajo los estomas, donde se encuentra la
camara subestomadtica, y enmascara un tejido mecdnico que estd mas
desarrollado en los margenes y se introduce entre las células del mesoéfilo como
si fueran nervios. Esta capa hipodérmica estd menos desarrollada en aciculas de
plantulas, donde esta formada por una, ocasionalmente dos, capas celulares con
paredes mas delgadas (figuras 3.2 y 3.4).

Las células parenquimaéticas del mesoéfilo estan profundamente plegadas
internamente, sus paredes tienen invaginaciones caracteristicas (figura 3.8).
Estas células contienen principalmente cloroplastos elipsoidales con un tamafio
medio de 4-6 mm distribuidos de manera uniforme en el citoplasma, cerca de la
pared celular. Tienen un sistema tilacoidal bien desarrollado con un arreglo de
grana determinado dentro del estroma, donde se observan pocos
plastoglébulos de tamafio variable (de didmetro hasta 0.8 mm) asi como uno o
dos granos de almidén (figura 3.9). Ademas se observaron cloroplastos
irregulares mas alargados que parecian estar en proceso de divisién (figura
3.10). En el citoplasma existen un niimero variable de cuerpos lipidicos con un
tamafio da hasta 6 mm. La vacuola central esta llena de tanino granular fino.

Un namero variable de conductos de resina (2-5) estan presentes en el
mesofilo, paralelos al eje longitudinal de la hoja. Estructuralmente son largos
espacios intercelulares bordeados de células epiteliales productoras de resina
rodeadas de una vaina de células de pared gruesa. Las células epiteliales

contienen mitocondrias y cuerpos lipidicos (figura 3.11).
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La endodermis es una capa sencilla de células grandes y ovales con
paredes bastante gruesas, dispuestas como una vaina entre el mesoéfilo exterior
y el tejido interno de transfusion. Las células contienen granulos de almidén y
diferentes cantidades de taninos (figura 3.12).

En el centro de la acicula, en secciéon transversal, hay dos haces
vasculares cercanos el uno al otro, con el floema en la parte abaxial (figura
3.14). Los haces estdn rodeados de tejido de transfusiéon consistente en
traqueidas y células parenquimaticas vivas. Las células parenquimaticas
contienen taninos, cristales de oxalato calcico (figuras 3.13 y 3.15) y también
almidén, como puede verse por las cruces de malta en el microscopio de
polarizacién (figura 3.16). Cerca del floema hay células de citoplasma denso

que se interpreta que son células de Strassburger.

3.4. DISCUSION

La estructura de las aciculas de Pinus canariensis es similar a la de otras
aciculas de pinos, aunque con ciertas particularidades. Como en otras coniferas
la superficie de las aciculas de Pinus canariensis estd cubierta por ceras que
forman estructuras tubulares (Bermadinger-Stabentheiner 1995). Debido a que
los dioles secundarios, y especialmente el 10-nonacosanol, determinan la
estructura tubular (Jetter y Riederer 1995), se puede asumir que estos
componentes son también los componentes principales de las ceras
epicuticulares de Pinus canariensis. Las ceras epicuticulares estructurales
determinan la impermeabilidad de las superficies vegetales y, por ello, influyen
en procesos como la lixiviacién, la absorciéon de xenobidticos y nutrientes y
también la formaciéon de microflora epifitica (Riederer y Marktdadter 1996).
Adicionalmente, tienen un papel muy importante en la reduccién de la pérdida
de agua por transpiraciéon (Grncarevic y Radler 1967, Denna 1970a y b) y
proporcionan proteccion frente a la abrasion fisica, la lluvia, el viento, las
heladas, la radiacién y el dafio por hongos, insectos y bacterias (Turunen y
Huttunen 1990). Pinus canariensis se caracteriza por aperturas muy estrechas de
la cdmara epiestomdtica. En cambio, Pinus sylvestris, por ejemplo, tiene
aperturas epiestomaticas bastante anchas (Crossley y Fowler 1986; Turunen y

Huttunen 1990). Estas estrechas aperturas junto con las acumulaciones de cera
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dentro de la camara epiestomética, seguramente son medidas bastante
eficientes contra la pérdida de agua por transpiracion. Las estructuras de ceras
epicuticulares sobre las aciculas de vida larga cambian en respuesta a factores
medioambientales y durante el proceso de envejecimiento (Van Gardingen y
col. 1991), se ven afectadas por diferentes contaminantes aéreos (Riding y Percy
1985; Grill y col. 1989) y también por “sprays” marinos (Krause 1982; Altieri y
col. 1994). Estos agentes producen un deterioro prematuro de las estructuras
tubulares. Las alteraciones de estas superficies dependen de la edad acicular y
las caracteristicas del habitat en el que se desarrollan los pinos.

La estructura general del complejo estomaético en las especies de Pinus
estd bien conocida (Fahn 1974; Esau 1977) pero las descripciones detalladas
para las diferentes especies son escasas (ver Jonson y Riding 1981). Sin
embargo, si comparamos la cdmara epiestomatica con la de Pinus merkusii (Esau
1965), Pinus strobus y Pinus banksiana (Johnson y Riding 1981), ésta es mayor y
las células oclusivas estdn mas profundamente hundidas.

Los estomas profundamente hundidos y las ceras que cubren las células
epidérmicas asi como la cdmara epiestomadtica, constituyen una buena
adaptacion para evitar la pérdida de agua, permitiendo a ésta especie vivir en
regiones secas y rocosas, como en la vertiente sur de las Islas.

El tejido mecanico que hay debajo de la epidermis contribuye a una
mayor resistencia a la sequia. Debido a la gran longitud de las aciculas este
tejido también contribuye a sostenerlas y mantenerlas rigidas. En las aciculas
de plantulas este tejido es de menor tamafio y no esté tan bien desarrollado.

El andlisis ultraestructural de aciculas de Pinus canariensis, no dafiadas
de forma visible, muestra cloroplastos de las células del mesoéfilo que son
similares en estructura a los de Pinus pinaster (Gonzalez y col. 1993). En
contraposicion con los grandes plastoglébulos encontrados en Pinus canariensis,
los cloroplastos de Pinus sylvestris (Soikkeli 1980; Paloméaki y Holopainen 1995)
y Pinus halepensis (Antonnen y col. 1995) contienen sélo plastoglébulos
pequefios. Los sintomas de dafio celular, frecuentemente se manifiestan
primero en los cloroplastos del meséfilo (Meyberg y col. 1988; Antonnen y col.
1995). Dichos cambios, como estroma granular electrénicamente denso,
abultamientos tilacoidales y disrupciones de la membrana no fueron visibles en
las muestras investigadas. Los cuerpos lipidicos en el citoplasma de las células

del meséfilo son comunes también en otras especies de Pinus (cf. Walles y col.
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1973; Soikkeli 1980; Gonzélez y col. 1993), pero su cantidad y tamafio normales
se ha visto que depende de diferentes parametros como la edad de la acicula o
diversos tipos de estreses (Antonnen 1992). Ademds de su existencia en el
citoplasma, también pueden encontrarse en la vacuola con el aumento de la
edad de la acicula (Kdrenlampi 1987; Antonnen 1992) o por deficiencia de
nutrientes (Holopainen y Nygren 1989).

El papel del tejido de transfusién en la concentraciéon de solutos de la
corriente transpiratoria y en la recuperaciéon selectiva de solutos que
eventualmente se liberan al floema (Canny 1993) es muy importante, igual que
la endodermis que hay en la confluencia de dos flujos opuestos: metabolitos
fotosintéticos elaborados en el meséfilo por medio de las células de
Strassburger hacia el tejido del floema, y agua desde el xilema por traqueidas

de transfusién hacia el meséfilo y los estomas.

3.5. CONCLUSIONES

Los estomas profundamente hundidos, la presencia de ceras que cubren
las células epidérmicas, la estrecha camara epiestomatica y el tejido mecénico
que subyace a la epidermis, constituyen una adaptacion ideal para evitar la
pérdida de agua, permitiendo a esta especie vivir en regiones con cierto grado
de sequia.

Paralelamente, el profundo plegamiento de las células parenquimaticas,
que favorece la disposiciéon superficial de los cloroplastos cerca de la pared,
supone una ventaja para la captaciéon de la energia luminica y el intercambio
gaseoso por estos organulos, efecto que se traduce en un mayor rendimiento
fotosintético.

Todas estas propiedades estructurales y ultraestructurales de Pinus
canariensis constituyen la base para el entendimiento de sus respuestas

fisiologicas y bioquimicas a cambios en las condiciones ambientales.
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4. CONTENIDO EN NUTRIENTES, PIGMENTOS Y
SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES EN LAS ACICULAS EN
RELACION CON LA ALTITUD Y DIFERENTES SITUACIONES
DE ESTRES

“Hay mas por ver que lo que entra por los 0jos” Norwood Russell Hanson.



4.1. INTRODUCCION

El estado nutricional de los arboles del bosque ha sido evaluado por el
analisis del contenido en nutrientes de las aciculas en numerosos estudios
(Oren y col. 1993; Tausz y col. 1996a y b). En este sentido las coniferas se han
usado en numerosas ocasiones como bioindicadores en los bosques templados.
Asi por ejemplo, el andlisis de los elementos acumulados en las aciculas de
picea es una herramienta importante para el control ambiental y los limites
para las concentraciones de azufre, fltor, y cloro han quedado recogidos en las

legislaciones de varios paises (Austrian Federal Law gazette 1984).

En los ultimos afios, los conceptos relacionados con la fisiologia del
estrés han sido ampliamente aceptados y se han incluido las medidas de
variables relacionadas con el estrés en investigaciones de campo (Polle y
Rennenberg 1992; Tausz y col. 1994). La disminucién en el contenido en
clorofila y las modificaciones en la composicién de pigmentos se han usado
como bioindicadores fisioldgicos para estudiar las primeras etapas del dafio
(Oren y col. 1993; Tausz y col. 1996a).

El anélisis de los componentes del sistema de antioxidantes es muy ttil
para la evaluacion de estreses ambientales no acumulativos, como
contaminantes aéreos fotooxidativos, sequia o radiacion (Tausz y col. 1994;
Tausz y col. 1996a, b y c). Bajo la influencia de estos factores de estrés se

pueden encontrar elevados contenidos de acido ascérbico (Schmieden y Wild
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1994; Tausz y col. 1994; Tausz y col. 1996a, b y c; Wildi y Liitz 1996), glutation
(Tausz y col. 1996a, b y c¢; Wildi y Liitz 1996), o tocoferol (Schmieden y Wild
1994; Wildi y Liitz 1996).

La influencia sobre las plantas de los diversos factores de estrés provoca
la produccion de especies téxicas de oxigeno dentro de las células, algunas de
las cuales son radicales libres. Este tipo de sustancias inician procesos
destructivos como el blanqueamiento de la clorofila, la peroxidacién de lipidos
o la oxidacién de proteinas, en el caso de no ser eliminados por los sistemas
protectores (Elstner y Osswald 1994).

El exceso de energia luminosa absorbida cuando la fotosintesis de la
planta se encuentra limitada por factores de estrés, puede ser disipada como
calor a través de los carotenoides. El ciclo de las xantofilas implica los
carotenoides violaxantina, anteraxantina y zeaxantina, que forman un sistema
flexible para adaptar la eficiencia de conversion de la energia en las membranas
fotosintéticas (Adams III y Demmig-Adams 1994). La violaxantina, que
contiene dos grupos epdxidos, puede ser convertida en zeaxantina de forma
reversible y rapida (en cuestiéon de minutos) por desepoxidacién de los grupos
epoxidados. Este proceso cuenta con la anteraxantina como intermediario. Al
contrario que la violaxantina, la zeaxantina es muy efectiva en la disipacién por
calor de la energia luminosa. Un mayor estado de desepoxidacién de este ciclo
(es decir, més zeaxantina que violaxantina) garantiza una proteccién mas fuerte
del aparato fotosintético. Otros carotenoides, como la luteina, también
contribuyen a la disipaciéon de la energia. otro ejemplo es el b-caroteno, que
amortigua el oxigeno singlete que se produce a partir del oxigeno molecular
por transferencia de la energia de excitacion, directamente dentro del “colchén
de pigmentos”.

Alternativamente, el exceso de energia puede usarse también en la via
fotorrespiratoria o en la reaccion de Mehler, que puede contribuir a la
proteccion del aparato fotosintético (Asada 1999). En estos casos se producen
especies activas de oxigeno que la planta tiene que mantener bajo control y de
esto se encarga el sistema de antioxidantes.

El sistema de defensa antioxidativo estd compuesto por antioxidantes
hidrofilicos (ascorbato y glutation) y lipofilicos (a-tocoferol), la accién de
enzimas destoxificadoras y procesos enzimaticos de reparacion y regeneraciéon

(Foyer 1997). Puesto que la sobreproduccién de especies activas de oxigeno,
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que se produce por efecto de las situaciones de estrés, esta dirigida por la
energia luminosa (Elstner y Osswald 1994), la disipaciéon fotoprotectora de
energia en los tilacoides es la primera linea de defensa bioquimica (Adams III y
Demig-Adams 1994). El acido ascérbico, el glutation y el tocoferol son
antioxidantes de bajo peso molecular capaces de destoxificar directamente las
especies activas de oxigeno (Foyer 1997). El ascorbato no sélo es un
destoxificador eficiente de radicales libres tdxicos, sino que también es
necesario para la formacion de zeaxantina, el amortiguador mas importante del
exceso de energia luminosa (Adams III y Demig-Adams 1994), y para la
regeneracion de a-tocoferol, que es muy importante como protector de las
membranas tilacoidales (Fryer 1992). Durante estos procesos, el ascorbato se
oxida a acido dehidroascérbico, y puede ser regenerado por el glutation, que es
a su vez regenerado por el poder reductor procedente de la fotosintesis (Foyer
1997). La capacidad de las defensas antioxidativas celulares esta determinada
por los tamafios del pool de antioxidantes y también por la habilidad del
metabolismo de mantenerlos en estado activo, es decir en estado reducido.

Los cambios en el sistema de antioxidantes indican respuestas tempranas
de las células vegetales al estrés (Polle y Rennenberg 1992). En el caso de
indicadores bioquimicos del estrés se ha prestado gran atenciéon a las
investigaciones de antioxidantes y pigmentos protectores en estudios de campo
en arboles. La mayoria de estos estudios han tenido como objetivo la detecciéon
de los efectos de la contaminacién sobre los ecosistemas. En comparacion, las
investigaciones sobre las respuestas de los antioxidantes de los arboles a los
estreses ambientales en su ambiente han sido muy escasas. Como la produccién
de radicales libres toxicos y de especies de oxigeno es un estado inicial del dafio
celular producido por muchos impactos ambientales diferentes (incluyendo
factores naturales: Elstner y Osswald 1994), es necesario saber més acerca de las
reacciones bioquimicas de los arboles en respuesta a situaciones de estrés
natural. La salud de las plantas en un ecosistema puede ponerse en peligro no
s6lo por contaminacién ambiental antropogénica, sino también por factores
naturales. El abastecimiento de agua es la fuente mas sensible en los
ecosistemas terrestres, y el estrés de sequia es una situaciéon con la cual las
plantas tienen que enfrentarse frecuentemente. Durante un déficit hidrico la
limitacién de la fotosintesis y la exposicion simultdnea a alta radiacién aumenta

la tasa de formaciéon de las especies activas de oxigeno y hace aumentar la
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actividad de las reacciones de defensa antioxidativa (Smirnoff 1993). Por otro
lado, el abastecimiento de agua ha sido reconocido como un factor esencial que
modifica el impacto de los estreses debidos a contaminantes y al hombre sobre

la vegetacion (Fuhrer y col. 1997).

El uso de medidas de fluorescencia de la clorofila ha sido introducido
como un medio valioso para la investigacion en condiciones de campo
(Saarinen 1993), puesto que es un buen indicador del estrés de las plantas
(Lichtenthaler 1988; Bolhar-Nordenkampf y col. 1989; Larcher y col. 1991).
Algunos estudios han revelado, asimismo, modificaciones a nivel de la
estructura de los cloroplastos en coniferas sometidas a estrés medioambiental
(Zellnig y col. 1989).

La mayor parte de este tipo de estudios se han llevado a cabo en bosques
templados de Europa y Norteamérica, pero los estudios sobre especies
mediterraneas aun son escasos (Elvira y col. 1995; Schwarz y Polle 1998; Garcia-
Plazaola y col. 2000).

El objetivo de este estudio es el de evaluar el estado nutricional y de
estrés fisiolégico de arboles de Pinus canariensis, creciendo a diferentes
altitudes, por medio de medidas de nutrientes, pigmentos y anélisis de
antioxidantes, acompafiados de medidas de la fluorescencia de la clorofila y
estudios de la ultraestrcutura de los cloroplastos en pinos procedentes de
parcelas seleccionadas a lo largo de un perfil altitudinal sobre la isla de
Tenerife.

Esto nos dard una idea de la incidencia de los factores de estrés
ambientales y los mecanismos de protecciéon de Pinus canariensis en Tenerife y
nos ayudara a explicar por qué los pinos son capaces de crecer bajo condiciones
ecoldgicas diferentes sin presentar sintomas severos de estrés. Ademas, la
evaluacion del estado de estrés de los pinos en diferentes sitios en condiciones
naturales, serd de interés para obtener un mayor éxito en el uso de Pinus

canariensis en las repoblaciones en las Islas Canarias.
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4.2. MATERIAL Y METODOS

Las investigaciones se realizaron en aciculas de Pinus canariensis que se
recolectaron, en verano, en cuatro parcelas de la vertiente sureste de la Isla de
Tenerife: Sitio I, a 550 m sobre el nivel del mar cerca del pueblo de Candelaria,
y sitios II, Il y IV, a 850, 1500 y 1950 m, respectivamente, sobre la villa de Arico
(figura 4.1). Se cortaron ramas de orientacién sur expuestas a la luz a una altura
de unos 3-4 m de cinco pinos representativos de cada sitio, de unos 40-50 afios
de edad. Las muestras se guardaron a saturacion en el laboratorio toda la noche
y, al dia siguiente, las aciculas se cortaron bajo condiciones de luz y
temperatura constantes, se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido y
se liofilizaron para los estudios bioquimicos, y se secaron en la estufa a 105 °C

para el anélisis de los elementos. El material se molié en un homogenizador y
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Figura 4.1. Situacion de las parcelas sobre la isla de Tenerife. El sitio I se
encuentra situado cerca del pueblo de Candelaria y los sitios II, III y IV sobre la
villa de Arico.
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el polvo liofilizado se almacend en viales herméticos en el congelador a -80 °C
hasta el momento de su anélisis.

El azufre y el cloro se midieron por HPLC de intercambio iénico tras una
combustién de Schoninger, el nitrégeno se midié por el procedimiento estandar
de Kjeldahl, el fésforo por colorimetria, y el magnesio, el sodio, el potasio y el
calcio se determinaron por espectrofotometria de absorcién atémica
(Shimadzu); los pigmentos, el acido ascérbico y el glutation se midieron segtn
Tausz y col. (1996b y c), y el a-tocoferol segiun Wildi y Liitz (1996), como se

describe en el capitulo de material y métodos generales.

La fluorescencia de la clorofila se midi6 por medio del fluorimetro
portatil (PEA, Hansatech, U.K.) en aciculas de las mismas ramas usadas para
las determinaciones de nutrientes, pigmentos y antioxidantes, que se
mantuvieron en las mismas condiciones de saturacién acuosa, oscuridad y

temperatura ambiente toda la noche.

Para el estudio de la ultraestructura se sigui6 el protocolo descrito en el

capitulo de material y métodos generales.

La evaluacién estadistica se hizo por medio del paquete Statistica
(StatSoft, USA). Las diferencias entre sitios se calcularon por un test no-
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por comparaciones cruzadas de
acuerdo con Schaich y Hamerle (Bortz y col. 1990). Las figuras muestran las
medianas y el rango de percentiles 20-80. Las diferentes letras de las figuras
representan diferencias significativas (P<0.05). Las correlaciones entre los datos
de fluorescencia y la composiciéon de carotenoides se calculé mediante un
modelo complejo de ajuste indicado en las figuras, con la calidad de ajuste
indicado mediante el coeficiente de correlaciéon entre los valores predichos y los

observados, asi como por la fraccién de varianza explicada por el modelo.

64



4.3. RESULTADOS

Los resultados de los anélisis de los elementos en las aciculas se

muestran en las figuras 4.2 A, B, C y D. Las aciculas de Pinus canariensis en los

cuatro sitios contienen cantidades similares de magnesio y potasio. Las aciculas

recolectadas en el sitio III mostraron significativamente menor contenido de

calcio que las del sitio I y II. Los contenidos en sodio y en cloro fueron

significativamente mayores en los sitios I y II. Los contenidos en fésforo fueron

significativamente menores en el sitio IV comparado con los sitios 1 y II. El

contenido en nitrégeno de las aciculas fue diferente segtin los sitios. Las

aciculas mostraron mayor contenido en azufre en los sitios de menor altitud y

menor contenido de este elemento en altitudes mas elevadas.
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Figura 4.2. Contenido en elementos de aciculas de Pinus canariensis de un afio de edad
(PS = peso seco de las aciculas) en los cuatro sitios citados. Las columnas representan
las medianas y las barras los percentiles 80%. Las letras diferentes indican diferencias
significativas entre sitios para los elementos respectivos (P<0.05).

Los contenidos en clorofila fueron menores en los sitios III y IV (figura

4.3 columnas). Las variaciones de la relaciéon clorofila a/b con la altitud no

fueron tan claras (figura 4.3 puntos), mostrando un descenso en el sitio III.

Junto con las disminuciones de la clorofila de las aciculas, en los sitios mas
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elevados se observa una mayor proporcion de carotenoides por unidad de
clorofila y menores relaciones a-/b- caroteno (figura 4.4).
El estado de epoxidacion del ciclo de las xantofilas por la mafiana no fue

significativamente diferente entre los diversos sitios (figura 4.5).

Los contenidos en acido ascérbico fueron significativamente mayores en
los sitios III y IV respecto al sitio II (Figura 4.6 A). Sin embargo, los niveles de
los antioxidantes glutation y a-tocoferol no variaron mucho entre los sitios
(Figuras 4.6 B y C), asi como tampoco lo hicieron los niveles de

dehidroascorbato y de glutation oxidado (figuras 4.6 A y B).
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Figura 4.3. Contenido en clorofilas totales (barras) y relacion clorofila a/b (puntos) en
aciculas de un afno de Pinus canariensis en los cuatro sitios de medida. Las columnas y
puntos representan las medianas y las barras los percentiles 80%. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre sitios para los elementos respectivos (P<0.05).
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Figura 4.4. Relaciones de a/b caroteno y (xantofilas +
carotenos) / clorofilas en aciculas de pino canario en los
cuatro sitios. Las columnas representan las medianas y las
barras los percentiles 80%. Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre sitios para los elementos
respectivos (P<0.05).
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Figura 4.5. Relacion violaxantina/pool del ciclo de las
xantofilas (violaxantina + anteraxantina +

zeaxantina). Las columnas representan las medianas y
las barras los percentiles 80%.
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significativas entre sitios para los elementos
respectivos (P<0.05).
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Figura 4.7. Fluorescencia de la clorofila (en unidades
relativas) de las aciculas en los cuatro sitios estudiados.
Columnas negras = Fy; columnas blancas = F,;
columnas totales = F;; [1 = F,/F,.

Las medidas de fluorescencia de la clorofila por la mafiana mostraron
relaciones més bajas de F,/Fn en las aciculas del sitio III (Figura 4.7). En los
sitios I, Il y IV, los valores de F./Fn fueron mayores de 0.83, mientras que en el
sitio III fueron significativamente mdas bajos aunque con un valor de 0.77,

dentro del rango 6ptimo tedrico dado por Bolhar-Nordenkampf y Lechner
(1990).

La disminucién de F./Fn ocurrié paralelamente a la disminucién en las
relaciones a-caroteno/b-caroteno (figura 4.8 B) y la disminucién en la relacién
de violaxantina respecto al total de carotenoides del ciclo de las xantofilas

(violaxantina + anteraxantina + zeaxantina) (figura 4.8 A).

A nivel ultraestructural no se observaron diferencias caracteristicas en
los cloroplastos de las células del mesofilo en los cuatro sitios. En general, los
cloroplastos estaban en buenas condiciones y no mostraron dafios severos en
sus pardmetros estructurales principales, como el desarrollo tilacoidal, el
numero de plastoglébulos, el contenido en almidén y la densidad del estroma
(foto4.1ayb).
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Figura 4.8. Correlaciones entre la composicion de carotenoides y
ﬂu%rescencia de la clorofila. [], o Sitio I, &, Sitio IT; [] Sitio III;
[, ~ Sitio IV. Los simbolos abiertos se refieren a aciculas del afio en
curso y los simbolos negros a aciculas del afio anterior.

A. Estado del ciclo de las xantofilas frente a F,/F,,. V= Violaxantina,
A = Anteraxantina, Z = Zeaxantina. B. Relacion a-caroteno/b-
caroteno frente a F,/F,.
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Foto 4.1. Micrografias electronicas de los cloroplastos del mesoéfilo de aciculas del
sitio I (a) y del sitio III (b). Los cloroplastos muestran muchos grana tilacoidales
(cabezas de flecha), algunos plastoglobulos transparentes a los electrones (P),
granulos de almidon (S) y una apariencia normal del estroma (*). (b) A veces también
pueden existir pequefios abultamientos de las tilacoides (flechas). Barras de escala =
Tpum.
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4.4. DISCUSION

Las fuertes correlaciones entre las concentraciones de sodio y cloro
reflejan el impacto del transporte de agua de mar por medio del aire a los sitios
menos elevados.

Investigaciones hechas en Pinus halepensis revelan contenidos
comparables a los encontrados aqui en fésforo y nitrégeno y algo mayores en
calcio (Elvira y col. 1995). Estos autores encontraron variaciones anuales
pronunciadas en el contenido de nitrégeno, fésforo y magnesio con un minimo
en el verano tardio y un maximo en la primavera temprana, insensibles a los
tratamientos de ozono que llevaron a cabo en su estudio.

Las aciculas de Pinus canariensis contienen mas azufre en los sitios menos
elevados, I y II, comparadas con los contenidos de las aciculas de otras
coniferas en estudios de campo, pero los valores de azufre disminuyeron con el
aumento de la altitud. Como las grandes variaciones en el contenido en azufre
de las aciculas estan causadas, principalmente, por la entrada de gases
sulfurosos a través de los estomas, esta variable puede usarse para
bioindicacion del impacto de SO, (Austrian Federal Law Gazette 1984). Aunque
los datos de azufre y cloro estan correlacionados de forma significativa, no
parece probable que el azufre estuviera depositado como sulfato derivado del
agua salada del mar, puesto que la relacion Cl/S del agua de mar esta,
generalmente, por encima de 10 (Larcher 1994). Los datos apuntan a que existe
una fuerte deposicion de SO; en las zonas de menor altitud en esta parte de la

isla por su proximidad a la autopista y a la central eléctrica de Candelaria.

Los resultados de las concentraciones de pigmentos estan de acuerdo con
estudios hechos en picea en los Alpes, que revelan una disminucién en el
contenido en pigmentos en sitios més elevados debido a niveles crecientes de
estrés oxidativo (Polle y Rennenberg 1992; Tausz y col. 1996a, b y c).

El aumento en las relaciones carotenoides/clorofilas, observado en los
sitios mas elevados, puede reflejar una mayor necesidad de fotoproteccién de
las clorofilas por medio de carotenoides. Esta relaciéon ha sido usado como un
indicador temprano de la clorosis de las aciculas (Lichtenthaler 1993).

La disminucién de las relaciones a/b-caroteno pueden reflejar procesos

de oxidacién dentro de las membranas tilacoidales, que pueden ocurrir bajo
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condiciones de estrés oxidativo y se han encontrado en repetidas ocasiones en
aciculas dafiadas (Siefermann-Harms 1994; Tausz y col. 1996a, b y c).

Se encontré un menor estado de epoxidacién del ciclo de las xantofilas por
la mafana en el sitio III, probablemente como consecuencia de un estrés
prolongado, que podria indicar un aumento de la fotoprotecciéon a costa de la

eficiencia fotosintética (Adams III y Demmig-Adams 1994).

El hecho de encontrar mayores contenidos de &cido ascérbico en los sitios
més elevados, igual que en el caso del aumento en las relaciones
carotenoides/clorofilas, puede reflejar una mayor necesidad de protecciéon a
mayor altitud (Polle y Rennenberg 1992; Tausz y col. 1996b).

En contraste con estudios hechos en picea, que reflejaron diferencias
altitudinales en los niveles de glutation y a-tocoferol (Tausz y col. 1996b), en el
estudio que aqui se presenta no se encontraron respuestas en las
concentraciones de estas sustancias al estrés altitudinal.

Como el glutation no sélo es un antioxidante importante sino también la
forma mayoritaria de transporte del azufre reducido, su concentracién podria
aumentar también por una disponibilidad excesiva de azufre en forma de SO:
(Tausz y col. 1996c¢).

Asimismo, el a-tocoferol proporciona poder antioxidativo directamente en
la membrana, predominantemente en las membranas del cloroplasto. Su
contenido puede verse aumentado después de que un ataque masivo de
contaminantes cause dafio a las membranas, lo cual, evidentemente, no fue el

caso en este estudio.

Todos los resultados anteriores, junto con las investigaciones
ultraestructurales, indican que los pinos no estaban sufriendo ningtun estrés
grave. La pequefia reduccion de la relacion F,/Fn en el sitio III (dentro de los
valores normales teéricos dados por Bolhar-Nordenkampf y col. 1989) no
estuvo acompafiada de ninguna alteracion en el aparato fotosintético, los
valores de Fo permanecieron constantes y sélo los valores de Fn y F,
disminuyeron ligeramente y esto pudo ser debido a la influencia de un estrés
hidrico suave en este sitio.

Podemos concluir que los sitios I y II estan claramente influenciados por

cloruro soédico procedente de la maresia. Ademads, las aciculas de Pinus
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canariensis en estos sitios muestran contenidos en azufre muy elevados que,
probablemente, son de origen antropogénico. Sin embargo, esta especie parece
estar bien adaptada a las situaciones ambientales en estos sitios, puesto que las
medidas fisiolégicas (contenido en pigmentos y datos de fluorescencia) y
estructurales no revelaron dafios en el metabolismo. Los estudios sobre las
respuestas de los antioxidantes al SO» son contradictorios en la bibliografia,
pero, de cualquier forma, no se encontraron alteraciones severas en el presente
estudio. Como demuestran los datos de los contenidos en sodio y cloro, la
influencia del agua de mar, en los sitios III y IV, fue despreciable. Lo mismo
sucede para el posible impacto de fuentes antropogénicas de azufre, puesto que
los contenidos en azufre de las aciculas son menores en estos sitios.

Por otro lado, en los sitios Il y IV, los contenidos en clorofila son menores
y los contenidos de acido ascérbico son mayores que en los sitios I y II. Junto
con alteraciones observadas en la composicion de pigmentos (menores
relaciones de a/b-caroteno y mayores de carotenoides/clorofila), estos
resultados se ajustan a un modelo de niveles crecientes de estrés oxidativo con
el aumento en altitud. Los niveles crecientes de ozono contribuyen al estrés
medioambiental a grandes altitudes. En Tenerife, la media de los tres meses de
verano aumenta desde cerca de 25 ppb a nivel del mar hasta cerca de 55 ppb a
2000 m (comunicacién personal de Emilio Cuevas). Pero, como demuestran los
datos de fluorescencia, incluso cerca de los 2000 m (en el sitio IV) los &rboles de
Pinus canariensis son capaces de evitar dafios en el aparato fotosintético. Ni el
estrés altitudinal, que deberia ser mas severo en el sitio IV, ni el efecto del
azufre, que se detect6 en los sitios I y II, debilitan la vitalidad fisiolégica de los
arboles investigados. Se deben tener en cuenta factores adicionales que
expliquen la situacion del sitio III, que mostré6 una pequefia bajada en su
eficiencia fotosintética.

La existencia de numerosos factores microclimaticos en las Islas Canarias
es bien conocida. La influencia de los vientos alisios del noreste que traen la
humedad desde el océano forman un mar de nubes en las elevaciones medias,
variando su localizacién altitudinal a lo largo del afio y siendo mds variable en
la vertiente sur de las Islas, donde estan situadas las cuatro parcelas
experimentales. Esto enmascara, en parte, el efecto altitudinal, siendo
probablemente los diversos factores ambientales la causa del estrés en los

diferentes sitios.
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En un ecosistema de tipo mediterrdneo, con pronunciada sequia en
verano, el estrés hidrico es un factor importante que provoca el desarrollo de
un estrés oxidativo en sus células (Smirnoff 1993). Pinus canariensis es,
ciertamente, una especie bien adaptada contra la pérdida de agua y, un cierre
estomatico prolongado en condiciones de alta irradiancia conducird a una
situacion de fotoestrés debido a la disminucién del CO, disponible en los
espacios intercelulares (ver capitulos 5 y 6), lo que explica el aumento de
sustancias antioxidantes en los sitios de mayor sequia y en condiciones de alta

irradiancia.

4.5. CONCLUSIONES

Los sitios I y II estdn claramente influenciados por cloruro sédico
procedente del mar. Ademads, en estos sitios se encontré6 una concentracién
elevada de azufre en las aciculas, probablemente de origen antropogénico.
Ambos efectos fueron despreciables en los sitios IIl y IV.

En los dos ultimos sitios los contenidos en clorofila fueron menores,
siguiendo la tendencia altitudinal encontrada por otros autores. La relacién
carotenoides/clorofilas y los contenidos en acido ascérbico fueron mayores que
en los sitios I y II, debido a una mayor necesidad de fotoproteccién con la
altitud. En ninguno de los sitios se encontraron dafios mostrados por la
ultraestructura de las aciculas o por la relacion Fy/Fn.

De los resultados obtenidos en este estudio, donde el muestreo se realiz6
en verano bajo condiciones de extrema sequia y altas temperaturas, podemos
concluir que Pinus canariensis es una especie bien adaptada a vivir en su drea de
distribucion natural, no presentando sintomas de estrés severo en ninguno de

los sitios estudiados.
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5 . lNTERCAMBlO GASEOSO EN CONDICIONES NATURALES

“Los hechos son los puntos débiles de las teorias” Helmar Nahr.



5.1. INTRODUCCION

El estudio del intercambio gaseoso de las plantas en condiciones
naturales es un terreno esencial para conocer su respuesta real a los cambios en
el ambiente en el que se desarrollan. La interpretacion de las medidas
realizadas en condiciones naturales es bastante compleja, debido a la gran
variabilidad de factores y a posibles sinergismos entre éstos, pero actualmente
este tipo de estudios adquiere atin mayor interés debido a los efectos del
cambio climatico global y a la alteraciéon del entorno natural de los seres vivos.

Este tipo de estudios en arboles es mas limitado, aunque una de las
primeras revisiones acerca del intercambio gaseoso en plantas lefiosas fue
realizado por Larcher ya en 1969. En ella se incluyen las tasas de fotosintesis
maéxima y respiracion de oscuridad para numerosas especies. Posteriormente,
Schulze (1982) y Jarvis y Sandford (1986) relacionaron la forma de crecimiento
con la productividad de arboles que formaban parte de un bosque. Revisiones
mas recientes sobre la fotosintesis en &rboles se pueden encontrar en los
trabajos de Ceulemans y Saugier (1991), Larcher (1992) y Jiménez (1996).

En &rboles adultos, las medidas de intercambio gaseoso en condiciones
naturales son, ya de por si, escasas, pero tratindose de coniferas lo son atn
mas. Incluso en Picea abies, con diferencia la especie forestal de conifera mas
importante en cuanto a produccién en los bosques europeos, se han hecho

profundos estudios fisiolégicos en plantulas y en condiciones méas o menos
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controladas, pero s6lo unas pocas investigaciones ecofisiolégicas en arboles
adultos bajo condiciones de campo (Lu y col. 1995). Aun asi, estos estudios han
propiciando incluso la elaboracion de algunos modelos para explicar la
respuesta del intercambio gaseoso de esta especie a las condiciones de su
habitat (Falge y col. 1996; Tselniker y col. 1998).

También sobre Pinus radiata, el pino mas ampliamente plantado en el
mundo, se han hecho numerosos estudios de intercambio gaseoso en
laboratorio (ej.: Squire y col. 1988; Sheriff y Rook 1990; Sheriff y Mattay 1995) y
también en el campo (ej.: Attiwill y Cromer 1982; Thompson y Wheeler 1992),

aunque siempre estudiando efectos o tratamientos particulares (Sheriff 1995).

A pesar de todo, en comparacién con otras especies arboéreas la fisiologia
y la fotosintesis del género Pinus han recibido considerable atencion (Teskey y
col. 1994). Sin embargo, aunque el intercambio de CO2 es un proceso fisiologico
clave responsable del crecimiento y la productividad vegetal, no todas las
especies de pino han sido estudiadas en este contexto (Oleksyn y col. 1997). Este
es también el caso del pino canario que, a pesar de haber sido estudiado desde
diversos puntos de vista (ver el apartado de introduccién y objetivos), aun no

ha sido estudiado desde el punto de vista de su intercambio gaseoso.

Los trabajos mas recientes relacionados con el intercambio gaseoso de
diferentes especies de coniferas se ha dirigido en mayor medida al estudio de
los parametros relacionados con este fendmeno bajo las nuevas condiciones de
cambio climatico global como: elevado COz (Ellsworth y col. 1995; Hogan y col.
1996; Kellomdki y Wang 1997a, b y ¢; Murthy y col. 1997; Teskey 1997; Tissue y
col. 1997; Walcroft y col. 1997; Will y Teskey 1997; Kellomé&ki y Wang 1998;
Roberntz y Stockfors 1998; Tjoelker y col. 1998; Ellsworth 1999; Gavazzi y col.
2000); alta temperatura (Teskey 1997; Tjoelker y col. 1998; Tjoelker 1997; Day
2000); condiciones de estrés hidrico (Eastman y Camm 1995; Stewart y Bernier
1995; Lu y col. 1995; Major y Johnsen 1995; Sellin 1996; Sellin 1997; Tan y Blake
1997; Zhang y col. 1997; Arneth y col. 1998; Lebourgeois y col. 1998; Kolb y
Stone 2000) o contaminacién ambiental, bien relacionada con el ozono
(Kelloméki y Wang 1997b y c; Wieser 1997; Wieser y col. 1998; Kelloméki y
Wang 1998; Kronfuss y col. 1998; Kume y col. 2000), con el SO2 y el NO2 (ej.:
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Strand 1995; Kume y col. 2000), o con la lluvia 4cida (ej.: Mena-Petite y col.
2000).

Asimismo, se han realizado otro tipo de estudios muy interesantes entre
los cuales cabe destacar los de Martin y col. (1996) sobre la evapotranspiraciéon
en un bosque natural de Abies amabilis; Mohammed y col. (1998) sobre la
competencia de especies herbaceas con los pinos en un bosque de Pinus
banksiana; Kaipiainen y col. (1998) sobre el papel de xilema en el intercambio de
COz en Pinus sylvertris; sobre el efecto de las bajas temperaturas sobre la tasa
fotosintética (Reich y col. 1996; Vogg y col. 1998; Lamontagne y col. 2000)...

También encontramos algunos trabajos recientes realizados
mayoritariamente en condiciones naturales (Sheriff 1995; Lu y col. 1995; Luoma
1997; Radoglou y Teskey 1997; Schwarz y col. 1997; Sullivan y col. 1997; Porté y
Loustau 1998; Schaberg y col. 1998; Hubbard y col. 1999; Schoettle y Smith 1999;
Kolb y Stone 2000).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se comprende que el estudio del
intercambio gaseoso del pino canario es muy importante, no s6lo por el hecho
en si de profundizar en el estudio holistico de esta especie endémica canaria,
aportando datos de interés para su mejor gestiéon y conservacioén, sino también
desde el punto de vista de las investigaciones mundiales, aportando
informacioén sobre el intercambio gaseoso de otra especie més de pino bajo las
condiciones de su propio habitat en el bosque.

Asi, el objetivo principal de este capitulo es el andlisis detallado del
intercambio gaseoso en condiciones naturales de Pinus canariensis a lo largo del
dia, asi como a lo largo de todo un curso anual, para determinar el potencial
fotosintético, sus tasas transpiratorias y de conductancia estomaética en
diferentes épocas del afio, dependiendo de la edad de las aciculas y de su
posicion en el dosel vegetal. También, conocer las respuestas de estos
parametros a la luz, la temperatura, el déficit de presiéon de vapor, conociendo

los 6ptimos ambientales para una fotosintesis maxima.
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5.2. MATERIAL Y METODOS

Las investigaciones se llevaron a cabo en la parcela experimental de pinar
situada a 1650 metros sn.m. en la vertiente Norte de la Isla de Tenerife en el
Morro de Isarda, descrita con detalle en la seccion de material y métodos
generales (foto 5.1, en la pagina siguiente: Vision aérea de la parcela de estudio. La
flecha localiza la zona exacta donde se encuentra la torre y la linea roja en la parte
inferior representa la carretera dorsal que une La Laguna con Las Cafiadas del

Teide. Cortesia del Gobierno de Canarias. Grafcan).
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5.2.1. Datoy meteoroldgicosy de contenido- hidrico-del suelo-

Las condiciones climéticas de cada dia de medida se registraron gracias a la
estacion meteoroldgica instalada en la torre, en la parte superior del dosel vegetal
(ver apartado de material y métodos generales) y, mediante estos datos, podemos
hacernos una idea de las condiciones climaticas del periodo concreto en el que
hemos hecho las medidas fisiologicas. Esta estacion registr6 datos de temperatura,
humedad relativa, velocidad y direccién del viento, precipitacion y humedad
del suelo (a 40 centimetros de profundidad).

Asimismo, se tomaron muestras de suelo cerca de la torre, en superficie y,
aproximadamente, a 10 centimetros de profundidad, con el fin de conocer su
contenido hidrico. Para ello, al finalizar cada dia de medida, se recogieron las
muestras de tierra y se depositaron en bolsas plasticas herméticamente cerradas
para evitar la pérdida de agua y se transportaron al laboratorio donde se pes6 su
peso fresco. Posteriormente se introdujeron en la estufa a 100 °C durante varios
dias, hasta alcanzar un peso constante, y se pesaron de nuevo para obtener el
valor del peso seco. El contenido hidrico del suelo se expres6é en porcentaje de

Ppeso seco.

5.2.2. Medidas de intercambio- gaseoso; fluorescencia de la
actculas

Los ciclos diarios de medida de intercambio gaseoso se realizaron con el
analizador de gases por infrarrojo portétil (para una descripciéon detallada ver el
capitulo de material y métodos generales), aproximadamente cada 15 dias,
durante el periodo entre enero de 1999 y marzo de 2000, a intervalos de una hora
desde el amanecer hasta el anochecer. También cada dia de medida se analiz6 la
fluorescencia de la clorofila (por medio del fluorimetro portatil PEA, Hansatech,
U.K\), el contenido hidrico relativo (mediante el método de pesada) y el contenido
en clorofila de las aciculas (después de una extraccion con acetona al 80% se midié
su absorbancia por medio de un espectrofotémetro (UV-160° Shimadzu. Japén),

calculdandose luego su concentracion segtin las ecuaciones de Arnon (1949)).
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El estudio se realizé en las aciculas jévenes (que ya habian alcanzado su
madurez, oscilando su edad entre 4 y 17 meses) y en aciculas viejas (que tenian
en cada momento exactamente un afio mdas que las anteriores), en la parte
superior de la torre, a unos 17 metros de altura (nivel superior), y en la plataforma
inmediatamente inferior, a unos 15 metros de altura (nivel inferior), excepto para
la fluorescencia, el contenido hidrico relativo y el contenido en clorofila de las
aciculas, que se determinaron sélo en aciculas del nivel superior.

Se realizaron tres medidas en grupos de 10 aciculas de las dos edades
diferentes de tres pinos distintos a los que se tenia acceso desde la torre. Medidas
preliminares del grosor de las aciculas, realizadas mediante cortes transversales y
andlisis al microscopio 6ptico, arrojaron un valor aproximado de 1.2 mm por
aciculas. Debido a que el ancho de la cdmara utilizada es de 25 mm se decidi6
introducir en la cdmara un nimero de 10 aciculas, que equivalen asi a un area
proyectada de 300 milimetros cuadrados (puesto que 1.2 * 10 * 25 = 300), o lo que
es lo mismo 3 centimetros cuadrados.

Se hicieron medidas similares en tres grupos de aciculas de las dos edades
consideradas (jévenes y viejas). Para cada edad y nivel sobre la torre se midieron
al menos tres réplicas. Debido a que la altura de la torre no permitia el acceso a la
parte mas alta de la copa de los pinos y a que, por lo tanto, la luz a lo largo del dia
vari6 dependiendo de la posicion del sol, en la representacion gréfica de los
cursos diarios se muestran s6lo los datos correspondientes a las aciculas que
recibian luz solar directa. El nadmero de datos incluidos en cada valor medio fue,
como minimo tres (cuando sélo un pino recibia luz solar directa) y como maximo

nueve (cuando los tres pinos cumplian esta condicién).

Para el analisis global de los datos de intercambio gaseoso se incluyeron
todos los datos obtenidos durante todos los dias de medida en condiciones
naturales. A partir de aqui, y mediante el trazado de la “linea envolvente” se
obtuvieron las primeras aproximaciones de los rangos 6ptimos para los diferentes
pardmetros respecto a los factores ambientales y fisioldgicos de las propias
aciculas. Este tipo de resultados son muy comunes en medidas hechas en el
campo y han sido evaluados de esta manera por otros autores como
Masarovicovd y Elias (1986), Cheeseman y col. (1991), Larcher (1995) y
Cheeseman y Lexa (1996).
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El ajuste de la relacion, en condiciones 6ptimas, entre la fotosintesis neta y
la densidad de flujo foténico, se realiz6 mediante el programa “Photosyn
Assistant”: Windows software for analysis of photosynthesis. Version 1.1.
(desarrollado por Richard Parson y Simon A. Ogston. Dundee. Escocia. U.K))
(figura 5.1).

310.00_
P .. | PSL estimado
£ 4.00 ~ PCL
£2.00
2.00 .'I[ 500 1000 1500 2000 2500
\

. PPFD[umo m”s']
" Rd

Figura 5.1. Curva de respuesta de la fotosintesis neta a la luz
con los parametros calculados gracias al programa de ajuste.

f = Rendimiento cuantico aparente; PSL estimado = Punto de
saturacion luminoso estimado; PCL = Punto de compensacion
luminoso; Pn = Fotosintesis neta; PPFD = Densidad de flujo
fotonico fotosintético.

5.2.3. Andlisis estadistico

Las pruebas de comparacion de medias (ANOVA/MANOVA) entre los
datos obtenidos para las concentraciones de clorofilas a lo largo del periodo de
medida, las medidas de fluorescencia y de contenido hidrico relativo a lo largo del
dia, las medidas de Fv/Fm antes del amanecer a lo largo del afio y los diferentes
parametros medidos con el analizador de gases por infrarrojo, se realizaron
mediante el programa estadistico SPSS 10.0.6 Inc., 1999. Las comparaciones post-

hoc para efectos significativos (P<0.05) se realizaron mediante un test de Tukey.
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5.3. RESULTADOS
5.3.1. Climatologio del periodo- de estudio

Las caracteristicas climaticas generales del periodo de estudio (desde

febrero de 1999 a marzo de 2000) se resumen en la figura 5.2.
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Figura 5.2. Datos climaticos medidos con la estacion meteorologica colocada en la torre del
sitio de estudio. A) Temperatura media diaria. B) Humedad relativa media diaria. C)
Precipitacion diaria a lo largo del periodo de estudio. D) Media diaria del contenido hidrico
del suelo a 40 centimetros.

La temperatura media del periodo de medida fue de 11.73 °C, siendo la
media mas alta de unos 25 °C en Julio de 1999 y la més baja de unos 2 °C en
diciembre de 1999 (figura 5.2 A). Alrededor del mediodia del dia 12 de julio de
1999 se registr6 la temperatura absoluta més alta, que fue de 29.05 °C y la
temperatura absoluta més baja del periodo de medida fue de 0.47 °C y se alcanzé

en la madrugada del dia 15 de enero de 2000. Se puede observar una clara
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estacionalidad de los valores de temperatura media diaria, con una época mas
seca y calida entre los meses de abril a septiembre, que denominaremos verano y
una época mas himeda y fria entre los meses de octubre hasta marzo, que
llamaremos invierno.

La humedad relativa oscil6 enormemente, dependiendo de las condiciones
de los diferentes dias, desde cerca del 10 hasta el 100% (figura 5.2 B).

Aunque debemos tener en cuenta que hubo dias en los que no se
registraron datos en la estacion meteoroldgica, la precipitaciéon registrada a lo
largo del periodo de estudio fue de 9304 mm. Se detectaron las mayores
precipitaciones desde octubre de 1999 hasta enero de 2000, época en la que se
registraron 569.2 mm, lo que supone el 61.17% de la precipitacion total. El dia de
mayor precipitacion fue el 25 de octubre de 1999 con un valor de 77 mm (figura
52 Q).

El contenido hidrico del suelo fue especialmente alto los dias de lluvia,
disminuyendo progresivamente a partir de estos dias hasta alcanzar de nuevo
valores mas bajos. Podemos ver que la humedad del suelo, a 40 centimetros de
profundidad, va paralela a la precipitacion en la mayor parte de los casos
(figura 5.2 D), al igual que cuando se representa el contenido hidrico del suelo

en la superficie y a 10 centimetros de profundidad en los diferentes dias de
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Figura 5.3. Contenido hidrico del suelo en % de peso seco, en superficie y a 10
centimetros de profundidad, a lo largo del curso anual de medida.
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medida (figura 5.3), donde se observa como los valores mas bajos de contenido
hidrico del suelo se registran en los meses de junio, julio, agosto y septiembre
de 1999 (a veces por debajo, incluso, del 5%), debido a la escasez de lluvias en
esta época del afio, a la bajada en los valores de humedad relativa del aire y al
aumento de las temperaturas y de la radiacién solar. Podemos ver como,
generalmente, la capa mas profunda de suelo presenta un contenido hidrico
mayor que la capa superficial y que las diferencias a lo largo del afio son mucho
menos acusadas a mayor profundidad. Los datos puntuales en los que el
contenido hidrico en la superficie del suelo es mayor que a 10 centimetros de
profundidad se debe a precipitaciones recientes anteriores a los dias concretos
de medida, que aun no se habian infiltrado bien en el suelo. Los valores mas
altos de contenido hidrico del suelo se registraron en los meses de octubre de
1999 a febrero de 2000, periodo en el que se registraron también las mayores

precipitaciones (ver figura 5.2 C).

En las figuras 54 A y B se presentan las condiciones meteorolégicas
registradas en la estacion situada en la torre. La mayoria de los dias de medida
fueron dias despejados con una alta luminosidad, incluso en invierno. Las
temperaturas maximas no pasaron de 30 °C (maxima el dia 11 de julio de 1999 con
28.75 °C) y los DPV de 35 mbar. Sin embargo, al encontrarse las aciculas expuestas
al sol, cuando éstas se midieron registraron temperaturas mucho mas altas
(proximas a los 40 °C) y el DPV registrado en la cdmara también fue mas alto

alcanzando incluso los 72 mbar (figura 5.13).
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Figura 5.4. A. Datos climaticos recogidos en la estacion meteoroldgica los dias
concretos de medida en el bosque en la época de verano. Faltan aqui algunos
dias debido a que no existen datos de la estacion meteorologica de esos dias.
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Figura 5.4. B. Datos climaticos recogidos en la estacion meteorologica los dias
concretos de medida en el bosque en la época de invierno. Faltan aqui algunos
dias debido a que no existen datos de la estacion meteorologica de esos dias.
Simbolos: Tacicuas = €; DPV = [1; PPFD = --,
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5.3.2. Cursos diowios

En las figuras 5.5-29 se representan las tendencias de los diferentes
pardametros de intercambio gaseoso a lo largo de los dias de medida en aciculas
jovenes y viejas en el nivel superior de la torre del pinar. Las tendencias de estos
pardmetros para el nivel inferior fueron similares, incluso algunas veces mas
confusos, enmascarados por el efecto del sombreado de las aciculas del nivel
superior. Debido a ello, se presentan tnicamente los resultados correspondientes

al nivel superior.

Se presentan algunas variables ambientales representativas (temperatura
de las aciculas: Tacicula, déficit de presién de vapor de agua en el aire dentro de la
camara de medida: DPV, y la densidad de flujo foténico fotosintético incidente en
las aciculas: PPFD), asi como la tasa de fotosintesis neta (Pn), transpiraciéon (E),
conductancia estomatica (Gs), eficiencias en el uso del agua instantdnea (Pn/E) e

intrinseca (Pn/Gs) y la concentracion de CO: en el mesoéfilo (Ci).

95



3 de enero-de 1999

Aciculas jovenes Aciculas viejas
= 80 2500 = 80 2500
3 = 3 =
E ool 2000 ‘= E ol 1 2000
: S :
1 1500 £ & 1 1500 E
Q 40 | g O 40 | s
g 1000 5 I} 4 1000 5
= a = L a
320 500 & FI {500 &
3 o g o
- 0 0 =0 0
18 18
14t :v, 14 |
E 10 | { E 10
s { L2 S {IE{III
E 6 ¢ E 67 ¢
=, I = Ll
o v o T
-2 . . . . -2 N . . .
7 7
— 6 r = 6
<\::,, 5 L Nm 5 L
E 4 E 4 L
° 3L o 3t
£ E
E 2! .5 E 2 se_%e
wooq [ ilte w 1+ . =
0 ¥ R X 0 s ‘ ‘ ‘
250 250
w200 | " 200
E 150 | E 150
[ [
E 100 | {i{ E 100
[
E E . -
g 50t {H{II & 501 LA )
0 L L L T 0 L L L L
18 18
S 14 _g C
E
E 10| i _E 10 i I I
[«
E 6 i«f st £ s tel ¥
= [ " [
& 2 & T 2t
o o
_2 L L L L _2 I L L L
200 200 Ii
S 150 {Hii 8 150 | { {I
E E {
§ 100t E 100 ¢
[}
8 50l 8 50l
& &
0 L , , , 0 o . , .
500 500
400 - § 400 o
E_ 300 | E 300 f
—_— >
= 200 | = L
5 . { 5 200 I 1_{
100 | {I 1’{ L] 100 | II (X3
0 L L L L 0 L I I L L
5:00 8:00 11:00 14:00 17:00 20:00 5:00 8:00 11:00 14:00 17:00 20:00
Hora solar Hora solar

Figura 5.5. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 3 de enero de 1999. Ticyia =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.6. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 2 de febrero de 1999. T,icu =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([1); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.7. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 12 de abril de 1999. Ticyia =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.8. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 26 de abril de 1999. Ticyia =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.9. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 11 de mayo de 1999. Tucicua =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([1); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesofilo.
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24 de mavyo-de 1999
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Figura 5.10. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 24 de mayo de 1999. Tacicula =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.11. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 14 de junio de 1999. Tacicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesofilo.
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Figura 5.12. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 24 de junio de 1999. Tacicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.13. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 1 de julio de 1999. Tacicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesofilo.
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Figura 5.14. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 11 de julio de 1999. Ticula =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.15. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 23 de agosto de 1999. Tucicua =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracién de CO, a nivel del mesofilo.
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Figura 5.16. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 2 de septiembre de 1999. Tcicula =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.17. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 17 de septiembre de 1999. Tacicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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27 de septiembre de 1999
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Figura 5.18. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 27 de septiembre de 1999. Tacicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([1); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.19. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 12 de octubre de 1999. Ty =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor aire ([]); PPFD = densidad
de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
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Figura 5.20. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 30 de octubre de 1999. Tcicu =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesofilo.
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13 de noviembre de 1999
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Figura 5.21. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 13 de noviembre de 1999. Tycicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([1); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.22. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 28 de noviembre de 1999. Tycicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.23. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 19 de diciembre de 1999. Tycicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesofilo.
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Figura 5.24. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 29 de diciembre de 1999. Tycicun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([1); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.25. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 10 de enero de 2000. Ty =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.26. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 30 de enero de 2000. Tcun =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético; (--) Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.27. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 14 de febrero de 2000. Tocicua =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([1); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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6 de marzo de 2000
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Figura 5.28. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 6 de marzo de 2000. T,eicyia =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([]); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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Figura 5.29. Curso diario de intercambio gaseoso del dia 19 de marzo de 2000. Tocicua =
temperatura de las aciculas (¢); DPV = déficit de presion de vapor del aire ([J); PPFD =
densidad de flujo fotonico fotosintético (--); Pn = fotosintesis neta; E = transpiracion; Gs =
conductancia estomatica; Pn/E = eficiencia en el uso del agua (EUA) instantanea; Pn/Gs =
EUA intrinseca; Ci = concentracion de CO, a nivel del mesoéfilo.
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5.3.2.1. Anadlisis general de los cursos diarios

En general, podemos observar que en dias en los que existe un déficit de
presion de vapor del aire mas alto y con temperaturas mas altas (por ejemplo,
los cursos diarios que van desde mayo hasta agosto y poseen un DPV por
encima de los 20 mbar) (figuras 5.9-15), se produce una mayor limitacién de la
conductancia estomética, alcanzando entonces ésta sus menores tasas, Yy, COMo
consecuencia de ello, se produce una reduccién en la tasa fotosintética, aunque
la reduccién de la conductancia no consigue evitar un aumento de la
transpiraciéon en dias con estas condiciones. Este tipo de comportamiento se
observo, principalmente entre los meses de junio y septiembre de 1999, que se
corresponde con la época de verano del periodo de medida.

Durante los dias en los que el déficit de presion de vapor era mas bajo,
reflejando condiciones de mayor humedad ambiental y menor temperatura de las
aciculas, las tasas de conductancia estomadtica y de fotosintesis neta fueron, por
regla general, mas altas. Asi, como ejemplo, en los dias 26 de abril y 28 de
noviembre de 1999 y el 30 de enero de 2000, las condiciones ambientales
favorecieron el intercambio gaseoso, permitiendo el mantenimiento de tasas de
conductancia estomadtica relativamente altas, alcanzandose en estas fechas las
tasas fotosintéticas mas elevadas y minimizandose las tasas de transpiraciéon de

las aciculas gracias a las condiciones de los dias de medida (figuras 5.8, 5.22, 5.25).

La forma de las curvas diarias de Pn siguieron un comportamiento paralelo
al de la PPFD, es decir con un pico alrededor del mediodia, o bien mostraron un
solo pico en la mafiana y una posterior disminuciéon de la tasa fotosintética
durante el resto del dia. Esto altimo ocurri6 en los dias 11 y 24 de mayo, 14 de
junio, 1 y 11 de julio, 2 y 17 de septiembre y 28 de noviembre de 1999, que se
corresponden con dias de DPV mas alto (figuras 5.8, 5.9, 5.11, 5.13, 5.14, 5.16, 5.17
y 5.22).

Las mayores tasas de fotosintesis neta se alcanzaron a primeras horas de la
mafiana en dias luminosos en los que la conductancia estomdtica no supuso
ninguna limitacién para el intercambio gaseoso de las aciculas. Los valores mas

altos de fotosintesis neta estuvieron alrededor de los 17 pmol m?2 s1, alcanzados
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los dias 26 de abril, 28 de noviembre de 1999 y el 30 de enero de 2000 en aciculas
jovenes, que generalmente presentaron valores algo mas altos que las viejas.

Las tasas maximas de transpiracién estuvieron alrededor de los 5-6 mmol
m2 s, y se alcanzaron en dias de primavera, pero ya con alto déficit de presion de
vapor y alta temperatura de las aciculas, como lo son los dias 26 de abril y 11 de
mayo de 1999 (figuras 5.8 y 5.9).

Por su parte, la conductancia estomatica alcanzé sus valores mas altos, de
alrededor de 150-200 mmol m?2 s?, en dias con un déficit de presion de vapor
especialmente bajo (27 de septiembre y 12 de octubre de 1999 y 10 de enero de
2000).

La tendencia de la eficiencia del uso del agua instantanea (Pn/E) fue de
alcanzar los valores mas bajos al mediodia (con valores medios minimos cercanos
a los 2 pmol mmol! en verano), mientras que la eficiencia del uso del agua
intrinseca (Pn/Gs) mostré una tendencia opuesta (con valores medios maximos al
mediodia alrededor de los 170 pmol mol! los dias 24 de mayo y 14 y 24 de junio).

Los valores de la concentracion interna de CO; en el mesofilo (Ci) de las
aciculas llegaron a valores bastante bajos, incluso por debajo de los 50 vpm. Los
valores de Ci tomaron los valores mas bajos en dias donde existi6 una mayor
limitacion de la conductancia estomdtica para el intercambio gaseoso, y se
mantuvieron en valores mas cercanos a la concentracion externa de COz en dias

con més alta conductancia estomaética.
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Figura 5.30. Contenido hidrico relativo en aciculas jovenes y viejas en los pinos que rodean la torre, en
dos dias representativos de las dos épocas marcadas del curso de medida: la época de verano (se
presenta como ejemplo el 11 de julio de 1999) y la época de invierno (tomando como ejemplo el dia

29 de diciembre de 1999).
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Fv/IFm

Para analizar los resultados obtenidos en cuanto a la variaciéon del
contenido hidrico relativo y la fluorescencia de la clorofila a lo largo de los dias de
medida, hemos optado por presentar los datos recogidos en dos dias
representativos de las dos estaciones marcadas: el 11 de julio, correspondiente al
verano, y el 29 de diciembre, correspondiente al invierno. Este tipo de

determinaciones se hicieron s6lo para el nivel superior de la torre.

En verano, el CHR disminuy6 levemente a las horas del mediodia, sin
embargo, la media de sus valores no bajé nunca a menos del 80%. En invierno el
CHR se mantuvo en todos los casos por encima del 90% y no se observaron los

cambios diurnos que se observaron en verano (figura 5.30).

En la figura 5.31 se representan los datos del pardmetro Fv/Fm de la
fluorescencia de la clorofila de los dos cursos diarios representativos de las dos
épocas. Podemos ver como en verano hubo un descenso en el parametro Fy/Fm
después de que las aciculas de los pinos recibieran varias horas de luz. También
en invierno, representado por el dia 29 de diciembre de 1999, puede observarse
una ligera disminucioén del pardmetro Fy/Fnm, pero en ninguna de las dos épocas
esta disminucién es significativa. A lo largo del periodo de medida los valores de
este parametro de fluorescencia s6lo quedaron por debajo de 0.75 durante las
horas de mayor radiaciéon y, en cualquier caso, siempre se recuperaron sus valores

normales por la tarde.
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Figura 5.31. Variacion diaria del parametro F./F,, de la fluorescencia de la clorofila los dos dias
representativos de las dos épocas marcadas del curso de medida: la época de verano (se presenta como

ejemplo el 11 de julio de 1999) y la época de invierno (tomando como ejemplo el dia 29 de diciembre de
1999).

123



5.3.2.2. Influencia de la edad de las aciculas en los cursos diarios

En general, el comportamiento de las aciculas jovenes y viejas fue similar
cada dia de medida, aunque los valores de fotosintesis neta, transpiraciéon y
conductancia estomatica fueron, generalmente, mas bajos en las aciculas de mayor
edad, particularmente en las medidas realizadas en verano, entre los meses de
abril y septiembre de 1999.

En cuanto a los cursos diarios de contenido hidrico relativo y fluorescencia
de la clorofila, en general se observa que las aciculas jévenes mantienen valores
ligeramente mas altos de estos pardmetros que las aciculas viejas, pero estas

diferencias en ningtin momento llegan a ser estadisticamente significativas.

5.3.3. Andlisis gflobal de los datos de intercambio gaseoso

En condiciones naturales en el bosque la variabilidad de los datos tiende a
ser mucho mayor que en condiciones controladas. Con frecuencia la estrategia de
andlisis de estos datos consiste, entonces, en representar todos los puntos
obtenidos tratando de detectar tendencias, relaciones y correlaciones que puedan
arrojar luz a la hora de interpretar los resultados obtenidos.

En el caso de las medidas de intercambio gaseoso en condiciones de campo
en la torre del pinar, realizadas para este trabajo, tan sélo para aciculas jévenes de
la parte superior de la torre ya contamos con casi 2000 series de datos medidos a
lo largo de los cursos diarios durante todo el afio, y si sumamos todos los datos
medidos en aciculas tanto jovenes como viejas en ambos niveles de la torre
contamos con cerca de 5000. Sin duda parecen datos suficientes como para
estudiar las tendencias de los diversos pardmetros tratando de generalizar las
respuestas de Pinus canariensis respecto a los diferentes parametros ambientales, y
esto es lo que hemos tratado de hacer con las representaciones graficas de las
figuras 5.32-40. Para una primera aproximacién al analisis global se sigui6 el
procedimiento de trazar la envolvente de los datos, por la parte externa de la nube
de puntos obtenida, suponiendo que este seria el comportamiento de los
parametros estudiados en condiciones totalmente 6ptimas de todos los demas

factores, es decir una aproximacion a la capacidad fotosintética de esta especie.
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Pn [umol m?2s™]

Pn [umol m?2s™]

5.3.3.1. Variacion de la fotosintesis neta con los parametros ambientales y

fisiologicos

La respuesta de la fotosintesis neta a la densidad de flujo foténico (figura
5.32) siguié un comportamiento similar considerando las diferentes edades de las
aciculas, pero mostr6 una clara diferencia entre los dos niveles de la torre,
alcanzando las aciculas del nivel superior puntos de saturaciéon luminosos maés
altos que las aciculas del nivel inferior, estando el de las primeras cerca de los 500

pumol de fotones m? s y el de las dltimas alrededor de los 250 pmol de fotones m2
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Figura 5.32. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias
de medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre, con
su ajuste mediante la linea envolvente y la explicacion de la estimacion del punto de saturacion
luminoso. Pn = fotosintesis neta; PPFD = dengiglad de flujo fotonico fotosintético.



s'1. Las tasas maximas de fotosintesis neta (sobre los 17 pmol m? s1) se alcanzaron
en aciculas jévenes del nivel superior, mientras que las viejas de este nivel no
pasaron de 15 umol m?2 s y las del nivel inferior, tanto jévenes como viejas,
alcanzaron fotosintesis netas méaximas préximas a 12 pmol m2 s-.

Para estudiar la respuesta ¢ptima de la fotosintesis respecto a la densidad
de flujo foténico, se tomaron los datos en los que la conductancia estomatica no
suponia ninguna limitacién para el intercambio gaseoso (por encima de los 75
mmol m? s1) (véase la figura 5.35) y la temperatura de las aciculas estuviera
dentro del rango 6ptimo en el que aun se mantiene un 90% de la fotosintesis neta
maxima (entre los 20 y los 30 °C) (ver figura 5.33). Las curvas resultantes (figura
5.33) se ajustaron a una ecuacioén de una hipérbola no rectangular de las siguientes

caracteristicas:

Pn = ((f * PPFD + Prinax — ((f * PPFD + Prims)? - 4 * f *PPFD * K * Pringy)/2)/2 * K) - Rd

donde Pn es la fotosintesis neta, f es el rendimiento cuantico aparente, PPFD la
densidad de flujo foténico fotosintético, Pnmax la fotosintesis neta a luz saturante,
K es el factor de curvatura (que varia entre 0 y 1) y Rd es la respiracion de
oscuridad. Esta ecuacion fue descrita por Prioul y Chartier (1977).

Para las aciculas jovenes del nivel superior de la torre la fotosintesis neta
méxima (Pnmax) fue de 17.4 pmol m-2 s, el punto de compensaciéon luminoso
(PCL) de 52.7 uymol m s, el punto de saturaciéon luminoso (PSL) por encima de
522 pmol m2 s y la respiraciéon de oscuridad (Rd) fue de -1.96 pmol m-2 s1. Las
aciculas jovenes del nivel inferior mostraron Pnmax de 12.8 pmol m2 s, PCL
muy cercano a 0 pmol m2 s, PSL de 475 pmol m? s y la Rd alrededor de 0
pmol m? sl. Por su parte, las aciculas viejas del nivel superior y del nivel
inferior mostraron Pnmax de 15.9 y 12.2 pymol m? s-1, PCL de 42.9 y 19 pmol m-
s1, PSL de 547 y 388 pmol m2 s? y Rd de -1.36 y -0.628 pmol m?2 s,
respectivamente (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Valores de los diversos parametros, estimados mediante el programa de ajuste de la

nube de puntos en condiciones dptimas para las curvas de respuesta de la fotosintesis neta a la
densidad de flujo fotonico fotosintético.

Estimacion
Nivel superior Nivel inferior
Jovenes Viejas Jovenes Viejas
Rd -1.96 -1.36 ~0 -0.628
Py 17.4 15.9 12.8 12.2
PCL 52.7 42.9 ~0 19
PSL estimado 522 547 475 388
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Figura 5.33. Ajuste de los valores 6ptimos de la relacion Pn frente a PPFD en aciculas de Pinus
canariensis. a) Aciculas jovenes del nivel superior de la torre. b) Aciculas viejas del nivel
superior. ¢) Aciculas jovenes del nivel inferior. d) Aciculas viejas del nivel inferior.
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En cuanto a la respuesta de la fotosintesis neta a la temperatura de las
aciculas (figura 5.34), la temperatura 6éptima en todos los casos ronda los 25 °C.
Sin embargo, la tasa de fotosintesis neta se mantuvo por encima del 50% de la
tasa maxima entre aproximadamente los 11 y los 42 °C, excepto en las aciculas
del nivel mas inferior, que mantuvieron un 50% de su fotosintesis maxima en

un rango de temperatura mas estrecho, aproximadamente entre los 13 y los 40
°C.

Nivel superior
Aciculas jovenes Aciculas viejas

20 20

Pn [umol m?2 s™]
Pn [umol m2s™]

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tacicula [OC] Tacicula [OC]

Nivel inferior

Aciculas jovenes Aciculas viejas
20 20

Pn [umol m?2 s™]
Pn [umol m2s™]

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tacicula [OC] Tacicula [OC]

Figura 5.34. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias
de medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre,
con su ajuste mediante la linea envolvente. Pn = fotosintesis neta; Tycicula = temperatura de la
acicula.
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La respuesta de la fotosintesis neta al déficit de presiéon de vapor del aire
(figura 5.35) sigue una tendencia caracteristica en la que a medida que los valores
de DPV se hacen mas bajos, la fotosintesis neta alcanza tasas mayores debido a
que desaparece la limitacion estomadtica, dado que los estomas tienden a cerrarse
cuando el DPV es mas alto. Los resultados muestran valores 6ptimos de
fotosintesis hasta un DPV de 20 mbar y una disminucién progresiva por encima
de este valor, manteniéndose una fotosintesis neta del 50% hasta un valor
aproximado de DPV de 50 mbar. En este caso no se observaron diferencia claras

en el comportamiento de aciculas de edad o nivel diferente sobre la torre.
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Figura 5.35. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias de
medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre, con su
ajuste mediante la linea envolvente. Pn = fotosintesis neta; DPV = déficit de presion de vapor.
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Representando los valores de fotosintesis neta respecto a la conductancia

estomatica (figura 5.36), obtenemos una tipica curva que en todos los casos se

satura por encima de los 75 mmol m? s de conductancia. En este caso si podemos

ver diferencias bastante claras en el punto de saturaciéon de las aciculas de

diferente nivel sobre la torre, teniendo las aciculas del nivel superior puntos de

saturacion de la fotosintesis neta sobre los 75 mmol m? s' de Gs y las del nivel

inferior puntos de saturacién alrededor de los 60 mmol m2 s.
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Figura 5.36. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias de
medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre, con su
ajuste mediante la linea envolvente. Pn = fotosintesis neta; Gs = conductancia estomatica.
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Las relaciones de Pn frente a Ci (figura 5.37), en condiciones naturales con
concentraciéon ambiente de CO,, siguen respuestas tipicas siendo el Ci mas bajo
cuando los valores de fotosintesis neta son mayores. De nuevo observamos
marcadas diferencias entre aciculas de ambos niveles de la torre. Las aciculas del
nivel superior mantienen una fotosintesis maxima con concentraciones de CO2 en
el mesoéfilo de 150-175 vpm y las del nivel inferior con concentraciones de Ci mas

bajas, alrededor de los 125 vpm.
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Figura 5.37. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los
dias de medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la
torre. Pn = fotosintesis neta; Ci = concentracion de CO, en el mesofilo de las aciculas.
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5.3.3.2. Variacion de la transpiracion y la conductancia frente a algunos

parametros ambientales

Las tasas de transpiracion maximas estuvieron alrededor de los 6 mmol m?
s, y se alcanzaron en aciculas jovenes del nivel superior de la torre.

La respuesta de la transpiracion a la temperatura de las aciculas (figura
5.38) muestra un 6ptimo cercano a los 35 °C para aciculas del nivel superior y

sobre los 40 °C para aciculas del nivel inferior.
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Figura 5.38. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias de
medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre. E =
transpiracion; Tageua = temperatura de la acicula.
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Con el DPV la transpiracion muestra un 6ptimo cerca de las 50 mbar en las

del nivel superior y de unos 60 mbar en las aciculas del nivel inferior (figura 5.39).
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Figura 5.39. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias de
medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre. E =
transpiracion; DPV = déficit de presion de vapor.
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Por su parte, la conductancia estomética practicamente no se ve limitada
por la temperatura de las aciculas que, excepto a temperaturas muy altas, que sin
duda suponen también un alto DPV, no produce un descenso en los valores de
conductancia (figura 5.40). Las aciculas del nivel superior mantienen
conductancias maximas hasta los 30 °C, aproximadamente, mientras que en el

nivel inferior se mantienen tasas maximas so6lo hasta los 20-25 °C.
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Figura 5.40. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias de
medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre. Gs =
conductancia estomatica; T,eicula = temperatura de la acicula.
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Sin embargo, al contrario que la temperatura de las aciculas o la luz (datos

no mostrados) el DPV si supone, claramente, una limitacién para la conductancia

estomatica, respondiendo ésta con una bajada muy acusada a medida que los
valores de DPV se hacen cada vez mas grandes (figura 5.41). De nuevo las aciculas
del nivel superior consiguen mantener tasas de conductancia a valores de DPV

mas altos que las aciculas del nivel inferior (sobre 20 y 10 mbar, respectivamente).
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Figura 5.41. Nube de puntos obtenida representando todos los datos obtenidos durante los dias de
medida en aciculas jovenes y viejas en la parte superior y en la parte inferior de la torre. Gs =
conductancia estomatica; DPV = déficit de presion de vapor.
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5.3.4. Variabilidad estacional de la fotosintesis neta

A continuacion veremos la variacion de la fotosintesis neta maxima del
pino canario a lo largo del periodo estudiado, tratando de dilucidar una
estacionalidad de los valores en relacion con la climatologia del sitio de estudio,
en el que, segin los datos meteorologicos, existen dos estaciones claramente
diferenciadas: una mas hiimeda y fria entre los meses de octubre a marzo, que
hemos denominado invierno, y otra mas seca y cdlida desde abril hasta
septiembre, que hemos llamado verano.

En las figuras 5.42 y 5.43 podemos observar las tendencias estacionales de
la Pn media méxima de cada dia de medida, con sus correspondientes valores de
tasas de transpiracién, conductancia estomatica y eficiencias en el uso del agua
(instantanea e intrinseca) para aciculas jovenes y aciculas viejas de ambos niveles
de la torre, y ademdas con su correspondiente densidad de flujo foténico,

temperatura de las aciculas y déficit de presién de vapor.
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Como es l6gico, debido a la variabilidad de los parametros ambientales en
los diferentes dias de medida, los parametros fisiol6gicos presentan también gran
variabilidad. Un anélisis estadistico de los datos de un dia en relacién con el resto
muestra agrupaciones dificiles de evaluar, por lo tanto, optamos por hacer
comparacion de medias agrupando los datos segtn las dos estaciones claramente
diferenciadas. Los resultados de las ANOVAS para los diferentes pardmetros de

estudio se reflejan en la tabla 5.1I.

Tabla 5.11. Resultados del analisis estadistico aplicado a los datos
representados en las figuras 5.45 y 5.46. Se realizaron ANOVAS con el
fin de comparar las medias de los diversos parametros en las dos épocas
marcadas del curso de medida.

Nivel Superior Nivel Inferior
Estacion Aciculas Aciculas Aciculas Aciculas
Jovenes Viejas Jovenes Viejas
Pn Invierno 12.26 10.33 5.47 5.13
Verano 10.62 8.5 7.38 5.76
<0.001 <0.001 <0.001 n.s.
E Invierno 1.94 2.00 1.12 1.21
Verano 3.50 2.91 2.99 2.22
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Gs Invierno 110.9 101.8 86.8 78.0
Verano 96.6 76.2 63.8 51.8
n.s. <0.001 <0.001 <0.001
Pn/E Invierno 6.88 6.17 5.11 4.83
Verano 3.25 2.95 2.53 2.62
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Pn/Gs Invierno 125.2 111.2 69.6 75.5
Verano 121.3 125.9 125.6 122.1
n.s p<0.05 <0.001 <0.001
PPFD Invierno 1962.2 1804.9 817.0 950.1
Verano 2082.2 1954.3 1936.4 1673.4
<0.05 n.s. <0.001 <0.001
Tacicula 1NViErno 22.12 22.89 18.19 20.16
Verano 31.54 32.92 35.11 33.70
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001
DPV Invierno 10.81 12.50 10.63 13.05
Verano 28.56 30.58 41.60 34.83
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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Podemos ver cémo, la mayor parte de las veces, se observa una clara

estacionalidad en los datos, siendo los valores de fotosintesis neta, conductancia

estomatica y eficiencia en el uso del agua instantanea significativamente mayores

en invierno y la transpiracion, eficiencia en el uso del agua intrinseca, densidad de

flujo fotdénico, temperatura de las aciculas y déficit de presion de vapor

significativamente mayores en verano.

Analizando el 6ptimo de temperatura para la fotosintesis neta en las dos

épocas diferenciadas del periodo de medida nos dimos cuenta, ademas, de que

existian una diferencia entre este punto en verano e invierno (figuras 5.44 y 5.45).

En verano presentan un 6ptimo de temperatura que ronda los 30 °C y en invierno

esta sobre los 25 °C, tanto para el nivel superior como para el nivel inferior.
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Figura 5.44. Desplazamiento del 6ptimo de temperatura para la fotosintesis neta segun la estacion
en aciculas jovenes y viejas en el nivel superior de la torre.
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Figura 5.45. Desplazamiento del 6ptimo de temperatura para la fotosintesis neta segun la estacion
en las aciculas jovenes y viejas del nivel inferior de la torre.

En las figuras 546 y 547 podemos observar las tendencias de las
concentraciones de clorofilas totales (clorofila a + clorofila b) y de la relacién
clorofila a/b, respectivamente, en aciculas jévenes y viejas del nivel superior de la
torre (ni estas determinaciones ni las posteriores de fluorescencia de la clorofila se
realizaron para las aciculas del nivel inferior). Podemos observar como, en lo que
se refiere a las clorofilas totales, la concentraciéon es ligeramente superior en
invierno, tanto en aciculas jévenes como en aciculas viejas, aunque no existen
diferencias estadisticamente significativas, de modo que podemos decir que la
tendencia real es a permanecer constante a lo largo del afio. Lo mismo sucede con
la concentracién de clorofila a/b en ambos tipos de aciculas, que experimenta un
ligero descenso también en verano, pero que, no siendo estadisticamente

significativa, podemos considerar que se mantiene a lo largo del periodo de
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medida. Ademads, los valores obtenidos para aciculas jovenes y viejas son muy
similares en ambos casos, aunque las aciculas viejas poseen un contenido mayor

en clorofilas totales y, en invierno una mayor relaciéon clorofila a/b que las

aciculas jovenes.
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Figura 5.46. Variacion de la concentracion de clorofilas totales a lo largo del
periodo de media en aciculas jovenes (barras blancas) y aciculas viejas (barras
negras) del nivel superior de la torre.
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Figura 5.47. Variacion de la relacion clorofila a/b a lo largo del
periodo de media en aciculas jovenes (barras blancas) y aciculas
viejas (barras negras) del nivel superior de la torre.
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En la figura 548 podemos ver la tendencia del pardmetro Fy/Fn de la
fluorescencia de la clorofila antes del amanecer a lo largo del periodo de medida
en las aciculas jovenes y viejas de la parte superior de la torre. Sobre todo en
aciculas viejas, los valores son ligeramente menos estables en invierno, aunque de
nuevo no se detectaron diferencias estadisticamente significativas a lo largo del

periodo de medida.
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Figura 5.48. Variacion de los valores de antes del amanecer del
parametro F,/F,, de la fluorescencia de la clorofila durante el periodo
de medida en las aciculas jovenes ( barras blancas) y viejas (barras
negras) del nivel superior de la torre.

5.4, DISCUSION

5.4.1. Climatologio del periodo- de estudio

Gracias a los datos climaticos de la estacion meteorolégica (figura 5.2),
podemos clasificar el periodo de medida en una estacion mas seca y calida
(verano) entre los meses de abril y septiembre de 1999, y una estacién mas
himeda y fria (invierno) que abarca desde enero hasta marzo de 1999 y desde
octubre de 1999 hasta abril de 2000. Esta clasificacion del periodo de medida ha

sido clave para el andlisis del resto de los resultados obtenidos en este capitulo.
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Al analizar los cursos diarios hay que tener en cuenta que los datos de
temperatura, DPV y PPFD obtenidos en la estacion meteorolégica y los
obtenidos por medio del IRGA no coincidieron plenamente, por ejemplo, la
temperatura maxima obtenida durante el periodo de medida en la estacién
meteorologica fue de 28.75 °C el dia 11 de julio de 1999, y la temperatura
alcanzada a mediodia de este mismo dia, medida gracias al IRGA, fue de 36.9
°C. Esto es logico si tenemos en cuenta que los sensores de la estacion
meteorolégica estan siempre a la sombra y que los sensores del IRGA se
encuentran acoplados a la cdmara, generalmente, expuesta a la luz solar cuando

medimos el intercambio gaseoso de las aciculas.

Las diferencias observadas en el contenido hidrico del suelo entre las dos
capas estudiadas (en superficie y a 10 centimetros de profundidad) (figura 5.3),
se deben a que, dependiendo de las condiciones climatolégicas, la capa de suelo
mas superficial se seca y se humedece mas rdpidamente que las capas mas
profundas. Por esta misma razén, las variaciones a lo largo del afio son mucho

menos acusadas a mayor profundidad que en la zona maés superficial.

5.4.2. Cursos diowioy

Las tendencias diarias de los parametros de intercambio gaseoso,
reflejadas en las figuras 5.5-29, son variadas segun las condiciones de cada dia.
En general la Pn sigue la misma pauta que la PPFD con un pico a mediodia,
pero en condiciones extremas de alto DPV se observa como, después de un
méximo en las primeras horas de la mafiana, comienza a disminuir, pudiéndose
considerar la existencia de la llamada depresiéon de mediodia. Este fenémeno se
descubrié a principios del siglo XX y se han propuesto muchas hipétesis para
explicarlo, como un mecanismo feedback producido por la acumulacién de
asimilados, el cierre estoméatico a las horas del mediodia, la inactivacion
enzimdtica o la disminucion reversible de la actividad fotoquimica (fenémeno
conocido como fotoinhibicién) (Xu y Shen 1996).

La depresion de mediodia de la fotosintesis se ha encontrado en plantas
de zonas templadas (Hodges 1967; Dougherty y Hinckley 1981), en plantas de

clima mediterraneo (Tenhunen y col. 1981; Pereira y col. 1986) y en arboles
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tropicales (Medina y col. 1978; Zotz y col. 1995; Pathre y col. 1998; Ishida y col.
1999).

En condiciones naturales existen dos patrones tipicos de curso diario
fotosintético: uno en el que la tasa fotosintética alcanza un solo pico alrededor del
mediodia y otro en el que la tasa fotosintética alcanza dos picos, uno por la
mafiana y otro por la tarde. En plantas que presentan una depresion de mediodia
esta no ocurre necesariamente en todas las situaciones, de hecho, existen plantas
que tienen cursos diurnos de dos picos en verano y de un pico en invierno
(Schulze y Hall 1982). Cuando la depresion de mediodia es severa, puede que no

aparezca el segundo pico de la tarde (Xu y Shen 1996).

El pino canario parece ajustarse al altimo patrén, mostrando una depresiéon
severa en verano (los dias 11 y 24 de mayo, 14 de junio, 1y 11 de julio, 2 y 17 de
septiembre y 28 de noviembre de 1999), puesto que los valores mas altos de
fotosintesis neta se alcanzan siempre a primeras horas de la mafiana y, después de
una disminucién al mediodia, estos no vuelven a recuperarse por la tarde.

Este efecto de depresion severa en verano parece deberse, principalmente,
a una limitacion estomatica, presumiblemente por el alto DPV y la alta
temperatura de las aciculas en esta época del afio. Los datos de fluorescencia de la
clorofila, evaluados a través del parametro F./Fm, corroboran esta hipétesis,
puesto que si este parametro llegara a ser muy bajo al mediodia podria estar
indicando una posible fotoinhibicion del fotosistema II debido a la alta radiacion.
Sin embargo, este parametro varia sélo ligeramente a lo largo de los dias de
medida en verano. Demmig-Adams y col. (1989) observaron que la depresién de
mediodia de la tasa fotosintética y de la conductancia estomatica iban
acompanadas por una disminucién de Fy/Fm en Arbutus unedo, pero tampoco
pudieron concluir de sus resultados que dicha reduccion de la eficiencia
fotoquimica fuera lo suficientemente severa como para limitar la fijaciéon de COz a
alta luz. Exactamente lo mismo ocurre en el caso que nos ocupa.

Segun Farquhar y Sharkey (1982) el cierre estomaético se puede considerar
una causa importante de la disminucion de la tasa fotosintética de mediodia s6lo
cuando también decrece la concentracion de CO: a nivel del meséfilo, esto se ha
visto en trigo, soja, bambu y Ginkgo biloba (Xu y Shen 1996). En Pinus canariensis

también hemos observado una disminucion de los valores de Ci al mediodia, lo
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cual nos hace suponer que realmente el cierre estomatico es la causa principal de

la depresion de mediodia que hemos podido observar en nuestro estudio.

Por lo general, la fotosintesis en arboles es muy variable, oscilando su
valor en condiciones naturales entre 3 y 30 pmol m? s (Ceulemans y Saugier
1991). Los valores de Pn maxima, cercanos a los 17 umol m? s obtenidos para
las aciculas de Pinus canariensis estuvieron dentro del rango dado para especies
arboreas y fueron bastante altos comparados con la mayoria de las especies de
coniferas, incluidas especies de Pinus, aunque estuvieron préximos a los valores
alcanzados por algunas especies de pinos adaptadas a zonas de latitud similar
como Pinus densiflora de Japén 'y Pinus ponderosa de California (tabla 5.11I). Esto
sugiere que las tasas fotosintéticas alcanzadas por las especies de pinos
adaptadas a vivir en regiones subtropicales generalmente son mas altas que las
de las especies que viven en las regiones templadas del planeta. Este tipo de
dependencia latitudinal de las maximas tasas fotosintéticas ya fue puesto de
manifiesto por Luoma (1997), en sus investigaciones sobre Pinus sylvestris a lo

lago de un gradiente latitudinal en Europa.
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Tabla 5.111. Datos de fotosintesis neta maxima en especies de pino estudiadas por diversos
autores. La ultima columna de la tabla representa la manera de expresar la fotosintesis en cada
caso. Aunque varios autores afirman que para pasar la superficie total a area proyectada sélo
es necesario dividir entre p (ver Raghavendral991), debido a la variabilidad de los valores

nosotros los hemos puesto tal y como estan citados en su fuente original.

Especie Pn [umol m-2 s-1] Investigadores Método
Pinus contorta 2 Schoettle y Smith 1999 Area proyectada
2-3 Higginbotham y col. 1985  Area proyectada
Pinus taeda 4 Will y Teskey 1997 Superficie total
4-6 Fites y Teskey 1988 Area proyectada
6 Teskey 1997 Superficie total
6 Hymus y col. 1999 Superficie total
6-7 Tissue y col. 1997 Sﬁpgggz tgii
7 Ellsworth y col. 1995 Sugerﬁcie o
7-8 Ellsworth 1999
Pinus radiata 5 Sheriff 1995 Area proyectada
5-6 Laing y col. 2000 Superficie total
6 Benett y Roock 1978 Area proyectada
6-7 Hogan y col. 1996 Superficie total
6-7 Mena-Petite y col. 2000 “2rea proyectada
10 Kiippers y col. 1987 Area pr_(_)_yecmda
10 Walc;roft y col. 1997 Area proyectada
12 Hollinger 1987 Area proyectada
16 Benecke 1980
Pinus nigra 6 Lebourgeois y col. 1998 Superficie total
Pinus banksiana 5-6 Sullivan y col. 1997 Area proyectada
5-6 Tjoelker y col. 1998 Area proyectada
6 Tan y Hogan 1995 Area proyectada
6 Reich y col. 1998 Area proyectada
13 Mohammed y col. 1998 Area proyectada
Pinus strobus 6 Reich y col. 1998 Area proyectada
6-7 Elliott y Vose 1993 -
Pinus halepensis 6-8 El Aouni 1980 Area proyectada
Pinus sylvestris 8 Luoma 1997 ) ---
8 Kelloméki y Wang 1998 Area proyectada
8 Vogg y col. 1998 Area proyectada
12.5 Beadle y col. 1985 Area proyectada
17 Troeng y Linder 1982 Area proyectada
Pinus heldrechii 11 Oleksyn y col. 1997 ---
Pinus pinaster 12 Porté y Loustau 1998 Superficie total
Pinus elliotii 15 Byres y col. 1992 Area proyectada
Pinus densiflora 16-17 Kume y col. 2000 Area proyectada
Pinus ponderosa 15 Zhang y col. 1997 Area proyectada
18 Hubbard y col. 1999 ---
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Los valores de transpiraciéon para Pinus canariensis fueron muy altos
(entre 5-6 mmol m2 s') comparados con los observados para otras especies de
coniferas siempreverdes (de 1-2 mmol m? s) (Larcher 1995).

Por su parte las tasas de conductancia estomatica permanecieron dentro
del rango normal dado por Korner (1994) y Larcher (1995) para especies de
coniferas. Se han encontrado tasas de conductancia estomatica muy similares en
otras especies de pinos como: Pinus sylvestris (Kellomdki y Wang 1997 a, b y ¢),
Pinus banksiana (Tan y Hogan 1995), Pinus ponderosa (Hubbard y col. 1999).
También se han descrito tasas de conductancia estomadtica en pinos que
alcanzaron valores mads altos como las obtenidas para Pinus banksiana
(Mohammed y col. 1998), de hasta 310 mmol m=2 s, o las dadas para Pinus

elliotii (Byres y col. 1992), que rondaron los 500 mmol m2 s

El parametro de eficiencia en el uso del agua intrinseca (Pn/Gs) fue
mayor durante las horas del mediodia. Esto nos indica que las aciculas son
capaces de mantener una buena asimilacién en los momentos de mayor

demanda evaporativa, mediante modulaciones en la conductancia estomaética.

Los valores de CHR mostraron una disminucién de los valores medios al
mediodia en verano, cuando los valores son, ya de por si, mas bajos que en
invierno. En cualquier caso la media al mediodia no baja del 80% en ningtn
momento del periodo de medida (puesto que hemos representado los dias
extremos), manteniendo las aciculas en todo momento un CHR relativamente
alto, puesto que se ha visto que hasta el 70% de CHR la planta no muestra
sintomas de estrés hidrico severo (Kaiser 1987; Chaves 1991; Cornic y Massacci
1996; Jiménez y col. 1999).

Los datos de fluorescencia de la clorofila, evaluados por medio del
parametro Fy/Fm, que esté relacionado con la eficiencia fotoquimica del proceso
fotosintético (Butler y Kitajama 1975), muestran que no existe evidencia de
fotoinhibicién debida a la radiacién en ninguna de las dos épocas marcadas del
periodo de medida. Los valores se mantienen por encima de 0.75 durante todo
el dia, excepto en las aciculas viejas en el periodo seco, probablemente debido a

que a estas aciculas les afecta mas un estrés afiadido, como la alta radiacién
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acompafnada de las altas temperaturas y el alto DPV, propios de esta época,
puesto que estan ya en fase de senescencia. De todas formas, se observa una
recuperaciéon de los valores de Fy/Fm por la tarde en todos los casos, lo que
demuestra que no ha habido ningtin dafio permanente a nivel del aparato
fotosintético.

Hemos de tener en cuenta, no obstante, que dada la posiciéon de las
aciculas medidas, éstas no recibieron luz solar directa durante todo el dia, por
lo que no se excluye la posibilidad de que las aciculas que si la reciben puedan
presentar valores mas bajos de este pardmetro, como se ha puesto de manifiesto
en otros experimentos que estan en curso de evaluacion y no se incluyen en esta

tesis.

5.4.3. Andlisis global de loy datos de intercambio gaseoso

5.4.3.1. Variacion de la fotosintesis neta con los parametros ambientales y

fisiologicos

Al comparar las envolventes de los datos globales de fotosintesis neta
frente a la PPFD de aciculas jévenes y viejas vemos que la tasa de Pn maxima es
mayor en las primeras no variando notablemente el punto de saturacion
luminoso. Ademas, comparando los dos niveles de la torre observamos que las
aciculas del nivel superior poseen tasas de Pn més altas asi como mayores PSL. La
misma tendencia se observa al analizar estos datos por medio de las curvas
optimizadas, con las que, ademas, se tiene una aproximacion a los valores de PCL
y respiracion de oscuridad (Rd), siendo también notablemente mas altos los del
nivel superior y, en ambos niveles, los de las aciculas jovenes.

Esta bien documentado que la respuesta a la luz de hojas desarrolladas a
distintas intensidades luminosas es diferente (Givnish 1988; Larcher 1995).
Evidentemente las aciculas del nivel superior de la torre recibieron mas luz
durante su desarrollo y, consecuentemente, sus tasas de Pn, PSL, PCL y Rd son
mayores que las de las aciculas del nivel inferior.

Generalmente, las hojas adaptadas al sol con una respiraciéon més intensa,
necesitan mas luz para alcanzar el punto de compensacion luminoso (Larcher

1995) y son mas efectivas usando la luz intensa debido a una mayor capacidad
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del sistema de transporte de electrones y a una mayor actividad carboxilasa,
alcanzando asi tasas de fotosintesis neta considerablemente mayores (Larcher
1995).

Los PCL de las aciculas del nivel superior estdan préximos al limite
superior de valores normales para ramas de sol de coniferas y los PSL entran
dentro del rango normal de 150 a 1100 pmol m2 s (Larcher 1995).

En hojas de sol, generalmente, la curvatura de la respuesta de la
fotosintesis a la luz es mas gradual, mientras que en hojas de sombra la
curvatura es més aguda (Lambers y col. 2000). Esto se traduce en una mayor
convexidad de la curva para las hojas de sombra que para las de sol, hecho que

se Cumple en nuestro caso.

Es conocido que las tasas de fotosintesis cambian en relacién con el
desarrollo y el tipo de planta, dependiendo del ritmo individual y de la
longevidad de las hojas (Larcher 1995). Las tendencias en cuanto a la edad de las
aciculas muestran que las aciculas jévenes poseen tasas fotosintéticas mas altas
que las viejas. Esto esta de acuerdo con el hecho de que en las aciculas de pino las
tasas de fotosintesis generalmente aumentan hasta que se alcanza la expansion
total de las aciculas, decreciendo posteriormente (Kozlowski y Pallardy 1996). Las
aciculas jovenes habian alcanzado esta expansion, por lo que en las llamadas
aciculas viejas, con un aflo mds, ya comienza a experimentarse un pequefio
descenso. Lo mismo podriamos decir para la respiracion de oscuridad, que se ve

favorecida en las aciculas jovenes.

La tasa maxima de captura de CO; bajo condiciones 6ptimas de los
factores ambientales se denomina capacidad fotosintética y es caracteristica de
grupos y especies de plantas (Larcher 1995). En condiciones naturales es muy
dificil que una planta se encuentre bajo éptimas condiciones y no esté sometida
a ningun tipo de estrés (Lambers y col. 2000). En el caso del pino canario el
valor de la Pn maxima obtenida durante el periodo de estudio para aciculas
jovenes de ambiente de sol fue de 17.4 pymol m2 s, de 15.9 umol m? s para
aciculas viejas de sol, de 12.8 pmol m? s para acicula jovenes menos expuestas
y de 12.2 uymol m-2 s para aciculas viejas menos expuestas. Sin embargo, no
podemos decir que esta sea la capacidad fotosintética, ya que es posible que no

hayan confluido todas las condiciones 6ptimas para la fotosintesis en los dias de
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medida. En cualquier caso, dada la cantidad de medidas realizadas con diversas
condiciones ambientales, los valores obtenidos estaran bastante préximos a

dicha capacidad.

La fotosintesis de plantas arbéreas puede tener lugar en un amplio rango
de temperaturas, desde cerca del punto de congelaciéon hasta por encima de los 40
°C. El rango especifico depende de la especie, el genotipo, la edad y el origen de la
planta y la estacion (Kozlowski y Pallardy 1996). Por debajo del rango 6ptimo las
tasas de las reacciones enzimadticas, asociadas principalmente con las reacciones
de oscuridad, estan limitadas por la temperatura. A altas temperaturas la reaccion
de oxigenacién de la Rubisco es superior a la de carboxilacién, de forma que la
fotorrespiraciéon se vuelve proporcionalmente mds importante (Lambers y col.
2000).

Los datos globales de fotosintesis neta frente a la temperatura de las
aciculas mostraron valores de 6ptimo de temperatura para la fotosintesis sobre los
25 °C. Este valor se encuentra en el limite superior encontrado para coniferas
siempre-verdes (10-25 °C) y en el inferior para arboles tropicales y subtropicales
de hoja ancha y perenne (25-30 °C). Esto es logico dado que la mayoria de las

coniferas habitan en regiones de mayor latitud.

Se puede observar, en la respuesta de la fotosintesis neta frente a la
variacion en el déficit de presion de vapor, que a partir de aproximadamente 20
mbar de DPV la fotosintesis neta comienza a decrecer (figura 5.34). Esta respuesta
es muy similar a la que ejerce el DPV sobre la Gs (figura 5.40), por lo que la
influencia del DPV sobre la fotosintesis neta estd mediatizada por la Gs (figura
5.35). En esta dltima curva podemos ver que a valores de Gs por encima de 75
mmol m? s en las aciculas del nivel superior y de 60 mmol m? s en las del nivel
inferior, la fotosintesis esta saturada. Lo que significa que las aciculas del nivel
superior necesitan mayores tasas de conductancia para alcanzar la fotosintesis

maxima.

Un dato sorprendente ha sido el de los valores de concentraciéon de CO; en
el mesoéfilo de las aciculas. Los valores por debajo de los 200 vpm suelen
encontrarse en plantas con metabolismo s, en las que existe una concentracion de

COz en el ambiente en el que trabaja la Rubisco, propiciando mayores tasas
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fotosintéticas y un gasto mas acelerado del CO; que, de esta forma, ve mermada
su concentracion en el mesofilo mas rapidamente. Sin embargo, en plantas Cs no
es usual observar valores tan bajos de Ci, debido a que la difusién del COz no
depende de restricciones de tipo enzimatico como en las plantas Cs. Aun asi, en
especies en las que los estomas estan especialmente adaptados a la escasez de
agua, como en las coniferas, se han observado valores por debajo de los 100 vpm
(Héllgren y col. 1990; Maier y Teskey 1992; Schwarz y col. 1997), que coinciden
con los valores obtenidos para el pino canario en este trabajo.

Los momentos en los que se alcanzan las tasas fotosintéticas mas altas,
coinciden con los momentos en los que se obtienen los valores mas bajos de
concentraciéon de CO. a nivel del mesoéfilo. Esto se debe a que, cuando las
condiciones propician las mayores tasas de Pn, el CO; se incorpora mas
rapidamente al ciclo de Calvin. El CO,, debido a las multiples resistencias a su
paso desde el aire circundante al interior del mesoéfilo, principalmente a causa de
la particular anatomia estomatica de esta especie, no se repone lo suficientemente

rapido y su concentraciéon dentro del mesofilo se reduce enormemente.

5.4.3.2. Variacion de la transpiracion y la conductancia frente a algunos

parametros ambientales

La transpiracion muestra un aumento progresivo paralelo al aumento de la
temperatura de las aciculas, haciéndose maxima a una cierta temperatura
disminuyendo a partir de este punto, como consecuencia del balance entre el
cierre estomatico y el aumento del DPV, alcanzandose los valores maximos en
puntos similares para aciculas jovenes y viejas, estando un poco mas retrasados
los del nivel inferior, reflejando la modulacién ejercida por el ambiente en el que
se desarrollan las aciculas. Similar tendencia se puede observar en relacién con el
DPV.

La conductancia no se ve limitada por la temperatura hasta que ésta
alcanza valores por encima de los 30 °C en aciculas del nivel superior y por
encima de los 20-25 °C en las del nivel inferior, y por el DPV hasta valores por
encima de los 25 mbar en aciculas del nivel superior y de 10 mbar en el inferior,
mostrando, nuevamente, la influencia del ambiente en el que se han desarrollado

las aciculas.
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Porté y Loustau (1998) no encontraron un efecto significativo del régimen
de luz sobre las caracteristicas fotosintéticas en Pinus pinaster, al contrario que
Leverenz y Jarvis (1979) que si lo encontraron para Picea sitchensis. En el caso de
Pinus canariensis, hemos encontrado diferencias claras entre las caracteristicas
de intercambio gaseoso de las aciculas en los dos niveles diferentes que hemos
estudiado en la torre. Aunque para hacer una comparacién mds correctas
deberiamos comparar el régimen de luz de las aciculas en los diferentes
experimentos, que estara correlacionado con la estructura y el LAI (indice de

area foliar), que en nuestra parcela es de 3.5 (Aboal y col. 2000; Luis 2000).

5.4.4. Variabilidad estacional

Del presente estudio se deduce que el pino canario, viviendo en su
habitat natural, es activo durante todo el afio. Sus tasa fotosintéticas se
mantuvieron relativamente altas a lo largo de todo el periodo de estudio,
variando en relacion con las condiciones meteorolégicas de cada dia de medida.
Asi, la tasa maxima para las aciculas jovenes del nivel superior se alcanz6 el dia
26 de abril de 1999 (17 pmol m2 s1) con luz saturante, temperatura de 25 °C
(6ptima), valores de DPV menores de 25 mbar, lo que se tradujo en una
conductancia de 150 mmol m2 s-.. El resto de los dias no se alcanzé este valor
de fotosintesis neta, estando limitada por valores bajos de Gs, como resultado
de altos valores de VPD (por encima de los 25 mbar), no siendo, en ningtn caso,
la luz la causa de esta disminucién puesto que todos los dias se registraron
valores de PPFD por encima del punto de saturacioén (figura 5.42). Las aciculas
viejas alcanzaron su maxima fotosintesis el dia 28 de noviembre de 1999 (15
pmol m?2 s1) con similares condiciones ambientales. Para el nivel inferior las
tasas maximas de fotosintesis neta se alcanzaron en diferentes dias, pero
siempre bajo condiciones similares (figura 5.43).

A pesar de la alta variabilidad entre los diferentes dias de medida, la
estadistica puso de manifiesto una diferencia segtin las estaciones. La media de
las tasas méximas de Pn (12.26 umol m? s para aciculas jévenes y 10.33 pmol
m-2 s para viejas del nivel superior) en invierno fue superior a valores medios

(10.62 pymol m? sy 8.5 pmol m2 s1) en verano (tabla 5.1I).
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Sin embargo, es en invierno cuando otras coniferas de altas latitudes,
como por ejemplo Pinus sylvestris (Ottander y Oquist 1991), Pinus cembra
(Wieser 1997) o Picea rubens (Schaberg y col. 1998), presentan tasas de
fotosintesis neta muy bajas, de casi cero, desde el otofio hasta la primavera,
debido al efecto combinado de las bajas temperaturas y la alta radiacién. La luz
produce fotoinhibicioén del fotosistema II y las heladas producen una inhibicién
de las etapas enzimaticas de la fotosintesis. Esto no sucede en nuestro caso por
razones evidentes, puesto que las temperaturas en el sitio de estudio nunca son
tan bajas a lo largo del dia como lo pueden llegar a ser en otras latitudes del
planeta. De hecho, es en invierno cuando el pino canario alcanza sus mayores
tasas de fotosintesis neta, dado que en esta época desaparecen los efectos de la
alta temperaturas de las aciculas y el alto DPV que limita la conductancia

estomatica en verano.

A pesar de que los valores de Pn maxima para cada dia se alcanzaron con
tasas de transpiracion elevadas (si las comparamos con las encontradas en otras
coniferas, Larcher 1995), la Pn/E correspondiente, fue también alta debido a
valores de Pn muy elevados.

Este pardmetro Pn/E, que fue mas bajo en verano, alcanzé valores mas
altos que los encontrados para otras especies de pino como Pinus radiata (Sheriff
y Mattay 1995), Pinus ponderosa (Zhang y col. 1997), Pinus banksiana (Sullivan y
col. 1997), Pinus taeda (Ellsworth 1999), arboles de la laurisilva como Laurus
azorica (Gonzélez-Rodriguez y col. 2001) o para plantas capaces de soportar bien
un estrés de sequia moderado como el tagasaste (Martin-Olivera 2000). La
eficiencia en el uso del agua intrinseca (expresada como Pn/Gs) tomé valores
mas altos durante el verano, muy superiores a los encontrados por Mohammed
y col. (1998) para Pinus banksiana, Ellsworth y col. (1995) y Tissue y col. (1997) y
Will y Teskey (1997) para Pinus taeda, Kellomdki y Wang (1997 a, b y c) para
Pinus sylvestris, Tjoelker y col. (1998) para Pinus banksiana, Lebourgeois y col.
(1998) para dos subespecies de Pinus nigra (ssp. Corsicana y ssp. Laricio),
Ellsworth (1999) para Pinus taeda, Kume y col. (2000) para Pinus densiflora,
Sheriff (1995); Sheriff y Mattay (1995) y Mena-Petite y col. (2000) para Pinus
radiata, Kolb y Stone (2000) para Pinus ponderosa, Eastman y Camm (1995) para
Picea glauca, Falge y col. (1996) y Kronfuss y col. (1998) para Picea abies, Major y
Johnsen (1996) y Lamontagne y col. (2000) para Picea mariana, Day (2000) para
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Picea rubens, Gonzalez-Rodriguez (2001) para Laurus azorica y por Marin-Olivera
(2000) para Chamaecytisus proliferus. Algunos arboles y arbustos mediterraneos,
también muestran un aumento notable de esta relaciéon durante el verano
(Pefiuelas y col. 1998; Flexas y col. 2001), aunque, por otra parte, Huc y col.
(1994) encontraron en especies del bosque tropical lluvioso valores bajos de este
parametro, que se mantuvo mas o menos constante o varié sélo ligeramente a lo
largo del afo. Las tendencias estacionales de Pn/Gs sugieren que el pino
canario es capaz de aclimatarse a los periodos mds secos, manteniendo tasas

altas de fotosintesis bajo periodos de presumible restriccion hidrica.

Seguin los datos obtenidos, tanto para aciculas jovenes como para
aciculas viejas, existe un desfase en la repuesta de la fotosintesis neta a la
temperatura en las épocas de invierno y de verano del periodo de medida
(figuras 5.44 y 5.45), esto ya fue descrito por Neilson y col. (1972) para Sitka
spruce y por Taylor y Rowley (1971) para Pinus taeda, asi como para diversas
especies de arboles forestales (Pisek 1973). En estos casos, el 6ptimo de
temperatura fue menor en invierno que en verano, igual que en el caso del pino
canario. La respuesta de la fotosintesis a la temperatura se ve influenciada por
la temperatura de crecimiento, la edad de la hoja, la luz, el agua, el régimen de
nutrientes... todos estos factores afectan a la tasa fotosintética bien directamente,

o bien indirectamente debido a su efecto sobre la conductancia estomatica.

Los datos de concentraciéon de clorofilas totales no mostraron diferencias
significativas a lo largo del afio ni entre aciculas jovenes y viejas, oscilando los
valores alrededor de los 2 mg de clorofilas totales por gramos de peso seco de la
muestra vegetal. Tampoco se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en la relaciéon de clorofila a/b a lo largo del afio en las aciculas
jovenes y en las aciculas viejas. Estos resultados nos muestran que las aciculas
no sufrieron un estrés oxidativo significativo a lo largo del periodo de medida,
corroborado por el mantenimiento de altos valores de Fy/Fm de antes del
amanecer. Estos valores, a lo largo del afio, mostraron ser algo més bajos en
invierno (préximos a 0.75), especialmente en aciculas viejas. Esto se debe,
posiblemente a un efecto de las bajas temperaturas, puesto que desde hace

tiempo se ha comprobado su efecto sobre la fluorescencia de la clorofila
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(Sutcliffe 1979). Este fendmeno se ve incrementado en aciculas de mayor edad

debido a que son aciculas mas sensibles a cualquier tipo de estrés afiadido.

5.5. CONCLUSIONES

Los cursos diarios de Pn siguen la pauta marcada por la luz la mayoria de
los dias, s6lo cuando el DPV es alto (correspondiendo, generalmente, con los dias
de verano), se produce una depresion severa de mediodia originada por una
disminucién de la conductancia estomatica y no por causas metabdlicas o de
funcionamiento del aparato fotosintético.

Las aciculas de Pinus canariensis son capaces de mantener una buena
asimilacion en los momentos de mayor demanda evaporativa, mediante
modulaciones en la conductancia estomatica. Esto se pone de manifiesto por
valores mayores de eficiencia en el uso del agua intrinseca (Pn/Gs) al mediodia y,
en general, en la época de verano.

Las tasas maximas de fotosintesis neta (17 pmol m? s') se registraron en
aciculas de un afio desarrolladas al sol. Este valor se encuentran en el limite
superior de los encontradas para pinos en general, siendo similar a los de otros
pinos de zonas subtropicales. El 6ptimo de temperatura para la fotosintesis neta
estuvo alrededor de los 25 °C, con un ligero desplazamiento entre las dos épocas
estudiadas. Este valor se encuentra en el limite superior encontrado para coniferas
siempre-verdes y en el inferior para drboles tropicales y subtropicales de hoja
ancha y perenne.

Las aciculas del nivel superior presentaron tasas de fotosintesis neta,
respiraciéon de oscuridad, PSL y PCL mayores que las del nivel inferior, lo que
indica una aclimataciéon al diferente régimen luminico al que han estado
sometidas las aciculas durante su desarrollo.

La fotosintesis del pino canario permanece activa durante todo el afio,
variando en relacién con las condiciones meteorolégicas de cada dia particular.
No obstante, se pudo observar una clara estacionalidad, siendo mayores las tasas
de fotosintesis neta méxima en invierno que en verano y alcanzandose siempre
bajo condiciones de luz saturante, temperatura dentro del 90% del rango 6ptimo
(entre 20 y 30 °C) y DPV por debajo de los 25 mbar.
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Los valores de CHR (siempre superiores al 80%, incluso a mediodia)
indican que las aciculas no estuvieron sometidas a un estrés hidrico severo en
ningin momento. Los datos de concentracién de clorofilas y del pardmetro

Fy/Fm de antes del amanecer corroboran este hecho.
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6 . RESPUESTA A UN ESTRES HIDRICO SUAVE

“Era imposible decir lo que podria ocurrir, pues con las cosas vivientes,
en general, no hay regla posible” Jack London.



6.1. INTRODUCCION

El abastecimiento de agua es un factor muy importante que limita el
crecimiento vegetal en la mayoria de los suelos. Comtnmente se han observado
inhibiciones en la tasa de crecimiento, la conductancia estomdtica y la
fotosintesis de las hojas como resultado de la sequia del suelo (Bradford y Hsiao
1982; Kaiser 1987; Davies y Zhang 1991).

La regulaciéon de la apertura estomatica para restringir el dafio a los
tejidos como consecuencia de la deshidratacion del suelo es de una importancia
trascendental en las plantas. El cierre estomatico es una de las primeras lineas
de defensa contra la desecacion ya que es un proceso més rapido y flexible que
otros alternativos que son mas adecuados para una adaptacién a largo plazo
(Chaves 1991).

El pino canario puede crecer en lugares bastante hiimedos con un gran
abastecimiento de agua, y también en zonas muy secas y pedregosas donde la
cantidad de agua es bastante baja. Desde los afios 50 se han venido realizando
grandes campanfias de repoblacién con este pino en los montes de Tenerife, de
modo que seria de gran interés conocer el mecanismo de control del estrés
hidrico utilizado por las plantulas de esta especie.

Asimismo, puesto que la alta radiacién solar en las regiones que habita
Pinus canariensis puede favorecer la sobreexcitacion del aparato fotosintético, la
interaccion de los efectos de la sequia con los cambios fisiol6gicos a corto plazo

en el curso diario son también potencialmente importantes.
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El objetivo de este estudio es conocer la respuesta al estrés hidrico suave
de plantas de Pinus canariensis midiendo intercambio gaseoso, fluorescencia de
la clorofila y el estado hidrico de esta especie, asi como caracterizar la respuesta

antioxidativa y fotoprotectora a la privaciéon de agua de los pinos canarios.

6.2. MATERIAL Y METODOS

El experimento se llev6 a cabo en plantulas de Pinus canariensis crecidas
en maceta en el jardin experimental del Departamento de Fisiologia Vegetal en
la Universidad de La Laguna.

Se escogieron dos grupos de 10 pinos, de cinco afios de edad y
caracteristicas similares y se regaron diariamente hasta el momento de llevar a
cabo el experimento. Entonces uno de los grupos se dejoé sin regar mientras que
el otro se siguid regando igual que antes.

Después de una semana de tratamiento en dos dias consecutivos se
hicieron medidas de intercambio gaseoso con el analizador de gases por
infrarrojo, de fluorescencia de la clorofila con el fluorimetro portatil, de
contenido en pigmentos y antioxidantes y de contenido hidrico relativo

mediante el método de pesada:

CHR = (PF-PS)/ (PFS-PS) * 100

donde CHR es el contenido hidrico relativo; PF es el peso fresco; PS es el peso

seco y PFS es el peso fresco a saturacién de las aciculas.

Para las medidas de intercambio gaseoso con el IRGA se introdujeron en
la camara 10 aciculas, considerando para las medidas, el drea proyectada de las
aciculas como un rectangulo de longitud, la longitud de la cAmara y de ancho
de las aciculas 1.2 mm (ver material y métodos del capitulo 5). Las tasas de
intercambio gaseoso se calcularon usando las ecuaciones de von Caemmerer y
Farquhar (1981). Las medidas se tomaron a lo largo del dia en diferentes

aciculas de cada planta, alternando de plantas regadas a no-regadas.
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Para los anélisis de pigmentos y antioxidantes se recolectaron las aciculas
y se sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido. El material fue
liofilizado y colocado en bolsas pléasticas herméticas hasta su homogeneizado
para convertir las muestras en polvo, tras lo cual éstas se guardaron en viales
herméticos en un congelador a -25 °C hasta el momento de su preparaciéon y

analisis mediante HPLC (ver el apartado de material y métodos generales).

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el programa
Statistica (Statsoft, USA). Las diferencias entre variantes experimentales y
momento de muestreo se evaluaron mediante una ANOVA de dos vias con la
sequia como factor independiente (plantas regadas frente a no regadas) y los
diferentes momentos de muestreo como factores de repeticiéon. La posibilidad
de aplicar una ANOVA se comprobé con el test de Levene de homogeneidad de
varianzas. Puesto que esta prueba dio un resultado significativo (P<0.05) se
aplicé un logaritmo a los datos para homogenizar varianzas. Sélo se produjeron
pequefias desviaciones de la distribucion normal que generalmente no
interfirieron en el test F de ANOVA, puesto que las medidas de las varianzas no
estuvieron correlacionadas. Las comparaciones post-hoc para efectos

significativos (P<0.05) se realizaron mediante un test de Scheffé.

6.3. RESULTADOS

Tabla 6.1. Contenido hidrico relativo al Despues de una semana de

mediodia en aciculas de plantulas regadas y tratamiento el contenido hidrico
no-regadas. Los valores que se dan son las . o
medias de diez valores junto con su relativo vari6 ligeramente del 93%
desviacion estindar. en plantas regadas al 84% en no-
regadas (Tabla 6.1).
CHR (%) gadas ( )

Irrigadas 93 +1.8

No-irrigadas 84 + 3.0 Bajo estas condiciones se midi6 el
intercambio gaseoso en dos dias

consecutivos, el primero de ellos despejado y el segundo dia con alternancia de
nubes y claros. Esto, y el hecho de que para cada medida se usaran aciculas y

plantas diferentes, condujo a la obtencién de valores altamente variables.
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Para la evaluaciéon representamos todos los datos de cada parametro
frente a cada variable y se trazé la linea envolvente sobre la superficie superior
de la nube de puntos (igual que hicimos para los datos globales del capitulo de
intercambio gaseoso en condiciones naturales), los puntos que caen en esta
superficie reflejan los valores 6ptimos para esos parametros cuando no existen

otras variables limitantes.

La conductancia estomaética (Gs) de plantas bien regadas presenté una
curva tipica de respuesta a la luz, alcanzando un valor maximo de 140 pmol m
s a saturacion. La respuesta de las plantas no-regadas mostré valores maximos
de alrededor de 50 pmol m2 s (figura 6.1), y no mantuvo esta saturacion a altos
niveles de luz, puesto que a estos niveles el déficit de presiéon de vapor fue

también alto y esto produjo una gran disminucién de la conductancia
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Figura 6.1. Comparacion entre las medidas
globales de conductancia estomatica (Gs), en
plantas regadas (grafica superior) y no-regadas
(grafica inferior) en respuesta a la densidad de
flujo fotonico (PPFD).
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estomdtica como puede verse en la figura 6.2. En plantas bien regadas la
conductancia estomatica también disminuyé a valores altos de déficit de

presion de vapor pero la disminucién fue mas suave.
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Figura 6.2. Comparacion entre las medidas Figura 6.3. Comparacion entre las medidas
globales de conductancia estomatica (Gs), en globales de transpiracion (E), en plantas
plantas regadas (grafica superior) y no-regadas regadas (grafica superior) y no-regadas
(grafica inferior) en respuesta al déficit de (grafica inferior) en respuesta al déficit de
presion de vapor del aire en la camara (DPV ). presion de vapor del aire en la cdmara
(DPV.ire).

Con estas diferencias en conductancia estomética los valores de
transpiraciéon fueron también muy diferentes en plantas bien regadas y no-
regadas. Las primeras, con los estomas abiertos, mostraron valores de
transpiracion de hasta 3.7 mmol m? s! dependiendo de la demanda
evaporativa, s6lo cuando los valores del déficit de presiéon de vapor fueron lo
suficientemente altos como para producir algin cierre estomatico, los valores
de transpiraciéon disminuyeron ligeramente. Como los estomas estaban
parcialmente cerrados en las plantas no-regadas, éstas regularon su

transpiracién alcanzando valores maximos de 1 mmol m2 s (figura 6.3).
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La curva de respuesta a la luz de la fotosintesis neta (Pn) fue muy similar
en plantas control y en no-regadas, aunque como resultado de los bajos valores
de conductancia estomatica en las ultimas, los valores de fotosintesis fueron
también menores. Asi, en plantas control, la fotosintesis neta méxima fue de 12
pmol m? s-1, mientras que las plantas no-regadas alcanzaron los 6 pmol m? s-!
(figura 6.4).

En ambos tratamientos la curva de respuesta de la fotosintesis neta a la
temperatura present6 sus valores Optimos entre 20 y 35 °C aunque, por

supuesto, con valores menores en plantas no-regadas (Figura 6.5).

Se observé una pequena disminuciéon de la relaciéon fluorescencia
variable a fluorescencia méxima (Fv/Fm) al mediodia tanto en plantas regadas
como no-regadas. Esta reducciéon fue mayor en plantas no-regadas, aunque no
fue significativa en ningtn caso y la recuperacién se pudo ver en los valores de

la tarde (Figura 6.6).
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Figura 6.5. Comparacion entre las medidas

globales de fotosintesis neta (Pn), en
plantas regadas (grafica superior) y no-

regadas (grafica inferior) en respuesta a la

temperatura de las aciculas (Tacicylas)-
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(grafica superior) y no-regadas (grafica inferior).
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Tabla 6.II. Condiciones ambientales durante los momentos de muestreo. La presion
atmosférica se mantuvo constante en 955 mbar. El momento de muestreo se representa en
hora solar.

Momento Intensidad Momento de  Temperatura Déficit de presion de
de muestreo de la luz muestreo del aire [°C]  vapor de agua del aire
[umol m™ s PAR] [hora solar] [mbar]
Mediodia 1 2177 12:20 — 13:05 25.0 17.8
Atardecer 30 16:30—-17:10 17.0 9.5
Manana 325 7:30 — 8:00 16.3 8.7
Mediodia 2 2159 12:40 — 13:15 23.4 13.8

El tratamiento de sequia, como efecto general, no tuvo un efecto
significativo sobre la concentraciéon de pigmentos, aunque las concentraciones
de algunos pigmentos del cloroplasto cambiaron significativamente
dependiendo del momento de muestreo (tablas 6.11, 6.1l y 6.1IV).

La concentracion de clorofilas totales fue ligeramente mas baja al
atardecer, mientras que las concentraciones de a-caroteno bajaron mas al
mediodia y fueron mas altas en las muestras tomadas al atardecer.

Sin embargo, este no fue el caso de las concentraciones de b-carotenono,
neoxantina y luteina, que no cambiaron significativamente segtin el momento

de muestreo.

Tabla 6.III. Test F de ANOVA en relacion a los pigmentos del cloroplasto y los
detoxificadores de radicales libres en plantulas de Pinus canariensis sometidas a estrés
hidrico suave. 20 invividuos (10 plantas control bien regadas y 10 no regadas) y cuatro
momentos de muestreo. ns = diferencias no significativas, indican P>0.05.
(Z+0.5A)/VAZ = estado de desepoxidacion del ciclo de las xantofilas. VAZ =
violaxantina + anteraxantina + zeaxantina.

Variable Sequia Momento de  Interaccion sequia x
muestreo momento de muestreo
Clorofila total ns P=0.002 ns
a-caroteno ns P=0.017 ns
b-caroteno ns ns ns
Neoxantina ns ns P=0.021
Luteina ns ns ns
(Z+0.5A)/VAZ ns P<0.001 P=0.032
a-tocoferol ns ns ns
Ascorbato total ns P<0.001 ns
Ascorbato/Dehidroascorbato ns ns ns
Glutation total ns P<0.001 ns
GSSG/GSH P<0.001 ns ns
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Tabla 6.IV. Concentracion de los pigmentos del cloroplasto y de tocoferol y
ascorbato en aciculas de Pinus canariensis. Se presentan las medias y las
desviaciones estandar de las medias. Las comparaciones Post-hoc sobre los efectos
significativos de la ANOVA se indican por letras. Las mayusculas indican
diferencias entre la fila entera de datos dentro de la tabla. Las filas que no tienen
ninguna letra en comiin son significativamente diferentes con un nivel de
significacion de P<0.05 de acuerdo con el test LSD. Las minusculas indican
diferencias entre celdas individuales dentro de la tabla. Las celdas que no tienen
ninguna letra en comiin son significativamente diferentes con un nivel de
significacion de P<(.05 de acuerdo con el test LSD.

regadas non-regadas
Clorofilas totales [umol g” PS]
Mediodia1l 2318 =+ 229 2304 + 115 A
Tarde 2065 + 190 1844 + 217 B
Mafiana 2420 + 266 2367 + 229 A
Mediodia2 2144 =+ 112 2420 + 122 A
a-Caroteno [pumol g”' PS]
Mediodia 1 26 + 2 286 £ 4 A
Tarde 35 £ 2 38+ 3 A
Manana 30 £ 3 37 £ 5 AB
Mediodia 2 27 £ 2 39 + 3 B
b-Caroteno [pumol g”' PS]
Mediodia 1 115 = 6 104 + 4
Tarde 109 =+ 10 112 £+ 4
Mafiana 118 = 5 15 £ 8
Mediodia2 109 + 9 113 £ 6
Neoxantina [umol g PS]
Mediodia 1 62 £+ 3ab 60 =+ 3ab
Tarde 57 £ 5Sa 65 =+ S5Sbc
Manana 57 £ 4a 68 =+ Tc
Mediodia 2 60 =+ 5ab 61 =+ 6ab
Luteina [umol g PS]
Mediodial 209 <+ 11 182 £ 9
Tarde 199 =+ 14 201 = 11
Mafana 214 + 11 202 + 15
Mediodia2 205 + 14 202 + 12
a-Tocoferol [pg g” PS]
Mediodia 1 101 + 9 84 + 10
Tarde 79 £ 7 86 =+ 10
Manana %% £+ 8 86 =+ 12
Mediodia 2 81 £+ 5 8 + 10
Ascorbato total [mg g PS]
Mediodia1l 3.24 <+ 0.22 282 + 042 A
Tarde 1.79 £ 0.23 198 + 027 B
Mafana 294 <+ 0.36 285 £+ 027 A
Mediodia2 3.11 £ 0.47 257 £ 032 A
Dehidroascorbato [% del ascorbato total]
Mediodia 1 24 £+ 2 21 £ 2
Tarde 23+ 3 21 £+ 4
Mafiana 19 <+ 3 19 + 3
Mediodia 2 17 + 3 27 £+ 7
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El estado de desepoxidacion del ciclo de las xantofilas se muestra en la
figura 6.7. Podemos ver que alcanzé un maximo de mas del 70% de los grupos
epoxi totales durante el mediodia 2, pero esta variacion en el momento de
muestreo se vio modificada por el tratamiento de sequia (lo que se demuestra
en el efecto de interaccion significativo de la tabla 6.IV). Las plantas expuestas a
la sequia exhibieron un estado de desepoxidaciéon del ciclo de las xantofilas
mayor que el correspondiente a las regadas en el mediodia 1. Como control se
midio el estado de desepoxidacion de aciculas puestas en oscuridad 12 horas y
tanto las plantas regadas como las no regadas mantuvieron un grado de
desepoxidacion del 30%.

La concentracién del antioxidante lipofilico a-tocoferol no se vio afectada
ni por el momento de muestreo ni por la exposicion a la sequia.

Ambos antioxidantes solubles en agua: ascorbato y glutation, mostraron
variaciones dependiendo del momento de muestreo con concentraciones
menores al atardecer. El tratamiento de sequia no afecté las concentraciones de
estos compuestos.

El estado redox del ascorbato no vari6é entre tratamientos y permanecio
entre el 17 y el 24% de dehidroascorbato en el “pool” total.

A pesar de que el estado redox del glutation no se vio afectado por el
momento de muestreo, el tratamiento de sequia aument6 significativamente la
proporcion de glutation oxidado (GSSG), en el “pool” total de glutation,

después del primer momento de muestreo (tabla 6.11I, figura 6.8).
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Figura 6.7. Estado de desepoxidacion del ciclo de las xantofilas en aciculas de Pinus
canariensis. Los simbolos negros representan las plantulas regadas y los simbolos
blancos las no-regadas. Se representan las medias y las desviaciones estandar de las
medias. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre los momentos de
muestreo y los tratamientos (p<0.05, test LSD tras interaccion significativa y efecto
general en el test ANOVA, Tabla 6.11I). El control en oscuridad representa aciculas
puestas en condiciones de oscuridad 24 horas antes del muestreo.
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PS = Peso seco de las aciculas.
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6.4. DISCUSION

Cuando Pinus canariensis se someti6 a estrés hidrico suave en el suelo el
contenido hidrico relativo de las aciculas al mediodia se vio ligeramente
alterado, encontrandose tan sélo una pequefia disminucién, sin llegar a bajar en
ningtn caso del 70%, umbral que marca el paso a un estrés de agua mas severo
(Kaiser 1987; Chaves 1991; Cornic y Massacci 1996).

Por el contrario, la conductancia estomatica disminuy6 hasta un 60% en
plantas de pino no-regadas y, como consecuencia, la tasa de asimilacién de CO>
disminuy6 un 50% y la tasa de transpiraciéon se redujo en mayor proporcion
(70%). Como demostraron Zhang y Davies (1989), cuando la sequia es
moderada las respuestas estomaticas pueden relacionarse mas directamente a la
desecacion del suelo que al estado hidrico de las hojas. Si ocurre esto, el cierre
estomatico o incluso una alteracion en el crecimiento pueden ser indicadores
mas sensibles de la sequia que una pérdida de turgor (Chaves 1991). También
se han encontrado evidencias sobre los efectos directos de la desecacion del
suelo sobre la conductancia, no mediados por ningtin cambio en el estado
hidrico de las hojas (Davies y Sharp 1981; Blackman y Davies 1985; Gollan y col.
1986).

Las plantas estudiadas poseen un balance de agua hidroestable debido a
la gran sensibilidad de los estomas a la escasez de agua en el suelo, al contrario
que otras plantas, como muchas hierbas de habitats soleados y también arboles,
que pueden arriesgarse a sufrir pérdidas bastante grandes de agua y se

clasifican como plantas hidrolabiles en cuanto al balance hidrico (Larcher 1995).

Algunos autores (Sharkey y Seemann 1989; Vassey y Sharkey 1989; Lal y
col. 1996) han encontrado que el mecanismo primario para la inhibicién de la
fotosintesis bajo estrés hidrico, tanto suave como severo, es la reducciéon del
abastecimiento de CO; a la Rubisco, debido a una limitacién estomaética y no
por dafios a las reacciones del cloroplasto. Nuestras medidas con fluorescencia
de la clorofila estan de acuerdo con estos descubrimientos ya que la pequefia
disminucién de Fy/Fm al mediodia, indicativo de fotoinhibicién (Bjorkman y

Demming 1987; Osmond 1994), se recuperé durante la noche.
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Muchas de las diferencias observadas entre el momento de muestreo en
la concentracién de pigmentos y antioxidantes (en particular las que tienen
lugar entre el atardecer y los otros) se pueden explicar teniendo en cuenta las
diferencias en la iluminacion durante los diferentes momentos de muestreo.

La produccion de clorofila puede estimularse por la luz, pero
simultdneamente se verd incrementada la necesidad de una fotoprotecciéon
flexible proporcionada por el ciclo de las xantofilas. La degradaciéon de a-
caroteno con condiciones de alta luz, observada en el presente experimento, es
compatible con observaciones anteriores. Se ha visto que el a-caroteno es
sensible a la luz en algas verdes donde es oxidado a su correspondiente
xantofila, luteina y en aciculas de picea su contenido también depende del
ambiente de luz (Siefermann-Harms 1994). Se han encontrado cambios en las
relaciones a-/b-caroteno que son indicadores de estrés en aciculas de coniferas
en condiciones de campo (Tausz y col. 1996). El estado de desepoxidacion del
ciclo de las xantofilas también corresponde a las variaciones en las condiciones
de luz. El estado de conversion del ciclo depende de los gradientes de pH a
través de los tilacoides, que a su vez dependen de la luz (Adams III y Demmig-
Adams 1994). Ecofisiolégicamente, el ciclo de las xantofilas en su estado
desepoxidado (mds zeaxantina y menos violoxantina) proporciona la
fotoproteccion necesaria particularmente bajo condiciones en las que existe un
exceso de densidad de flujo foténico fotosintético. Las condiciones de estrés,
como el tratamiento de sequia aplicado, limitan la fijaciéon fotosintética del
carbono (figura 6.4). Las plantas estresadas deben evitar absorber el exceso de
luz potencialmente destructivo. Esto se relaciona con pequefias diferencias en el
estado de desepoxidacién del ciclo de las xantofilas durante el mediodia 1
(figura 6.8).

La variaciéon en las concentraciones de ascorbato y glutation entre los
diferentes momentos de muestreo se corresponden soélo en parte con
observaciones previas. Un aumento similar del tamafio del “pool” de glutation
dependiente de la luz fue observado en las aciculas de picea por Schupp y
Rennenberg (1988), pero no se observé en investigaciones sobre otras especies
de pino en condiciones de campo (Tausz y col. 1999a). Aun no se sabe si estas
variaciones son una consecuencia del metabolismo de las propias aciculas o el
resultado de procesos de transporte. La produccion de ascorbato puede estar

ligada directamente a la produccién fotosintética de carbohidratos y asi
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estimularse por alta luz (Smirnoff 1996). Por otro lado, la capacidad de defensa
antioxidativa también se necesita mayoritariamente bajo condiciones de alta
luz.

El ascorbato es el detoxificador que elimina de forma mas efectiva los
radicales libres en la fase acuosa, y el glutation es crucial para la regeneracién
del ascorbato. Asi se asigna un significado ecofisiolégico a los mayores niveles

de ascorbato y glutation con la luz.

Las plantas de pino respondieron al estrés hidrico suave mediante una
disminucién del intercambio gaseoso de las aciculas durante las horas de
maéxima radiacién, méds que mediante un cambio en su estado hidrico (puesto
que el contenido hidrico relativo no varié excesivamente). La consecuencia de
ello es una situacion de estrés oxidativo en los cloroplastos (Elstner y Osswald
1994).

Otras coniferas como picea respondieron a condiciones similares de
estrés hidrico suave con un aumento en los niveles de ascorbato y glutation
(Kronfuss y col. 1998). En la respuesta bioquimica de Pinus canariensis al
tratamiento de sequia, se puso de manifiesto un aumento en la relacién
GSSG/GSH (figura 6.9). Esto podria parecer sorprendente, puesto que el a-
tocoferol y el ascorbato se conocen como las sustancias que mas directamente se
encargan de eliminar las especies reactivas de oxigeno que se desarrollan bajo
situaciones de estrés. Sin embargo, no se encontraron efectos en estos
compuestos. El glutation es necesario para la regeneracién del ascorbato a partir
de dehidroascorbato en el ciclo de Foyer-Halliwell (Foyer 1997), donde es
reducido por la reaccién catalizada por la glutation-reductasa que consume
NADPH. Los presentes resultados sugieren que el mantenimiento del estado
reducido del glutation es la parte mas sensible en la cadena de reacciéon de
defensa antioxidante en las aciculas de Pinus canariensis. Estudios anteriores
describieron la oxidaciéon del “pool” de glutation sélo bajo condiciones
extremadamente oxidantes que siguen a una privacion de agua externa
(Smirnoff 1993) o en follaje ya visiblemente dafiado en condiciones de campo
(Schmieden y col. 1993). Pero, recientemente, se ha visto que los cambios en el
estado redox del “pool” de glutation son importantes indicadores de dafio por
altas concentraciones de ozono en las aciculas de Pinus ponderosa en parcelas en

el campo (Tausz y col. 1999a). Un estado de desepoxidacién mayor del ciclo de
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Figura 6.9. Esquema propuesto para las reacciones de Pinus canariensis bajo estrés hidrico suave. El cie-
rre estomatico (1) provoca una interrupcion del transporte electronico hacia el ciclo de Calvin (2, flechas
discontinuas) y promueve la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por el exceso de energia
luminica (3) o pérdida de electrones (4). La formacion de zeaxantina disipa el exceso de energia (5) y las
respuestas antioxidativas eliminan las ROS (6). Estas reacciones conducen a un aumento en la relacion
GSSG/GSH (7) que puede producir efectos regulatorios de retroalimentacion sobre varios sistemas (flechas
punteadas, en gran medida hipotéticas). Los asteriscos indican los cambios significativos observados en el

presente experimento.
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las xantofilas bajo alta luz también se observé en coniferas bajo condiciones de
baja temperatura (Adams III y Demmig-Adams 1994), en parcelas a gran altitud
(Tausz y col. 1999¢) y en plantas dafiadas por el ozono (Tausz y col. 1999b).
Estos resultados apoyan la idea de una interaccion entre la alta luz y
condiciones de estrés adicional como se muestra en la figura 6.9. Sin embargo,
en el curso del presente experimento, el estrés de sequia produce cambios en el
estado de desepoxidaciéon del ciclo de las xantofilas sélo transitoriamente al
principio del experimento (mediodia 1), que luego desaparecen. En cambio, los
cambios en el estado redox del glutation aparecen después de los cambios en el
ciclo de las xantofilas y permanecen hasta el final del experimento (mediodia 2).

Los resultados de este estudio apuntan a que el ciclo redox del glutation
y el equilibrio redox entre GSH y GSSG son una parte sensible de las defensas
antioxidantes en aciculas de Pinus canariensis. Esto es de gran interés, puesto
que la regulacion de muchas actividades proteicas puede depender de la
relacion GSH/GSSG en el medio, y los cambios en esta relaciéon pueden
modular la respuesta vegetal a nivel enzimatico (Foyer y Rennenberg 2000). Se
podria especular que estos cambios conducen a una adaptaciéon del aparato
fotosintético con el resultado de que la fotoprotecciéon por la desepoxidacion de
las xantofilas no es necesaria durante mas tiempo. Ademas de las defensas
antioxidantes, la fotoproteccion por xantofilas y también la fotorrespiraciéon
(Asada 1999), asi como una regulaciéon a la baja del flujo de electrones
fotosintético, permitirian una adaptacion a las situaciones de estrés
medioambientales.

Ademas, la respuesta del sistema de glutation se observé antes que
cualquier cambio en el estado hidrico y podia servir, por ello, como un
indicador temprano del estrés bioquimico (Tausz y col. 1999c).

En la figura 6.9 se propone, de forma esquemadtica, la sucesion de las
reacciones de amortiguacion del exceso de energia luminosa y de
destoxificacion de las especies activas de oxigeno producidos por el efecto

combinado de la alta radiacién y el estrés hidrico suave en Pinus canariensis.

187



6.5. CONCLUSIONES

En respuesta a un estrés hidrico suave la fotosintesis disminuy6é como
consecuencia de una reduccién en la conductancia estomética sin que existiera
una bajada sensible del contenido hidrico relativo de las aciculas. Esto permite
clasificar a esta especie como una planta hidroestable.

Los valores del pardmetro de fluorescencia Fy/Fn disminuyeron
ligeramente al mediodia, especialmente en aciculas de plantas sometidas al
estrés hidrico suave. Esto se correspondi6, a su vez, con un aumento del estado
de desepoxidacién del ciclo de las xantofilas, mayor en las plantas no regadas.

Esta disminucién de la eficiencia cuantica y la menor asimilacién de CO»
en las plantas no regadas, conducen a la formacién de especies reactivas de
oxigeno que, en Pinus canariensis, son destoxificadas mediante un aumento de la
relacion GSSG/GSH, y no mediatizadas por otros antioxidantes estudiados

como el alfa-tocoferol y el ascorbato.
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7. RESISTENCIA DE LAS ACICULAS A LAS
TEMPERATURAS EXTREMAS

“La naturaleza no se siente perturbada por las dificultades de analisis”
Augustin Jean Fresnel.



7.1. INTRODUCCION

Debido a una produccién de calor relativamente baja en relacién con su
masa y a que su superficie no esta bien aislada contra la pérdida de calor, la
temperatura de las plantas cambia marcadamente con los cambios en la
temperatura ambiental.

Todas las especies presentan un rango especifico de temperatura en el
que realizan sus funciones vitales y el exceso de frio o de calor, dependiendo de
su intensidad y duracion, afecta la actividad metabdlica, el crecimiento y la
viabilidad, imponiendo limites a la distribucién de las especies (Larcher 1995).
Este rango 6ptimo de temperatura es caracteristico, no s6lo de cada especie,
sino también de los diversos 6rganos y tejidos.

Las altas temperaturas influyen de manera particular en la tasa
fotosintética y respiratoria y en la integridad estructural de las membranas
(Bjorkman y col. 1980). De hecho, antes de que se puedan detectar otros
sintomas de dafio por las altas temperaturas, se produce el dafio al aparato
fotosintético (Krause y Weis 1984; Renger y Schreiber 1986; Bolhar-
Nordenkampf y col. 1989; Larcher 1994; Anderson y col. 1997). Dentro del
aparato fotosintético, se ha demostrado que el dafio producido por el calor
implica una alteracion, tanto fisica como funcional, de los complejos colectores
de luz del fotosistema II (Schreiber y Berry 1977, Armond y col. 1979; Gounaris
y col. 1984, Sundby y col. 1986) y una desorganizacién del complejo de fotodlisis
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del agua (Berry y Bjorkman 1980; Nash y col. 1985; Santarius y Weis 1988;
Enami y col. 1994).

El frio desorganiza toda la fisiologia de las plantas sensibles. Las
membranas celulares sufren un cambio de estado fisico que produce una
rigidez de los componentes de la membrana causando un aumento en la
permeabilidad. Ademas, el cambio de estado puede aumentar la energia de
activacion de las enzimas de la membrana, lo cual interfiere en los procesos
metabdlicos, como la fotosintesis y la respiracién. Se produce una variacién en
el reparto de asimilados, alteraciéon de las vias metabdlicas y acumulacién de
productos toxicos (Larcher 1980). La reducciéon del aporte de ATP y la
progresiva rigidez de la membrana puede producir la desapariciéon de las
corrientes protopldsmicas, uno de los sintomas mas inmediatos del dafio por
frio.

Muchas plantas, excepto las sensibles al frio, pueden tolerar la congelaciéon
del agua en los espacios intercelulares sin efectos perjudiciales, pero ni siquiera las
resistentes a las heladas pueden sobrevivir a la formacién de cristales de hielo en
sus células (Sutcliffe 1979; Sakai y Larcher 1987). Por eso, el punto clave para la
resistencia a la congelacién es evitar la formacién de hielo intracelular, puesto
que ninguna célula es capaz de sobrevivir a la formacion de cristales de hielo en
su interior.

Existen gran cantidad de trabajos basados en el estudio de la resistencia
de diversos 6rganos vegetales a las temperaturas extremas, una de las altimas
revisiones, acerca de la habilidad de supervivencia de plantas escleréfilas

mediterraneas al estrés de temperatura, corre a cargo de Larcher (2000).

Frecuentemente, la resistencia a las temperaturas extremas varia a lo
largo de la vida de la planta o segtin la edad de sus hojas, siendo, en ocasiones,
esta resistencia el factor limitante para la supervivencia de las plantas en

condiciones extremas.

Debido a la franja altitudinal que ocupa el pino canario sobre la isla de
Tenerife, que va desde casi el nivel del mar hasta cerca de los 2200 m, se ve
sometido a fuertes oscilaciones térmicas que pueden afectar gravemente la
supervivencia de esta especie, especialmente durante los primeros estadios de

su desarrollo. Asimismo, los limites térmicos que son capaces de soportar las
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aciculas de esta especie podrian arrojar luz sobre las causas de su confinamiento

en el Archipiélago Canario tras los cambios climaticos ocurridos en el pasado.

Se disefiaron dos experimentos con el fin de estudiar la resitencia de las
aciculas a las temperaturas extremas dependiendo de su procedencia altitudinal
sobre la isla de Tenerife (experimento 1) y de su estado de desarrollo

(experimento 2).

7.2. MATERIAL Y METODOS

Los estudios se llevaron a cabo con diferentes tipos de material vegetal:

% Para el experimento 1 se emplearon aciculas bien desarrolladas (de un
afio de edad) de pinos adultos crecidos en condiciones naturales en el bosque,
recolectadas durante el otofio a diferente altitud en cinco parcelas
experimentales sobre la isla de Tenerife (figura 7.1). Los sitios localizados en la
vertiente sur se corresponden con los estudiados en el capitulo 4 y, ademas, se
estudiaron aciculas procedentes de un sitio adicional en el norte de Tenerife

(sitio IVN) a 1750 metros de altitud en el municipio de La Orotava.

10 Em

L ——

Pico del Teide (3718 m) Sitio IVN

La Orotava Santa Cruz

Candelaria

Sitio IV
Sitio I1I ¢
1000 m
Sitio IT N
2000 m *
3000 m TENERIFE

Figura 7.1. Situacion de las parcelas sobre la isla de Tenerife.
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% En cuanto al experimento 2, en él se utilizaron cotiledones de pinos
recién germinados en el invernadero del Departamento de Fisiologia Vegetal
procedentes de semillas suministradas por el vivero de especies forestales del
Cabildo Insular de Tenerife, aciculas primarias de pinos crecidos en maceta en
el campo experimental del Departamento, asi como aciculas de 6, 12 y 24 meses
de pinos desarrollados en condiciones naturales procedentes de la parcela IV,

a 1750 metros de altitud.

En todos los casos se recolectaron aciculas de cinco pinos diferentes,
excepto en el caso de los cotiledones, donde el material (debido a su escasez)
correspondié a mas de 100 plantulas de pinos recién germinados.

Una vez en el laboratorio, las aciculas se mantuvieron en condiciones de
saturacion acuosa y temperatura ambiente toda la noche y al dia siguiente se
midieron los valores control de los pardmetros de fluorescencia. Cada lote de
aciculas se someti6 a un tratamiento, en bolsas plasticas, a una temperatura
determinada. Esta temperatura fue, segin cada tratamiento, de 56, 54, 52, y asi
sucesivamente hasta -24 °C, variando cada 2K, excepto en el rango de 35 a 0 °C,
en el que los pasos fueron de 5K. Se tomaron tres muestras para cada
tratamiento idéntico. Se estudiaron los efectos inmediatamente después del
tratamiento y tras 24 horas de recuperacién, manteniendo las aciculas en
oscuridad y a saturaciéon acuosa. La duraciéon de los tratamientos de
temperatura fue de 30 minutos siguiendo el procedimiento utilizado en otros
experimentos similares (Larcher 1973; Losch 1980; Gonzalez-Rodriguez 1998).

La fluorescencia de la clorofila se midi6 con el fluorimetro portéatil PEA
descrito con detalle en el capitulo de material y métodos generales, antes de los
tratamientos, inmediatamente después de los 30 minutos a una determinada
temperatura y después de 24 horas de recuperacion. Asimismo, se midi6 la
liberacion de electrolitos, por el método descrito también en el apartado de
material y métodos generales, después del periodo de recuperacion.

Se trat6é de seguir también el dafio producido a los tejidos aciculares, por
los tratamientos de temperatura, mediante valoracién visual, como lo hicieron
otros autores, observando el grado de necrosis en los tejidos foliares de otras
especies vegetales (Larcher 1980; Losch 1980; Larcher y col. 1991; Clement y van
Hasselt 1996, Gonzélez-Rodriguez 1998; Boorse y col. 1998; Neuner y Buchner
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1999). Las observaciones se realizaron tanto en el momento del tratamiento
como 24 horas después.

Se consider6 la extrapolacion de los valores de temperatura cuando los
valores de fluorescencia y conductividad se desviaban un 10% (LT10) y un 50%
(LTs0) de los valores normales en las respectivas graficas. Consideramos dafio
incipiente al LTio (Manley y Hummel 1996), y dafio irreversible al LTso
(Piotrowska y Kacperska 1990; Kacperska y Szaniawski 1993). Esto facilitaba la
comparacion de los resultados con los de otros autores que evaluaron sus datos

siguiendo el mismo criterio.

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Experimento- 1: Aciculas procedentes de pinos crecidos o
diferente altitud sobre lov sl de Tenerife

Las tendencias de los diversos parametros con la disminucién y el
aumento de la temperatura de tratamiento, quedan claramente reflejados en las
figuras 7.2-11. Asi, mientras que los parametros Fy y Fs tienden a aumentar, los
parametros Fm, Fv/Fm y Rfd ((Fm - Fs)/Fs), tienden a disminuir a medida que
aumenta el dafio al aparato fotosintético causado por las temperaturas
extremas.

Para determinar las temperaturas a las que se producen los dafios,
elegimos el parametro Fy/Fnm, tanto para las bajas como para las altas
temperaturas, por ser el que indica de forma mas clara las desviaciones con
respecto a los valores control y por ser el mas utilizado, en general, por los
diversos autores debido a su relaciéon con la eficiencia cudntica del proceso
fotosintético.

En las altas temperaturas podemos ver que, justo después del
tratamiento, se detectan antes los dafios, es decir a menor temperatura, que
después del periodo de recuperacién de 24 horas, por lo que tomamos estos
altimos valores, que representan alteraciones mas duraderas. Asimismo, en las
bajas temperaturas, justo después del tratamiento resulta muy dificil evaluar los
efectos del frio, pero estos se manifiestan claramente después del periodo de

recuperacion.
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En cuanto a las bajas temperaturas, después de 24 horas de recuperacion
el pardmetro Fy/Fm revel6 un dafio incipiente a -7 o -8 °C en los sitios de menor
altitud y entre -8 y -10 °C en los sitios de mayor altitud, y un dafio irreversible a

-8 °C en el sitio mas bajo y de -9 a -10 °C en los mas elevados (tabla 7.1).

En el caso del calor, en la tabla 7.1I, se resumen las temperaturas a las que
los valores de Fy/Fm de recuperacion se desvian un 10% y un 50% de los valores
control. Después del periodo de recuperaciéon este pardmetro mostré dafios
incipientes a 44 °C en casi todos los sitios, excepto en el sitio Vs, en el que se
produjo a 42 °C. Los dafios irreversibles al aparato fotosintético se producen a

52 °C en el sitio de menor altitud y a 47 °C en el de mayor altitud.

Tabla 7.1. Valores de temperatura (en °C) a los que se produce el dafio incipiente (10% de
desviacion; LT)y) y el dafio irreversible (50% de desviacion; LTsg) a las aciculas en las bajas
temperaturas, tanto para los estudios de fluorescencia tras 24 horas de recuperacion (F,/F),
como para los de liberacion de electrolitos (LE).

Bajas temperaturas

LT LTso
Ev/Fm LE Ev/Fm LE
Sitio Is -7 -5 -8 -9
Sitio Ils -8 -6 -9 9
Sitio I -10 -10 -11 -14
Sitio IVN -9 -9 -10 -10
Sitio Vs -8 -8 -9 -11

Tabla 7.11. Valores de temperatura (en °C) a los que se produce el dafio incipiente (10% de
desviacion; LT,g) y el dafo irreversible (50% de desviacion; LTsy) a las aciculas en las altas
temperaturas, tanto para los estudios de fluorescencia tras 24 horas de recuperacion (F,/F),
como para los de liberacion de electrolitos (LE).

Altas temperaturas

LT LTso
Ev/Fm LE Ev/Fm LE
Sitio Is 44 > 52 52 > 52
Sitio Ils 44 53 48 56
Sitio I 44 51 46 54
Sitio IVN 44 53 50 54
Sitio Vs 42 50 47 53
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En la figura 7.12 podemos ver los resultados obtenidos por medidas de
liberacion de electrolitos por conductividad para tratamientos a altas y bajas
temperaturas en los diferentes sitios de estudio.

En la tabla 7.1 se representan las bajas temperaturas a partir de las cuales
se produce el 10% y el 50% de la liberacion de electrolitos y asumimos con ello
una pérdida progresiva de la integridad de la membrana celular. Vemos que en
la mayoria de los casos coinciden, o son muy préximas, a los valores de
temperatura a los que se produce también el dafio en fluorescencia.

En la tabla 7.1l se representan las temperaturas a partir de las cuales
comienza la liberaciéon de electrolitos en el calor (evaluadas también como LT1o
y LT50). Podemos observar que estos valores son mas altos que las temperaturas
a las que se observan los dafios al aparato fotosintético por medio de la

fluorescencia de la clorofila.

En ningtin momento se observaron manifestaciones claras del dafio de
manera visual para las aciculas procedentes de diferentes altitudes, ni para
bajas ni para altas temperaturas, ni justo después del tratamiento ni tampoco
después de 24 horas a temperatura ambiente, oscuridad y condiciones de

saturacion acuosa.
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Figura 7.2. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas en el sitio Is, a 550 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
Candelaria. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y
a la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.

202



25
2.0
15

1.0

Fluorescencia

0.5
0.0

1.0
0.8
0.6

FviIFm

0.4
0.2

0.0

14
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Fs

4.0
35
3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0

Rfd

Figura 7.3. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas en el sitio Is, a 550 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
Candelaria. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y
a la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a

20 25 30 35 40 45 50
Temperatura [°C]
¢ & o eqe
LX)
[ 2
®
20 25 30 35 40 45 50
Temperatura [°C]

L it
20 25 30 35 40 45 50
Temperatura [°C]

' I3 { {EEI

@
20 25 30 35 40 45 50

Temperatura [°C]

saturacion acuosa y temperatura ambiente.

Fs Fv/IFm Fluorescencia

Rfd

203

10

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

14
12
10
0.8

0.6 -
0.4 L1

0.2
0.0

4.0
35
3.0
25
2.0
15
10
0.5
0.0

20

25 30 35 40 45 50

Temperatura [°C]

[ 2 i [ ] E!EE

]

20 25 30 35 40 45 50

Temperatura [°C]

. iiziicii

20 25 30 35 40 45 50

Temperatura [°C]

20 25 30 35 40 45 50

Temperatura [°C]



2.5 2.5
s 20| s 20
3 3
S 15 S 15
(%] (%]
(7] (7]
2 10t 2 10
o )
=) )
i 05 f ic 05
0.0 0.0
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15
Temperatura [°C] Temperatura [°C]
1.0 l 1.0 l
08 ggeee®®®e® o o o 08 cose © o o
()
£ 0.6 £ 0.6
L L
Z 04 Z 04
0.2 0.2
00 Lo Lo 00 Lo
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15
Temperatura [°C] Temperatura [°C]
1.4 1.4
1.2 + 1.2 +
1.0 EEIEE 1.0 | .
r L -
o 08 I‘ o 08 I 1 3
w [ w L
0.6 Ei 0.6 (]
04 | e ® 5 o 04 | Wes _ 5 o =
0.2 02
00 Lo Lo 00 Lo Lo
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15
Temperatura [°C] Temperatura [°C]
4.0 4.0
35 | 35 | { |
30 § 30 - ¢ 5 ¢
- 25 L ® [ 3 } - 25 EEI
£ 20t s® e 20 {
15 a® 15 ]
10 | { 10 |
05 [ 0.5
.-..!

-20 -15 -10 -5 0 5

10 15

Temperatura [°C]

-20 -15 -10 -5 0 5

10 15

Temperatura [°C]
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Figura 7.6. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
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Figura 7.7. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas en el sitio IIlg, a 1500 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
Arico. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a la
derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion
acuoso y temperatura ambiente.
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Figura 7.8. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas en el sitio I'Vn, a 1750 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
La Orotava. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y
a la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.9. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas en el sitio IVn, a 1750 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
La Orotava. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y
a la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.10. Variacién de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas en el sitio Vs, a 1900 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
Arico. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a la
derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion
acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.11. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas en el sitio Vs, a 1950 metros de altitud sobre el nivel del mar, en el municipio de
Arico. A la izquierda los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a la
derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion
acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.12. Respuesta de la liberacion de electrolitos a las bajas y altas temperaturas en los
cinco sitios estudiados, medida por conductividad y expresada como indice de dafio en

porcentaje (It %).
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7.3.2. Experimento 2: Aciculas de diferentes estados de
desarrollo-

Las tendencias generales de los diferentes pardmetros de fluorescencia
fueron las mismas que las observadas en el experimento 1, y que quedan
reflejados en las figuras 7.13-22: Fo y Fs experimentan un aumento, mientras que
la tendencia del resto de los pardametros representados en las graficas es a
disminuir.

De nuevo se consider6 el pardmetros Fy/Fm para evaluar el dafio al
aparato fotosintético por las mismas razones que en el experimento anterior.
Asimismo, también en este caso los valores obtenidos después del periodo de
recuperaciéon representan mejor las alteraciones realmente duraderas, por lo

que se eligieron estos para reflejar los resultados.

El dafio producido por las bajas temperaturas al aparato fotosintético se
refleja en la tabla 7.III. En ella podemos observar como, para el pardmetro de
fluorescencia Fv/Fm, los dafios incipientes se producen bastante antes en las
aciculas de 24 meses (LT1o de -2.5 °C), comparadas con el resto de las edades,
tendencia que se confirma analizando las temperaturas a las que se producen
dafios permanentes en las aciculas, siendo las més resistentes, en este caso, las

aciculas primarias con un LTso de -12 °C.

En la tabla 7.IV podemos ver como, para las altas temperaturas, los
valores de LTi0y LTso del pardmetro Fy/Fm reflejan una resistencia muy similar
del aparato fotosintético en todos los tipos de edades aciculares. Ahora bien,
parece existir una cierta tendencia a que las aciculas de mayor edad resistan un
poco més las altas temperaturas, observdndose los valores mas altos en aciculas

de un afio de edad crecidas en condiciones naturales en el bosque con un LT1o
de 44 °C y un LTs50 de 50 °C.
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Tabla 7.111. Valores de temperatura (en °C) a los que se produce el dafio incipiente (desviacion
del 10% de los valores normales; LTo) y el dafio irreversible (desviacion del 50% de los
valores normales; LTs) a las aciculas a bajas temperaturas, tanto para los estudios de
fluorescencia tras 24 horas del tratamiento (F./F,;), como para los de liberacion de electrolitos
(LE).

Bajas temperaturas

LT10 LTso
Ev/Fm LE Ev/Fm LE
Cotiledones -7 -9 -9 -13
Aciculas primarias -8 -7 -12 -12
Aciculas de 6 meses -8.5 -8.5 -10 -10
Aciculas de 12 meses -9 -9 -10 -10
Aciculas de 24 meses -2.5 -4.5 -4.5 -5

Tabla 7.1V. Valores de temperatura (en °C) a los que se produce el dafio incipiente (desviacion
del 10% de los valores normales; LTo) y el dafio irreversible (desviacion del 50% de los
valores normales; LTs) a las aciculas a altas temperaturas, tanto para los estudios de
fluorescencia tras 24 horas del tratamiento (F./F,,), como para los de liberacion de electrolitos
(LE).

Altas temperaturas

LT10 LTso
Ev/Fm LE Ev/Fm LE
Cotiledones 42 52 48 54
Aciculas primarias 42 47 47 49
Aciculas de 6 meses 42 50 50.5 51
Aciculas de 12 meses 44 53 50 54
Aciculas de 24 meses 425 52.5 48 53.5

Los dafos incipientes en las bajas temperatura, tanto en el aparato
fotosintético como en cuanto a la integridad de las membranas, rondan valores
similares en las diferentes edades aciculares, siendo tan solo claramente mas
baja la temperatura a la que se produce el dafio en las aciculas de 24 meses.

Los dafios irreversibles a la membrana plasmaética se producen primero
en las aciculas de dos afios de edad y las mas resistentes fueron las aciculas mas
jovenes, con un LTso de -13 °C para los cotiledones y de -12 °C para las aciculas
primarias. Para el parametro Fy/Fm parece existir una tendencia a dafiarse antes
a medida que aumenta la edad de las aciculas, con la tnica excepcién de los
cotiledones (tabla 7.11I).
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En el caso de las altas temperaturas el parametro Fy/Fm comienza a sufrir
alteraciones incipientes sobre los 42 °C, excepto en las aciculas de 12 meses que
fueron ligeramente mas resistentes (44 °C), hecho que se ve confirmado al
analizar el dafio a las membranas plasmaéticas, en las que también las aciculas
de 12 meses fueron las mas resistentes (53 °C) y las aciculas primarias las mas
sensibles (47 °C).

En cuanto a los dafios irreversibles a las membranas debido a las altas
temperaturas, las mas resistentes fueron las aciculas més jovenes (cotiledones) y

las més viejas (de 12 y 24 meses).

En lo que se refiere a la valoracién visual, se encontraron cambios de
coloracion y de flaccidez de los cotiledones y las aciculas primarias de los pinos
de un afio de edad sometidos a las temperaturas frias y calientes més extremas
de (-24, -22 -20, 52, 54 y 56 °C), después del periodo de recuperacién de 24
horas. En las aciculas de 6, 12 y 24 meses, en ningin momento se observaron
manifestaciones claras del dafio de forma visual, ni en el frio ni en el calor, ni
justo después del tratamiento ni tampoco después de 24 horas a temperatura

ambiente, oscuridad y condiciones de saturacién acuosa.
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Figura 7.13. Variacién de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas de cotiledones procedentes de pinos recién germinados en el invernadero del
Departamento de Fisiologia Vegetal. A la izquierda se representan los valores obtenidos justo
después del tratamiento de temperatura y a la derecha los valores obtenidos después de dejar las
muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.14. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas de cotiledones procedentes de pinos recién germinados en el invernadero del
Departamento de Fisiologia Vegetal. A la izquierda se representan los valores obtenidos justo
después del tratamiento de temperatura y a la derecha los valores obtenidos después de dejar las
muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.15. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas de aciculas primarias procedentes de pinos de un afio de edad en maceta en el
jardin experimental del Departamento de Fisiologia Vegetal. A la izquierda se representan los
valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a la derecha los valores
obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion acuosa y
temperatura ambiente.
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Figura 7.16. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas de aciculas primarias procedentes de pinos de un afio de edad en maceta en el
jardin experimental del Departamento de Fisiologia Vegetal. A la izquierda se representan los
valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a la derecha los valores
obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a saturacion acuosa y
temperatura ambiente.
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Figura 7.17. Variacién de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas de aciculas de 6 meses de edad procedentes de pinos adultos del bosque. A la
izquierda se representan los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a
la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.

220



3.0 3.0

25 t 25 L
o o
g g 2.0
[ [
@ o 15 [
o o
o o
3 E 1.0 H
w w
0.5 |
0.0
20 25 30 35 40 45 50 55 20 25 30 35 40 45 50 55
Temperatura [°C] Temperatura [°C]
1.0 1.0 L —
08® @& @& gog 0g ® & € L3
.:t [}
$uv
06 | ) 06 | X
£ E * [}
« ) «
2 04 L & 04 |
0.2 | 0.2 | 1
0_0\\\\\\\\\\\\\\\{‘! 00 Lo v v v v 11111 gee
20 25 30 35 40 45 50 55 20 25 30 35 40 45 50 55
Temperatura [°C] Temperatura [°C]
1.4 1.4
1.2 1.2 L
1.0 | 1.0 L
0.8 | 0.8 |
(7] !EI (7] &
“ 06 | 'X) e o056 L s
0.4 5 o T o eene 04§ o s (X X Seg
0.2 L 0.2 |
00 L v 00 Lo v v
20 25 30 35 40 45 50 55 20 25 30 35 40 45 50 55
Temperatura [°C] Temperatura [°C]
4.0 4.0 —
3.5 i 3.5 (]
k ¢ 8= % s
3.0 3.0 £ i
2.5 | E! 25
S 20 | 2 20 L 4
14 14 i
15 1.5 | E
1.0 EE 1.0
05 E{ 0.5 | ()
0.0 L e 0.0 PP
20 25 30 35 40 45 50 55 20 25 30 35 40 45 50 55
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Figura 7.18. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas de aciculas de 6 meses de edad procedentes de pinos adultos del bosque. A la
izquierda se representan los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a
la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.19. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas de aciculas de 12 meses de edad procedentes de pinos adultos del bosque. A la
izquierda se representan los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a
la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.20. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas de aciculas de 12 meses de edad procedentes de pinos adultos del bosque. A la
izquierda se representan los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a
la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
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Figura 7.21. Variacién de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de bajas
temperaturas de aciculas de 24 meses de edad procedentes de pinos adultos del bosque. A la
izquierda se representan los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a
la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.22. Variacion de los diversos parametros de fluorescencia con los tratamientos de altas
temperaturas de aciculas de 24 meses de edad procedentes de pinos adultos del bosque. A la
izquierda se representan los valores obtenidos justo después del tratamiento de temperatura y a
la derecha los valores obtenidos después de dejar las muestras 24 horas en oscuridad, a
saturacion acuosa y temperatura ambiente.
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Figura 7.23. Respuesta de la liberacion de electrolitos a las bajas y altas temperaturas en aciculas de diferentes
estados de desarrollo, medida por conductividad y expresada como indice de dafio (It %)
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7.4. DISCUSION

Los valores control de los diversos parametros de fluorescencia
analizados fueron similares para aciculas en diferente estado de desarrollo y
para los distintos sitios de estudio, con la excepcion del sitio Ills, que present6
valores de Fy/Fn ligeramente mas bajos. Esto, posiblemente, se deba a un ligero
estrés de partida, seguramente de tipo hidrico debido a las caracteristicas del
terreno y al microclima particular del sitio. Esto confirma los resultados
obtenidos en el capitulo 4. De cualquier forma, en todos los casos los valores de
Fv/Fm se mantuvieron dentro del rango normal (de 0.75 a 0.85) dado por

Bjorkman y Demmig (1987) para plantas vasculares.

7.4.1. Bajas temperaturas

En los tratamientos a bajas temperaturas podemos observar que existe
una diferencia entre los valores, de los pardmetros de cinética rdpida, medidos
justo después del tratamiento de temperatura, y los valores medidos después
del periodo de recuperacion. En este caso, los valores inmediatamente después
del tratamiento se mantienen practicamente alrededor de los valores normales o
se observa el dafio inicial a temperaturas muy por debajo de los valores de
temperatura a los que se observa el dafio en la recuperacion. Esto se debe a que,
con los tratamientos congelantes, las estructuras mantienen su integridad fisica
hasta que, por un tratamiento de descongelaciéon (como lo es la recuperacién de
24 horas a temperatura ambiente), los componentes celulares se desorganizan y
se ponen de manifiesto los dafios producidos por el hielo formado de manera
extracelular o intracelular.

De todas formas se puede observar una mayor sensibilidad a las bajas
temperaturas de los parametros de cinética lenta de la fluorescencia (Fs y Rfd),
al menos justo después del tratamiento, ya que a estas temperaturas se afectan
mas las reacciones tardias del proceso fotosintético, como la incorporacién del
COz absorbido al metabolismo celular de la planta por medio del ciclo de
Calvin (Sivak y Walker 1985).

El punto en el que se produce el dafio en las bajas temperaturas depende

del sitio de estudio y del estado de desarrollo de las aciculas. En la tabla 7.1
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vemos que el aparato fotosintético de las aciculas de un afio de pino canario
resiste hasta una temperatura de -7 °C en el sitio de menor altitud, que fue
también el que mostré una menor resistencia, y hasta una temperatura de -9 a -
10 °C en los sitios de mayor resistencia, sin que se produzcan dafios
irreversibles. En cuanto al estado de desarrollo, las aciculas mas jovenes son
también las mas resistentes, soportando temperaturas de hasta -12 °C, mientras
que las aciculas de dos afios soportan tan sélo unos -4.5 °C. Como consecuencia
del estudio de la temperatura a la que se produce el dafio en el aparato
fotosintético, en esta especie endémica canaria, se deduce que es una especie

sensible a la congelacién (Larcher 1980).

En estudios anteriores sobre la resistencia a las heladas de plantas
mediterraneas escleréfilas y coniferas (Sakai y Larcher 1987) se distinguieron
tres grupos de plantas:

Un primer grupo incluye las especies mas sensibles, en las que el 50%
de dafio se produce entre los -6 y los -8 °C, como Caratonia siliqua, Nerium
oleander y Myrtus communis.

El segundo grupo incluye la mayoria de las plantas arboreas
mediterraneas como (Laurus nobilis, Quercus coccifera, Quercus suber, Arbutus
unedo, Olea europaea, Rhamnus alternus, Viburnum tinus y Pistacia lentiscus) y las
coniferas mediterraneas Pinus pinea'y Pinus halepensis. En este grupo el 50% del
dafio se produce sobre los -10 a -14 °C.

En el tercer grupo se encuentran especies particularmente resistentes
(Quercus ilex, Phillyrea latifolia y Cupressus sempervivens) que no se dafian
seriamente hasta los -15 a -25 °C.

Pinus canariensis podria incluirse en el primer grupo junto con las
especies mas sensibles, aunque cuando esta aclimatado podria incluso estar en
el limite del segundo grupo junto con los dos pinos mediterrdneos estudiados

por estos autores.

La resistencia potencial a las heladas de aciculas de coniferas ha sido
estudiada en profundidad por Sakai y Larcher (1987), que encontraron un rango
para la aclimatacion al frio para distintas especies de Pinus que va desde -15 °C,
en Pinus patula de regiones costeras con inviernos suaves, a -70 °C en Pinus

banksiana de regiones con inviernos muy frios. Es evidente que, aunque la
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mayor parte de las muestras de nuestro experimento se recolectaron en otofio,
cuando atn no han podido tener lugar fuertes procesos de aclimataciéon, los
valores de resistencia a las heladas de Pinus canariensis se encuentran en el
limite inferior del rango encontrado en otras especies del género Pinus.

En nuestros estudios se observa una gradacion de la resistencia
dependiente de la altitud, mostrando los sitios mas elevados una tendencia a
resistir temperaturas mdas bajas. Sin embargo, en el sitio IIl se observa una
mayor resistencia de la que cabria esperar por su altitud. Ya se discutié que los
valores control de Fy/Fn (tabla 7.I) eran més bajos en este sitio, debido quizés a
un estrés hidrico. Esto explicaria la mayor resistencia observada ya que es
conocido que existe una interaccion positiva entre ambos tipos de estrés (Pérez
de Juan 1996).

La resistencia observada explica por qué estos pinos son capaces de
desarrollarse en lugares donde la temperatura durante el invierno puede
alcanzar valores por debajo de los 0 °C y, en ocasiones, la nieve hace acto de
presencia. Esto nos demuestra un proceso de aclimataciéon que capacita a las
aciculas de pino canario a resistir temperaturas mas bajas y, gracias a esto, esta
especie es capaz de soportar las oscilaciones térmicas y cubrir, en su
distribucidn, el rango de temperaturas presente en su hébitat natural.

Podemos observar una menor resistencia de las aciculas mas viejas,
posiblemente debido a la implicacién de fenémenos de senescencia que hacen a
las aciculas particularmente sensibles a un estrés afiadido. Sin embargo, no se
observé una gradaciéon clara dependiendo del estado de desarrollo de las
aciculas, aunque, en general, en cuanto al dafio a las membranas resisten mejor
el frio los cotiledones y las aciculas primarias debido, presumiblemente, a una
adaptacion para resistir épocas mas dificiles y asegurar asi la regeneracion de la

especie.

Prestando atencién a los valores obtenidos tras el periodo de
recuperacion a temperatura ambiente después del tratamiento a bajas
temperaturas (tablas 7.1 y 7.III), vemos que los valores de dafio incipiente
(desviacion del 10% de los valores control; LTi) y los valores de dafio
irreversible del tejido (50% de desviacion; LTsp) son muy similares. Esto se
cumple para todos los sitios y edades aciculares de estudio. Esto significa un

cambio muy brusco tanto en los valores de fluorescencia como en la
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conductividad en los tratamientos de frio, produciéndose las desviaciones de
los valores normales, practicamente en el mismo punto.

Sin embargo, se ha visto que la disminucién de la eficiencia fotoquimica,
después de una congelaciéon, no implica necesariamente una rotura de la
membrana tilacoidal, puesto que esta membrana no es el primer sitio de dafio
por congelacion (Sundbom y col. 1982; Barnes y Wilson 1984; Adams y Perkins
1993; Boudet y col. 1993). En muchas especies el primer sintoma producido por
las bajas temperaturas es un dafio en la membrana plasmatica y, en
consecuencia, un cambio en el ambiente celular que afecta a los diferentes
organulos como las mitocondrias y los cloroplastos (Senser y Beck 1979; Krause
y col. 1988; Steffen y col. 1989). Esto fue observado también por Clement y van
Hasselt (1996) para otras especies, comparando la temperatura a la que el
fotosistema II comienza a verse afectado (LT10) con la temperatura a la que se
produce el dafio irreversible a las membranas (LTs), y también en otros
estudios, como en los experimentos de Szalai y col. (1996), y en el trabajo de
tesis doctoral de Gonzalez-Rodriguez (1998). Los resultados obtenidos en
aciculas de pino canario, midiendo la liberacion de electrolitos y la fluorescencia
de la clorofila fueron similares, indicando que los organulos se ven afectados
inmediatamente después de la formacion de hielo que provoca también la

rotura de la membrana celular.

Para el frio, por lo tanto, los métodos de fluorescencia de la clorofila y de
conductividad, midiendo la integridad de las membranas celulares, resultaron

ser ambos indicadores similares del dafo.

En las bajas temperaturas, s6lo se detectaron alteraciones visibles en las
aciculas mas jovenes, esto es en cotiledones y aciculas primarias, a temperaturas
muy por debajo de las que mostraron el dafio por fluorescencia o
conductividad. En las aciculas desarrolladas en drboles adultos en el bosque no
se vieron alteraciones en el rango de temperaturas estudiadas. Esto concuerda
con las observaciones de Strand y Oquist (1988) que no detectaron alteraciones
visuales hasta un estado muy avanzado del dafio en sus estudios con plantulas

de Pinus sylvestris.
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7.4.2. Altas temperaturas

Los resultados muestran que, justo después del tratamiento, los
parametros de cinética rapida de la fluorescencia son mejores indicadores, del
dafio por las altas temperaturas que los parametros de cinética lenta. De
acuerdo con esto, se produce antes un cambio en los valores de Fo, Fm y Fv/Fm
que en los valores de Fs y Rfd. Esto hace suponer que el dafio ocurre primero en
las fases més tempranas de la activacion de la maquinaria fotosintética, ya sea
en el paso de energia desde la clorofila a a los centros de reaccion del
fotosistema II (Briantais y col. 1986), por un cambio en el estado redox de la Qa
(Ducruet y Lemoine 1985; Bukhov y col. 1990), o por un problema en el flujo de
electrones desde la quinona Q. al pool de plastoquinonas (Bradbury y col.
1985).

En las graficas presentadas podemos ver que existe diferencia entre los
valores obtenidos justo después de los tratamientos y después de 24 horas de
recuperaciéon. Esto nos indica que el dafio justo después del tratamiento es
reversible e implica tan solo alteraciones transitorias al aparato fotosintético,
que tienden a desaparecer después de un dia a temperatura ambiente.

En las tablas 7.1l y 7.IV podemos ver que los dafios que implican pérdida
de la funcién fotosintética (desviacion de un 50% de los valores control) se
producen por encima de los 46 °C para el pardmetro Fy/Fn en todos los sitios y
para todos los estados de desarrollo. En su trabajo de tesis doctoral, Gonzalez-
Rodriguez (1998) encontré resultados similares para tres especies de la
laurisilva canaria: Laurus azorica, Persea indica y Myrica faya, analizadas de la
misma manera, y que a su vez coincidieron con los resultados obtenidos por
Losch (1980) para estas mismas especies, estudiando la resistencia a la
temperatura mediante dafio visual. En estos trabajos, las tres especies
mostraron dafios debido al tratamiento por las altas temperaturas por encima
de los 44 °C después del periodo de recuperacién, y no se encontraron
diferencias claras entre especies.

El limite superior de temperatura para el aparato fotosintético de las
aciculas de pino canario (LTs0) es de 52 °C, temperatura que ronda el limite

inferior del rango dado por Larcher (1995) para plantas lefiosas siempre-verdes
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tropicales (de 50 a 60 °C). Dentro de la clasificacion dada por Larcher en 1995
Pinus canariensis se contaria como una especie vegetal sensible al calor.

Con la altitud, la resistencia del aparato fotosintético de las aciculas de
pino canario a las altas temperaturas, mostr6 una tendencia a disminuir,
alcanzandose antes el dafo en sitios mas elevados y siendo mads resistente en
sitios de menor altitud donde, sin duda, deben soportar una temperatura media
anual mas elevada. De ello se deduce un cierto grado de aclimatacion en la
resistencia a las altas temperaturas dependiendo de los sitios estudiados. Estos
resultados estan de acuerdo con los de Lange y Lange (1963), que demostraron

que la resistencia al calor de las plantas mediterraneas puede cambiar en 4K
debido a la altitud.

Con respecto al estado de desarrollo de las aciculas no se observé una
tendencia clara de los resultados obtenidos, aunque segtn la tabla 7.IV podriamos
deducir una cierta gradaciéon en cuanto al dafio irreversible a las membranas,
siendo las aciculas mas jévenes mas sensibles al calor, con la excepcién de los
cotiledones. Y, en cuanto al aparato fotosintético existe una tendencia a resistir
mas las aciculas de edades intermedias, como las de 6 y 12 meses. Esto,
posiblemente se deba a que las aciculas mas sensibles son las mas jévenes que atin
no han alcanzado su grado total de madurez y las aciculas mas viejas que entran

ya en proceso de senescencia.

En general, para las altas temperaturas se observé antes el dafio con los
parametros de fluorescencia que con la técnica de la conductividad, debido a
que la membrana tilacoidal es muy sensible al dafio por el calor, mas que el
resto de las membranas celulares, por la elevada fragilidad de las moléculas
implicadas en el proceso fotosintético que se encuentran inmersas en esta

membrana.

Aunque en especies de hoja ancha es frecuente observar dafios visuales
en respuesta a las altas temperaturas extremas (Losch 1980; Bilger y col. 1985;
Larcher 1990; Larcher y col. 1991, Gonzélez-Rodriguez 1998), en aciculas bien
desarrolladas de Pinus canariensis no llegamos a detectar sintomas visibles del
dafio por el calor, en aciculas de 6, 12 y 24 meses, en el rango de temperaturas

estudiadas, resultando este método un indicador poco adecuado para evaluar el
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dafio a las aciculas. Quizas la gruesa capa de ceras que protege la epidermis, asi
como la capa de tejido hipodérmico con gruesas paredes celulares (como hemos
visto en los resultados del capitulo 3), impiden la visualizaciéon de infiltraciones
en el parénquima. Los cambios de coloraciéon de las venas principales, puestos
de manifiesto en las especies de hoja ancha, son mas dificiles de observar en
este tipo de hojas aciculares, puesto que los haces vasculares no se hacen
patentes al exterior. El hecho de que en aciculas poco desarrolladas si se
observaran cambios en las caracteristicas visuales podria estar relacionado con
la mayor hidratacién de sus tejidos, siendo més evidente el dafio al producirse
una deshidratacién bien debido al calor o bien debido a la formacién de hielo en

los tejidos.

La medida de la fluorescencia de la clorofila resulté ser un buen
indicador del dafio por el calor al aparato fotosintético, detectindose éste antes
que por cualquiera de los otros dos métodos utilizados. Y, dentro de los
diversos pardmetros de fluorescencia, la relaciéon Fy/Fm fue el indicador mas
atil, tanto cuando se analizaron justo después del tratamiento como cuando se

analizaron transcurridas 24 horas de recuperacion.

7.4.3. Amplitud de loy limites térmicos

Debemos tener en cuenta que todos los resultados que hemos obtenido en
esta serie de experimentos pueden variar, si consideramos otros érganos vegetales
o la planta entera, la época del afio en que se realiza el experimento o el tiempo de
exposicion a una determinada temperatura, entre otras cosas, puesto que la
resistencia a las temperaturas extremas puede ser diferente. Por ejemplo, Larcher
(1973) encontré una variabilidad estacional de la resistencia al calor de las plantas
de 5Ky, puesto que en nuestro experimento las aciculas se recolectaron en otofio,
cabria esperar posibles procesos de aclimatacién durante los meses de invierno,
basados en ajustes fenotipicos a cambios temporales en la temperaturas (Sakai y
Larcher 1987; Hallgren y Oquist 1990; Larcher 1995).

Por otro lado, Gonzalez-Rodriguez (1998) vio que el efecto del tiempo de
exposicién hacia variar la resistencia hasta en 10K en tratamientos de frio y en

unos 4K en los de calor. También tenemos que considerar que nuestro estudio
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estd hecho en condiciones de oscuridad y que un descenso en la eficiencia del
fotosistema II se produce sélo cuando el dafio por las bajas temperaturas es
muy severo (Somersalo y Krause 1990), puesto que en condiciones naturales el
estrés afladido de la luz causa una fuerte fotoinhibicién, incluso a temperaturas

bastante por encima de los 0 °C.

La amplitud de los limites térmicos para la disminucién de la eficiencia
cuantica potencial de las aciculas de Pinus canariensis fue similar a la de algunos
arboles de la laurisilva canaria, determinadas de la misma forma en nuestro
laboratorio (Gonzalez-Rodriguez 1998). El rango de temperaturas para el dafio
por frio evaluado por fluorescencia de la clorofila (LTs de -8 a -11 °C) estuvo
dentro del rango encontrado en otras especies arbdreas siempre-verdes
subtropicales, pero el dafio por calor (LTs de 46 a 52 °C) se produjo a menor
temperatura que en este tipo de especies y fue mas similar al de plantas arbéreas
siempre-verdes de regiones costeras con inviernos suaves en zonas templadas
(rangos de -8 a -12 °C y 46 a 50 °C, respectivamente, en datos de diferentes autores,
resumidos por Larcher 1995).

Asi, la amplitud relativamente estrecha y similar a la de especies del
bosque de laurisilva canaria (Larcher y col. 1991, Gonzélez-Rodriguez 1998),
también relicto del la flora mediterranea del Terciario y confinada actualmente
también a esta region del globo, podria ser una de las causas de su pequena area
de distribucién, aunque muchos otros aspectos de su fisiologia podrian ser

responsables de ello.

7.5. CONCLUSIONES

El estudio de la resistencia de las aciculas de Pinus canariensis a las
diferentes temperaturas mostré dafios incipientes, por medio del pardmetro de
fluorescencia Fv/Fm, entre los 42 y los 44 °C y dafios irreversible entre los 46 y
los 52 °C, segun los diferentes sitios y edades aciculares estudiados. Las
membranas celulares mostraron dafios incipientes a partir de los 47 a 53 °C y

dafios irreversibles por encima de los 49 a 56 °C, dependiendo de los sitios. En
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el frio ambas técnicas detectaron dafios incipientes en el rango de -2.5a -10°Cy
dafios irreversibles alrededor de los -4.5 a -14 °C, segun los sitios y las edades.

Segun los valores encontrados, las aciculas de Pinus canariensis se pueden
considerar sensibles al calor y a la congelacion.

Se pone de manifiesto una ligera aclimatacién de las aciculas de Pinus
canariensis, que muestran una tendencia a ser menos resistentes al calor y mas
resistentes al frio con la altitud. Respecto a la edad de las aciculas esta tendencia
no es tan clara, aunque parecen resistir mejor el frio las aciculas mas jévenes y el
calor las aciculas de edades intermedias, siendo en todos los casos las aciculas
de 24 meses las mas sensibles a las temperaturas extremas, como consecuencia
de su incipiente senescencia.

El dafio por altas temperaturas se detecté antes por fluorescencia de la
clorofila que por los otros métodos de estudio utilizados. Esto revela que el
aparato fotosintético se dafia por el calor antes que la membrana plasmatica de
la células del tejido acicular. En el frio, sin embargo, los dafios se detectaron
simultdneamente con el método de la fluorescencia y con el de liberacion de
electrolitos debido a que la formacién de hielo es el paso clave para el dafio a
temperaturas congelantes. La valoracién visual del dafio no resulté ser un buen
método para detectar el dafio a las aciculas por los tratamientos de temperatura.

La relativamente estrecha amplitud de los limites térmicos de las aciculas
de Pinus canariensis podria ser una de las causas determinantes de su
confinamiento a su habitat actual por los cambios climaticos del pasado, aunque

muchos otros aspectos de su fisiologia pueden ser responsables de ello.
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8 . CONCLUSION ES GENERALES
“Hay momentos en los que para razonar desearia arrancarme los 0jos.
Arranguémonos los ojos; Sinclair; cinco minutos, sélo cinco minutos...

iy quiza veamos con claridad!” Gaston Leroux.



1.- El estudio de la estructura y la ultraestructura de las aciculas de Pinus
canariensis mostré caracteristicas, tales como estomas profundamente hundidos,
presencia de ceras, una estrecha cdmara epiestomatica y la existencia de un
tejido mecanico que subyace a la epidermis, que constituyen una adaptacién
ideal para evitar la pérdida de agua, permitiendo a esta especie vivir en

regiones con cierto grado de sequia.

2.- En los sitios de menor altitud las aciculas mostraron mayores
contenidos en cloro, sodio y azufre, siendo los primeros de procedencia marina
y el daltimo de origen antropogénico. A pesar de ello los pinos no presentaron

sintomas claros de estrés por este tipo de sustancias.

3.- A lo largo del gradiente altitudinal se encontr6 una tendencia a la
reduccion en el contenido en clorofilas y al aumento del de carotenoides, con el
consiguiente incremento del valor de la relacién carotenoides/clorofilas.
Ademas las relaciones alfa caroteno/beta caroteno fueron mas bajas y los
contenidos en acido ascérbico fueron significativamente mayores, indicando un
incremento de los procesos de oxidaciéon en las membranas tilacoidales en los
sitios mds altos. Sin embargo, los valores de Fy/Fm se mantuvieron altos en
todos los sitios, indicando que mediante cambios metabdlicos, el pino canario se
adapta totalmente a vivir en su area natural de distribucién sin presentar

sintomas severos de estrés.

4.- Los cursos diarios de Pn siguieron la pauta marcada por la luz la
mayoria de los dias, sélo cuando el DPV fue alto (generalmente, en los dias de
verano), se produjo una depresiéon severa de mediodia originada por una
disminucién de la conductancia estomdtica y no por causas metabdlicas o de

funcionamiento del aparato fotosintético.

5.- Las aciculas de Pinus canariensis son capaces de mantener una buena
asimilacion en los momentos de mayor demanda evaporativa mediante
modulaciones en la conductancia estomatica. Esto se pone de manifiesto por
valores mayores de eficiencia en el uso del agua intrinseca (Pn/Gs) al mediodia y

en la época de verano.

243



6.- Las tasas maximas de fotosintesis neta (17 pmol m2 s1) se registraron en
aciculas de un afio desarrolladas al sol. Este valor se encuentra en el limite
superior de los encontradas para pinos en general, siendo similar a los de otros
pinos de zonas subtropicales. El 6ptimo de temperatura para la fotosintesis neta
estuvo alrededor de los 25 °C, con un ligero desplazamiento entre las dos épocas
estudiadas. Este valor se encuentra en el limite superior encontrado para coniferas
siempre-verdes y en el inferior para arboles tropicales y subtropicales de hoja

ancha y perenne.

7.- Las aciculas del nivel superior de la torre presentaron tasas de
fotosintesis neta, respiracion de oscuridad, PSL y PCL mayores que las del nivel
inferior, lo que indica una aclimatacién al diferente régimen luminico al que han

estado sometidas las aciculas durante su desarrollo.

8.- La fotosintesis del pino canario permaneci6 activa durante todo el afio,
variando en relacién con las condiciones meteorolégicas de cada dia particular.
No obstante, se pudo observar una clara estacionalidad, existiendo diferencias
entre las épocas de verano e invierno y alcanzandose las maximas tasas de Pn
siempre bajo condiciones de luz saturante, temperatura dentro del 90% del rango

6ptimo (entre 20 y 30 °C) y DPV por debajo de los 25 mbar.

9.- Los valores de CHR (siempre superiores al 80%, incluso a mediodia)
indican que las aciculas no estuvieron sometidas a un estrés hidrico severo en
ningin momento a lo largo del afio. Los datos de concentracién de clorofilas y

del pardmetro Fy/Fm de antes del amanecer corroboran este hecho.

10.- Cuando las plantas tuvieron restriccion de agua (experimento en
maceta con un estrés hidrico suave) la respuesta de la conductancia estomatica
al DPV fue la mas rapida. Incluso con un DPV de 10 mbar la conductancia ya se
vio reducida en un 60% respecto a la de plantas regadas, mientras que en
condiciones naturales fueron necesarios valores de DPV alrededor de 40 mbar
para producir una reduccién equivalente. En ambos casos esta reduccién se
produjo sin que existiera una bajada sensible del contenido hidrico relativo de
las aciculas, indicando un buen control estomatico y la clasificacién de esta

especie como una planta hidroestable.
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11.- Los valores del pardmetro de fluorescencia Fv/Fm disminuyeron
ligeramente al mediodia, especialmente en aciculas de plantas sometidas al
estrés hidrico suave. Esto se correspondi6, a su vez, con un aumento del estado
de desepoxidacion del ciclo de las xantofilas, mayor en las plantas no regadas.
Esta disminucién de la eficiencia cuantica y la menor asimilacion de CO; en las
plantas no regadas, conducen a la formacién de especies reactivas de oxigeno
que, en Pinus canariensis, son destoxificadas mediante un aumento de la relacién
GSSG/GSH, y no mediatizadas por otros antioxidantes estudiados como el alfa-

tocoferol y el ascorbato.

12.- El estudio de la resistencia de las aciculas de Pinus canariensis a las
diferentes temperaturas mostré dafios incipientes, por medio del parametro de
fluorescencia Fv/Fm, entre los 42 y los 44 °C y dafios irreversible entre los 46 y
los 52 °C, segtin los diferentes sitios y edades aciculares estudiados. Las
membranas celulares mostraron dafios incipientes a partir de los 47 a 53 °C y
dafios irreversibles por encima de los 49 a 56 °C, dependiendo de los sitios. En
el frio ambas técnicas detectaron dafios incipientes en el rango de -2.5a-10°Cy
dafios irreversibles alrededor de los -4.5 a -14 °C, segun los sitios y las edades.
Seguin los valores encontrados, las aciculas de Pinus canariensis se pueden

considerar sensibles al calor y a la congelacion.

13.- Se pone de manifiesto una ligera aclimataciéon de las aciculas de
Pinus canariensis, que muestran una tendencia a ser menos resistentes al calor y
maés resistentes al frio con la altitud. Respecto a la edad de las aciculas esta
tendencia no es tan clara, aunque parecen resistir mejor el frio las aciculas mas
jovenes y el calor las aciculas de edades intermedias, siendo en todos los casos
las aciculas de 24 meses las més sensibles a las temperaturas extremas, como

consecuencia de su incipiente senescencia.

14.- El dafio por altas temperaturas se detect6 antes por fluorescencia de la

clorofila que por los otros métodos de estudio utilizados. Esto revela que el
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aparato fotosintético se dafia por el calor antes que la membrana plasmatica de
la células del tejido acicular. En el frio, sin embargo, los dafios se detectaron
simultdneamente con el método de la fluorescencia y con el de liberacion de
electrolitos debido a que la formacién de hielo es el paso clave para el dafio a
temperaturas congelantes. La valoracién visual del dafio no resulté ser un buen

método para detectar el dafio a las aciculas por los tratamientos de temperatura.

15.- La relativamente estrecha amplitud de los limites térmicos de las
aciculas de Pinus canariensis podria ser una de las causas determinantes de su
confinamiento a su habitat actual por los cambios climaticos del pasado, aunque

muchos otros aspectos de su fisiologia pueden ser responsables de ello.
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9.1. ANEXO |

Formulas, conversiones y correcciones usadas por el analizador de gases

A Radiacion fotosintéticamente activa incidente en la hoja (Qjear €en Mmol

m> s'l):
Qleaf: Q * TI'w

donde Q es el PAR (mmol m™ s™); y Tr,, es el factor de transmisién del PAR para

la ventana de la camara (adimensional).

A Conversion del flujo molar a flujo volumétrico:

V=u*Vmy * (273+T,)/293 * p * 60

donde u es el flujo de aire (mol s); Vmy, el volumen de 1 mol de aire a 20 °C y
1 bar de presién (m’); T la temperatura de la camara (°C); y p la presion
ambiente (bares).

A Flujo molar de aire por m” de superficie de hoja (us):

us = u/area

donde u es el flujo molar (mol s™); y area es el area proyectada de la hoja (m?).

A Correccion para las lecturas de CO, (de referencia y de analisis) para la

presencia de H,O (C,r 0 Cyp) (vpm):
Cref: [Cref]1 +b* Wref * [Cref]1

donde [Cref]1 es la presion corregida de CO, de la lectura de referencia ([Can]1
cuando se trata de la de analisis) (vpm); b es un factor de compensacion (cuyo
valor es el mismo para la de andlisis) (adimensional); y W, es la presion de

vapor de agua de referencia (W,, cuando es la de analisis) (mol mol™).
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A Correcion del analisis de CO2 para la dilucion por vapor de agua (C’,,)

(vpm):
C’an = Can * (I'Wref) / (I'Wan)
donde C,, es el CO, que sale de la camara (vpm); W, es la concentracion del
vapor de agua que entra en la camara (mol mol™); y W,, es la concentracion de
vapor de agua que sale de la camara (mol mol™).
A Diferencia en la concentracién de CO, (vpm (mol mol™)):

m = Cref_ C’an

donde C, es el CO, que fluye al interior de la camara (umol mol™); y C’,, es el

CO, que fluye hacia fuera de la camara (umol mol™).

A Correcion del analisis de H,O para la dilucion por la transpiracion
(W’,) (mol mol™):

W’an = Wan * (I'Wref) / (I'Wan)

donde W,, es la concentraciéon de vapor de agua de anélisis (mol mol™); y W, es

., . -1
la concentracion de vapor de agua de referencia (mol mol ™).

A Compensacion de las lecturas CO, y H,O debido a la variacion de la

presion ([Can]') (vpm):
[Can]' = [Ca] * ps/p
donde ps es la presion de referncia (mbar); y p la presion ambiente (mbar).
A Constantes:

& Volumen de 1 mol de aire a 20 °C y 1 bar (Vimy.)
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Valor usado: 2.4387 * 10° m’.

& Calor latente de la vaporizacion del agua (1)
Valor usado: 45064.3 — (T, * 42.9) J mol™.

& Constante de Boltzmann (S)
Valor usado: 5.7 * 10® W m? K™,

% Peso molecular del aire (M,)
Valor usado: 28.97.

& Calor especifico a presion constante (C,)
Valor usado: 1.012J g K.

A Tasa de transpiracion (E) (mol m™ s™):
E =u, * DW

donde DW es la concentracién de vapor de agua diferencial (mol mol™); y u; es el

flujo de masa del aire dentro de la cAmara por m” de area de la hoja (mol s m™).
A Resistencia estomatica al vapor de agua (r) (m” s mol™):
Is = (Whoja-Wan) / (DW * uy))- 13,

donde Wi, es la concentracion de vapor saturada a temperatura ambiente (mol
mol™) (Wheja = € /p; siendo e la presion de vapor saturada a la temperatura de la
hoja (mbar) y p la presion atmosférica (mbar)); DW el vapor de agua diferencial
a través de la camara (mol mol'); W,, la concentracion de vapor de agua fuera
de la camara (mol mol™); r; la resistencia de la capa limite al vapor de agua (m* s

mol™); y u; el flujo de masa del aire por m* de hoja (mol m™ s™).
A Conductancia estomética al vapor de agua (g;) (mol m” s™):

g =1/t
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donde r; es la resistencia estomatica al vapor de agua (m” s mol™).
A Temperatura calculada de la hoja (Thoja) (°C):
Thoja = Ten T (Q * Hpetor) - 1 E) / (0.93 M, C, /1) + 45 * (To, +273.16)")

donde T, es la temperatura de la camara (°C); Q la intensidad de flujo fotonico
sobre la ventana de la cdmara (pmol m> s'l); Heior €1 factor de conversion de
energia (adimensional); | el calor latente de vaporizacion del agua (J mol™); M,
el peso molecular del aire (adimensional); C, el calor especifico a presion
constante (J g K); 1, la resistencia de la capa limite a la transferencia de vapor

(m® s mol™); y s la constante de Boltzmann (W m™ K™).

A Tasa fotosintética (tasa de intercambio de CO, en la camara) (P,) (umol

m> s'l):
P,=u, * DC

donde DC es la diferencia en la concentracion de CO, a través de la camara

(umol mol™); y us el flujo de masa del aire por m” de area de la hoja (mol m™ s

1)'
A Concentracion de CO,; en la cavidad subestomatica (C;) (wmol mol'l):
Ci = ((((g-(E/2)) * Can) / (g + (E/2)))

donde g, =1/ (1.6 1, + 1.37 1); C 4 €l CO, que sale de la camara (pmol mol™);
E es la tasa de transpiracién (mol m™ s™); 1, la resistencia de la capa limite al
vapor de agua (m”> s mol™); y r, la resistencia estomatica al vapor de agua (m” s

mol™).
A Presion de vapor saturada de agua (e;) (bar):

Para temperaturas sobre 0 °C:
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es=6.13753 * 107 * ¢ * ((Te (18.564 — (Ten/254.4)))/(Ten + 255.57))
Para temperaturas por debajo de 0 °C:
e =6.13753 * 10™ * e * ((17.966 * T¢,)/(Te, + 247.15))
donde T, es la temperatura de la cadmara (°C).

A Presion de vapor de agua dentro y fuera de la camara (€.f Y €an,

respectivamente) (mbar):
Cref = Wref * p, Can = Wan * P

donde W,; y W,, son concentraciones de vapor de agua (mol mol™); y p es la

presion atmosférica (mbar).

A Calculos para la humedad relativa dentro y fuera de la camara (W sy

W.n, respectivamente) (%):
Wref: eref/ Csat * 1009 Wan = Can / Csat *100

donde e, es la presion de vapor de agua en la cdmara (mbar); y ey, €s la presion

de vapor de agua a la temperatura de la cdmara (mbar).
A Diferencia de presion de vapor de agua (De) (mbar):
De = e’an — Cref

donde e.r es la presion de vapor de agua dentro de la cdmara (mbar); y €’,, la

presion de vapor de agua fuera de la cdmara (mbar).
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9.2. ANEXOIII

Protocolo para la preparacion de muestras para el analisis de pigmentos v

tocoferol

Es necesario trabajar sobre hielo para una mayor estabilidad de los
componentes.

Se toman unos 40 miligramos de polvo molido de muestra y se ponen en
eppendorf oscuros (para evitar la fotooxidacion de los pigmentos) junto con un
poco de carbonato calcico.

Se rellenan los eppendorf con acetona pura y se mezcla todo en un vortex.

Se centrifuga durante 10 minutos a 14000 revoluciones por minuto y a 2
°C.

El sobrenadante se vierte en un vial de cristal de 5 mililitros, mientras que
el eppendorf con el pelet se vuelve rellenar con acetona y se centrifuga de nuevo
10 minutos a 14000 revoluciones por minuto y 2 °C.

El segundo sobrenadante se anade al primero y se elimina el pelet.

Los viales de cristal se completan hasta 3 mililitros con acetona al 100%.

Se ponen 1.5 mililitros del liquido obtenido en eppendorf nuevos y se
centrifugan a 14000 revoluciones por minuto y 2 °C durante 25 minutos. Con los
1.5 mililitros restantes de cada muestras se hace lo mismo (una tanda sera para el
analisis de pigmentos y otra tanda para el andlisis del tocoferol).

Finalmente se toma cuidadosamente el sobrenadante, con una pipeta

Pasteur, y se coloca en viales para su analisis por HPLC.

Para preparar las soluciones estdndar para el Tocoferol, se toman 25
microlitros de las soluciones madre de alfa, gamma y delta tocoferol (cuya
concentracion es de 0.045, 0.04 y 0.005 gramos por mililitro, respectivamente) y
se enrasan a 25 mililitros con acetona al 100% (trabajando sobre hielo y tapando
bien las muestras, puesto que la acetona se evapora muy facilmente).

Luego se toman:
* 100 ul a + 100 pl g+ 100 pl d + 700 pl acetona
* 200 ul a + 200 pl g+ 200 pl d + 400 pl acetona
* 300 ul a +300 ul g+ 300 pul d+ 100 pl acetona
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* 300 pl a + 700 pl acetona
* 300 pl g+ 700 pl acetona
* 300 pl d+ 700 pul acetona

* 200 pul a + 800 pl acetona
* 200 pul g+ 800 pl acetona
200 pul d + 800 pl acetona

* 100 pl a + 900 pl acetona
* 100 pl g+ 900 pl acetona
* 100 pl d + 900 pl acetona

Finalmente estos también se centrifugan 15 minutos a 2°C y 14000 revoluciones
por minuto, se recoge con cuidado el sobrenadante y se coloca en viales para
analizarlas cromatograficamente, junto con las muestras para el andlisis de

tocoferol.

Protocolo para la preparacion de muestras para el analisis del glutation

Se trabaja también sobre hielo.

100 miligramos de PVP (polivinilpirrolidona) se dejan en 2 mililitros de
acido clorhidrico 0.1 molar durante unas 12 horas (minimo 2 horas), en la nevera.

Se anaden unos 40 miligramos de polvo de muestra y se mezcla en el
ultraturrax, centrifugandose luego durante unos 2 minutos a no mas de 4000
revoluciones por minuto (evitando que las muestras se calienten).

A partir de aqui el protocolo se divide en dos, para analizar los tioles

reducidos y los oxidados:
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Tioles reducidos

(en eppendorf oscuros)

280 pl extracto
420 pl tampon CHES
70 ul DTT

Tioles oxidados

(en eppendorf claros)

400 pl extracto
600 pl tampon CHES
30 ul NEM

Agitar e incubar 1 hora a temperatura ' '
) 15 minutos a temperatura ambiente
ambiente

' Lavar tres veces con 500 ul de toluol
50 pl monobromobimane o
eliminando cada vez el sobrenadante.

15 minutos en oscuridad

500 pl de extracto
50 ul DTT

1 hora a temperatura ambiente

600 pl acido metansulfonico

(en eppendorf oscuros)

30 pl monobromobimane

15 minutos en oscuridad

430 pl acido metansulfonico
Posteriormente, ambos grupos de muestras se centrifugan durante 45

minutos a 2 °C y 14000 revoluciones por minuto y se pipetea el sobrenadante en

viales para su analisis por HPLC.

Protocolo para la preparacion de muestras para el analisis del ascorbato

A unos 40 miligramos de polvo de muestra se afiaden 2 mililitros de 4cido
metafosforico y se mezcla. Luego se centrifuga unos minutos a no mas de 4000
revoluciones por minuto para obtener un sobrenadante limpio.

Se toman 700 pl de extracto y se anaden 450 ul de 0.2 mol de tampon
TRIS + 1 milimol de EDTA en tamp6n TRIS de pH 6.7.
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Si se hacen estandares, a estos también se les afiaden los 450 pl de tampon
y se sigue, a partir de aqui, el mismo protocolo que para las muestras.

Se anaden 10 pl de ortofenilalanina y se agita.

Se deja 25 minutos a temperatura ambiente y luego se para la reaccion con
10 ul de 4cido ortofosforico al 85% y se agita.

Finalmente se centrifuga durante 25 minutos a 14000 revoluciones por

minuto y 2 °C.
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