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"I believe in aristocracy, though -- if that is the right word, and if a democrat
may use it. Not an aristocracy of power, based upon rank and influence, but an
aristocracy of the sensitive, the considerate and the plucky. Its members are to be found
in all nations and classes, and all through the ages, and there is a secret understanding
between them when they meet. They represent the true human tradition, the one
permanent victory of our queer race over cruelty and chaos. Thousands of them perish
in obscurity, a few are great names. They are sensitive for others as well as themselves,
they are considerate without being fussy, their pluck is not swankiness but power to
endure, and they can take a joke."

-E.M. Forster, Two Cheers For Democracy

“Y de la misma manera que las abejas llevan escrito en la lengua, la boca y el
estdbmago que tienen que producir miel, también nosotros llevamos escrito en los 0jos,
los oidos, la médula de nuestros huesos, en todos los 16bulos de nuestro cerebro, en
todos los sistemas nerviosos de nuestro cuerpo, que hemos sido creados para
transformar lo que absorbemos de los frutos de la tierra en una energia particular y de
una cualidad Unica en este planeta. Ningun otro ser, que yo sepa, ha sido disefiado para
producir como nosotros ese extrafio fluido que llamamos pensamiento, inteligencia,
entendimiento, razon, alma, espiritu, potencia cerebral, virtud, bondad, justicia, saber;
pues posee mil nombres, aunque sélo tenga una esencia. Todo en nosotros ha sido
sacrificado. Nuestros musculos, nuestra salud, la agilidad de nuestros miembros, el
equilibrio de nuestras funciones animales, el sosiego de nuestra vida, soportan el
esfuerzo cada vez més grande de su preponderancia. Es el estado més valioso y el mas
dificil al que se pueda elevar la materia. La llama, el calor, la luz, la propia vida y el
instinto mas sutil que la vida, asi como la mayor parte de las fuerzas inasibles que
coronaban el mundo antes de nuestra venida palidecieron en contacto con este nuevo
efluvio. No sabemos adonde nos conduce, lo que hard de nosotros ni lo que haremos
nosotros de ¢€1.”

-Maurice Maeterlinck, La vie des abeilles
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Introduccion

I. Introduccion.

En este primer capitulo de introduccion al trabajo recogido en esta memoria, se realiza
un breve recorrido por los elementos que conforman lo que conocemos como “cambio
global’, asi como por los distintos tipos de impactos que se prevé que el mismo tenga
sobre la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas forestales. Posteriormente, se
abordan de forma especifica las diferencias existentes entre los bosques templados y los
mediterraneos, en lo que respecta a su distribucion geografica y al posible papel que
puedan desempefiar ambos tipos de ecosistemas en el contexto del cambio global. Estas
diferencias entre ambos tipos de bosques, y por ende entre las especies que forman parte
de unos y otros, constituyen el telon de fondo sobre el que comparar, desde el punto de
vista de su comportamiento ecofisiologico, dos especies de abetos circunmediterraneos
filogenéticamente emparentados, Abies pinsapo y A. alba, con evidentes diferencias en lo

que respecta a su autoecologia y a la distribucion de sus poblaciones. Finalmente, se
exponen de forma somera las dos aproximaciones seguidas para la investigacion de estas
diferencias, mediante los experimentos de laboratorio que constituyen el primer bloque de

esta memoria, y el trabajo de campo que constituye el segundo y Gltimo bloque.

I.1. Aspectos generales del cambio global.

El cambio global puede definirse como el conjunto de cambios ambientales que,
influenciados por la actividad humana, alteran la estructura y funcion de nuestro planeta
como sistema (Vitousek, 1994). En este término se incluyen distintas actividades que,
aunque ejercidas localmente, tienen efectos que trascienden el ambito local o regional para
afectar al funcionamiento global del sistema Tierra (Duarte et al. 2006).

La investigacion ha permitido distinguir diferentes componentes del cambio global,
como el incremento en la concentracion atmosférica de didxido de carbono, la alteracion
del ciclo del nitrogeno, los cambios en el uso del suelo, la distribucion planetaria de
compuestos orgéanicos sintéticos, como los CFCs y los PCBs, la alteracion de otros ciclos
biogeoquimicos elementales, el excesivo consumo de recursos por parte de la poblacion
humana, la invasion de especies exdticas, etc. Tradicionalmente se han enfatizado tres de
estos componentes del cambio global, por estar bien documentados, tener sobre ellos la

certeza de que efectivamente estan teniendo lugar, por estar sus causas mds proximas
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claramente definidas, y por mostrar relaciones causales directas con el cambio climatico
global y la pérdida de biodiversidad: el incremento en la concentracion atmosférica de
CO,, la alteracion en el ciclo global del nitrégeno y los cambios en el uso del territorio y la
fragmentacion del paisaje (Vitousek, 1994). Estos tres pilares basicos, cuyos efectos se
manifiestan a distintas escalas espaciales y temporales, interaccionan con la actividad

humana y entre si mediante un complejo sistema de relaciones reciprocas (Figura 1.1).

I.1.1. El incremento en la concentracion atmosférica de CO..

Entre los principales componentes del cambio global, el incremento en la concentracion
atmosférica de CO,, responsable junto con otros agentes del incremento de temperatura a
escala global, ocupa un lugar especial; en primer lugar, porque se manifiesta, sin
restriccion espacial de ningun tipo, hasta en el ultimo rincén del planeta, y en segundo
lugar, porque afecta directamente a la fotosintesis, el proceso vital mas elemental (Korner,

2003).

POBLACION HUMANA
(tamafio / uso de recursos)

INDUSTRIA AGRICULTURA
Incremento de CO, Alteracion Fragmentacion del paisaje /

\ X‘% Cambios en el uso del territorio
—
C—

Figura I.1. La relacion existente entre la poblacion y las principales actividades humanas, los componentes
del cambio global mejor documentados y sus efectos sobre el clima y la biodiversidad. El grosor de las
flechas es proporcional a la gravedad del cambio. Tomado de Vitousek (1994).
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A diferencia de otros compuestos quimicos liberados a la atmosfera a partir de
distintas actividades humanas, y que podrian ser clasificados como contaminantes, el CO,
ha constituido el recurso basico para la vida desde que la fotosintesis eucaridtica ha
existido, posiblemente desde hace mas de 2.5 millones de anos (Tolbert, 1994; Knoll,
2004; Giordano et al. 2005), de ahi que el subito y rapido incremento en la concentracion
atmosférica de CO; juegue un papel excepcional.

A partir de los registros efectuados en el observatorio de Mauna Loa, en Hawai, y
de los andlisis realizados en burbujas de aire atrapadas en cilindros de hielo obtenidos en
la Antartida y Groenlandia, se ha constatado que estamos siendo testigos de un hecho
inusual en la historia reciente de la Tierra, que coincide claramente con la rapida
proliferacion de nuestra especie y nuestra expansion en el uso de recursos. Mientras que en
los ultimos 400000 afios, la concentracion de CO, no ha excedido de 290 ppm (Petit et al.
1999), la concentracion registrada hoy dia es un 30% superior a la existente antes de la
Revoluciéon Industrial y el doble de la hallada hace 18000 afios, durante la tultima
glaciacion (Neftel et al. 1988). Mediante el empleo de técnicas basadas en la abundancia
natural de is6topos de carbono, se ha confirmado que la principal fuente de este CO; es la
quema masiva de combustibles fosiles, seguida del proceso de deforestacion (Vitousek,
1994).

Una concentracion creciente de CO, en la atmosfera no solo tiene consecuencias
notables para el clima del planeta, considerando que se trata de un gas de efecto
invernadero, sino que genera, ademads, efectos directos en los sistemas bioldgicos
(Vitousek, 1994). Las tasas fotosintéticas de muchas especies vegetales, especialmente las
de tipo C3, se ven incrementadas en respuesta al incremento de CO; en la atmosfera, y la
respuesta diferencial que puedan mostrar las especies ante este cambio puede generar
cambios en la composicion de las comunidades vegetales. Incluso se han descrito efectos
en los ecosistemas acudticos derivados del incremento de la concentracion atmosférica de
CO,: al incrementarse en consecuencia la presion parcial de CO; en el agua del mar, se
reduce el grado de sobresaturacion de la aragonita, la forma de carbonato célcico que
constituye el principal componente de los arrecifes de coral (Smith y Buddemeier, 1992).
Asi, con los incrementos pronosticados de CO,, la precipitacion de este mineral podria
disminuir significativamente, lo que debilitaria los esqueletos coralinos y haria que los
arrecifes coralinos se volviesen mas vulnerables a tormentas y otras perturbaciones. Las
consecuencias de estos cambios para el funcionamiento de estos ecosistemas, de los mas

diversos del planeta, se desconocen aun.
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1.1.2. La alteracion del ciclo global del nitrégeno.

El nitrogeno es un elemento clave que controla la composicion especifica, la diversidad, la
dindmica y el funcionamiento de muchos ecosistemas terrestres y acuaticos. La mayor
parte de las especies vegetales originales de estos ecosistemas estan adaptadas y funcionan
optimamente en suelos o soluciones con bajas concentraciones de nitrogeno disponible. El
crecimiento y la dindmica de las poblaciones de herbivoros, e incluso en ultima instancia,
de sus depredadores, estan también afectadas por el nitrogeno (Vitousek et al. 1997).

El ciclo del nitrogeno consiste en un pool grande, bien mezclado, de N, en la
atmosfera; pequefias cantidades de este elemento en forma de compuestos con C, Hy O,
que circula entre plantas, animales, sedimentos, suelo y “disoluciones”; y un conjunto
relativamente pequefio de transferencias entre estos reservorios, en gran medida mediadas
por seres vivos (Schlesinger, 1991).

La agricultura, la quema de combustibles fosiles y otras actividades humanas han
alterado este ciclo global sustancialmente, generalmente incrementando tanto la
disponibilidad como la movilidad de éste sobre extensas regiones del planeta (Vitousek et
al. 1997). Asi, la fijacion industrial de nitrogeno mediante fertilizantes enriquecidos en
este elemento, y la extension de los cultivos de leguminosas, que fijan este elemento desde
la atmosfera, actuando simultaneamente y a distintas tasas, ha provocado que hoy dia la
fijacion de nitrogeno debida a la actividad humana supere a la que se produce por causas
naturales (Vitousek, 1994; Vitousek et al. 1997). Por otro lado, la actividad humana
moviliza grandes cantidades de este elemento quimico desde reservorios a largo plazo,
mediante la quema de biomasa y combustibles fosiles, el desecado de zonas humedas, y
cambios en el uso del suelo y desmontes (Matson et al. 1987; Crutzen y Andreae, 1990;
Vitousek y Matson, 1993). Tanto el nitrogeno recién fijado como el movilizado pueden ser
transportados en solucion o a través de la atmoésfera, lo que implica que, aunque la mayor
parte de las alteraciones de este ciclo tengan lugar de forma localizada, su influencia se
extiende regionalmente e incluso globalmente (Vitousek et al. 1997).

El incremento en la fijacion y movilizacion de nitrégeno se asocia con un
incremento en la emision, transporte, reaccion y deposicion de gases traza que contienen
este elemento, como el amoniaco (NHj3), el 6xido nitroso (N,O) y el 6xido nitrico (NO)
(Vitousek et al. 1997). El 6xido nitroso es un potente gas de efecto invernadero, capaz de
absorber la radiacion infrarroja para longitudes de onda no cubiertas por otros gases, por lo

que contribuye en un pequefio porcentaje al calentamiento global (Albritton et al. 1994)
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Ademas, y a pesar de ser un gas inerte en la troposfera, en la estratosfera sus moléculas
son destruidas por fotolisis o al reaccionar con dtomos de oxigeno excitados, catalizando
la destruccion de ozono estratosférico (Crutzen y Ehhalt, 1977). Por su parte, el 6xido
nitrico afecta a la concentracion del principal agente oxidante en la atmoésfera, el radical
hidroxilo (OH) (Logan, 1985), y contribuye a la formacion fotoquimica de ozono
troposférico, considerado el contaminante atmosférico gaseoso mas importante por sus
efectos sobre la salud humana y la productividad de las plantas (Reich y Amundson, 1980;
Chameides et al. 1994). Ademas, el producto final de su oxidacion, el acido nitrico, es el
principal componente de la lluvia acida (Vitousek et al. 1997). Finalmente, el amoniaco es
el principal agente neutralizador de acidos en la atmdsfera, donde influye en el pH de las
nubes, los aerosoles y la lluvia y altera otros aspectos de la quimica atmosférica
(Schlesinger y Hartley, 1992).

Ademas de estos efectos en la atmoésfera, el incremento en la fijacion y
movilizacion de nitrogeno tiene notables consecuencias sobre los ecosistemas terrestres.
Por un lado, y dado que las tasas de produccion y acumulacion de biomasa en los
ecosistemas estan limitadas por este elemento (Tamm, 1991; Vitousek y Howarth, 1991),
particularmente en ecosistemas templados y boreales, el incremento en su deposicion,
aparejado al incremento en la concentracion atmosférica de gases nitrogenados, contribuye
a incrementar la cantidad de carbono fijada y almacenada en los ecosistemas forestales
(e.g. Rasmussen et al. 1993, Aber et al. 1995). Si la deposicion de nitrogeno es cronica y
sobrepasa ciertos umbrales, el efecto “fertilizador” inicial da paso, con el tiempo, al
decaimiento de la masa forestal, mediante el proceso conocido como “sindrome de
saturacion de nitrégeno” (Agren y Bosatta, 1988; Aber et al. 1989; Aber, 1992).

Respecto a los ecosistemas acudticos, el lavado de nitrogeno hacia ellos puede
reducir la calidad del agua (Turner y Rabelais, 1991), iniciar un proceso de acidificacién
de ecosistemas acuaticos (Vitousek et al. 1997) e incluso contribuir a la eutrofizacion, en
ecosistemas acuaticos de agua dulce con suficiente fosforo (Schindler et al. 1985), todo

ello con las consiguientes consecuencias para estos ecosistemas.
1.1.3. Los cambios en el uso del territorio y la fragmentacion del paisaje.
El tercero de los componentes del cambio global sobre los que se tiene mayor certeza esta

constituido por los efectos derivados de los cambios en el uso del territorio y la

fragmentacion del paisaje. Este ha sido, durante décadas, el principal componente del
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cambio global en cuanto a sus efectos sobre los sistemas ecoldgicos (Vitousek, 1992;
National Research Council, 1993).

Sin embargo, y a pesar de su importancia, la cuantificaciéon de los cambios en el
uso del suelo como un fendmeno global no ha estado exenta de dificultades, considerando
que los cambios en el uso del territorio, al contrario que el incremento global del CO, o de
la temperatura, tienen lugar de forma heterogénea a lo largo y ancho del planeta, y su
importancia global deriva precisamente de la suma de muchos cambios locales ocurriendo
simultdineamente en lugares diferentes (Vitousek, 1994). Cambios en la intensidad de uso
del suelo, en el area total deforestada, en el tamafio o en la disposicion espacial de los
claros del bosque, en la intensidad del aclareo, o en el incremento del efecto borde
derivado de un incremento en la fragmentacién del territorio y el paisaje... son sélo
algunos aspectos a través de los que se expresa este componente del cambio global.

Con el paso del tiempo han ido apareciendo herramientas técnicas para abordar el
problema de su estudio (como por ejemplo, el analisis de imagenes obtenidas por satélite
para cuantificar la deforestacion en una zona concreta), y mas comunmente, métodos para
estudiar las interacciones entre los cambios en el uso del suelo y las condiciones
climaticas: estudios historicos y paleoecoldgicos, estudios de campo y en invernadero, y
fundamentalmente modelos por ordenador -globales, regionales o a escala de paisaje-, a
los cuales es posible incorporar la complejidad de los sistemas climaticos (temperatura
global, precipitacion, radiacion solar) y la respuesta de las comunidades vegetales a la
influencia de las actividades humanas (Dale, 1997).

Los efectos ecoldgicos de las alteraciones en el uso del suelo y la fragmentacion
del paisaje incluyen cambios en la biodiversidad, la disponibilidad de habitats, la
degradacion y erosion del suelo, la productividad, la riqueza en recursos y la calidad del
agua (Dale, 1997). En los sistemas terrestres, cuando el tipo de cobertura de un territorio
es modificado o sustituido por otro diferente, éste puede no ser capaz de albergar especies
propias de la zona, disminuyendo asi la biodiversidad. Asi, la deforestacion, la principal
causa de alteracion y pérdida de habitats, sigue siendo la principal amenaza para la
conservacion de esta biodiversidad (Wilson, 1988). Ademas, ciertas practicas de manejo
del territorio que pueden causar erosion, o la exportacion de nutrientes del suelo hacia
otras zonas, originan cambios en la cantidad y calidad del suelo. Otras, como la
fertilizacion o la irrigacion, pueden alterar la productividad natural de un sistema. En este
sentido, se ha constatado que, frente al uso sostenible que los indigenas de distintas partes

del mundo hacen del territorio y los recursos que éste contiene (Anderson, 1990), los
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paises desarrollados no promueven usos del territorio capaces de aprovechar estos
recursos, y han contribuido a la desaparicion de especies con alto potencial para su uso
como alimentos, la obtencion de fibra o la creacion de nuevos farmacos (Wilson, 1988).

La fragmentacion del paisaje puede asimismo reducir la diversidad de especies
(Fahrig y Paloheimo, 1988), ya que puede generar la degradacion o pérdida del habitat,
cambios en procesos clave como la dispersion de semillas, o la introduccion de otros
nuevos, como la competencia con especies exoticas. La gravedad del cambio radica no
solo en la intensidad de la causa que lo genera, sino también en los requerimientos de
habitat de cada especie y su capacidad para alcanzar fragmentos de ese habitat a escala de
paisaje (Dale, 1997).

También el equilibrio de los ecosistemas de agua dulce se encuentra estrechamente
ligado a cambios en el clima y el uso del suelo. Cualquier alteracion de la cuenca
hidrografica, y el uso y modificacion de recursos acudticos por parte del hombre
constituyen una importante causa de estrés en estos sistemas, y deben considerarse junto
con los posibles efectos derivados del cambio climatico en la gestion de estos sistemas

(Carpenter et al. 1992).

I.2. Las consecuencias del cambio global en los ecosistemas forestales.

El cambio global implica la rapida y simultdnea alteracion de factores ambientales claves
en el control de la dinamica de los ecosistemas forestales (Aber et al. 2001). Esto se debe,
en primer lugar, a que cualquier cambio en el ambiente fisico y quimico de un organismo
genera sobre éste efectos fisioldgicos, directos e indirectos, y a que, en la actualidad, la
actividad humana estd alterando de forma cuantificable “rasgos” ambientales
determinantes para las comunidades de organismos, como la precipitacion, la temperatura
o las concentraciones atmosféricas de dioxido de carbono, ozono y nitrogeno (Aber et al.
2001). Estos cambios y los efectos fisiologicos derivados de ellos interaccionan afectando
el ciclado del carbono, el nitrégeno y el agua entre los organismos vegetales y el suelo
(Figura L.2). La respuesta de un individuo en particular inicia asi la cascada de procesos
ecologicos que, al considerar la comunidad en su conjunto, se manifiesta como cambios en
las propiedades del sistema. Algunos de estos cambios en el sistema pueden, en sentido

inverso, ejercer su influencia sobre el clima y el uso del territorio (Hansen et al. 2001).
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Figura 1.2. Interacciones entre factores ambientales clave sometidos a cambios debidos a las actividades
humanas, y los principales procesos determinantes de la dinamica del agua, el carbono y el nitrégeno en los
ecosistemas forestales. (+) indica un incremento, y (-) una supresion, del proceso receptor. Tomado de Aber
etal. (2001).

Para comprender los efectos del cambio global sobre los ecosistemas forestales, es
necesario analizar la influencia que sus principales componentes — alteraciones globales de
los ciclos del carbono y del nitrogeno, cambios en el uso del territorio y fragmentacion del
paisaje — tienen sobre estos sistemas, y estudiar las consecuencias que cambios en estos
componentes tendrian sobre ellos. Todo ello sin olvidar que el efecto del cambio global no
solo serd la suma de los cambios mediados por los distintos componentes, sino también las
posibles interacciones y sinergias entre los distintos procesos que se vean modificados.

Asi, considerando la tasa actual a la que se manifiestan tanto la fragmentacion del
paisaje como los cambios en el uso del territorio, en el futuro se espera la pérdida
definitiva (o reduccion significativa) de cuantiosos hébitats, asi como la desaparicion de
numerosas especies, inevitablemente ligada a estos fendmenos. Por el contrario, las
alteraciones de los ciclos globales de elementos como el carbono y el nitrégeno, y en
general la modificacion de la quimica atmosférica por distintas causas, se asocian
tradicionalmente con el cambio climatico. Si bien las predicciones a que han llegado
distintos grupos de expertos y comités cientificos difieren en ciertos aspectos, relacionados
sobre todo con la celeridad del cambio y la gravedad del mismo, todos coinciden en que la

novedad de los cambios esperados para este siglo radica en la velocidad a la que se

10
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incrementara la temperatura (Flenley, 1998). En general, las predicciones coinciden en un
incremento en la temperatura global y en las concentraciones atmosféricas de CO, y de
ozono, asi como en los niveles de deposicion de nitrogeno y de radiacion. El cambio
climatico supondrd, ademds, cambios inciertos en los patrones regionales de
precipitaciones y temperaturas, la humedad del aire, la cobertura de nieve, y la frecuencia
y severidad de incendios, tormentas y eventos extremos (Le Houérou, 1996; Michener et
al. 1997), con las logicas consecuencias de estos procesos sobre los distintos ecosistemas

forestales que se vean afectados.

1.2.1. Influencia de la temperatura, la radiacion y el régimen de precipitaciones.

La temperatura determina la fenologia de cada especie, controlando procesos como la
floracion, la dormancia de las yemas y la maduracién de conos, y afectando en ultima
instancia a la produccion y calidad de las semillas y frutos (Kozlowski y Pallardy, 1997).
Ademas, cambios en la temperatura del aire durante el otofio y la primavera pueden afectar
la tolerancia a las heladas de las aciculas de los arboles (Guak et al. 1998).

La temperatura también afecta a la fase luminosa de la fotosintesis mediante la
alteracion del contenido en pigmentos, la tasa de saturacion de la fotosintesis, la eficiencia
fotoquimica del fotosistema II y los procesos de fotoinhibicion. En latitudes templadas, el
efecto neto de una temperatura mas calida seria positivo (Saxe et al. 2001),
incrementandose la tasa neta de fijacion de carbono. En general, unas temperaturas mas
calidas incrementarian las tasas de practicamente cualquier proceso quimico y bioquimico,
tanto en el suelo (descomposicion de materia organica, mineralizacién y ciclado de
nutrientes) como en los distintos individuos, hasta el punto de desintegracion de las
enzimas correspondientes (Saxe et al. 2001).

La temperatura media de la Tierra depende, en gran medida, del flujo de radiacioén
solar que recibe, que constituye al mismo tiempo el motor de distintos fendémenos
atmosféricos, al aportar la energia necesaria para que éstos se produzcan. Debido a que ese
aporte de energia apenas varia en el tiempo, no se considera que este factor contribuya
notablemente a la variabilidad climatica a corto plazo (Crowley y North, 1988). Sin
embargo, las variaciones en el campo magnético solar y, por tanto, en las emisiones de
viento solar (con influencia sobre los rayos cosmicos que llegan a la Tierra), influyen
notablemente en distintos componentes del clima (diversas oscilaciones ocednicas, como

la Oscilacion Decadal del Pacifico (Pacific Decadal Oscillation, o PDO), la Oscilacion
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Multidecadal del Atlantico (AMO), el Indice de Oscilacion del Sur (SOI), los eventos de
El Nifio y La Nina (ENSO o El Nifio - Southern Oscillation), las corrientes en chorro
polares, la Oscilacion Cuasi-Bianual (QBO) de los vientos zonales en la estratosfera
tropical, etc.). Ademas, la interaccion de la alta atmdsfera terrestre con las particulas
provenientes del sol generan reacciones quimicas que modifican la composicion del aire y
de las nubes, y algunas hipdtesis sostienen que esta interaccion juega un papel
fundamental en la formacion de nucleos de condensacion y la frecuencia en la formacion
de nubes, con notables consecuencias sobre el clima de nuestro planeta (Svensmark y
Friis-Christensen, 1997; Svensmark, 2007). En este sentido, lo mas resefiable de que se
produzcan cambios en la formacion de nubes no es solo que puedan modificarse los
patrones regionales de precipitaciones y temperatura, sino que también habrd una
influencia directa en la cantidad de radiacion solar recibida en distintos puntos de la
superficie del planeta.

Por su parte, la destruccion de la capa de ozono estratosférico, si bien se ha visto
desacelerada en los ultimos afios, incrementa la exposicion a altos niveles de radiacion
ultravioleta (fundamentalmente, la de tipo UV-B; Caldwell et al. 1989; Stapleton, 1992),
lo que facilita el desarrollo de procesos de fotoinhibicion y de otras consecuencias
notables sobre los organismos vegetales (dafios en el ADN, en el fotosistema Il y en la
Rubisco; reduccion de la capacidad fotosintética, la regeneracion de RuBP y el
rendimiento cuéntico; reduccion del contenido en pigmentos fotosintéticos, alteracion de
la funcion estomatica y de la morfologia del dosel, e indirectamente, retardo en la
asimilacion fotosintética de carbono y limitacion de la productividad vegetal; e.g.
Stapleton (1992) o Teramura y Sullivan (1994)). Finalmente, a una escala espacial mayor,
cualquier cambio en el uso del suelo que pueda alterar sensiblemente la cubierta vegetal de
un determinado territorio (deforestacion, desbrozado, desmontes, roturacion e introduccion
de cultivos, etc.), va a tener consecuencias inmediatas sobre la cantidad de radiacion
incidente, y por ende, sobre los ecosistemas forestales que se vean afectados.

Respecto al régimen de precipitaciones, las predicciones sobre el cambio climatico
apuntan hacia un aumento de la duracion e intensidad de las sequias durante el siglo XXI,
asociadas con un régimen mas irregular de las precipitaciones, y con temperaturas mas
extremas y por lo general mas calidas. La heterogeneidad espacial de estas variables es
elevada, especialmente en lo referente al régimen de precipitaciones, por lo que resulta
dificil hacer predicciones para areas concretas (Valladares et al. 2005). Para la region

mediterranea, por ejemplo, se han pronosticado cambios espacialmente complejos en los
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patrones regionales de precipitacion, asi como una reduccion en la frecuencia de lluvias
sobre determinadas areas que exacerbaria la sequia estival caracteristica (IPCC 2007). En
cualquier territorio, estos cambios tendran ldgicas consecuencias sobre la distribucion y
funcionamiento de los ecosistemas forestales (extinciones locales, cambios en la
dominancia, composicion y distribucion de especies...).

La sequia limita el crecimiento y la supervivencia vegetal, especialmente en
ecosistemas limitados por agua como los mediterraneos (Sabaté et al. 2002), en los que la
sequia estival constituye una de las principales causa de mortalidad (Kozlowski, 1968;
Mooney, 1983; Dunne y Parker, 1999; Castro et al. 2005) y es el factor que pone fin a la
estacion de crecimiento, frente a la temperatura en otros ecosistemas forestales
(Woodward, 1987). La sequia, ademas, afecta negativamente a la reproduccion y altera la
fenologia de distintas especies, actuando de filtro selectivo de éstas segun su tolerancia al

estrés hidrico (Valladares et al. 2005).

1.2.2. Efecto del incremento en los niveles de CO, y ozono troposférico.

La exposicion experimental de arboles a niveles elevados de CO, ha mostrado cambios
significativos en la fenologia, el crecimiento y en distintos procesos fisiologicos (Aber et
al. 2001). El efecto mas consistente es el incremento en la tasa de carboxilacion del
aparato fotosintético y una reduccion de la fotorrespiracion (Long et al. 1996), lo que
conlleva un incremento en la tasa de fotosintesis neta y en el crecimiento, al menos a corto
plazo (Eamus y Jarvis, 1989; Bazzaz, 1990; Long et al. 1996; Mohren et al. 1999;
Kozlowski y Pallardy, 1997). Sin embargo, s6lo en contadas ocasiones se ha encontrado
un incremento en el crecimiento como respuesta directa a niveles de CO, altos
prolongados (e.g. Jacoby y D’Arrigo, 1997; DeLucia et al. 1999). Algunos estudios a
largo plazo sugieren fendmenos de limitacion de las tasas fotosintéticas con el tiempo (una
reduccion en la ganancia de carbono debido a la limitacion por otro nutriente o a la
inhibicion por la presencia de producto final) (Long et al. 1996; Lambers et al. 1998; Rey
y Jarvis, 1998), atribuible quizéds, a la acumulacion de reservas fotosintéticas (Bazzaz
1990). Los cambios morfoloégicos que experimentan los arboles en este tipo de
experimentos también podrian explicar la respuesta hallada (Norby et al. 1992, Pritchard
et al. 1998, Tjoelker et al. 1998).

En atmosferas enriquecidas en CO, se han hallado, asimismo, un incremento en la

eficiencia en el uso del agua y una significativa reduccion del estrés hidrico. Aunque
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existe cierta incertidumbre respecto a si tiene lugar, ademds, una disminuciéon en la
conductancia estomatica (Long et al. 1996; Will y Teskey, 1997, Curtis y Wang, 1998;
Saxe et al. 1998), la eficiencia en el uso del agua se incrementa, con o sin cambios en
aquélla, dado que el incremento en la concentracion atmosférica de CO, permite una
mayor fijacion de carbono con una pérdida de agua invariable.

Niveles altos de CO, atmosférico pueden tener también efectos indirectos, como la
disminucién en la concentraciéon de nitrégeno y el incremento en carbohidratos no
estructurales y metabolitos secundarios, que pueden alterar la resistencia del individuo a
las plagas y a la herbivoria, e influenciar las tasas de descomposicion de la hojarasca y el
ciclado de nutrientes (Landolt y Pfenninger, 1997; Roth et al. 1997, Cotrufo et al. 1998,
Scherzer et al. 1998; Williams et al. 1998).

Por su parte, el ozono es un potente oxidante que dafia las membranas celulares y
requiere que el individuo gaste parte de sus reservas de energia en la reparacion de los
tejidos dafiados (Aber et al. 2001). Un incremento en la concentracion de ozono produce,
por tanto, una depresion en la tasa de fotosintesis neta y en las reservas de energia del

individuo.
1.2.3. Consecuencias del incremento en la deposicion de nitrégeno.

El nitrogeno es el elemento que limita frecuentemente la produccion primaria en
ecosistemas terrestres (Tamm, 1991; Vitousek y Howarth, 1991), por lo que un leve
aumento en su disponibilidad tiene un efecto “fertilizador”, produciéndose un incremento
en el crecimiento (e.g. Rasmussen et al. 1993, Aber et al. 1995). Posteriormente se ha
comprobado que este efecto s6lo se manifiesta inicialmente: el potencial de retencion del
nitrégeno anadido, a través del incremento en la produccion y el almacenamiento de
materia organica, es limitado, y los efectos de una deposicion cronica de nitrégeno por
encima de umbrales naturales origina el conjunto de sintomas que denominamos
“sindrome de saturacion de nitrogeno” (Agren y Bosatta, 1988; Aber et al. 1989, Aber,
1992). Distintos trabajos de investigacion han relacionado la excesiva adicion de este
elemento con un incremento en la movilidad del nitrato, la pérdida de nutrientes
cationicos, el incremento en la acidez del agua y el suelo (McNulty y Aber, 1993; Boxman
et al. 1995; Emmett et al. 1995) y desequilibrios nutricionales en arboles, junto con

reducciones en la fotosintesis neta, la eficiencia fotosintética en el uso de este elemento
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quimico y el crecimiento, e incluso con un incremento de la mortalidad en arboles (Shortle

y Smith, 1988; Schulze, 1989; Aber et al. 1995; Cronan y Grigal 1995).

1.2.4. Cambios en la distribucién de especies. Adaptacién y evolucion.

La distribucién de una especie en particular refleja su respuesta a distintos factores
climaticos y edaficos, y a interacciones biodticas, como la herbivoria o la competencia
(Hansen et al. 2001). Las tasas de nacimiento, crecimiento, dispersion y mortalidad, que
definen la distribucion y abundancia de una poblacion, estan influenciadas por factores
ambientales entre los que se cuenta el propio clima, el cual altera la disponibilidad de
recursos, la fecundidad y la supervivencia (Hansen y Rotella, 1999).

Mientras que la tolerancia a la temperatura de una especie en particular determina
los limites norte y sur de su rango de distribucion (e.g. Brooks et al. 1998), otros factores
como el estrés hidrico o las interacciones con especies competidoras juegan asimismo un
papel crucial en la distribucion de la especie (Loehle y LeBlanc, 1996; Loehle, 1998).
Incluso la exposicion a eventos extremos tiene también una influencia potencial sobre el
crecimiento y la supervivencia de algunas especies (Bassow et al. 1994).

La natalidad, la mortalidad y otras tasas poblacionales también se ven afectadas
por los cambios en el uso del suelo: la reduccion en la disponibilidad de habitat (si la
actividad humana modifica la cantidad y/o calidad de éste) puede reducir la diversidad
genética, y por ende, la habilidad de una especie para desarrollar adaptaciones a nuevos
ambientes (Gilpin, 1987). Cambios en la configuracion espacial de los distintos habitats
(por cambios en el uso del territorio o fragmentacion del paisaje) favorecen la reduccion
de la conectividad entre los distintos parches resultantes, lo que podria constrefiir la
habilidad de muchas especies para “moverse” a través del territorio en respuesta al cambio

climatico. (Primack y Miao, 1992; Iverson et al. 1999).

1.2.5. Respuestas a nivel de ecosistema. Interacciones.

Las comunidades no responderan al cambio global como unidades intactas, a causa de la
respuesta diferencial de las distintas especies que las forman; su composicion cambiara en
respuesta a un complejo conjunto de factores, incluyendo los efectos directos del clima, la
dispersion diferencial de las especies y los efectos indirectos asociados a cambios en el

régimen de perturbacion, el uso del suelo e interacciones interespecificas (Peters 1992).
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Esta alteracion de la riqueza especifica de un territorio, por éstas o por otras causas, puede
influir a su vez en el funcionamiento del ecosistema. Por ejemplo, los ecosistemas con
mayor riqueza en especies nativas son a veces las mas resilientes a la perturbacion (Frank
y McNaughton, 1991; Wardle et al. 2000).

La alteracion del ciclo global del nitrégeno, asimismo, origina consecuencias en
procesos ecoldgicos a nivel de poblacion y de comunidad. Distintos experimentos de
fertilizacion han demostrado que, en aquellos ecosistemas en los que el nitrogeno limita la
produccion, la adicion de este nutriente favorece la dominancia de una o unas pocas
especies (especies no eficientes en su uso, como la gran mayoria), de manera que aunque
la produccién primaria se incremente, la diversidad de especies disminuye sensiblemente
(Tilman, 1987; Berendse y Elberse, 1990; Huenneke et al. 1990). Incluso puede llegar a
disminuir la diversidad entre comunidades, porque la deposicion de nitrégeno incrementa
su disponibilidad en lugares antes estériles, favoreciendo asi la expansion de especies que
demandan este elemento en mayor medida (Vitousek y Matson, 1993).

En respuesta a niveles altos de CO,, la conductancia del dosel se reduce, limitando
asi la entrada de ozono a través de los estomas, y los subsiguientes efectos de este
contaminante. El estrés hidrico tiene un efecto similar, reduciendo la conductancia
estomatica. Por otro lado, si la deposicion de nitrégeno incrementa la concentracion foliar
en este nutriente, y por ende se estimulan tanto la fotosintesis como la conductancia
estomatica, entonces el efecto positivo del incremento en la fotosintesis se veria
parcialmente eclipsado por el incremento en la entrada de ozono. Y las reducciones en la
produccion causadas por el ozono podrian acelerar el inicio de la saturacion de nitrégeno y

la subsiguiente acidificacion de suelos y arroyos.

I.3. Los ecosistemas forestales templados y mediterraneos ante el cambio global.

Los bosques templados se distribuyen entre los 30 y los 55° de latitud, si bien se
concentran principalmente entre los 40 y los 50°, en zonas donde las temperaturas no son
extremas y la precipitacion varia entre los 650 y los 3000 mm anuales. En Asia, se
localizan principalmente en Japon, el este de China, Corea y el este de Siberia. En Europa,
se extienden desde Escandinavia hasta el norte de la Peninsula Ibérica, y desde las Islas
Britanicas hasta Europa oriental. En Norteamérica, los bosques templados caducifolios se
extienden desde la costa atlantica hasta las grandes planicies, mientras que en la costa

pacifica predominan los bosques de coniferas, que se extienden desde el norte de
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California hasta el sur de Alaska. En el hemisferio sur, hay bosques templados en el sur de
Chile, en Nueva Zelanda y en el Sur de Australia.

Se trata por lo general de bosques densos y profundos en los que, si bien la
diversidad de especies presentes es menor que la hallada en bosques tropicales, ésta es
bastante elevada, especialmente en el caso de bosques caducifolios. Los bosques de
coniferas, por el contrario, suelen encontrarse dominados por unas pocas especies. La
productividad en estos bosques es también muy elevada, y la biomasa puede ser tan grande
como la hallada en bosques tropicales, incluso superior. Se asientan frecuentemente en
suelos fértiles, neutros o ligeramente acidos, ricos en materia organica y en nutrientes
inorganicos, especialmente en el caso de bosques caducifolios. Los bosques de coniferas
pueden también desarrollarse en suelos mas pobres y acidos, y en ellos el movimiento de
nutrientes entre el suelo y la vegetacion tiende a ser menor y mas conservativo.

Los bosques templados caducifolios se distribuyen principalmente por zonas con
clima continental hiumedo en las que, si bien las precipitaciones se distribuyen
uniformemente a lo largo del afio, la temperatura media oscila sensiblemente entre
estaciones, por lo que la estacion de crecimiento se encuentra limitada generalmente por la
bajada de las temperaturas. Los bosques templados de coniferas, por el contrario, se hallan
a menudo en zonas con un clima de fuerte influencia maritima. Las temperaturas son
moderadas, con escasas oscilaciones, y las precipitaciones frecuentes y abundantes,
incluso en verano, lo que permite que la estacion de crecimiento sea mucho mas larga.

Los bosques mediterraneos constituyen parte de un bioma mucho mas fragmentado
y disperso, distribuido entre la costa oeste norteamericana, desde California hasta el norte
de M¢jico, la zona central de Chile, la cuenca mediterranea, Sudafrica y el suroeste de
Australia, entre los 30° y los 40° de latitud aproximadamente. Se encuentran sometidos al
clima tipicamente mediterraneo, caracterizado por niveles promedio de irradiancia
elevados, una notable amplitud térmica entre estaciones, y un patron anual de
precipitaciones frecuentemente impredecible, aunque siempre con la disponibilidad de
agua en el suelo restringida a las estaciones mds frias. Existe una prolongada y severa
sequia estival, que marca el fin de la estacion de crecimiento, fruto de la coincidencia
temporal entre los méaximos valores registrados de irradiancia y evapotranspiracion y el
minimo anual de precipitaciones. Estos bosques se encuentran frecuentemente en su limite
hidrico, con tasas de evapotranspiraciéon anual proximas al total de precipitaciones
(Pefiuelas 2001, Valladares et al. 2005), por lo que la disponibilidad hidrica esta

considerada como el principal factor que afecta la actividad de las plantas en ecosistemas
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mediterraneos (Blondel y Aronson, 1999). Se trata por tanto de ambientes espacial y
temporalmente heterogéneos respecto a factores clave como la luz y la disponibilidad de
agua en el sustrato, y las especies vegetales presentes en ellos muestran frecuentemente
adaptaciones y estrategias encaminadas al buen desenvolvimiento de sus individuos en
estas condiciones (Scarascia-Mugnozza et al. 2000).

Tradicionalmente, en la investigacién relativa al cambio global, se ha puesto
especial énfasis en los efectos de éste sobre los bosques templados, dado que se trata de
sistemas altamente antropizados y de gran importancia ecoldgica y econdmica,
considerando no soélo la gran extensiéon que suponen sino también la importancia de su
gestion, encaminada principalmente hacia la produccion de madera y papel. Los bosques
mediterraneos no han recibido la misma atencion, a pesar de que, de acuerdo con lo
sefialado por Palahi et al. (2008) i, constituyen un patrimonio natural Gnico y juegan un
papel clave para las comunidades rurales y urbanas de esta region, proporcionando tanto
valiosos productos como servicios no comercializables de gran importancia; ii, son muy
vulnerables a diversos factores: incendios forestales, sobreexplotacion, degradacion y
pérdida de suelo, desertificacion...; iii, constituyen un importante foco de biodiversidad a
nivel global; iv, su conservacion y gestion influye en la disponibilidad de suelo y de
recursos hidricos basicos para las comunidades humanas ligadas a ellos; y v, su futuro se
encuentra seriamente amenazado, ya que el cambio global, incluyendo el cambio en la
quimica atmosférica y sus efectos en el clima, los cambios en el uso del suelo, y los
cambios socio-econdmicos ligados a ellos, tendra una influencia particularmente fuerte en
aquellas areas y sistemas que tradicionalmente operen bajo limitaciones ambientales
severas, como es el caso de la fuerte sequia estival para los ecosistemas forestales
mediterraneos (Korner et al. 2005).

Se espera que, en el futuro, los ecosistemas forestales puedan contribuir a la
desaceleracion del cambio climatico, dado que el incremento en la concentracion
atmosférica de CO,, al potenciar la carboxilacion fotosintética y reducir la fotorrespiracion
(Long et al. 1996), incrementa la tasa de fotosintesis neta; es decir, tiene un efecto
fertilizador que permite un sustancial incremento en las tasas de fijacion de carbono y de
crecimiento (Eamus y Jarvis, 1989; Bazzaz, 1990; Long et al. 1996; Mohren et al. 1999;
Kozlowski y Pallardy, 1997). Incluso, en ecosistemas limitados por el agua, este
incremento podria compensar el cierre estomdtico inducido por la sequia sin reducirse
notablemente las tasas de produccion (Ceulemans et al. 1999). Ademas, el incremento

global de las temperaturas alargaria la estacion de crecimiento en bosques templados y
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frios (Aber et al. 2001). A nivel de ecosistema, el estimulo en la produccion primaria,
convierte a estos sistemas en sumideros de carbono, cuyo secuestro a gran escala
permitiria, mediante un proceso de retroalimentacion, controlar los niveles de incremento
de CO; en la atmosfera, ralentizando asi este incremento, y contribuyendo a reducir los
efectos del mismo en el futuro (Lambers et al. 1998). Pero, en general, se desconoce la
sostenibilidad a largo plazo de este conjunto de interacciones (Bazzaz, 1990; Norby et al.
1992; Wullschleger et al. 1997), hallandose evidencias que ponen de manifiesto la
aparicion de fenomenos de down-regulation de la fotosintesis con el paso del tiempo,
atribuibles quizas a la limitacion por otro nutriente o a la inhibicidon por acumulacion de
fotosintatos (Long et al. 1996, Lambers et al. 1998, Rey y Jarvis, 1998; Bazzaz, 1990;
Aber et al. 2001).

Por otro lado, el cambio climatico lleva aparejado importantes alteraciones en los
patrones regionales y estacionales de precipitacion, y un incremento en la temperatura
media (IPCC, 2007) que contribuiria notablemente a incrementar el déficit de vapor de
agua, y por ende la cantidad de agua que se perderia a través de los estomas. Esto
comprometeria, a nivel individual, la capacidad de fijacion de C y la supervivencia a largo
plazo, al tiempo que podria en entredicho la capacidad de los ecosistemas forestales para
desacelerar el calentamiento global.

Ademas, se prevén cambios en los rangos de distribucion de las especies, que
pueden alterar no sdlo la composicion sino también el funcionamiento de los ecosistemas
forestales de distintas latitudes, y es posible, asimismo, que tengan lugar modificaciones
importantes de la extension de estos sistemas debido al cambio climatico, los cambios en
el uso del suelo, la fragmentacion del paisaje y otras actividades humanas. Por todo ello,
intentar predecir el papel que pueden desempenar los ecosistemas forestales ante el
cambio global es cuanto menos delicado, y es necesario que la investigacion ecologica a
nivel global priorice el estudio del comportamiento de especies forestales, tanto de
bosques templados como de mediterraneos, en relacion con los distintos aspectos del
cambio global.

En este sentido, la extension y productividad de los bosques templados los
convierte en sistemas clave para el balance de carbono a nivel global, y conocer la forma
en que estos sistemas y las especies que los constituyen van a responder al cambio global
puede ser determinante para conocer el porvenir del resto de ecosistemas. En
contraposicion, el interés del estudio de los bosques mediterraneos en el contexto de

cambio global radica en que las distintas proyecciones de cambio climatico apuntan que
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este tipo de ecosistemas pueden hallarse entre los mas afectados (Sala et al. 2000), al
pronosticarse temperaturas mas altas y un incremento en la evapotranspiracion potencial
(IPCC, 2007), asi como cambios en los patrones estacionales de precipitaciones, que
agravaran el estrés hidrico estival que caracteriza estos ecosistemas (Giorgi et al. 2004;
Giorgi, 2006; Beniston et al. 2007). En particular, en la Europa meridional se prevé que el
cambio climatico empeore las condiciones climaticas ya existentes (temperaturas altas y
sequias) en una region ya vulnerable a la variabilidad climatica, y que disminuya la
disponibilidad hidrica, lo que produciria un incremento de la aridez a corto plazo. Asi, y
aunque los cambios proyectados en los patrones de precipitacion son espacialmente
complejos (e.g. Sumner et al. 2003; Sanchez et al. 2004; Vicente-Serrano et al. 2004), la
reduccion pronosticada en la frecuencia de precipitaciones en algunas regiones (e.g.
Cheddadi et al. 2001) exacerbaran las condiciones de sequia caracteristicas, como ya se ha
observado en el Mediterraneo oriental (Korner et al. 2005).

Desde esta perspectiva, los bosques mediterraneos, que ademas operan siempre
bajo condiciones ambientales restrictivas, son “empujados” al limite de su propia
tolerancia bioclimdtica y autoecoldgica, siendo por ello de los primeros en dejar sentir los
efectos del cambio global (Korner et al. 2005). De hecho, estos ecosistemas se consideran
de los mas vulnerables frente al cambio global, asumiéndose que experimentaran los

impactos ecoldgicos mas severos, incluida la extincion de especies (IPCC, 2007).

I.4. Los abetos circunmediterraneos como objeto de estudio: justificacion e hipotesis

de partida.

I.4.1. Los abetos circunmediterraneos. El pinsapo.

El Cuaternario, que comprende los ultimos 2.6 millones de afos, ha estado caracterizado
por la alternancia de periodos frios (las Glaciaciones Wiirm, Riss, Mindel, Gunz, Donau y
Briggen), con otros més célidos, los periodos interglaciales, en los que las condiciones han
sido similares o incluso mas calidas que las actuales (Willis y Niklas, 2004). Durante los
periodos frios, que supusieron aproximadamente el 80% de este periodo, muchas regiones
situadas a latitudes medias y altas se volvieron inhabitables para la mayoria de las especies
animales y vegetales, debido a la presencia de grandes casquetes de hielo y la extension

del permafrost, y a la existencia de unas temperaturas entre 10 y 25 °C mas frias que las
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actuales. A menor latitud, la aridez y unas temperaturas entre 2 y 5 °C mas bajas también
tuvieron un efecto significativo sobre las distintas comunidades (Willis y Niklas, 2004).

En el hemisferio Norte, durante estos periodos frios, los rangos geograficos de
muchas especies propias de regiones templadas se encontraban restringidos a uno o unos
pocos refugios situados en el sur, en forma de poblaciones pequefias y mas o menos
aisladas, mientras que las poblaciones situadas mas al norte pudieron simplemente
desaparecer sin dejar descendientes (Taberlet y Cheddadi, 2002), al no soportar el cambio
en las condiciones ecoldgicas que llevaba aparejado este proceso. Durante el siguiente
periodo “calido”, cada especie expandia su rango principalmente hacia el norte, en busca
de espacio disponible, segun su capacidad de dispersion y sus requerimientos ecologicos
(Taberlet y Cheddadi, 2002). Este modelo de expansion — contraccion estd bien
documentado por registros de polen hallados en Europa y Norteamérica (Taberlet y
Cheddadi, 2002).

En Europa, los refugios glaciales se localizaron probablemente alrededor de la
cuenca mediterranea, en zonas montafiosas de Proximo Oriente y de las peninsulas Ibérica,
italiana y de los Balcanes, donde la variada topografia ofrece todo un rango de
microclimas que proporcionaron habitats adecuados tanto en los periodos frios como en
los mas calidos (Bennett et al. 1991; Taberlet y Cheddadi, 2002; Tzedakis et al. 2002,
Carrion, 2003). Por ello, se considera que estos refugios habrian sido de gran importancia
para la supervivencia a largo plazo de distintas especies (Bennett et al. 1991; Taberlet y
Cheddadi, 2002, Willis y Niklas, 2004). Con la llegada de un nuevo periodo interglaciar,
estas poblaciones localizadas en el sur constituyeron el punto de partida para la posterior
colonizacion de regiones septentrionales mediante los citados procesos de migracion a
larga distancia y gran escala (Brewer et al. 2002; Taberlet y Cheddadi, 2002; Carrion,
2003).

Se cree que estos refugios glaciales, ademas de haber sido importantes para la
persistencia en el tiempo de distintas especies, han podido jugar un papel clave desde el
punto de vista evolutivo (Willis y Niklas, 2004), ya que durante los periodos glaciales, los
reducidas poblaciones que sobrevivieron aisladas en estos habitats pudieron haberse
diferenciado mediante procesos de seleccion y deriva genética. Esta microalopatria se
repetiria en cada periodo frio, intercalandose con la expansion del rango geografico en
periodos mas calidos, dandose asi unas condiciones que podrian promover procesos de
divergencia y especiacion, en aquellos casos en los que las poblaciones permaneciesen

efectivamente aisladas a lo largo de varios ciclos (Tzedakis et al. 2002). En este sentido,
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es necesario matizar que, si bien se tiene la certeza de que este aislamiento fue completo
en las zonas situadas mas al sur (Tzedakis et al. 2002), si que se duda de si estos periodos
de aislamiento fueron lo suficientemente largos como para permitir 0 promover procesos
de especiacion, especialmente en el caso de especies arborescentes (Willis y Niklas, 2004).
En cualquier caso, y aunque es posible que estos procesos de especiacion fuesen tan
probables como procesos de estasis y extincion de especies (Willis y Niklas, 2004), puesto
que constituyen potenciales respuestas a la pérdida y fragmentacion del habitat, la rica
diversidad de especies que caracteriza la flora de estos antafio refugios glaciales, en parte
debido a su localizacion geografica y su historia geologica, también refleja la habilidad de
las especies del Terciario para sobrevivir a la extrema variabilidad climatica caracteristica
del Cuaternario (Tzedakis et al. 2002). Asi, la amortiguacion de los posibles efectos
ecoldgicos en estos refugios no solo redujo la tasa de extincion de especies sino que
ademas permitio la aparicion de otras nuevas (Tzedakis et al. 2002).

Estos procesos de extincion local, migracion de especies, aislamiento geografico,
diferenciacion genética y especiacidon, reexpansion del rango geografico, mezcla y
redistribucion de especies explican la actual ocurrencia y distribucion de los abetales
circunmediterraneos (ver Scaltsoyiannes et al. 1999 para una explicacion detallada de los
mismos). Asi, se ha planteado la hipotesis de que la mayor parte de estas especies tienen
una historia comun desde el punto de vista evolutivo, al haberse originado a partir de un
ancestro comun de distribucion amplia (Liu, 1971; Meyen, 1987; Palamarev, 1989;
Scaltosoyiannes et al. 1999). Este ancestro comuin, de cuya presencia se tiene registro ya a
inicios del Mioceno, posiblemente experimentd un proceso de radiacion adaptativa como
respuesta al amplio rango de gradientes ecologicos que halldo en distintos procesos de
migracion, aislamiento y reexpansion de su rango geografico. La persistencia en el tiempo
de poblaciones aisladas, en cordilleras montafiosas distribuidas alrededor de la cuenca
mediterranea, origind con el paso del tiempo las diez especies distintas de abetos que se
reconocen en la actualidad (Figura 1.3).

Entre todas ellas, el pinsapo (Abies pinsapo Boiss.) constituye una especie
endémica cuyos Unicos bosques de cierta extension se sitlian en la Sierra de las Nieves de
Ronda, en Sierra Bermeja de Estepona (ambas en Malaga) y en la Sierra del Pinar de
Grazalema (Cadiz), aunque pueden encontrarse pinsapos mas o menos aislados o
formando pequefios bosquetes en los términos municipales de Ronda, Parauta, Istan,
Monda, Ojén, Tolox, Yunquera, Estepona, Casarabonela y Cortes, todos ellos en la

provincia de Malaga (Blanca et al. 1999).
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Migracion al Norte

Figura 1.3. Los bruscos cambios de temperatura ligados a la tltima glaciaciéon y la transicion hacia el
Holoceno explican movimientos migratorios generalizados que, trayéndonos especies mas propias de
latitudes templadas, han dejado tras de si poblaciones de abetos acantonadas en sistemas montafiosos de la
cuenca mediterranea. De los dos grupos identificados, el de Abies pinsapo (Seccién Piceaster) esta
constituido por cinco especies: 1. A. pinsapo Boiss. (sur de Espafia); 2. A. marocana Trabut (region de
Talassemtane, Rif occidental, Marruecos); 3. A. tazaotana Cozar ex Huguet del Villar (Monte Tazaot, Rif
occidental, Marruecos); 4. A. numidica Carriére (Montes Bador y Tababort, Argelia); y 5. A. cilicica
(Antoine & Kotschy) Carriére (sur de Turquia y norte de Siria). El grupo de Abies alba (Seccion Abies) esta
constituido por siete especies: 6. A. nordmanniana (Steven) Spach. (Caucaso y noreste de Turquia); 7. A.
bornmuelleriana Mattf. (Montes Pdnticos, Turquia); 8. A. equi-trojani Boiss. (noroeste de Turquia); 9. A.
cephalonica J.W. Loudon (Grecia); 10. A. x borisii-regis Mattf. (Peninsula Balcanica); 11. A. nebrodensis
(Loyac.) Mattei (Sicilia); y 12. A. alba Miller (sur de Europa).

Los bosques que forma, los “pinsapares”, estan por lo general constituidos por
poblaciones pequefias y de escasa extension, y se distribuyen en laderas umbrias de
orientacion norte y fuerte pendiente, entre los 1000 y los 1800 m.s.n.m. Aunque dependen
considerablemente de elevadas precipitaciones de origen orografico, acusan una notable
sequia estival, asociada al clima mediterraneo, afio tras afio. Estos pinsapares constituyen
relictos de bosques templados que en la actualidad se encuentran plenamente inmersos en
un clima tipicamente mediterraneo, sometidos a las constricciones climaticas y ecoldgicas
impuestas por éste, y se han mantenido en su actual localizacion los tltimos 10000 afios, al

menos. Por ello, cabe pensar que presiones selectivas inherentes al propio proceso
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evolutivo han debido promover en el pinsapo, y en otras especies en similares
circunstancias, caracteres xero-heliofilos que les hayan permitido desenvolverse en estas
condiciones, marcando asi de forma indeleble las diferencias existentes entre estas
especies y el resto de las que se distribuyen alrededor de la cuenca mediterranea.

Los pinsapares del suroeste de la peninsula Ibérica son considerados bosques de
tipo mixto, con caracteristicas estructurales y funcionales a medio camino entre los
bosques templados y los bosques tipicamente mediterraneos (Figura 1.4). Por lo general,
se trata de bosques puros o claramente dominados por individuos adultos de la especie,
cuya fisonomia recuerda a los bosques templados y boreales (por ejemplo, los que Abies
alba forma en el este y centro de Europa) (Figuras 1.5 y 1.6); y su funcionamiento
presenta propiedades generales tipicas de bosques templados. Asi, la produccion de
hojarasca y raices finas, la disponibilidad de nutrientes, o la mineralizacion, presentan
promedios anuales dentro del rango propio de bosques templados, y la propia produccion
primaria se encuentra tipicamente, ademas, limitada por nitrogeno (Liétor, 2002; Linares y
Carreira, 2006). No obstante, en la dindmica estacional de las variables antes mencionadas
se ha encontrado una mayor variabilidad que en abetales tipicos, y su patron temporal es
tipicamente mediterraneo, con dos periodos de reposo y dos favorables. Esta
estacionalidad mediterrdnea en un bosque templado de coniferas provoca desacoples
temporales entre los procesos de suministro y retencion biotica de nutrientes, y hace de
estos bosques sistemas anormalmente abiertos (Liétor, 2002; Linares y Carreira, 2006).
Por todo lo anterior, el pinsapar no se considera un bosque templado puro, pero tampoco el
tipico bosque de coniferas mediterraneo, resultando inadecuado extrapolar lo que se

conoce sobre ambos tipos de bosques hacia el funcionamiento de los pinsapares.

1.4.2. Antecedentes en el estudio de los pinsapares.

A pesar del interés que ofrecen el pinsapo y los pinsapares per se (su indudable valor
biogeografico y paisajistico, el caracter endémico de la especie dominante, la riqueza

especifica de su composicion floristica, etc.) (Linares, 2004), las investigaciones en torno

a esta especie siguen siendo escasas, y no cubren algunos de sus aspectos mds interesantes.
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Bosques templados de coniferas Bosques mediterraneos de coniferas

(Abies alba) (Pinus sp.)
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Figura 1.4, Valores caracteristicos de precipitacion y temperatura en distintos tipos de bosques. El pinsapar
como ecosistema forestal presenta caracteristicas mixtas entre los bosques tipicamente templados y los
bosques de coniferas mediterraneos, sometidos a una fuerte estacionalidad en el patron climatico.

Los primeros estudios que abordaron esta especie trataron de conocer aspectos
relacionados con su biologia y se centraron en el pinsapar de la Sierra del Pinar (Cadiz): la
biologia del pinsapo (Arista 1993a), su fenologia y la anatomia de su fase reproductiva
(Arista y Talavera, 1994), el porcentaje de germinacion y la viabilidad de sus semillas
(Arista, 1993b), la supervivencia de plantulas (Arista, 1994), la expresion genética en el
pinsapo (Arista y Talavera, 1997), etc. Otros estudios han sido de caracter silvicola
(Catalina, 1994; Cobos, 1994; Hita, 1997) o se han enfocado de una forma muy general,
por ejemplo, la relacion de la flora que integra los pinsapares de Ronda (Pérez Latorre et
al. 1998), o la descripcion de los pinsapares andaluces de Ruiz de la Torre (1994).
Algunos otros han tratado temas mucho mas especificos como el estudio de la nutricion
mineral del pinsapo a través de la composicion en macronutrientes en suelo y aciculas
(Paneque y Corral, 1982), la descripcion de las razas y variedades de la especie (Soto,

1998), o la estructura y relaciones alométricas en pinsapares (Liétor y Carreira, 2001).
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Figura 1.5. Ejemplar tipico de adulto Figura 1.6. Los pinsapares se asemejan
aislado, con porte conico. a los bosques templados de coniferas.

Otras investigaciones han tocado aspectos biogeoquimicos del funcionamiento del
pinsapar, abordando las relaciones suelo-planta y el estatus nutricional de los pinsapares
(Carreira et al. 2003) o los patrones de disponibilidad y limitacion por nutrientes que los
rigen desde un punto de vista funcional (Liétor, 2002). En concreto, Liétor (2002) hizo una
descripcion de los perfiles de los tipos de suelos mas abundantes en el pinsapar,
caracterizo la estructura del dosel forestal y determind la fase sucesional en la que se
encuentran, describio las tasas de descomposicion de la hojarasca en el suelo y los
patrones tanto espaciales como temporales de disponibilidad de nutrientes
(fundamentalmente, nitrogeno y fosforo) en el suelo y, en definitiva, trazé un esbozo del
flujo de energia y de los ciclos de los principales nutrientes en estos sistemas.

Con posterioridad, se han intentado cubrir algunos aspectos que estaban
relacionados, mas que con la descripcion general del funcionamiento del sistema, con la
relacion entre éste y los procesos de deposicion cronica de nitrogeno. Asi, ya Liétor (2002)
puso de manifiesto algunos indicios de saturacion por nitrogeno, y fue Salido (2003, 2007)
quien los confirmo, evaluando tanto las entradas de nitrogeno al sistema en forma de
precipitacion acida como las salidas del mismo (escorrentia y lixiviados), y quien puso de
manifiesto la relacion entre el gradiente geografico de deposicion y el incipiente proceso

de saturacion.
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Por tultimo, Linares (2008) se aproximo al pinsapar por medio de estudios de
demografia y de la caracterizacion de los patrones espaciales de mortalidad, analizando la
evolucion histdrica de la superficie ocupada por el pinsapar en Yunquera (Malaga), su
dindmica y la caracterizacion ecofisiologica de sus individuos, para correlacionar esta
informacion con el régimen termo-pluviométrico registrado durante décadas y los
procesos de cambio global que se producen en la actualidad. Por su parte, Blanes (2010)
propuso alternativas de manejo de sintomas de saturacion de nitrégeno en pinsapares
mediante fertilizacidon compensatoria con fosforo, y contribuyd a explicar la elevada

susceptibilidad de estos ecosistemas frente a la deposicion cronica de nitrégeno.

1.4.3. El pinsapo como modelo experimental.

Los pinsapares del suroeste de la Peninsula Ibérica constituyen un modelo experimental
idéneo para comprobar algunos de los procesos y teorias ecologicas mas controvertidos e
importantes de los ultimos afios.

Por un lado, es de destacar que la Teoria Biogeoquimica General ha sido
basicamente desarrollada a partir de investigaciones realizadas en bosques templados del
norte de Europa y América. Los pinsapares, aunque aparentemente similares a los bosques
de latitudes templadas en su fisonomia, se encuentran modulados en algunas de sus facetas
biogeoquimicas por la estacionalidad mediterrdnea de su area de distribucion (Liétor
2002). En concreto, es probable que, por las peculiaridades de los pinsapares, en éstos se
hayan verificado cambios en los patrones de circulaciéon biogeoquimica de nutrientes
(Salido, 2003). Es por ello que, en general, el estudio de los flujos de energia y nutrientes
en los pinsapares podria contribuir de forma significativa a probar la consistencia de la
Teoria Biogeoquimica actual.

Por otro lado, se ha comprobado que las masas de pinsapar se encuentran a lo largo
de un gradiente geografico de contaminacion atmosférica (Salido, 2003), como
consecuencia de la proximidad de un foco contaminador de la magnitud del Campo de
Gibraltar y la direccion predominante de los vientos en la zona. Ademads, las sierras
costeras sobre las que se distribuyen estas masas boscosas constituyen una de las primeras
barreras fisicas para los frente himedos procedentes del Atlantico, que descargan la mayor
parte del agua sobre los pinsapares, explicando este hecho la alta precipitacion anual de la
zona y las condiciones microclimaticas que permiten la localizacion de esta especie en una

latitud tan meridional.
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La concurrencia de ambas circunstancias explica el proceso de deposicion cronica
de nitrogeno a que estan sometidos estos bosques, y dado que el sindrome de saturacion
por nitrogeno se ha descrito formalmente como el conjunto de mecanismos de respuesta de
los ecosistemas forestales a esas entradas cronicas (Aber et al. 1989), es de esperar que en
el futuro se verifique una aceleracion de los procesos de saturacion en estas masas
boscosas. Ademas, este proceso de saturacion por nitrogeno fue descrito a partir de
investigaciones realizadas nuevamente en bosques templados, y los principales proyectos
dedicados a la investigacion actual en este campo se llevan a cabo en bosques templados,
por lo que el hecho de estudiar la dindmica de este proceso en el pinsapar puede contribuir
no solo a testar la consistencia de la descripcion que se ha hecho del sindrome, sino a
conocer la respuesta que ante el mismo cabe esperar en bosques distintos a los tipicamente
templados.

Finalmente, y recordando que estos bosques estan sometidos a un clima
mediterraneo tipico, los pinsapares podrian constituir un modelo experimental idoneo para
conocer cual sera la respuesta de los bosques templados a medida que avancen los
procesos del cambio climatico global. Asi, es posible que los anteriormente mencionados
cambios en los patrones de circulacion biogeoquimica de nutrientes sean similares, al
menos cualitativamente, a la respuesta que cabe esperar en bosques templados de coniferas

bajo condiciones acentuadas de incremento de temperatura y estrés hidrico.

I.4.4. La caracterizacion ecofisiologica del pinsapo. Hipétesis de partida.

La ecofisiologia es una ciencia experimental que estudia las especies vegetales a la luz de
la influencia que los factores abiodticos y bidticos ejercen sobre ellas (Lambers et al. 1998;
Pearcy et al. 1989). Asi, su objetivo es tratar de describir los mecanismos fisiologicos que
subyacen a los procesos ecoldgicos que observamos, y comprender el papel que éstos
desempetian en la vida y el desenvolvimiento de las poblaciones y las especies vegetales
en sus habitats (Larcher, 1995). Los ecofisidlogos, por tanto, tratan de conocer los factores
ecologicos que controlan el crecimiento, la reproduccidon, la supervivencia, y la
abundancia y la distribucion geografica de las especies vegetales, en tanto que todos estos
procesos se ven afectados por las interacciones que estas especies establecen con su
ambiente fisico, quimico y bidtico. Estos patrones y mecanismos ecofisioldgicos pueden

ayudarnos a comprender la importancia funcional de ciertos rasgos presentes en las
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especies vegetales, asi como su significado desde un punto de vista evolutivo (Lambers et
al. 1998).

Con objeto de abordar la caracterizacion ecofisiologica del pinsapar, se han llevado
a cabo recientemente trabajos de investigacion que han tratado de elucidar el papel que
juegan dos factores ecologicos clave en este ecosistema, -el agua y la luz-, en el
comportamiento ecofisioldgico del pinsapo, mediante estudios de campo en poblaciones
naturales (Linares, 2008). Salvo esta excepcion, la caracterizacion ecofisiologica del
pinsapo no se ha abordado en profundidad alin, pero seria de gran interés para completar el
panorama de conocimientos que se tiene sobre esta especie. Esta aproximacion podria
contribuir decisivamente a explicar la presencia y persistencia de poblaciones de pinsapo y
de otras especies de abetos circunmediterraneos en sus actuales emplazamientos,
independientemente de los procesos ecoldgicos y evolutivos que los “llevaron” alli.

Asi, més alla de los cambios climaticos y paleoecoldgicos que tuvieron lugar en el
pasado, y que se postulan como determinantes a la hora de explicar la presencia y
distribucion de todas las especies de abetos circunmediterraneos, unicamente la
ecofisiologia puede ayudarnos a conocer qué estrategias han seguido o cuéles han sido los
rasgos que la evolucion, a lo largo de miles de afios, ha ido seleccionando para estas
especies; conocer, en definitiva, como éstas, en la mayor parte de los casos, resisten con
poblaciones pequefias, acantonadas, aisladas geografica y demograficamente, mientras la
historia ecologica y evolutiva de la cuenca mediterranea sigue su curso. En otras palabras,
el estudio de la ecofisiologia de la especie permitiria comprender como estas especies, a
priori “templadas”, pueden vivir en un clima tipicamente mediterraneo, con las severas
constricciones ecoldgicas impuestas por €ste: dado que sus poblaciones experimentaron en
el pasado un evento de cambio climdtico de magnitud considerable — la progresiva
aridificacion de la cuenca mediterranea a lo largo de un gradiente de direccion sureste-
noroeste, y la instalacion en esta region del régimen de temperaturas y precipitaciones
tipicamente mediterraneo (Suc, 1984) —, cabe pensar que parte de las adaptaciones o
rasgos seleccionados en éstas han de estar directamente relacionados con ese cambio en
las condiciones ambientales que tuvo lugar en el pasado. Considerando lo anteriormente
expuesto, es inmediato asumir que las poblaciones de Abies pinsapo, como especie
endémica y relicta, se encuentran casi con toda probabilidad en el limite latitudinal y
altitudinal de su rango de tolerancia ecofisiologica, y que son por tanto especialmente

sensibles incluso a pequefias variaciones de las condiciones ambientales. Esto hace pensar
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que se trata de ecosistemas especialmente vulnerables, en los que se manifestaran con
prontitud los efectos del cambio climatico (Génova-Fuster, 2007).

Abordar el estudio de la ecofisiologia de la especie ayudaria a saber si el proceso
de especiacion de estos abetos tuvo lugar a la escala temporal y geografica que se asume
(Scaltsoyiannes et al. 1999), y si la fuerza motriz que en parte dirigi6 este proceso fue la
seleccion de los rasgos adaptativos que presentan las especies tipicamente mediterraneas,
y que en general tienen por objeto capacitar a los individuos para enfrentarse a un
ambiente heterogéneo, espacial y temporalmente, respecto a dos factores ecoldgicos clave:
la luz incidente y la cantidad de agua disponible en el sustrato (Scarascia-Mugnozza et al.
2000, Valladares et al. 2004a, 2004b).

Por otro lado, estudiar las consecuencias que estos cambios han tenido en las
poblaciones mencionadas, y conocer la forma en que éstas han respondido, en términos de
cuales han sido las estrategias seleccionadas o qué rasgos se han ido potenciando, no sélo
puede proporcionarnos informacion 1til a la hora de prever cual podria ser la respuesta de
la especie ante nuevos escenarios (Hampe y Petit, 2005; Thompson, 2005; Svenning y
Skov, 2005): el pinsapo, en definitiva, constituye un modelo experimental para predecir
los efectos del cambio climatico sobre bosques templados propiamente dichos, por lo que
el estudio de su ecofisiologia no s6lo completaria decisivamente el conocimiento de esta
especie y de su historia evolutiva, sino que podria constituir, en el marco de la
investigacion ecologica relativa al cambio global, una herramienta para predecir el futuro
que cabe esperar, a medio-largo plazo, para los bosques tipicamente templados en un
escenario de calentamiento y cambio global, junto con las investigaciones relativas a flujos
de energia y nutrientes mencionados con anterioridad, al sugerir la capacidad de respuesta
que es posible encontrar en especies forestales ante eventos de cambio climatico, y los

efectos potenciales del cambio global sobre los bosques templados.

1.4.5. El interés de la comparacion con Abies alba.

Abies alba Mill. es la otra especie de abeto circunmediterraneo que se encuentra presente
en la Peninsula Ibérica de forma natural (Lopez y Amaral, 1986). Se trata de la especie de
abeto mas ampliamente extendida en Europa (Figuras 1.3 y 1.4), presente en un amplio
rango de condiciones ecologicas (Konnert y Bergmann, 1995). Forma extensos bosques en
numerosos sistemas montafiosos europeos, desde los Carpatos orientales hasta los

Pirineos, y desde los Beskides en Polonia hasta las montafias del norte de Grecia, siempre
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con preferencia por la banda altitudinal inferior de estas cordilleras, donde encuentra unas
condiciones climaticas frescas, con escasa amplitud térmica y una precipitacion anual
relativamente alta (Robakowski et al. 2004). Aunque en ocasiones forma bosques
monoespecificos, a menudo forma parte de ricos bosques mixtos junto a Picea abies
Karst., Fagus sylvatica L., Acer pseudoplatanus L. y otras especies forestales
(Robakowski et al. 2004).

Tanto Abies alba como Abies pinsapo son especies integrantes del grupo de
vegetacion “neo-mediterranea”, cuyo origen tuvo lugar en los procesos de inmigracion y
especiacion que acontecieron tras el establecimiento en la region de lo que hoy
denominamos ‘“clima mediterraneo” (Scarascia-Mugnozza et al. 2000). Asi, se ha
postulado que ambas especies proceden ademds de un ancestro comun de distribucion
amplia (Meyen, 1987; Palamarev, 1989, Scaltsoyiannes et al. 1999), que encontro6 refugio
en las cordilleras montafosas que circundan la cuenca mediterranea (Bennett et al. 1991;
Tzedakis et al. 2002; Willis y Niklas, 2004), al igual que otras muchas especies forestales
euroasiaticas y holarticas habrian sobrevivido durante las distintas glaciaciones gracias al
hallazgo de refugios mediterraneos, desde donde recolonizaron el continente cuando las
temperaturas volvieron a subir, hace aproximadamente 15000-10000 anos (Huntley y
Birkes, 1989). En el caso que nos ocupa, a partir del antecesor comun de distribucion
amplia, sucesivas migraciones y fragmentaciones en nucleos cada vez mas pequeios y
aislados favorecerian la diversificacion y zonacidon de estos abetos ancestrales (Farjon y
Rushforth 1989).

Respecto a Abies alba, se han identificado cinco refugios “mediterrancos"
(localizaciones concretas con condiciones microambientales favorables, ver e.g. Bennett et
al. (1991), Willis (1996) o Willis y Whittaker (2000)): Pirineos, en Espafia; la region de
Calabria, en el sur de Italia; la region central de Italia; la region centro-este de Francia; y
la region del sur y el sureste de la peninsula de Los Balcanes (Konnert y Bergmann, 1995).
A partir de los tres Gltimos mencionados, se inicid la expansion de la especie hasta su
actual distribucion, por Espafia, Francia, Alemania, Suiza, Italia, Austria, Republica
Checa, Polonia, Eslovaquia, Hungria, Ucrania, Rumania, Bulgaria, Turquia, Grecia,
Macedonia, Albania, Serbia, Montenegro, Bosnia, Croacia y Eslovenia (Konnert y
Bergmann, 1995; IUCN, 2011). En todo caso, cualquiera de estas localizaciones presenta
un caracter mas templado que aquéllas en las que aparece A pinsapo, con una fuerte

estacionalidad de tipo “mediterraneo”.
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El limite sudoeste de su distribucion se encuentra en los Pirineos y en cadenas
montafiosas proximas, al sur de éstos (Jalas et al. 1999), donde la especie se encuentra
frecuentemente por encima de los 1200 m.s.n.m, en zonas de gran productividad como
fondos de valle, o en laderas con orientacion N-NW sobre suelos relativamente profundos
(Vigo y Ninot, 1987). En los Pirineos, dentro de lo que se considera el area de distribucion
principal de la especie, bajo condiciones mésicas, Abies alba forma bosques subalpinos en
transicion hacia bosques monoespecificos de especies de hoja caduca, en suelos
desarrollados sobre esquistos y otras rocas siliceas (Conesa i Mor, 1997). En las
localizaciones mas occidentales, forma bosques nemorales mixtos con Fagus sylvatica L.
(Blanco et al. 1997; Vigo y Ninot, 1987). El limite ecologico de la especie lo constituyen
los abetales que se encuentran en la cara sur de Pirineos y en Pre-Pirineos (Peguero-Pina et
al. 2007), donde aparece junto a Pinus sylvestris y Buxus sempervirens en sustratos
calcéareos y bajo condiciones mas xéricas (Conesa i Mor, 1997).

En lo que respecta a la ecofisiologia y autoecologia de la especie, Abies alba es una
de las especies forestales europeas madas tolerantes a la sombra que se conocen
(Robakowski et al. 2003): es capaz de regenerarse de forma natural incluso bajo dosel
cerrado, donde la irradiancia puede ser entre un 80 y un 95% inferior a los niveles
ambientales registrados sobre el dosel, y sus individuos son capaces de persistir en esas
condiciones entre 10 y 20 afios (Robakowski et al. 2004). Por otro lado, y al igual que el
pinsapo, esta especie se distribuye en zonas que pueden sufrir una severa sequia estival,
pero que reciben abundantes precipitaciones durante el otofio y la primavera (Aussenac,
2002). Ello se debe a que ambas especies presentan un elevado consumo de recursos
hidricos, por lo que tienden a localizarse principalmente en bioclimas hiimedos e incluso
muy humedos, caracterizados por una precipitacion anual de 1000 mm o superior
(Aussenac, 2002). Ademas, y al igual que el resto de especies de abetos
circunmediterraneos, salvo A. numidica, ocupan zonas geograficas con rangos de
temperatura anual relativamente amplios, en comparacion con los de otras especies
forestales (Aussenac, 2002). En el caso de Abies alba, esto explica que el calculo del
indice de aridez (De Martonne, 1926) para el rango de distribucion natural de la especie, a
partir de datos climaticos recopilados por distintos autores, presenten una notable
variacion entre distintas localizaciones (Aussenac, 2002), lo que significa que, en su
amplisimo ambito natural de distribucion, la especie encuentra muy distintas
combinaciones de temperatura promedio y precipitacion total anual. Esto, unido al hecho

de que sus poblaciones alberguen una variabilidad genética mayor que la de otras especies
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forestales europeas (Konnert y Bergmann, 1995; Scarascia-Mugnozza et al. 2000) sugiere
que, en la configuracion de la especie, han debido promoverse rasgos que le confieran un
caracter mas moderado, “templado” en el sentido mas literal de la expresion, capaz de
hacer frente a una variacion amplia de las condiciones ambientales. De hecho, el grupo de
abetos del que A. alba forma parte, distribuido por la zona norte y nor-occidental de la
cuenca mediterranea, donde la aridificacion del clima progresé mas lentamente y alcanzé
menor intensidad, se caracteriza por presentar adaptaciones encaminadas hacia una mayor
eficiencia en la captacion de luz, en la capacidad de regeneracion, e incluso en una mayor
plasticidad en el crecimiento (Aussenac, 2002; Linares y Carreira, 2006,).

Sin embargo, la exigua distribucion del pinsapo y lo puntual de sus localizaciones
justifican que el célculo del indice de aridez arroje un rango de variacion mucho menor
que en el caso de A. alba, indicando que la especie no se encuentra sometida en su actual
distribucion a un gradiente notable en las condiciones de temperatura y disponibilidad
hidrica, al menos a grandes escalas temporales. Esto, unido al hecho de que sus
poblaciones se encuentren plenamente inmersas en el tipico clima mediterraneo, sugiere
que en el desarrollo de la especie debid jugar un papel fundamental la tendencia al
descenso de la precipitacion estival que culmind en el patron estacional mediterraneo, a
finales del Terciario (Suc, 1984), en el sentido de que ha debido orientar inevitablemente
la configuracion de la especie hacia una cierta especializacion, con valor adaptativo, a
estas condiciones ambientales. De hecho, las presiones selectivas que operaron sobre el
grupo de A. pinsapo, aislado de forma temprana, derivaron en estrategias adaptativas de
cara a la persistencia, que son caracteristicas ecofisiolégicas comunes a las tres especies
actuales del grupo: longevidad, crecimiento primario lento y de tipo preformado,
frugalidad e indiferencia edafica, corto periodo de crecimiento pero largos ciclos internos,
y resistencia al frio y a la sequia (Linares y Carreira, 2006). Esta ultima caracteristica
parece indicar que los mencionados procesos de especiacion han debido seleccionar y
potenciar rasgos de tipo xerohelidfilo que confieran a estas especies un caracter mas
“mediterraneo”, dotdndolas asi de una mayor capacidad para afrontar las estresantes
condiciones ambientales que caracterizan la época estival en el ambito en el que se
distribuyen.

Por todo lo anterior, nuestra hipétesis de partida, a la hora de comparar desde una
perspectiva ecofisiologica estas dos especies, plantea que ambas van a mostrar
comportamientos distintos cuando la disponibilidad hidrica o luminosa difiera de las

condiciones Optimas para el desarrollo de una especie de abeto. Asi, si consideramos las
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condiciones, por lo general mésicas, en las que se encuentran las poblaciones de A. alba,
mas propias de especies “templadas”, y las condiciones en que se hallan las poblaciones de
pinsapo (similares a las que soportan las especies “tipicamente mediterraneas”,
especialmente estresantes durante la época estival), la comparacion entre ambas especies
en términos de su capacidad para aclimatarse a distintas condiciones de luminosidad y
disponibilidad hidrica, permitiréd testar la hipdtesis que sostiene que la especializacion en
ambientes favorables (como aparentemente presenta A. alba en su conjunto) incrementa la
plasticidad, mientras que la especializacion en ambientes menos favorables (como los que
a priori encuentra A. pinsapo en su rango de distribucion) disminuiria esta plasticidad
(Lortie y Aarssen, 1996). Asi, de A alba, presente por lo general en condiciones mas
idoneas, cabria esperar un comportamiento mas plastico, lo que ademas iria en linea con
hallazgos previos que sugieren que la plasticidad fenotipica esta positivamente relacionada
con una distribucion ecoldgica mas amplia (Valladares et al. 2000), como la que presenta
esta especie. En comparacion, de A. pinsapo, presente tinicamente en un estrecho rango de
distribucion, y sometido a priori a condiciones menos favorables, cabria esperar un
comportamiento menos plastico y una estrategia vital mas conservadora. Asi, algunos
estudios han mostrado que encinas y coscojas, especies tipicamente mediterraneas, son
poco plasticas ante cambios en la luz, como parte de una estrategia general muy
conservadora que les permite sobrevivir a multiples condiciones adversas como sequia y
temperaturas extremas (Valladares et al. 2000, Balaguer et al. 2001, Valladares et al.
2002). En nuestro caso, se trataria de ver si el pinsapo muestra para la luz y la humedad
del sustrato una estrategia mas conservadora que A. alba, como parte de una respuesta
adaptativa a condiciones ambientales por lo general mas adversas, o si, por el contrario, es
esta ultima la especie que peor se adapta a los cambios que se produzcan en estos recursos,

“acostumbrada” a un ambiente cuyas condiciones son por lo general mas estables.

L.5. Estructura y contenido de la tesis.

El contenido de este trabajo de investigacion se estructura en dos bloques bien
diferenciados. En el primero de ellos, que comprende los Capitulos 3, 4 y 5, se exponen
distintos experimentos llevados a cabo bajo condiciones controlados, y que han tenido por
objeto comparar dos especies filogenéticamente emparentadas, Abies pinsapo y A. alba, en
términos de su comportamiento ecofisioldgico y siempre en el contexto de las posibles

presiones selectivas diferenciales sufridas por el primero, dada su localizacion en un
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ambiente tipicamente mediterraneo. Estos experimentos, en los cuales se han investigado
las posibles diferencias entre estas especies a distintos niveles (tasas de intercambio
gaseoso, curvas fotosintesis — irradiancia, capacidad de fijacion de carbono, eficiencia en
el uso del agua y de la luz, discriminacioén de is6topos de carbono, equipo pigmentario,
potencial hidrico, reserva de carbohidratos no estructurales y patrones de asignacion de
recursos), han abordado tres cuestiones esenciales: i, la capacidad de aclimatacion a
distintos niveles de irradiancia; ii, la respuesta frente al estrés hidrico severo y el trade-off
asociado al par de recursos agua-luz; y iii, y la capacidad de fijacion de C y el grado de
control de la apertura estomatica.

Asi, con la informacion recabada en estos experimentos se pretende, por un lado,
contribuir de forma significativa a la elaboracion del perfil ecofisioldgico de la especie,
iniciado por trabajos de investigacion recientes, ademds de poder situar la especie en el
ambito evolutivo y ecoldgico descrito en esta Introduccion, y en relacion con otras
especies de coniferas, tanto pertenecientes a bosques templados como a comunidades
tipicamente mediterraneas. Por otro lado, se trata de elucidar si existen diferencias entre
ambas especies, en términos de su capacidad de respuesta al estrés y patrones de
compensacion de factores, y si estas diferencias pueden relacionarse directamente con la
historia evolutiva de ambas especies.

El segundo bloque, constituido por el Capitulo 6, comprende el trabajo de campo
realizado, enfocado a conocer, mediante una aproximacioén espacialmente explicita, el
comportamiento de individuos juveniles de A. pinsapo localizados en distintos
microambientes del ecosistema forestal del pinsapar, al objeto de conocer qué rasgos o
estrategias les permiten sobrevivir al rigor del ambiente mediterraneo, cudles son las
mejores condiciones microclimdticas para los individuos que se encuentran en este estadio
vital tan vulnerable, y si las conclusiones derivadas de este trabajo son consistentes con los

patrones de regeneracion natural encontrados en el pinsapar.

I.6. Objetivos generales.

El objetivo general de este trabajo de investigacion es abordar el estudio del pinsapo desde
una perspectiva ecofisiologica, concediendo gran importancia a variables fiisiologicas
clasicas (como las tasas de fijacion de carbono o las de conductancia estomatica, entre
otros), sin olvidar en ningin momento las cuestiones ecologicas que subyacen a las

cuestiones antes planteadas. Con esta idea de partida, por un lado se han disefiado y
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llevado a cabo experimentos bajo condiciones controladas, en los que esta especie de
abeto se ha comparado con otra de caracter a priori mas “templado”, A. alba, que puede
presentar diferencias en lo que respecta a su comportamiento ecofisioldgico; y por otro
lado, se ha realizado el seguimiento de individuos juveniles de A. pinsapo en campo, todo
ello para alcanzar los siguientes objetivos especificos:

1) debido a la latitud (36°) y a la altitud (habitualmente entre los 1000 y los 1500
m.s.n.m.) a la que se encuentran los pinsapares, es de esperar que los individuos adultos de
esta especie se encuentren sometidos a niveles de irradiancia altos de forma prolongada.
Sin embargo, el grado de tolerancia a la sombra y la capacidad de aprovechar los rayos de
luz que se filtren a través del dosel forestal pueden ser decisivos para sus plantulas a la
hora de sobrevivir y tener éxito en el interior umbroso de los pinsapares. Asi, dada la
variabilidad de condiciones luminicas que los individuos de esta especie pueden
encontrarse a lo largo de su ciclo de vida, el primer objetivo de este trabajo ha sido
estudiar en qué medida puede producirse la aclimatacion de individuos juveniles de la
especie a distintos niveles de irradiancia y las consecuencias de dicha aclimatacion en los
mecanismos de fijacion de carbono y crecimiento de los individuos juveniles tanto de A.
pinsapo como de A. alba;

ii) ademas, en A. pinsapo, que se localiza en zonas sometidas a un clima
mediterraneo con una estacionalidad acusada y una notable sequia estival, cabe esperar
una notable eficiencia en el uso del agua. Se trata, en este caso, de determinar la capacidad
de respuesta de la especie ante un episodio provocado de estrés hidrico severo, y comparar
la misma con la exhibida en idénticas circunstancias por individuos de A. alba;

i11) del mismo modo, y dado que en condiciones naturales, los individuos de A.
pinsapo se encuentran sometidos a un amplio rango de combinaciones de irradiancia y
humedad del sustrato, otro de nuestros objetivos ha consistido en determinar la
importancia del trade off que se establece entre estos dos recursos clave para la especie, y
la diferencia a este respecto en lo que concierne a una especie de abeto localizada en
condiciones ambientales mas mésicas como es A. alba;

iv) por otro lado, para conocer en qué medida los individuos que no reciben
radiacion solar directa son capaces de aprovechar la radiacion difusa o los rayos de sol que
de forma ocasional atraviesan el dosel, o la respuesta de este tipo de individuos cuando se
abre un claro en el bosque, es necesario evaluar en qué medida se relaciona la tasa de
fijacion de carbono con la dosis de radiacion recibida. Asi, otro objetivo ha consistido en

determinar en qué medida la capacidad de fijar C depende de la disponibilidad luminica,
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en términos tanto de la eficiencia en el uso de la luz como de la velocidad exhibida en esta
respuesta, y como esta capacidad estd modulada por el ambiente luminico en que se
desarrollan los individuos, comparando de nuevo A. pinsapo y A. alba;

v) finalmente, al objeto de conocer la influencia de la heterogeneidad ambiental a
pequenia escala asociada a huecos del dosel del pinsapar sobre los procesos de
regeneracion natural de la especie, otro objetivo ha consistido en determinar en qué
medida la distribucion espacial de los individuos juveniles de A. pinsapo localizados en
distintos microambientes, asi como su comportamiento ecofisioldogico, vienen
determinados por el patron espacial y estacional de disponibilidad hidrica y luminosa y la

presencia de otras especies.
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I1. Material y Métodos. Generalidades.

En este capitulo se describen de forma general los materiales y métodos empleados
tanto en los experimentos de laboratorio bajo condiciones controladas que constituyen
el primer bloque de este Trabajo de Tesis (Capitulos 3, 4 y 5) como en el trabajo de
campo descrito en el segundo bloque del mismo (Capitulo 6). Asi, en lo que respecta al
primer bloque, se comenta el material experimental empleado en estos experimentos, y
se especifican las distintas variables medidas en cada caso, la forma en que se midieron
estas variables y los equipamientos y dispositivos necesarios para ello. En lo que
respecta al segundo bloque, en este capitulo Unicamente se detalla el procedimiento
seguido para el registro de las variables bidticas y abidticas monitorizadas en el
mismo. El disefio experimental seguido en cada caso y el tratamiento estadistico de los
distintos tipos de datos obtenidos se abordan con la profundidad necesaria en los

capitulos correspondientes.
I1.1. Material experimental.

Para los experimentos llevados a cabo bajo condiciones controladas se emplearon
individuos juveniles de 5-6 afios de edad, de Abies pinsapo y de Abies alba, procedentes
de vivero. A pesar de las posibles diferencias genotipicas que son de esperar a priori
entre los individuos empleados, estos fueron seleccionados a partir de las mismas
poblaciones, lo que asegura, en la medida de lo posible, la homogeneidad de
condiciones iniciales en los experimentos, aportando consistencia a las posibles
conclusiones que pudieran derivarse de los mismos en los que respecta a la capacidad
de aclimatacion y plasticidad fenotipica de las especies objeto de estudio.

Los individuos de A. pinsapo fueron suministrados gratuitamente por la Red de
Viveros de Andalucia, Consejeria de Medio Ambiente, Junta de Andalucia (vivero: La
Resinera, Arenas del Rey, Granada; procedencia de las semillas: Sierra de las Nieves,
Malaga; fecha de siembra: marzo de 2000; fecha de retirada del vivero: primavera de
2005). Una vez trasladados al Jardin Experimental de la Universidad de Jaén, fueron
transplantados desde su bolsa (Figura II.1) hasta contenedores de plastico de
aproximadamente 5 L de volumen, utilizando para ello una mezcla de suelo forestal

secado al aire y tamizado a 4 mm, mantillo y perlita, en una proporcion 2:2:0.75 v:v:v.
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Los individuos de Abies alba, mantenidos en contenedor con una mezcla de suelo
forestal y mantillo, al 50% v:v aproximadamente, fueron adquiridos en septiembre de
2005 en los viveros “StarPlant” de Breda (Gerona). Esta segunda remesa fue también
trasladada al Jardin Experimental, donde ambas fueron preincubadas durante al menos
cinco meses hasta su empleo en los distintos experimentos (Figura II.1).

En estas instalaciones, los individuos fueron rotados en sus posiciones con cierta
periodicidad, y se encontraron a la intemperie durante todo el afio, salvo en verano, en
que se dispuso de una malla de sombreo que redujo la irradiancia incidente en un 75%

aproximadamente, para protegerlos del exceso de luz y calor (Figura IL.2).

Figura IL1. Individuos tipicos de A. pinsapo (a la izquierda) y de A. alba (a la derecha) empleados en los
experimentos.

Ademas, fueron regados convenientemente para evitar que la humedad del sustrato
experimentase variaciones estacionales notables. Este suministro de agua, mediante
riego por aspersion, se efectuaba en dos dosis diarias, que variaron con la época del afio:
en verano, 45’ a primera hora de la mafiana y 20’ a ultima hora de la tarde. El resto del
afo, y progresivamente, la dosis era reducida a 20-30’ a media mafiana y 10’ a media
tarde. De igual modo, en épocas especialmente lluviosas la frecuencia de riego fue
inferior. En los dias mas frios del afio, los individuos no fueron regados, para evitar

dafios en las raices por congelacion.
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Figura IL.2. Vista parcial de las instalaciones del Jardin Experimental de la Universidad de Jaén, con los
distintos grupos de individuos de A. pinsapo y de A. alba. La malla de sombreo aparece retirada, a la
izquierda.

I1.2. Condiciones ambientales.

11.2.1. Humedad del sustrato y pérdida de agua.

En los experimentos realizados en camara de incubacion se hizo un seguimiento
exhaustivo de la humedad del sustrato de los contenedores en que se hallaban los
individuos, empleando una sonda TDR de 12 cm de longitud, modelo TDR100
(Campbell Scientific, Inc.), conectada a un ordenador portatil, para determinar el
contenido volumétrico de agua en el suelo.

En el caso del experimento del Capitulo 4, durante la primera parte del mismo
(primeras diez semanas), estas medidas sirvieron para comprobar la idoneidad de la
cantidad de riego suministrada bajo ambos tratamientos de irradiancia. En la segunda
parte, este control permitid, por un lado, garantizar el estatus hidrico de los individuos
control, y por el otro, conocer la evolucion temporal de la disponibilidad hidrica en
aquellos individuos sometidos al tratamiento de estrés hidrico. A este respecto hay que

sefialar que, en esta segunda parte del experimento, los individuos fueron ademas
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pesados regularmente con una balanza electronica, al objeto de conocer la cantidad de
agua correspondiente a las pérdidas de humedad registradas en el sustrato.

Por otro lado, durante la realizaciéon de los experimentos descritos en los
Capitulos 3 y 5 de esta memoria, y a pesar de que la humedad del sustrato no fuese una
variable de control, se realiz6 un seguimiento de la misma, empleando la misma sonda
de humedad, al objeto de garantizar el adecuado estatus hidrico de los individuos
sometidos a estos experimentos.

En lo que respecta al trabajo de campo descrito en el Capitulo 6, el contenido
volumétrico en agua del suelo se midi6é empleando diferentes sensores: la sonda modelo
TDR100 (Campbell Scientific, Inc.), ya citada; una sonda Theta Probe modelo ML2x
acoplada a un datalogger HH2 (Delta-T Devices, Croydon, Reino Unido); y finalmente
el sistema Hydrosense, compuesto por un sensor TDR de 12 cm, modelo CS620,
acoplado a un display digital modelo CD620 (Campbell Scientific). Para poder emplear
los datos obtenidos con cada una de estas sondas, se efectu6 una comparacion previa

entre todas ellas.

11.2.2. Irradiancia incidente.

El nivel de irradiancia PAR incidente durante las medidas de intercambio gaseoso
llevadas a cabo en los experimentos de los Capitulos 3, 4 y 5 de esta memoria, se
registro a través del sensor externo del IRGA portatil empleado para la realizacion de
estas medidas (Seccion I1.3.6 de este capitulo). El calculo de la eficiencia en el uso de
la luz se llevé a cabo a partir de estos registros.

Durante la realizacion del trabajo de campo del Capitulo 6, se emple6 el sensor
de referencia de un medidor LAI, modelo EMS7 (S.W. & W.S. Burrage, Ashford, Kent,
Reino Unido), para medir la irradiancia incidente en los distintos puntos de muestreo, y
poder caracterizar asi el ambiente luminico de las distintas “parcelas” de estudio. No
obstante, para la evaluacion de la eficiencia en el uso de la luz se empled, como en
anteriores ocasiones, el nivel de irradiancia PAR registrado por el IRGA portatil
empleado para las medidas de intercambio gaseosos llevadas a cabo y descrito mas

adelante.
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I1.3. Variables respuesta.

11.3.1. Patrones de reparto de biomasa.

La determinacion del patron de reparto de la biomasa de distintos individuos se llevé a
cabo al principio y al final del experimento recogido en el Capitulo 3. Para ello, en cada
caso se seleccionaron individuos al azar, y su biomasa total fue separada en distintos
compartimentos: raices finas (diametro inferior a 2 mm), raices gruesas (resto de
raices), aciculas, ramas y tronco. Las distintas muestras de cada compartimento fueron
desecadas en estufa a 70 °C hasta peso constante, y pesadas para la obtencion del peso
seco de cada compartimento. La biomasa total se calculé como la suma de todos los
compartimentos. Para la separacion entre biomasa aérea y subterranea se tom6 como
referencia el punto en el que el didmetro de la raiz principal es maximo (RCD, del
inglés root collar diameter). A partir del peso seco de cada compartimento, se

calcularon, para cada uno de los individuos, las relaciones mostradas en la Tabla IL.1.

Tabla II.1. Variables morfologicas y de reparto de biomasa consideradas.

Denominacion Descripcion

LAB (leaf biomass to
aboveground biomass ratio)

Cociente entre el peso seco de hojas y el del total de
la biomasa aérea.

LMR (leaves biomass to total
biomass ratio)

Cociente entre el peso seco de las hojas y la
biomasa total.

A/R (aboveground biomass to
root biomass ratio)

Cociente entre el total de la biomasa aérea y el total
de la biomasa subterranea.

R/S (root biomass to stem

biomass ratio)

Cociente entre el peso seco de raices y el peso de
los “tallos” (calculado como la diferencia entre los
compartimentos “biomasa aérea” 'y
foliar”).

“biomasa

F/C (fine roots biomass to coarse
roots biomass ratio)

Cociente entre la biomasa correspondiente a raices
finas (0 <2 mm) y la biomasa de raices gruesas (9
> 2 mm).

RMR (roots biomass to total
biomass ratio)

Cociente entre el peso seco de raices y la biomasa
total.
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Se obtuvo asimismo un indice para evaluar el grado de control apical del crecimiento
llamado ADR (apical dominance ratio), calculado segiin Leaky y Longman (1986)

como

longitud del tramo apical

ADR (D

~ longitud promedio de los tramos laterales

Por otro lado, a partir de la cantidad de biomasa hallada en los distintos
compartimentos, se hallo en cada caso el ratio NPT/PT, entre la biomasa de tejido foliar,
con capacidad fotosintética (PT, photosynthetic tissue) y la biomasa del resto de
compartimentos (NPT, non-photosynthetic tissue). Asimismo, a partir de los datos
registrados, y empleando las Ecuaciones 6 y 7 (Seccién 11.3.6.3), se calculo el valor del

ratio SLA (specific leaf area) en todos los individuos participantes en el experimento.
11.3.2. Contenido relativo en agua.

En el experimento de estrés hidrico descrito en el Capitulo 4 de esta memoria se midio
el contenido relativo en agua de las aciculas (RWC, relative water content), de acuerdo
con el procedimiento descrito por Gindaba et al. (2004), ligeramente modificado, en
todos los individuos de cada combinacion de tratamientos y especies. Se tomaron,
cuidadosamente, de 5 a 7 aciculas de 1 afio de edad y se colocaron en pequefios viales
de plastico, que se llevaron inmediatamente al laboratorio, donde fueron pesadas (peso
fresco, FW). Después, las muestras fueron hidratadas hasta su méxima turgencia,
mediante la adicion de agua destilada. A continuacidén, se elimind la humedad
superficial con papel absorbente, y fueron pesadas nuevamente para obtener el peso
turgente (TW). Por ltimo, las muestras fueron desecadas en estufa a 70°C hasta peso

constante, y nuevamente pesadas para obtener el peso seco (DW).

El contenido relativo en agua de las aciculas se calcula entonces como (Beadle et

al. 1993):

FW — DW
RWC (%) = m x 100 (2)
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11.3.3. Contenido foliar y xilematico en carbohidratos no estructurales.

El contenido en carbohidratos no estructurales se determind tanto en muestras del
experimento descrito en el Capitulo 4 de esta memoria como en muestras tomadas

durante el trabajo de campo del Capitulo 6.

11.3.3.1. Tomay preparacion de las muestras.

En primer lugar, y en un tiempo inferior a 6 horas tras su recoleccion, las muestras
fueron sometidas a un choque térmico en un horno microondas tradicional, a una
potencia de 600W durante 90”. Este pre-tratamiento desnaturaliza las enzimas presentes
en las muestras, evitando la degradacion enzimatica de carbohidratos que pudiera
ocurrir entre el momento de recoleccion de las muestras y su secado en el laboratorio
(Popp et al. 1996). Este secado se efectud en una estufa a 75 °C hasta peso constante.
Una vez secas, fueron reducidas a polvo muy fino mediante un molino de bolas, y
conservadas a 4 °C en un recipiente hermético, sobre un lecho de gel de silice, hasta su

empleo en los analisis.

11.3.3.2. Andlisis.

En esta memoria son considerados como “carbohidratos no estructurales” los azucares
libres, de bajo peso molecular (glucosa, fructosa y sacarosa), y el almidon. Fueron
determinados mediante los protocolos descritos por Wong (1990) y Hoch et al. (2002)
(Figura I1.3).

En primer lugar, y a partir de una cantidad variable de muestra molida y seca (8-
10 mg en el caso de aciculas; 10-15 mg en el caso de xilema), se obtuvo un extracto al
vapor, mediante agua destilada hirviendo durante 30 minutos. El almidon y la sacarosa
fueron convertidos en glucosa, y en glucosa y fructosa, respectivamente, por incubacion
a 40° C durante 15 horas junto con una enzima cruda obtenida por didlisis (“Clarasa”, de
Aspergillus oryzae, Enzyme Solutions Pty Ltd, Crydon South, Victoria, Australia),

A continuacion, la solucidon obtenida fue tratada con fosfoglucosa-isomerasa, y
la cantidad total de glucosa (correspondiente al total de carbohidratos no estructurales
presente en la muestra) fue determinada fotométricamente en un fotometro para

microplatos (HR 7000; Hamilton, Reno, NE, EE.UU.), una vez que esta glucosa fue
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transformada a gluconato-6 fosfato mediante la adicion de hexokinasa (Sigma
Diagnostics, St. Louis, MO, EEUU). Una alicuota del extracto original fue tratado con
invertasa y fosfogluco-isomerasa (ambos de Sigma Diagnostics), al objeto de
determinar la cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa presente en las muestras, a través
del test de glucosa descrito anteriormente. El almidon fue calculado como la diferencia
entre el contenido total de carbohidratos no estructurales y el de azlcares libres.
Soluciones puras de glucosa, sacarosa, fructosa y almidon fueron usadas como
estandares, junto con material vegetal estandar (polvo seco de hojas de arboles frutales,
de Leco, St. Joseph, MI, EE.UU), incluido para controlar la reproducibilidad de las
extracciones. Las concentraciones de carbohidratos no estructurales se expresan en esta

memoria como porcentaje sobre el peso seco de la muestra.

Glucosa (libre) Fructosa (libre)
“Clarasa”
Almidon _— Glucosa
invertasa
Glucosa + Fructosa
Sacarosa —_—
hexokinasa hexokinasa

1 / ATP \ l
Glucosa -6P m Fructosa — 6P

NAD*

Glucosa -6P-
deshidrogenasa
NADH + H*

.4

Incremento de la
Gluconato - 6P densidad 6ptica

a340 nm
Figura I1.3. Representacion esquematica de la accion de las distintas enzimas implicadas en la
determinacion de carbohidratos no estructurales, segin el protocolo descrito en la Seccién I1.3.3.
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11.3.4. Composicion foliar en pigmentos.

La composicion foliar en pigmentos a que se hace referencia en el Capitulo 3, se
determin6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa (RP-
HPLC), siguiendo el protocolo descrito por Biich et al. (1994), ligeramente modificado.
La determinacion del contenido foliar en pigmentos de muestras de Abies pinsapo fue
llevada a cabo durante una estancia breve de investigacion, en las instalaciones adscritas
al Departamento de Ciencias Forestales de la Universidad de British Columbia
(Vancouver, Canada). Las muestras correspondientes a Abies alba fueron analizadas en
las instalaciones de los Servicios Técnicos de apoyo a la investigacion (S.T.I.) de la
Universidad de Jaén, donde el protocolo hubo de ser ligeramente modificado al no
disponer de los mismos equipos.

La técnica seleccionada se basa en la interaccion hidrofobica entre el soluto, la
fase movil y la fase estacionaria. Esta ultima normalmente consiste en un gel de silice
poroso, con un tamafio de particula de 5-10 um. “Fase inversa” hace referencia a que
existe una capa hidrocarbonada unida mediante enlaces quimicos a la superficie del gel
de silice, mediante la silicacion de tres grupos hidroxilo libres con un
alquiltriclorosilano (normalmente octadecil u octiltriclorosilano).

A pesar de que la naturaleza del mecanismo de retencion en RP-HPLC es atn
objeto de controversia, se acepta que los compuestos a separar (en nuestro caso, los
pigmentos foliares), se eluyen de la columna en orden creciente de sus coeficientes de
particion (orden de polaridad decreciente). Asi, las xantofilas son liberadas en primer
lugar, por delante de las clorofilas, y las feofitinas y los carotenos se eluyen en ultimo
lugar. Dado el pequefio tamafio de particula y la debilidad de las fuerzas superficiales,
las separaciones llevadas a cabo son rapidas y muy eficientes, incluso para mezclas

complejas (Braumann y Grimme, 1981).

11.3.4.1. Toma de muestras y preprocesado.

Se tomaron muestras de aciculas en distintos momentos del tiempo: al inicio del
experimento, en el tramo de edad correspondiente a un afio, y a los dos y cinco meses
desde el inicio del experimento, tanto de aciculas maduras de un afio de edad como en
los brotes con aciculas nuevas que surgieron en el transcurso del experimento. En el

momento inicial se tomaron muestras en siete individuos por especie; a los dos y cinco
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meses, se tomaron muestras en al menos cuatro individuos por especie y combinacion
de tratamientos. Una vez tomadas las muestras, fueron inmediatamente congeladas con
N; liquido, y conservadas a -20° C hasta su procesamiento. Esta tarea, y el resto de las
descritas fueron llevadas a cabo bajo luz tenue, para impedir el deterioro de los

pigmentos por fotooxidacion.
11.3.4.2. Extraccion de los pigmentos foliares.
Para la extraccion de los pigmentos, se

empled un sistema de tres pasos con

acetona a dos concentraciones distintas, ‘
segun el método propuesto por Dunn et al.

.
(2004). Ambos tipos de acetona fueron ﬁ

conservados en hielo durante su empleo.

Para optimizar el método, el tejido foliar se

homogeneizéd empleando el sistema de . )
Figura 1II.4. Con el sistema

homogeneizacion FastPrep (MP FastPrep, la muestra troceada se
Biomedicals, Ohio, EE.UU). introduce en V.1z’11es especiales para su
homogeneizacion.

Pesados 100 mg de tejido foliar
congelado, el material se trocea con la
ayuda una cuchilla y se coloca en viales de 2 ml de pléstico del kit de homogeneizacion
(FastPrep Lysing Matrix A) (Figura I1.4). Se afiaden 1.5 mL de acetona al 85%, y se
agita durante 30’ (agitador FastPrep System FP120, a velocidad 6.5). Acto seguido, el
vial se coloca en oscuridad y hielo durante 10°. Se agita con un vortex durante 10”°, y
nuevamente se coloca en oscuridad y hielo durante 10°. Pasado este tiempo, se vierte el
sobrenadante en un vial de vidrio, y se reserva en oscuridad sobre hielo. El pellet se
resuspende con 0.5 mL de acetona al 100% y se repite todo el proceso. El sobrenadante
obtenido se vierte en el vial de vidrio junto con el anterior y se repite nuevamente el
proceso, resuspendiendo de nuevo el pellet con 0.5 mL de acetona al 100%. Una vez
completados los tres pasos, el ultimo sobrenadante se mezcla con los obtenidos
previamente. El extracto obtenido, en 2.5 mL de volumen y acetona al 91%
aproximadamente, se guarda en frio (-20 °C) y oscuridad hasta su empleo en el

cromatografo.
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En el caso de las muestras de Abies alba, analizadas en los STI de la
Universidad de Jaén, no se dispuso del sistema de homogeneizacion descrito, por lo que
fue necesario homogeneizar cada muestra manualmente, empleando nitrogeno liquido y
un mortero de ceramica hasta conseguir un polvo fino de cada muestra en cantidad

suficiente.

11.3.4.3. Separacion de pigmentos mediante RP-HPLC.

Para la separacion, identificacion y cuantificacion de los principales componentes del
equipo pigmentario de A. pinsapo, se empled un cromatografo Dionex Summit HPLC
(Sunnyvale, California, EE.UU.) junto con un detector UV-VIS de tipo PDAD (photo-
diode array detector), Dionex PDA 100, el cual permiti6 registrar la absorbancia de los
picos generados para todo un rango de longitudes de onda (en nuestro caso, en la banda
de 300 a 700 nm, con 400, 445 y 665 nm como longitudes de onda de referencia) en
lugar de Unicamente para dos o tres predefinidas. Se empleé una columna de tipo
Hypersil 5 C18 (ODS) de 250 x 4.6 mm, de Phenomenex (Torrance, California, EEUU).
Parte de las muestras (las obtenidas de A. alba) fueron analizadas en el Centro de
Instrumentacion Cientifico-Técnica de la Universidad de Jaén, empleando un
cromatografo Prominence Serie 20 (Shimadzu), en un procedimiento analogo al
anterior.

El sistema de fase mévil en gradiente, que emplea unicamente acetona (al 100%)
y un tampon acuoso (ImM Hepes, pH 7.0), consigue la separacion de los principales
pigmentos en 44.1 minutos. Ambas fases mdviles fueron conservadas siempre en frio, y
degasificadas antes de su uso, con un bafio de ultrasonidos a baja presion. La velocidad
de flujo y la temperatura se fijaron respectivamente en 1.2 mL min™' y 30° C, y se
inyectaron 50 pL del extracto filtrado de cada muestra. Este sistema se ejecuta de la
siguiente manera: 0-10° 60-75% de acetona, 10-30" 75-98% de acetona, 30-44.1° 98%
acetona.

En la identificacion de los pigmentos, y en la determinaciéon de las
concentraciones, fueron clave cuatro factores: I, la extensa bibliografia revisada relativa
a la caracterizacion de pigmentos foliares y su separacion mediante el empleo de
técnicas cromatograficas, lo que permitié conocer de antemano tanto el espectro de
absorcion caracteristico de todos los pigmentos en distintos disolventes (Figuras IL.5 y

I1.6) y los coeficientes de extincidon necesarios para el calculo de las concentraciones,
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como el orden de elucion de los pigmentos separados en condiciones similares a las
empleadas en este trabajo; ii, la resolucion del método de separacion seleccionado, que
permitid una buena separaciéon de los picos/pigmentos sin presentar problemas de
coelucion entre compuestos; iii, el empleo de un detector de tipo PDAD, que permitio el
registro de la absorbancia en todo un rango de longitudes de onda, informacion
necesaria para confirmar la pureza espectral de los picos separados, y para conocer las
caracteristicas espectrales de cada uno de ellos y poder confirmar la identidad de los
mismos por comparacion con los espectros hallados en la literatura. Ademas, el detector
empleado permite trabajar con las longitudes de onda optimas en cada caso (aquellas en
las que los pigmentos muestran méximos locales de absorbancia, y para las que se
hallaron los coeficientes de extincion antes mencionados); y iv, la purificacion de
pigmentos llevada a cabo para la preparacion de auténticos estdndares, que permitid
confirmar por partida doble la identificacion inicial de los picos, al poder comparar los
tiempos de retencién y los espectros de absorbancia obtenidos para los distintos

pigmentos en uno y otro caso con los hallados en otros trabajos.

Clorofila a

Clorofila b

— Carotenoides

Cantidad de luz absorbida

Longitud de onda (nm)

Figura ILS. Los principales pigmentos presentes en organismos autdtrofos presentan espectros de
absorcion caracteristicos.

En primer lugar, y mediante una extensa revision bibliografica (ver, por ejemplo,
Braumann y Grimme, 1981; Eskins et al. 1983; de las Rivas et al. 1989; Thayer y
Bjorkman, 1990; Gilmore y Yamamoto, 1991; Choudhury et al. 1993; Minguez-
Mosquera y Hornero-Méndez, 1993; Biich et al. 1994; Schoefs et al. 1995; Hegazi et al.
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1998), se efectud una identificacion tentativa de los picos separados, considerando su
secuencia de aparicion, los tiempos de retencion y los espectros de absorcion asociados
a cada uno de ellos, con maximos locales caracteristicos (Figura I1.6 y Tabla I1.2).
Esta identificacion preliminar fue ratificada a posteriori tras el proceso de purificacion

de pigmentos y la preparacion de estandares, descrito en el siguiente apartado.

Tabla I1.2. Maximos locales de absorcion (nm) de distintos pigmentos en acetona (etanol en el caso de la
anteraxina). I, Il y III hacen referencia al primer, segundo y tercer maximo local, respectivamente.

I I I
neoxantina 413 (415) 438 (439) 466 (467)
violaxantina 417 (419) 440 (442) 470 (472)
anteraxantina 422 (421) 444 (443) 472 (473)
zeaxantina (425) (428) 450 (454) 478 (481)
luteina 425 (422) 447.5 (445) 476 (474)
clorofila b 456.9 596.7 645.5
clorofila a 430.3 616.5 662.1
feofitina a 409.5 505.3; 608.9 665.5
feofitina b 434.5 527.7; 599.9 653.5
B - caroteno (426) 453.5 479.9
oL — caroteno (422) 447 475

11.3.4.4. Purificacion de pigmentos y preparacion de estandares.

Para la luteina y el B-caroteno se cont6 con estandares comerciales. Para el resto de los
pigmentos a cuantificar (neoxantina, violaxantina, luteina, clorofilas a y b, y B-
caroteno), fue necesaria la obtencidon de pigmentos purificados, usando un extracto
concentrado de tejido foliar de una planta herbacea genérica expuesta a pleno sol,
conforme a Adams y Demmig-Adams (1992), al objeto de activar el ciclo de las
xantofilas y obtener asi suficiente cantidad de cada uno de los distintos pigmentos.

De todos los pigmentos identificados, no se cuantificaron ni las feofitinas ni la
violaxantina, a falta de un estandar comercial o por ser éste extremadamente caro y por
la imposibilidad de purificar una cantidad de pigmento suficiente a partir de otras
fuentes. En el caso de las feofitinas, es de destacar que son indicativas de la degradacion
de la clorofila. Por tanto, el registro de niveles muy bajos o indetectables en nuestras
muestras da garantias sobre su buen estado de conservacion cuando fueron analizadas.

Los niveles de feofitinas en los extractos concentrados para la obtencion de estandares
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fueron también muy bajos, por lo que no se pudo aislar una cantidad suficiente de este

tipo de compuestos.

b-caroteno
~——= luteina

zeaxantina
_— violaxantina
= peoxantina

Absorbancia

350 375 400 425 450 475 500 525 550
Longitud de onda (nm)

Figura I1.6. Espectro de absorcion de distintos compuestos carotenoides. I, II y III indican los
maximos locales caracteristicos.

Para la purificacion de los pigmentos se empled el sistema descrito en este
trabajo, pero con un colector de fracciones acoplado en linea. 50 pL del extracto
concentrado fueron inyectados en el sistema cuatro veces seguidas. Conociendo el
tiempo de retardo entre la inyeccion y el detector, asi como la cantidad de flujo
recolectada en cada fraccion, se identificaron las fracciones en las que se encontraban
los distintos pigmentos aislados individualmente. El contenido de estas fracciones se
desecd bajo un flujo laminar de N, durante toda una noche. Los pigmentos se
redisolvieron con los disolventes para los cuales se halld el coeficiente de extincion en

la literatura (ver Tabla 1IL3), y las disoluciones obtenidas se llevaron al
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espectrofotometro, al objeto de medir su absorbancia para las longitudes de onda

correspondientes a estos coeficientes.

Tabla I1.3. Coeficientes de extincion (specific absorption coefficients) de los pigmentos
cuantificados hallados en la literatura consultada.

Pigmento Lambda Coeficiente Referencia

Neoxantina 438 nm 2470 Britton et al. 1994
Violaxantina 440 nm 2550 Britton et al. 1994

Luteina 445 nm 2550 Britton et al. 1994

Clorofila a 662 nm 88.88 Lichtenthaler y Wellburn, 1983
Clorofila b 645 nm 56.11 Lichtenthaler y Wellburn, 1983
[-caroteno 450 nm 2620 Britton et al. 1994

La concentracion de cada pigmento en los estandares preparados se calculd usando los
coeficientes de extincion publicados (ver e.g. Gruszecki et al. 1994), mediante la

siguiente ecuacion:

A= Xxc,xd 3)

donde A es la absorbancia registrada a una cierta longitud de onda (sin dimensiones), o
es el coeficiente especifico de absorcion calculado para esa longitud de onda (en L g
cm™), ¢y es la concentracion (en g L) y d es la longitud del recorrido 6ptico, segin la
cubeta usada, en cm (el ancho de la cubeta estandar es de 1 cm). Conocida la
concentracion, las nuevas disoluciones fueron inyectadas en el sistema cromatografico
como si se tratara de nuevas muestras, y en los cromatogramas obtenidos, se hallo la
altura de los diferentes picos hallados en cada caso, para conocer la relacion existente

entre ambas variables.

I1.3.4.5. Calculo de la concentracion en las muestras.

Una vez conocida, para cada pigmento, la relacion existente entre la concentracion (a
través de la medida de absorbancia y el coeficiente de extincidon) y la altura del pico
purificado en los distintos estandares, se aplicd esta misma relacion a la altura de los
picos separados en los distintos cromatogramas, al objeto de conocer la concentracion
de cada pigmento presente en las distintas muestras. Esta concentracion fue calculada

con la precaucion de corregir la deriva de la linea de base de los cromatogramas. La
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altura de pico correspondiente a cada pigmento fue la hallada a la longitud de onda

requerida en cada caso, aquella a la que el pigmento muestra la maxima absorbancia.

11.3.5. Potencial hidrico xilematico.

El potencial hidrico es una medida de la
tension con que el agua estd retenida
dentro de los tejidos de la planta, siendo
esta tensibn mayor cuanto mas
estresada esta la planta desde el punto
de vista hidrico. Para medir este
potencial se emple6 una camara de
Scholander acoplada a una botella de

N, comprimido. Este dispositivo

proporciona la presion que hay que

ejercer con un gas inerte para desplazar Figura IL7. El modelo de sobremesa
empleado. Obsérvese la camara
metalica, el mandmetro, la entrada de
gas y distintas valvulas.

el agua de los tejidos en la rama
empleada, presion que se hace mas
negativa a medida que el estrés hidrico
del espécimen aumenta. Consta
basicamente de un recipiente metalico, capaz de soportar una presion en su interior de
hasta 80 bares, un portamuestras, formado por una pieza metalica perforada, un set de
juntas de goma, que permiten el cierre hermético de la cdmara; y un mandémetro, una
conexion externa para la entrada del gas y una valvula para regular su caudal.

Para el experimento de estrés hidrico descrito en el Capitulo 4 de este trabajo, se
empled una camara de Scholander de sobremesa, modelo Pressure Chamber 3000
(SoilMoisture Inc., Santa Barbara, California, EE.UU). El potencial hidrico xilematico
fue medido al mediodia en todos los individuos empleados en el experimento (Figura
I1.7). Para el trabajo de campo (Capitulo 6) se emple6 una cdmara de Scholander
portatil cedida por la Universidad Pablo de Olavide, modelo PMS 100 (PMS
Instruments Co., Corvallis, Oregén, EE.UU.), y las medidas se realizaron en las
primeras horas de la tarde.

En cada individuo se emple6 una ramita, cortada en su base con una cuchilla

afilada mediante un corte biselado y limpio. Esta rama es depositada en el interior de la
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camara, justo tras ser escindida, con la seccion de corte atravesando la apertura de la
misma. Tras el cierre hermético de la camara, se aplica una presion creciente de gas en
su interior, hasta que la superficie de corte se oscurece por la proximidad del agua
desplazada, siendo el potencial hidrico el valor de presion (en bares) que se lee en ese

momento en el manémetro del dispositivo (Figura IL.8).

A.
Junta de
goma
Tapa
£ B.
Superficie
de corte
Mano-
metro #
» ¥, P P
Columna de Columna de Columna de agua
agua en el agua tras la  cuando se alcanza
xilema antes eccision el equilibrio entre
\ g de la escision presiones
\\ Botella gas
. comprimido
Camara

Figura IL.8. Principio de funcionamiento de la camara de Scholander (tomado de Lambers et al.
1998).

11.3.6. Medidas de intercambio gaseoso.

11.3.6.1. Tasas instantaneas de fotosintesis y de conductancia estomatica.

Para las medidas de intercambio gaseoso a las que se hace referencia en esta memoria
(Capitulos 3, 4, 5y 6), se empled un analizador portatil de intercambio gaseoso (CO,,
H,0) por absorcion de infrarrojos (Infra Red Gas Analyzer, IRGA), modelo LI-6400,
acoplado a una camara de medida especifica para coniferas, el modelo LI-6400-05 (LI-
COR Inc. Lincoln, Nebraska, EE.UU.) (Figura I1.9). El dispositivo cuenta ademds con
un sensor de PAR externo para conocer la irradiancia incidente en la banda PAR
durante las medidas, y registra simultineamente otras variables ambientales, como la

temperatura del aire o la presion atmosférica.
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El LI-6400 es un sistema abierto
que mide simultaneamente la
concentracion de CO, y de H,O en dos
canales: un canal de referencia,
representativo de las  condiciones
ambientales en que se encuentra el
individuo, y un canal de medida, que
proviene de la camara de coniferas y en

el que la concentracion de gas varia

como consecuencia del  proceso

predominante (fotosintesis, respiracion).
Figura I1.9. Camara de coniferas modelo LI —

Las diferencias registradas entre ambos 6400 - 05 empleada con el IRGA LI - 6400.
El cilindro negro de la parte izquierda es el
canales se traducen en valores de tasas sensor externo de PAR incidente..

instantaneas de fotosintesis neta (A,
expresada en pumol CO, m? s™) y de
conductancia estomatica al vapor de agua (gs, expresada en mol H,O m?s™).
Este dispositivo registra ademds otras variables como la transpiracion, y la
concentracién intercelular de CO, (umol CO, mol™ aire), la cual es calculada a partir de

la siguiente ecuacion:

E
(gtc - 7) sz —A
Ci = E (4)
Itc + 7

donde gy es la conductancia total al CO,, expresada en expresada en mol CO, m> s'l, Cs
es la concentracion de CO; en el aire que llega hasta la hoja (fraccion molar de CO, en
el canal de medida, en pmol CO, mol™ aire), A es la tasa neta de asimilacién (en pmol
CO, m?s™), y E es la tasa de transpiracion, expresada en mol H,O m™s™. El calculo de
estos parametros por el dispositivo sigue las ecuaciones obtenidas por Caemmerer y
Farquhar (1981).

El registro de este tipo de datos se efectud en ciclos de medida de cinco minutos,
con una frecuencia de cinco segundos, para garantizar un seguimiento adecuado de los
rapidos cambios que puedan producirse en las variables a medir. Del conjunto de datos

obtenidos, se desecharon sistematicamente los correspondientes a los dos primeros
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minutos, el tiempo necesario para que el ambiente del interior de la camara se estabilice

y las hojas se “aclimaten” a las nuevas condiciones ambientales.
11.3.6.2. Curvas fotosintesis vs. irradiancia (curvas P-I).

La obtencion de curvas P-I permite conocer la actividad fotosintética de los distintos
individuos frente a condiciones crecientes de irradiancia. Con esta informacion pueden
deducirse parametros tales como el punto de compensacion para la luz, la respiracion en
la oscuridad, la tasa méaxima de fijacion de carbono o la eficiencia fotosintética,
fundamentales para caracterizar los patrones de produccion vegetal.

Para la obtencion de los valores experimentales con que construir estas curvas P-
I se empled el mismo IRGA portdtil junto con la cdmara de coniferas. Los individuos
fueron incubados en oscuridad y bajo irradiancias crecientes en un rango de
aproximadamente 30 a 1100 umol fotones m™ s”'. La irradiancia fue suministrada
mediante una lampara de haluro metalico acoplada a un foco halégeno. Los distintos
niveles de luz se consiguieron variando la distancia a la fuente de luz, y mediante la
interposicion de filtros neutros de malla gris. Las medidas se tomaron en dos tramos
distintos de un afio de edad, durante cinco minutos y con una frecuencia nuevamente de
cinco segundos, para cada nivel de luz.

Una vez corregidos los datos experimentales por el area real empleada en cada
tramo, se utilizo el programa CurveExpert v. 1.4 (Hyams y Microsoft Corporation, 1995
- 2009) para calcular los parametros fotosintéticos mediante el ajuste de los datos a una
ecuacion exponencial inversa (Goudriaan, 1982; Tosserams et al. 2001; Avola et al.

2008) (Figura I1.10):
—QappxPPFD
Ay = AmaxX <1 —e Amax ) + Ry (5)

donde, Ay representa la tasa neta instantanea de fotosintesis (umol CO, m™ s™), Apay la
tasa maxima de fotosintesis (umol CO, m? s™), PPFD es la irradiancia de medida
(umol fotones m™ s™), Ry la tasa de respiracion en oscuridad (el punto de corte de la
curva con el eje de ordenadas), también expresado en umol CO, m™ s, y Qapp €5 la

eficiencia luminica aparente del proceso fotosintético (mol CO, mol™ foton): el maximo

59



Material y Métodos. Generalidades

rendimiento cuantico logrado en la parte lineal de la curva, el cual se obtiene a partir de
la primera derivada de la ecuacion oAy / SPPFD, y considerando PPFD = 0 (Tosserams
et al. 2001). La tasa maxima de fotosintesis neta, Aymax, €l valor para el que se produce

la saturacion de la curva, se obtuvo como la suma de los valores de Anax ¥ Ra.

7 - .

/ ]
6 1 99% Anpo/ P
] _

(umol CO, m? s1)
[\

Tasa de fotosintesis neta

1 .
1—9— i T T T T T T
-100 100 300 500 700 900 1100
-1 £
/ . .
b irradiancia

mol foton m2 s!
(n

Figura I1.10. Representacion de los datos experimentales obtenidos en la realizacion de una
curva P-I, junto con el ajuste efectuado (en rojo) de acuerdo con la ecuacién propuesta por
Avola et al. (2008). Se indica la forma de calcular el punto de compensacion para la luz (LCP) y
el punto de saturacion (LSP).

Por otro lado se emple6 Mathematica 7 (Wolfram Research Inc., 1988-2009)
para la obtencion del punto de compensacion para la luz (LCP, light compensation
point), como el punto de interseccion de la curva con el eje de abscisas; es decir, el
valor de PPFD para el que Ay = 0. El punto de saturacion para la luz (LSP, light

saturation point), se calculé como el valor de PPFD para ¢l que Ax = 99 % Anmax -

11.3.6.3. Determinacién del area foliar.

El equipo LI-6400 utilizado emplea por defecto un valor de 1000 mm® de area foliar
para el célculo de las tasas de fotosintesis neta, la conductancia estomatica y otras
variables. Salvo en los casos en que no fue posible, estos datos se recalcularon para
expresar el intercambio gaseoso respecto al area foliar a través de la que realmente se

produce éste. Para ello, tras las medidas con el IRGA, los tramos empleados en cada

60



Material y Métodos. Generalidades

rama se cortaron y se transportaron al laboratorio para calcular su area foliar mediante
analisis de imagen. Para cada tramo, se escindieron todas sus aciculas y se escanearon

junto con un objeto de area conocida (Figura I1.11).
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Figura II.11. Imagen tipo procesada de una muestra de aciculas empleada con el programa
midebmp para el calculo del area foliar real. A la derecha, “objetos” de area conocida tomados

por el programa como referencia.

Se empled un escaner comercial, modelo ScanJet 4300 C (Hewlett-Packard),
junto con la interfaz para PC HP Precision LTX. La imagen asi obtenida fue procesada
para eliminar las sombras del contorno de las aciculas con un programa de tratamiento
de imégenes basico (Adobe Photoshop 6.0; Adobe Systems Inc., 1990 - 2000), antes de
emplearse con un programa de analisis de imagen denominado midebmp. (Ordiales-
Plaza, 1999-2000). Esta aplicacion, partiendo de imagenes en color de 24 bits obtenidas
con una resolucion de 300 ppp, reconoce los objetos de una imagen que muestren
colores diferenciados y permite tanto calcular los datos de superficie como exportarlos a
una hoja de célculo (Figura I1.12).

Para aumentar la operatividad en la correccion por el area foliar real de las
distintas medidas registradas, se optd por hallar una ecuacién que permitiera conocer el
area foliar de un conjunto de aciculas a partir del peso fresco de las mismas. En el caso
de los individuos juveniles de Abies pinsapo se tomaron, por duplicado, seis muestras
con cantidades variables de aciculas (5, 10, 25, 50, 100 y 200), en los tramos de las
ramas correspondientes a uno, dos y tres afios de edad, en cinco individuos
seleccionados al azar dentro de la partida de individuos empleada en los distintos

experimentos (36 muestras en total).
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Figura I1.12. El programa midebmp, partiendo de una imagen con aciculas y objetos de tamafio
conocido, y una vez hecho los ajustes de contraste necesarios, reconoce cada una de las aciculas
como objetos independientes a las que asigna un valor de superficie.

Estas muestras fueron pesadas en fresco, escaneadas y procesadas tal y como se
ha descrito en esta seccidn, para conocer el area foliar real de cada una de ellas. A partir
de este conjunto de 36 pares de datos, se obtuvo la relacidon entre el peso fresco de
aciculas y el area foliar que éstas exponen (Figura I1.13), comprobandose que ambas
variables guardan una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05 para el

coeficiente de correlacion de Pearson; los valores de éste se muestran mas abajo).

62



Material y Métodos. Generalidades

Las ecuaciones de regresion lineal que expresan las relaciones representadas en

la Figura I1.13, son:

- Juveniles de vivero de Abies pinsapo:

AF = 1995.9 x PF (g) + 9.3763; R? = 0.9923 (6)
- Juveniles de vivero de Abies alba:

AF = 2365.3 x PF (g) + 32.566; R? = 0.9952 (7)

donde AF es el area foliar (mm?) y PF es el peso fresco (g), de las aciculas.

Para la correccion de las medidas de intercambio gaseoso tomadas a cabo
durante el trabajo de campo (Capitulo 6), la resolucion de este problema fue algo mas
compleja, considerando la variabilidad natural inherente a los individuos silvestres, de
edades distintas y localizados en distintos microambientes. A pesar de que se procedio
de forma similar, se hizo una distincién entre los individuos de mayor porte localizados
en posiciones de sol, los individuos claramente de sombra, con crecimiento ralentizado,
y los individuos que se hallaron en condiciones ambientales mas heterogéneas, en el
borde de los claros. Dentro de cada uno de estos grupos, se tomaron muestras con
cantidades variables de aciculas, correspondientes al primer, segundo y tercer tramo de
las ramas, en individuos seleccionados al azar.

Dentro de cada subgrupo de individuos, se obtuvo la relacion entre el peso
fresco de las aciculas y su area foliar (Figura I1.14), comprobandose nuevamente que
ambas variables guardan una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05 para el

coeficiente de correlacion de Pearson; los valores de éste se muestran mas abajo).

Las ecuaciones correspondientes a juveniles silvestres de A. pinsapo fueron las

siguientes:
- Individuos de sol: AF = 1751.8 x PF (g) + 47.539; R? = 0.9241 (8)
- Individuos de borde: AF = 1411.3 x PF (g) + 27.359; R? = 0.9979 9
- Individuos de sombra: AF = 2335.7 x PF (g) + 28.864; R? = 0.9973 (10)
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Figura I1.13. Relacion entre el peso fresco y el area foliar que oponen a las fuentes de luz las
aciculas de individuos juveniles de Abies pinsapo y de Abies alba de vivero.
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Figura I1.14. Relacion entre el peso fresco y el area foliar que oponen a las fuentes de luz las

aciculas de individuos juveniles silvestres de Abies pinsapo localizados en distintos

microambientes.
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11.3.7. Discriminacion de isotopos estables de carbono.

La composicion isotopica en muestras de aciculas de A. pinsapo y de A. alba obtenidas
durante la realizacion de los experimentos de los Capitulos 3 y 4 de esta memoria se
determin6 mediante GC—C-IRMS, es decir, un espectrometro de masas de razones
isotopicas en linea con un cromatdgrafo de gases y un horno de combustion, como
pasos previos.

El tejido foliar, procedente de aciculas maduras y nuevas de cada uno de los
individuos, fue homogeneizado en un mortero de cerdmica empleando N, liquido,
posteriormente secado en estufa a 60° C, y una cantidad de 1.5 mg por muestra,
encapsulada en receptaculos de estafio. Las cépsulas se enviaron a la Stable Isotope
Facility de la Universidad de California-Davis (California, EE.UU.), para el andlisis de
PC/"C mediante un analizador elemental PDZ Europa ANCA-GSL en linea con un
espectrometro de masas de ratio isotopico PDZ Europa 20-20 (Sercon Ltd., Cheshire,
Reino Unido).

El andlisis consiste en un primer paso de combustion de las muestras a 1020°C
en un horno reactor con matriz de 6xido de cromo y 6xido cobaltoso/cobaltico de plata.
A continuacion, la mezcla de gases producida en la combustion se hace fluir, junto con
un gas portador (He), a través de un reactor de reduccion (cobre reducido a 650°C), para
la eliminacion de los 6xidos, y posteriormente a través de una trampa desecante de
perclorato de magnesio que elimina el vapor de agua. A continuacion, los gases
reducidos de nitrégeno y el CO, resultantes se separan en una columna cromatografica
Carbosieve (65°C, 65 mL min") y son inyectados en el analizador de gases por
infrarrojo acoplado al espectrometro de masas (IRMS).

Con este procedimiento, se obtiene la composicion en isotopos estables de C del
tejido foliar, expresada en tanto por mil (%o, con una precision analitica inferior al 0.01
%o0), indica la desviacion proporcional del cociente molar de la muestra con respecto al
del carbonato del estaindar de Belemnita PeeDee (PDB), y se calcula segun la expresion

(Craig 1957):

R
813C(%o0) = [Rm”ﬂ — 1] x1000 (11)

estandar

donde R representa el ratio *C/"*C.
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A partir de estos valores de composicidn isotdpica, se calculd la discriminacion
isotopica de la fotosintesis, A, el parametro que refleja en qué medida tiene lugar ese
proceso de discriminacién del isotopo pesado C respecto al ligero '*C, mediante el

modelo propuesto por Farquhar et al. (1989):

84— 6,

M) =755,
p

(11)

donde & y & hacen referencia a la composicion isotdpica del aire y del tejido
vegetal, respectivamente, y asumiendo que la composicion isotdpica del aire es de -8%o.
Esta discriminacion isotopica, que explica el empobrecimiento en °C de la materia
organica con respecto al aire, representa el balance neto de procesos biofisicos (difusion
del CO; desde el aire al interior de la hoja, dependiente de la diferencia entre la presion
parcial de CO; interna y externa, y de la conductancia estomatica) y bioquimicos
(discriminacion enzimatica contra el *CO, por la Rubisco). Y por ello, tiene la ventaja
sobre la composicion isotopica de informar directamente sobre las consecuencias de los
procesos biologicos que han tenido lugar, independientemente de la composicion
isotopica de la fuente. No obstante, en los diferentes analisis estadisticos se emplearon
tanto los valores de discriminacion isotdpica como los de composicion isotdpica para la

deteccion de diferencias significativas.
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Efectos de la aclimatacion a la luz

II1. Respuestas de aclimatacion a la luz en Abies pinsapo y en
Abies alba.

En este capitulo se recoge el primero de los experimentos realizados con la intencion
de comparar, desde una perspectiva ecofisiolégica, el comportamiento mostrado por
individuos juveniles de A. pinsapo y A. alba bajo condiciones controladas. En

particular, se trata de un experimento disefiado con el objetivo de evaluar las
respuestas de aclimatacion a dos niveles de irradiancia distintos, mediante el
seguimiento de variables de indole ecofisiol6gica caracterizadas por manifestarse a
distintas escalas espaciales y temporales. Asi, dicho disefio permitio evaluar, en
distintos plazos de tiempo, el efecto que el desarrollo de este proceso de aclimatacion
tuvo sobre los patrones de distribucion de biomasa, el intercambio gaseoso, el equipo
pigmentario y la composicion isotdpica del tejido foliar sometido a este proceso, a fin
de conocer, en ultima instancia, si esta variable puede ser empleada no s6lo como

indicador del estrés hidrico sino también del estrés por déficit energético.

II1.1. Introduccion.

111.1.1. El ambiente luminico en ecosistemas forestales mediterraneos.

El tipo y la cantidad de radiacion disponible influye en numerosos procesos fisiologicos,
morfogenéticos y reproductivos de plantas y animales, y afecta de forma muy
significativa al funcionamiento general del ecosistema (Kohen et al. 1995). En el caso
de las especies vegetales, el ambiente luminico en general, y la intensidad luminica
promedio en particular, constituyen un componente muy importante del nicho de
regeneracion (Canham et al. 1994; Kobe 1999), hasta el punto de que la disponibilidad
de irradiancia incidente en la banda PAR constituye una de las variables ambientales
mas determinantes para la presencia y el desarrollo de una especie vegetal en un lugar
concreto.

En lo que respecta a los bosques mediterraneos, la informacion existente sobre
las caracteristicas de la luz disponible bajo su dosel es escasa, existiendo unos pocos
estudios comparativos sobre su intensidad (Valladares, 2003; Valladares, 2004). Esto
puede deberse a que el papel que juega la disponibilidad de luz en estos ecosistemas

haya sido tradicionalmente subestimado, toda vez que, en comparacion con otros
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ecosistemas forestales, su emplazamiento geografico posibilita que la cantidad de luz
que incide sobre el dosel sea bastante mayor y mas constante que en otros ecosistemas
forestales. No obstante, con los pocos datos disponibles se puede concluir que el
sotobosque de un bosque mediterraneo -con pocas limitaciones hidricas y escasa o nula
intervencion- llega a ser tan oscuro como el de un bosque templado o tropical maduro
(Valladares et al. 2004a). Ademas, la intensa estacionalidad del clima mediterraneo (que
también influye en la cantidad y el tipo de radiaciéon incidente), la heterogeneidad
espacial que caracteriza a estos bosques, las discontinuidades en el dosel y la
fragmentacion que afecta a muchos de ellos, la gestion de estos sistemas mediante
distintos tipos de intervencion... son factores que contribuyen a incrementar la
variabilidad temporal y espacial de este recurso clave, especialmente a nivel del
sotobosque, por lo que se considera que la luz también juega un papel fundamental en

estos ecosistemas (Valladares et al. 2004a).

I11.1.2. Estructura forestal y disponibilidad de luz en los pinsapares.

Debido a la latitud (36° N) y a la altitud a la que se encuentran habitualmente los
pinsapares (entre los 1000 y los 1800 m.s.n.m.), los individuos adultos del dosel se
encuentran sometidos durante gran parte del afio a niveles de irradiancia altos de forma
prolongada (Figura IIL.1). No obstante, la presencia frecuente de frentes borrascosos de
origen atldntico, y la retencion de éstos en las sierras donde se encuentran, disminuyen
significativamente la irradiancia incidente en periodos de distinta duracion. Ademas, la
densidad de pies por hectarea y la escasa diversidad especifica de estos bosques,
especialmente por encima de los 1100 metros (ver, por ejemplo, Linares, 2004)
favorecen el desarrollo de un dosel cerrado y compacto, que impide el acceso a este
recurso tanto para individuos del sotobosque como para las especies de matorral
acompanante, cuya presencia esta practicamente excluida salvo en aquellos casos en que
se abre un hueco como consecuencia de una perturbacion. Asi, el grado de tolerancia a
la sombra y la capacidad de aprovechar los rayos de luz que se filtren a través del dosel
forestal (Figura I11.2) pueden ser decisivos para las plantulas y brinzales a la hora de
sobrevivir y tener éxito en el interior umbroso de los pinsapares, al igual que la
capacidad de adaptarse a los cambios bruscos en el ambiente luminico que puedan
derivarse de la apertura de un hueco en el dosel forestal. En este sentido, distintos

trabajos han puesto de manifiesto que, frecuentemente, es necesario que se produzca un

70



Efectos de la aclimatacion a la luz

aumento en los niveles de la irradiancia relativa a través de la apertura de claros para
que los individuos juveniles de las especies forestales, tanto tolerantes como
intolerantes a la sombra, puedan alcanzar la parte superior del dosel (Canham, 1988b;
Spies y Franklin, 1989; Emborg 1998). En el caso particular de los pinsapares, ya Arista
(1995) resalto el papel que puede jugar la moderada tolerancia a la sombra del pinsapo

ante la apertura de un hueco en el dosel forestal.

I11.1.3. La aclimatacidn a la luz como respuesta a cambios en el ambiente luminico.

La aclimatacion y la adaptacion constituyen procesos criticos que afectan a la manera en
que los arboles y el propio ecosistema forestal hacen frente a cambios en el ambiente.
La capacidad de aclimatacion es una propiedad intrinseca a todos los organismos vivos,
especialmente a las especies forestales, caracterizadas por su gran tamafio y largo ciclo

de vida (Scarascia-Mugnozza et al. 2000).

Figura III.1. Individuos adultos expuestos al sol de septiembre. Puerto de Los Pilones, ca. 1800 m.s.n.m.
(Ronda, Malaga).

La aclimatacion se define como el ajuste morfolégico y fisioldgico que los
organismos experimentan cuando se ven sometidos a un factor de estrés, al objeto de
compensar la disminucion que se produce en un determinado proceso fisioldgico a
consecuencia de éste (Lambers et al. 1998). Otros autores la definen como ““el proceso

por el que, a través de cambios morfologicos y fisiologicos, se incrementa la capacidad
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de fijacion de carbono en un nuevo medio ambiente” (Naidu y DeLucia 1997). Este
proceso de aclimatacion se manifiesta a una escala temporal que va desde los dias hasta
las semanas, y puede demostrarse sometiendo a individuos genéticamente similares a

condiciones ambientales distintas durante su crecimiento (Lambers et al. 1998).

Figura IIL.2. Los rayos de sol se filtran a través del dosel del pinsapar. Puerto Saucillo (Yunquera,
Malaga).

En el caso particular de la luz como variable ambiental responsable del proceso,
existen diferencias entre hojas que se hayan desarrollado en ambientes distintos, en
cuanto a su respuesta fotosintética a la luz, lo que proporciona un mecanismo potencial
para maximizar la fijacion de carbono de la planta (Bjorkman, 1981; Givnish 1988). De
hecho, la definicion clasica de aclimatacion a la sombra sugiere que las hojas
aclimatadas son mas productivas en la sombra que las no aclimatadas (Bjorkman, 1981;

Givnish, 1988).
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Los efectos de la aclimatacion a la luz pueden observarse a distintos niveles: 1)
alteraciones en parametros morfologicos y de distribucion de biomasa (Niinemets 1998;
Lambers et al. 1998; Fownes y Harrington 2004; Canham et al. 1996); ii) cambios en la
composicion foliar de pigmentos y en el destino final del nitrégeno foliar (Terashima y
Evans 1988; Pearcy y Sims 1994); y iii) cambios en los pardmetros fotosintéticos y en
las tasas instantaneas de fotosintesis y conductancia estomatica (e.g. Lambers et al
(1998), Larcher et al (1995), Terashima y Evans (1988) o Pearcy y Sims (1994)).

En lo que respecta al pinsapo, el interés en el estudio del proceso de
aclimatacion a distintos niveles de irradiancia esta relacionado con el amplio rango de
condiciones luminicas que los individuos de esta especie encuentran a lo largo de su
ciclo vital, ya que, sin duda, las condiciones luminicas que experimenta una plantula
que germina en el sotobosque del pinsapar son completamente distintas de las que
experimentara en caso de que se produzca una apertura o un aclareo del dosel, o en caso
de que llegue a ser uno de los individuos adultos que lo conforman. Por ello, se ha
llevado a cabo un experimento, bajo condiciones controladas y con individuos juveniles
de pinsapo, que pretende dilucidar en qué medida puede producirse la aclimatacion a
distintos niveles de irradiancia y las consecuencias de dicha aclimatacion en los
mecanismos de fijacion de carbono y crecimiento, y en el patrén de inversion de
recursos. A este respecto, la variabilidad de niveles a los que se manifiesta el proceso de
aclimatacion a la luz ha permitido su evaluacion mediante un disefio experimental que
cubre los cambios que tienen lugar en las variables antes mencionadas a distintas
escalas temporales.

Por otro lado, este experimento se ha llevado a cabo comparando A. pinsapo con
individuos de edad y porte similar de A. alba, al objeto de dirimir si existen diferencias
entre ambas especies en estos términos, y si estas diferencias en su comportamiento
pueden interpretarse considerando las presiones selectivas diferenciales que han podido
actuar sobre cada una de ellas, en el contexto geografico y evolutivo en el que ambas
especies se enmarcan. Con todo ello, se pretende contribuir a testar la hipdtesis
planteada en la Introduccion de este trabajo, relativa a si las especies presentes en
ambientes mas favorables exhiben una mayor capacidad de aclimatacion y plasticidad
fenotipica que especies mas propias de climas mediterraneos, evaluando en este caso
concreto cudl de los dos tipos de especies presenta mayor capacidad de respuesta frente

a variaciones en el ambiente luminico.
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I11.2. Disefio experimental y tratamiento estadistico de los datos.

I11.2.1. Disefio experimental.

El experimento descrito en este capitulo consistié basicamente en el seguimiento de
variables relacionadas con el proceso de aclimatacion a la luz y la fijacion de carbono
en individuos sometidos a dos irradiancias distintas de incubacion. Fue llevado a cabo
en el interior de una camara de crecimiento in vivo de los Laboratorios del
Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia de la Universidad de
Jaén, bajo condiciones controladas descritas mas adelante.

Para este experimento se emplearon individuos juveniles de ambas especies, que
no s6lo constituyen uno de los estadios vitales mas vulnerables (Harper, 1977; Cook,
1979), sobre el que recae en gran parte la “responsabilidad” de los procesos de
regeneracion natural de los bosques que forman (Harper, 1977; Silvertown y Lovett-
Doust, 1993; Castro et al. 2004), sino que también estos individuos son los mas capaces
a priori de mostrar cambios en respuesta a los tratamientos aplicados en los plazos de
tiempo contemplados en el experimento. Por otro lado, el empleo de condiciones
controladas, e incluso de individuos de procedencia similar y de algin modo también
“controlada” permite evitar efectos confusos hallados en otros estudios, derivados de
realizar comparaciones usando amplios rangos de condiciones ambientales y/o distintos
genotipos (Balaguer et al. 2001).

En lo que respecta a los niveles de irradiancia empleados en el experimento, es
de destacar que limitaciones logisticas impidieron simular las condiciones de irradiancia
propias de los huecos naturales del dosel forestal, lo que habria permitido de alguna
manera comparar los resultados obtenidos en este experimento con los hallados para
individuos juveniles de A. pinsapo localizados en huecos del dosel, y cuyo estudio se
aborda mediante el trabajo de campo descrito en el Capitulo 6. No obstante, los niveles
de irradiancia empleados —baja y “alta” son similares a los registrados bajo dosel y en
la zona de transicion entre el dosel y el claro respectivamente, por lo que los resultados
obtenidos pueden compararse con los hallados en individuos silvestres de pinsapo
localizados en los microambientes de esas caracteristicas. Ademads, los bajos niveles
suministrados en el tratamiento a baja irradiancia, a diferencia de los propuestos en
otros trabajos de investigacion previos, pueden permitirnos extraer conclusiones

valiosas sobre la tolerancia a la sombra de ambas especies (Walters & Reich, 1996).
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Las caracteristicas de la camara in vivo empleada permitieron un control
ajustado de las condiciones ambientales, que se mantuvieron constantes en todo
momento, con una temperatura media alrededor de los 20 °C, una humedad relativa del
aire en torno a un 50 - 60 % y un fotoperiodo de doce horas de luz y doce de oscuridad.
Se control6 ademas el nivel de humedad del sustrato en los contenedores, ajustandose el
riego de los individuos asignados a ambos tratamientos, para garantizar un adecuado
estatus hidrico a lo largo de todo el experimento (aproximadamente el 30%).

Dadas las dimensiones de la camara, el porte de los individuos y el tiempo
necesario para la toma de datos en un nimero suficiente de individuos de cada
combinacion de tratamientos, se optd por ejecutar el experimento en dos tandas: desde
marzo de 2005 hasta enero de 2006 con individuos de Abies pinsapo, y desde marzo de
2006 hasta enero de 2007 con Abies alba.

Los individuos fueron asignados al azar, en un disefio completamente
aleatorizado, a dos niveles de irradiancia diferentes: una irradiancia baja, de ca. 50 pmol
fotones m™ s, y una irradiancia media de aproximadamente 500 umol fotones m™ s™'.
Estos niveles de irradiancia se registraron en la zona apical de los individuos,
encontrandose en ramas situadas en posiciones intermedias una irradiancia de 30-50
nmol fotones m™ s™, en el tratamiento de baja irradiancia, y de 250—-350 pmol fotones
m? s en el tratamiento de irradiancia media (Figura IIL3). Sin embargo, a la hora de
tomar las medidas de intercambio gaseoso en los distintos tratamientos, se prefirid
emplear niveles de irradiancia en torno a los 50 y los 500 pmol fotones m? s
respectivamente, para asegurar un input energético suficiente para la fijacion de C, en el
primer caso, y para valores cercanos a la saturacion de la tasa neta de fotosintesis, sin
alejarse demasiado de los valores de irradiancia de incubacion, en el segundo, conforme
a resultados previos obtenidos con la realizacion de curvas P—I. En adelante, estos
tratamientos seran referidos como “baja irradiancia” (BI) y “alta irradiancia” (Al), para
hacer mas intuitivos los correspondientes andlisis y graficos de la Seccién IIL.3
(Resultados) y facilitar asi su comprension.

La irradiancia incidente, procedio de tubos fluorescentes convencionales, en el
tratamiento de baja irradiancia, y de ldmparas de haluro metalico acopladas a focos
halégenos, en el tratamiento de alta irradiancia (Figura IIL.3). Se emplearon lamparas y
tubos nuevos al inicio del experimento en cada ocasidn, para evitar que su decaimiento

hiciese variar la cantidad de irradiancia suministrada.
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Figura IIL.3. Individuos de A. pinsapo en la camara in vivo bajo el tratamiento de “alta” irradiancia.

Los individuos fueron rotados al azar dentro de cada tratamiento de irradiancia,
cada 4 6 5 dias aproximadamente durante los diez meses que durd el experimento, al
objeto de evitar los posibles efectos derivados de la posicion de los individuos en el
interior de la cdmara. De todos los individuos asignados a cada tratamiento, la mitad
permanecieron en el mismo diez meses, hasta el final del experimento; la otra mitad
fueron cambiados de un tratamiento de irradiancia al otro transcurridos seis meses desde
el inicio del experimento, al objeto de detectar una potencial reversion de los efectos

derivados del tratamiento inicial (Tabla IIL1).

I11.2.2. Variables dependientes.

Al objeto de conocer como se manifiesta en las especies empleadas el proceso de
aclimatacion a la luz, a lo largo del experimento se ha hecho un seguimiento de diversos
aspectos a diferentes niveles, incluyendo las tasas instantaneas de fotosintesis neta y de
conductancia estomatica al agua, la eficiencia fotosintética en la fijacion de C y la tasa

maxima de fotosintesis (mediante la obtencidon de curvas fotosintesis vs. irradiancia), los
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patrones de reparto de biomasa, la composicion del equipo pigmentario foliar, la

discriminacion de iso6topos estables de C y la eficiencia en el uso del agua.

111.2.2.1. Intercambio gaseoso.

En el experimento se llevaron a cabo dos registros distintos relacionados con el
intercambio gaseoso. Por un lado, se realizaron curvas fotosintesis vs. irradiancia
(curvas P-I), para la obtencion de los distintos parametros fotosintéticos, al inicio del
experimento, y tras varios meses de incubacion (ver Tabla IIL.1), en individuos
adscritos a los dos tratamientos de irradiancia aplicados. También se registraron estas
curvas P-I en individuos que, transcurridos seis meses desde el inicio del experimento,
fueron cambiados de un tratamiento al otro, al objeto de saber si es posible revertir el
proceso de aclimatacion a la luz que podria haberse producido como consecuencia de la
incubacién durante ese periodo de tiempo. El procedimiento para la realizacion de estas
curvas P-I se detalla en la Seccion I1.3.6.2 del capitulo dedicado a “Material y
Meétodos”. La irradiancia incidente en los distintos niveles, asi como los tiempos de
preincubacion previos a las medidas se muestran en la Tabla IIL.2. El calculo de los
distintos parametros fotosintéticos mediante el ajuste de los datos a la ecuacion
propuesta por Avola et al. (2008) también se describe en la citada Seccion 11.3.6.2.

Por otro lado, se midieron las tasas instantaneas de fotosintesis neta y de
conductancia estomadtica al agua en 8—10 individuos seleccionados al azar dentro de
cada uno de de los tratamientos, al objeto de conseguir una visiéon de conjunto del
estado en el que se encontrasen ambos grupos de individuos. Estas medidas se tomaron
en tramos correspondientes a un afio de edad (aciculas maduras), bajo los niveles de
PAR previstos, cada nueve dias aproximadamente durante aproximadamente 6 meses.
Para su registro, se empled un IRGA portatil, cuya descripcion y funcionamiento se

detallan también en la Seccion 11.3.6.1 del Capitulo 2.

111.2.2.2. Patrones de distribucion de biomasa.

Se determind el patron de inversion de recursos, estimado a partir de la distribucion de
biomasa en distintos compartimentos en los individuos juveniles de ambas especies
anteriormente descritos, al inicio del experimento y al final del mismo (Tabla IIL.1), y

se calcularon los ratios NPT/PT y SLA en los distintos individuos. La descripcion de
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como se tomaron los datos necesarios para el calculo de las distintas variables y ratios

se encuentra en la Seccion I1.3.1 del Capitulo 2, dedicado a “Material y Métodos”.

Tabla III.1. Momentos de obtencion de curvas P—I y de determinacion de los patrones de distribucion de
biomasa a lo largo del experimento. “BI”: tratamiento de baja irradiancia; “AI”: alta irradiancia; “BI =
AI”: individuos sometidos a 6 meses de Bl y 4 de Al; “Al - BI”: individuos sometidos a 6 meses de Al
y 4 de BI. Ver explicacion en el texto).

Tiempo de incubacion n° réplicas
0 meses n=7
n=3 (BI)
2 meses n=3 (Al
Curvas P-1
n =3 (BI)
n=23 (A
10 meses n=3 (Bl > Al)
n=3 (Al 2 BI)
0 meses n=>5
Patrén de asignacion
de recursos n=3(BI)
10 meses n=3(Al)

Tabla II1.2. Niveles de irradiancia incidente (umol fotones m™ s™) y tiempos de preincubacién dentro de
cada nivel, empleados en la obtencion de las curvas P—I.

Irradiancia Tiempo de

incidente preincubacion
0 15’
30 5’
60-75 5’
100-125 5’
175-200 5
300-350 5
500 5
700 5
900 5
1100-1200 5’

111.2.2.3. Composicion foliar en pigmentos y discriminacion de is6topos estables de

carbono.
Para evaluar la composicion del equipo pigmentario y la discriminacion de is6topos

estables de carbono, se tomaron muestras de tejido foliar al inicio del experimento

(aciculas maduras, de 1 afio de edad), y una vez transcurridos dos y cinco meses, en
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aciculas maduras y nuevas, a partir de brotes cuya elongaciéon tuvo lugar en el
transcurso del experimento. La descripcion detallada de como se procedid para la
obtencion de esta informacion se recoge en las Secciones 11.3.4 y I1.3.7 del capitulo

dedicado a “Material y Métodos”.

111.2.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Para las medidas de intercambio gaseoso tomadas en un subconjunto de individuos del
total sometido a cada tratamiento de irradiancia, se optd por analizar estadisticamente
los datos recogidos mediante un ANOVA de medidas repetidas, dado que, a pesar de no
tratarse de pseudorréplicas senso stricto, pues se tomaron en cada caso 810 individuos
al azar de un total de 12 (en el caso de A. alba) o 18 individuos (en ¢l caso de A.
pinsapo), se trataba de un nimero notable de individuos similares entre si sometidos al
mismo tratamiento de irradiancia durante un largo periodo de tiempo, ademas de que
logicamente interesaba tener en cuenta especialmente el efecto del tiempo en la toma de
estas medidas. Asi, la existencia de diferencias entre especies, tratamientos de
irradiancia y los distintos momentos del tiempo, en lo que respecta a las distintas
variables relativas al intercambio gaseoso consideradas, se evalu6 mediante un GLM
(General Linear Model), en el que se consideraron como variables predictoras las
especies y los tratamientos de irradiancia, y como variables dependientes, los datos
registrados de cada variable en distintas fechas, seguido del test post-hoc de Tukey
HSD (Honest Significant Difference). De forma previa, se comprobd la normalidad y
homocedasticidad de los datos, mediante el test de Kolmogorov—Smirnov y el test de
homogeneidad de las varianzas de Cochran, respectivamente. En caso de que los datos
no cumpliesen alguno de ellos, se procedi6 a la transformacion de los datos. Para todos
los andlisis estadisticos se emple6 el programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc., 1984-2004).
El nivel de significacion fijado en todos los casos fue del 95%.

Para el caso de los parametros fotosintéticos calculados a partir de las distintas
curvas P—I obtenidas, la existencia de diferencias significativas entre especies, entre
tratamientos de irradiancia y entre distintos momentos del tiempo se evalué mediante un
GLM seguido del test a posteriori de Tukey HSD. Posteriormente, se realizé el mismo
tipo de analisis sobre los datos obtenidos para cada una de las especies por separado.
También se efectud este mismo tipo de analisis para la deteccion de diferencias entre

individuos de cada especie que hubiesen permanecido en un mismo tratamiento de
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irradiancia a lo largo de todo el experimento, o que hubiesen sido “traspasados” al otro
tratamiento de irradiancia.

En lo referente a las distintas variables calculadas para la descripcion de los
patrones de asignacion de recursos, la existencia de diferencias significativas entre
especies, entre tratamientos de irradiancia y entre distintos momentos del tiempo se
evalué mediante un GLM, seguido del test post-hoc de Tukey HSD. Como en el caso
anterior, las diferencias entre momentos del tiempo y tratamientos de irradiancia dentro
de una misma especie, se evaluaron igualmente mediante un GLM seguido del test de
Tukey HSD. Para evaluar la existencia de diferencias interespecificas en lo relativo a los
ratios NPT/PT y SLA, se optd por efectuar un ANOVA de 1 via, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD

En el caso de los pigmentos fotosintéticos, los distintos analisis estadisticos se
efectuaron sobre los datos obtenidos para cada especie por separado, dado que, en
primer lugar, el procesamiento y analisis de las distintas muestras se efectué mediante
procedimientos ligeramente distintos en cada especie, y en segundo lugar porque este
hecho impidi6 que pudiesen detectarse el mismo niimero y tipo de pigmentos en ambas
especies. Ademas, se diferencid entre muestras de tejido foliar de distinta “edad”. En
cualquier caso, la existencia de diferencias entre los tratamientos de irradiancia
previstos y los distintos momentos del tiempo se evalué mediante un GLM seguido del
test de Tukey HSD, como en anteriores ocasiones. Las diferencias entre especies, y
entre las distintas edades del tejido foliar en lo que respecta a la concentracion con que
aparecieron los distintos pigmentos se exploraron mediante un ANOVA de 1 via,
seguido de un test Tukey HSD.

En lo que respecta a la discriminacion de isotopos estables de carbono, los
analisis realizados para la deteccion de diferencias derivadas de la incubacion a ambos
tratamientos de irradiancia se realizaron en primer lugar sobre el conjunto de datos
obtenidos para ambas especies, aunque diferenciando entre muestras de tejido foliar de
distinta edad. La existencia de diferencias entre especies, tratamientos de irradiancia y
momentos del tiempo nuevamente se evalu6 mediante un GLM seguido de un test post-
hoc de Tukey. Posteriormente, se efectuaron analisis del mismo tipo sobre cada una de
las especies por separado. Las diferencias detectadas entre muestras de tejido foliar de
distinta edad se evaluaron asimismo aplicando un ANOVA de 1 via, seguido del test
Tukey HSD. En todos esto andlisis, el nivel de significaciéon qued6é nuevamente fijado

en el 95%.
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II1.3. Resultados.

I11.3.1. Variables relacionadas con el intercambio gaseoso.

I11.3.1.1. Tasas instantaneas de fotosintesis neta potencial y de conductancia estomatica

al agua. Eficiencia en el uso del agua y de la luz.

Los resultados de los andlisis estadisticos realizados para la deteccion de diferencias
significativas en los registros temporales de las tasas de fotosintesis neta y conductancia
estomatica al agua se muestran en la Tabla II1.3. En ambos tratamientos de irradiancia
se registraron valores particularmente altos de fotosintesis neta, en consonancia con los
altos niveles de CO, existentes en la cdmara en el momento de tomar estas medidas
(alrededor de 1200 ppm en valores promedio). No obstante, y como era de esperar, los
mayores valores de esta tasa de fotosintesis neta “potencial” se registraron en el
tratamiento a alta irradiancia, en ambas especies (Figura I11.4). Se hallaron diferencias
significativas entre especies y entre tratamientos de irradiancia, asi como derivadas del
paso del tiempo. En lo que respecta a la tasa de conductancia estomatica al agua, se
hallaron asimismo diferencias entre especies, tratamientos de irradiancia y derivadas del
tiempo de incubacion (Tabla II1.3). Los mayores valores de esta variable se registraron
en A. pinsapo. Con el paso del tiempo, se produjo en ambos tratamientos una
disminucion de esta variable. Las diferencias entre tratamientos de irradiancia,
puntuales, derivaron de las mayores tasas de conductancia estomatica registradas en el
tratamiento a baja irradiancia.

En lo que respecta al ratio entre la tasa de fotosintesis neta “potencial” y la de
conductancia estomatica al agua (eficiencia “potencial en el uso del agua”), se hallaron
igualmente diferencias significativas entre especies y tratamientos de irradiancia, y
debidas al tiempo de incubacion (Tabla II1.3). La mayor eficiencia en el uso del agua
se hallo en A. alba, en ambos tratamientos (Figura IIL.5). Este ratio fue asimismo muy
superior en el tratamiento a alta irradiancia, como consecuencia de las altas tasas de
fotosintesis potencial observadas en este tratamiento, y las menores tasas de
conductancia estomatica registradas en paralelo. Con el tiempo, se produjo un
incremento en la eficiencia en el uso del agua, particularmente evidente en A. alba.

Finalmente, para la eficiencia en el uso de la luz (el ratio entre las tasas de fotosintesis
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potencial y de irradiancia PAR registrada en paralelo), se hallaron diferencias
significativas para los principales efectos considerados, asi como para el efecto “especie
X tratamiento de irradiancia” (Tabla IIL.3). Asi, entre tratamientos, los mayores valores
de este ratio se observaron a baja irradiancia, siendo estas diferencias mucho menos
evidentes en A. pinsapo. Entre especies, los mayores valores de eficiencia en el uso de

la luz se hallaron en A. alba, en ambos tratamientos (Figura IIL5).

Tabla IIL.3. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre ambas
especies, los tratamientos de irradiancia previstos en el experimento y los distintos momentos del tiempo,
considerando como variables la tasa instantinea de fotosintesis neta (Ay), la tasa instantanea de
conductancia estomatica al agua (gs), y los ratios entre la tasa de fotosintesis y la conductancia
estomatica, y entre la tasa de fotosintesis y la irradiancia PAR registrada en paralelo. Para ello se
consideraron los datos registrados en individuos de Abies pinsapo y de Abies alba en sendos
experimentos (ANOVA de medidas repetidas considerando como factores las especies y los tratamientos
de irradiancia, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F
(entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos.
Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto An gs An/ gs Ay / PPFD
. 44776 (1) 17.64 (1) 302.45 (1) 813.01(1)
Especie 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
. o 1562.74 (1) 9.03 (1) 746.99 (1)  704.49 (1)
Tratamiento de irradiancia 0.000% 0.005* 0.000% 0.000%
. . S 0.32 (1) 0.107 (1) 1.70 (1) 239.06 (1)
Especie x tratamiento de irradiancia 0575 0.746 0.203 0.000%

. . . 18.55 (19) 38.36 (19) 39.84 (1) 10.62 (19)
Tiempo de incubacién 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*

. . ., . 5.42 (19) 5.73 (19) 4.32(19) 6.06 (19)
Tiempo de incubacién x especie 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
Tiempo de incubacion 7.09 (19) 2.92(19) 4.33(19) 7.18 (19)
x tratamiento de irradiancia 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
Tiempo de incubacion 3.87(19) 0.81(19) 2.97(19) 4.50 (19)
X especie x tratamiento de irradiancia 0.000* 0.695 0.000* 0.000*
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Figura II1.4. Evolucion temporal de las tasas de fotosintesis neta (A) y de conductancia estomatica al agua (B) registradas en individuos de ambas especies sometidos a los
tratamientos de irradiancia de incubacion previstos en el experimento.
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Figura IIL5. Evolucion temporal del ratio entre las tasas de fotosintesis neta y las tasas de conductancia estomatica al agua (A), y entre las tasas de fotosintesis y los niveles
de PAR (B) registrados durante la realizacion del experimento en individuos de ambas especies sometidos a los tratamientos de irradiancia de incubacion previstos.
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111.3.1.2. Curvas fotosintesis — irradiancia.

Las curvas P-I se obtuvieron en al menos tres individuos de cada especie y tratamiento
de luz, en tres momentos distintos del tiempo: al inicio del experimento, transcurridos
dos meses y al final del experimento, ocho meses mas tarde. Los parametros
fotosintéticos fueron calculados mediante el ajuste de los datos experimentales a la
ecuacion mencionada en el capitulo dedicado a “Material y Métodos™ (ver Seccion
11.3.6.2).

Un primer analisis conjunto de los resultados obtenidos acerca de la evolucion
temporal experimentada por estos parametros puso de manifiesto la existencia de
diferencias significativas entre ambas especies, halladas en la mayoria de las
comparaciones efectuadas (Tabla II1.4, Figura II1.6), ademas de mostrar diferencias
significativas en el tiempo. Pero el hecho de disponer, casi siempre, de datos
heterocedasticos, posiblemente a causa de la existencia de estas diferencias, obligo a
realizar los analisis estadisticos por separado para cada una de las especies.

En cualquier caso, estos resultados preliminares muestran, para el caso de A.
pinsapo, mayores tasas de fotosintesis neta maxima y potencial, y mayores tasas de
respiracion en oscuridad, que en el caso de A. alba. Consecuentemente, A. pinsapo fue
la especie que alcanzo el punto de compensacion para la luz y el punto de saturacion a
mayores niveles de irradiancia. En lo que respecta a la eficiencia luminica aparente
mostrada por ambas especies, no se hallaron diferencias significativas.

Los analisis que se llevaron a cabo posteriormente, en los cuales se considero
cada una de las especies por separado, se realizaron no sélo con el objeto de conocer la
evolucion temporal de los distintos pardmetros calculados; también se ejecutaron para
conocer el efecto que, sobre un grupo de individuos de cada tratamiento de irradiancia,
tuvo el hecho de que, mediado el experimento, fuesen “traspasados” de un tratamiento
de irradiancia al otro, para evaluar en qué medida es posible revertir el proceso de
aclimataciéon que se hubiese iniciado en cada caso. Estos andlisis pusieron de
manifiesto, por un lado, que las tnicas diferencias significativas halladas se debieron al
efecto del tiempo, sin que en ninglin caso pudiesen atribuirse a los distintos tratamientos
de irradiancia aplicados (Tablas IIL.S y III.6, Figuras IIL.7, II1.8 y II1.9). Por otro
lado, y en lo referente al efecto del cambio de un tratamiento de irradiancia al otro, cabe
destacar que no se hallé diferencia alguna en el caso de A. alba (Tabla II1.7), mientras

que si se hallaron en el caso de A. pinsapo (Tabla IIL.8). Asi, las variables sobre las que
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si tuvo efecto fueron las relacionadas con las tasas de fotosintesis neta maxima y
potencial, y los valores de irradiancia a los que se alcanzé el punto de saturacion y el
punto de compensacion para la luz, aunque los analisis a posteriori sélo confirmaron las

diferencias halladas para el punto de saturacion para la luz (Tabla I11.8).

Tabla IIL.4. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre especies,
tratamientos de irradiancia y momentos de tiempo considerados en el experimento, considerando como
variables la tasa maxima de fotosintesis, Ay, la tasa maxima de fotosintesis neta, Anmax, la eficiencia
luminica, Q,pp, la tasa de respiracion en oscuridad, Ry, el punto de saturacion para la luz, LSP, y el punto
de compensacion para la luz, LCP, encontrados en individuos de ambas especies (GLM considerando
como factores las especies, los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido
de un test post-hoc Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de
libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias a posteriori.

efecto Anax ANmax Qupp R4 LSP LCP

Especie 28.15(1) 24.15(1) 3.66 (1) 10.17(1) 1371 (1) 7.93(1)
0.000% 0.000* 0.064 0.003* 0.001* 0.008*

Tratamiento de irradiancia 0.39 (1) 0.09 (1) 0.19 (1) 1.43 (1) 0.00 (1) 0.97(1)
0.538 0.762 0.663 0.239 0.993 0.331

Tiempo de incubacion 2036 (2) 22.40(2) 2.81(2) 2.34(2) 2821 (2) 6.78(2)
0.000% 0.000* 0.074 0.112 0.000* 0.003*

Especie x 0.53 (1) 0.80 (1) 0.51 (1) 0.05 (1) 0.52(1) 0.11(1)
tratamiento de irradiancia 0.471 0.376 0.481 0.821 0.474 0.747

Especie x 946(2)  6.70(2) 2299(2) 735(2) 4602 1.11(2)
tiempo de incubacion 0.001* 0.004* 0.000* 0.002* 0.017* 0.340

Tratamiento de irradiancia 0.15(2) 0.10 (2) 1.68 (2) 0.48 (2) 0.44(2) 043(2)
x tiempo de incubacion 0.860 0.901 0.202 0.624 0.649 0.653

Especie x tratamiento irradiancia 0.48 (2) 0.52 (2) 0.21 (2) 0.13 (2) 0.21(22) 0.03(2)
x tiempo de incubacion 0.621 0.600 0.811 0.874 0.808 0.968
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Figura II1.6. Promedio de los distintos parametros fotosintéticos calculados para los individuos de ambas
especies que participaron en el experimento. Las barras verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias significativas entre ambas especies.

87



Efectos de la aclimatacion a la luz

Tabla IIL5. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables, la tasa maxima de
fotosintesis, Amax, 1a tasa maxima de fotosintesis neta, Anmax, la eficiencia luminica, Q,py, la tasa de
respiracion en oscuridad, Ry, el punto de saturacion para la luz, LSP, y el punto de compensacion para la
luz, LCP, encontrados en individuos de A. alba. (GLM considerando como factores los tratamientos de
irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada
factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se
resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto Amnax ANmax Qapp Ry LSP LCP
Tratamiento 0.02 (1) 0.51(1) 052(1) 126(1) 0.60(1) 0.96(1)
de irradiancia 0.890 0.486 0.481 0.278 0.449 0.341
Tiempo de incubacion 7299 (2) 58.57(2) 371(2) 557(2) 11.84(2) 1.74Q2)

0.000* 0.000* 0.047 0.015* 0.001* 0.208
Tratamiento de irradiancia 0.27 (2) 024(2) 1.06(12) 057(2) 039Q2) 03602
x tiempo de incubacion 0.770 0.788 0.368 0.579 0.685 0.703

Tabla IIL.6. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables, la tasa maxima de
fotosintesis, Amax, 1a tasa méxima de fotosintesis neta, Axmax, la eficiencia luminica, Qqpp, la tasa de
respiracion en oscuridad, Ry, el punto de saturacion para la luz, LSP, y el punto de compensacion para la
luz, LCP, encontrados en individuos de A. pinsapo. (GLM considerando como factores los tratamientos
de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para
cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se
resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto A nax ANmax Qapp Ry LSP LCP
Tratamiento 0.57 (1) 0.46 (1) 0.05(1)  0.40(1) 0.17 (1) 0.20 (1)
de irradiancia 0.460 0.506 0.828 0.533 0.682 0.660
Tiempo de incubacion 5.04 (2) 550(2) 2827(Q) 434(2) 19.11 (2) 5.91(2)
0.018* 0.014* 0.000* 0.029* 0.000% 0.011%
Tratamiento de irradiancia ~ 0.35 (2) 0.35(2) 0.70(2)  0.13(2) 0.32(2) 0.13 (2)
X tiempo de incubacion 0.709 0.712 0.509 0.875 0.729 0.883

88



Efectos de la aclimatacion a la luz

12

—@— baja irradiancia A

—O—alta irradiancia

A, .« (pmol CO, m2 )
(@)}

2 _
0 T T T T
inicial 2 meses final inicial 2 meses final
12
B
10 1 .
2 81 :
g
S o -
=
g
2
5 4 * 1 *
g
z
<«
2 - -
O T T T T

inicial 2 meses final inicial 2 meses final

A. alba A. pinsapo

Figura II1.7. Evolucion temporal experimentada por la tasa maxima de fotosintesis (A) y por la tasa
maxima de fotosintesis neta (B), en individuos de ambas especies. Las barras verticales representan el

error estandar. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas entre distintos momentos
del tiempo.
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Figura IIL.8. Evolucion temporal experimentada por la eficiencia luminica aparente del proceso
fotosintético (A) y la tasa de respiracion en oscuridad (B). Las barras verticales representan el error
estandar. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas entre distintos momentos del
tiempo.
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Figura IIL.9. Evolucion temporal del punto de saturacion para la luz (A) y del punto de compensacion
para la luz (B). Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias significativas entre distintos momentos de tiempo.
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Tabla IIL7. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables, la tasa maxima de
fotosintesis, Amax, la tasa maxima de fotosintesis neta, Anmax, la eficiencia luminica, Q,yp, la tasa de
respiracion en oscuridad, Ry, el punto de saturacion para la luz, LSP, y el punto de compensacion para la
luz, LCP, encontrados en individuos de A. alba. (GLM considerando como factores los tratamientos de
irradiancia inicial y final experimentados por los individuos (baja irradiancia — baja irradiancia, baja —
alta, alta — alta y alta — baja), seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el
valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En ninglin caso se hallaron diferencias
significativas.

efecto A nax AnNmax Qupp R4 LSP LCP
Tratamiento de irradiancia 1.27(1) 1.04(1) 045(1) 0.00(1) 2.06(1) 0.03(1)
inicial 0.292 0.338 0.522 0.992 0.188 0.877
Tratamiento de irradiancia 1.18 (1) 045(1) 0.00(1) 1.10(1) 033(1) 095()
final 0.310 0.522 0.958 0.325 0.582 0.359
Tratamiento inicial 0.01 (1) 0.05(1) 2.04(1) 1.31(1) 1.32(1) 3.40(1)
X tratamiento final 0.908 0.832 0.191 0.286 0.285 0.102

Tabla IIL.8. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables, la tasa maxima de
fotosintesis, Amax, 1a tasa méxima de fotosintesis neta, Axmax, la eficiencia luminica, Qqpp, la tasa de
respiracion en oscuridad, Ry, el punto de saturacion para la luz, LSP, y el punto de compensacion para la
luz, LCP, encontrados en individuos de A. pinsapo. (GLM considerando como factores los tratamientos
de irradiancia inicial y final experimentados por los individuos (baja irradiancia — baja irradiancia, baja —
alta, alta — alta y alta — baja), seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el
valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados
significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto A nax ANmax Qapp Rq LSP LCP
Tratamiento de irradiancia 0.51 (1) 0.06 (1) 3.71(1) 1.93(1) 1.95 (1) 1.12 (1)
inicial 0.496 0.806 0.090 0.202 0.200 0.322
Tratamiento de irradiancia 1.44 (1) 3.10(1) 0.68(1) 0.54(1) 7.60(1) 0.80 (1)
final 0.265 0.116 0.435 0.485 0.025* 0.397
Tratamiento inicial 8.33 (1) 6.18(1) 044(1) 5.17(1) 842(1) 537 (1)
X tratamiento final 0.020 0.038 0.527 0.053 0.020* 0.049

111.3.2. Variables morfoldgicas y patrones de asignacion de recursos.

Los analisis estadisticos realizados sobre el conjunto de resultados obtenidos en ambas
especies pusieron de manifiesto la existencia de diferencias significativas entre especies,
y debidas al tiempo de incubacion, en la mayor parte de las variables consideradas, sin
hallarse en ningun momento diferencias derivadas de la aplicacion de los tratamientos

de irradiancia previstos (Tabla IIL.9). Ademas de para estas variables, también se
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observaron diferencias entre especies en lo que respecta al ratio NPT/PT (ANOVA de 1
via, p < 0.05), obteniéndose en A. alba un valor de 4 frente a 2.125 hallado en A.
pinsapo, en valores promedios. Asimismo, en esta Gltima especie se hallo un menor
valor del ratio SLA - 2 frente a 2.37 hallado en A. alba, en valores promedios-
(ANOVA de 1 via, p < 0.05). En A. pinsapo se hallaron los mayores valores de los
ratios ADR, LAB, LMR y A/R, mientras que en A. alba se hallaron los mayores valores
de R/S y de RMR (Figura III.10). Para el ratio F/C, unicamente se detectaron
diferencias marginalmente significativas (p = 0.053), observandose una mayor
proporcion de raices finas en A. pinsapo.

Posteriormente, se llevaron a cabo estos mismos analisis en cada una de las
especies por separado, para explorar la existencia de diferencias ligadas a los distintos
tratamientos de irradiancia, que pudiesen haberse visto enmascaradas al considerar
ambas especies conjuntamente. Asi, en Abies pinsapo se hallaron diferencias
significativas debidas al tiempo transcurrido y/o a la interaccion “tratamiento de
irradiancia x tiempo” (Tabla III.11), pero Unicamente se hallaron diferencias entre
ambos tratamientos de irradiancia para las variables LMR (mayor a baja irradiancia),
A/R (idem) y RMR (menor a baja irradiancia) (Figura III.12). Para el ratio entre la
biomasa de raices y de tallos (R/S) se hallaron unicamente diferencias marginalmente
significativas (p = 0.056), observandose un mayor valor de este ratio en el tratamiento a
alta irradiancia. Con el paso del tiempo, tuvo lugar un descenso los indices ADR, LAB,
LMR, R/S y F/C. RMR se increment6 a alta irradiancia y disminuy?6 a baja, al contrario
que el ratio A/R.

En el caso de Abies alba, no se hallaron diferencias significativas entre los
individuos adscritos a uno u otro tratamiento, detectandose Unicamente diferencias
significativas debidas al tiempo de incubacion, en cinco de los indices considerados
(Tabla II1.10). Asi, tuvo lugar una disminucion de ADR, R/S y RMR, y un incremento
tanto de LMR como de A/R (Figura I11.11).
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Tabla I11.9. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los distintos
momentos del tiempo y los tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como
variables el indice de dominancia apical (ADR), el ratio entre la biomasa foliar y el total de biomasa aérea
(LAB), el ratio entre la biomasa foliar y el total de biomasa de cada individuo (LMR), el ratio entre la
biomasa aérea y la biomasa subterranea (A/R), el ratio entre la biomasa de raices y de tallos (R/S), el ratio
entre la biomasa de raices finas y la de raices gruesas (F/C) y el ratio entre la biomasa de raices y el total
de biomasa (RMR), en individuos de ambas especies. Todos los parametros referidos a la biomasa de
distintos compartimentos se han calculado sobre el peso seco (DW) de éstos. (GLM considerando como
factores los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

efecto ADR LAB LMR A/R R/S F/C RMR

22.77 87.61 53.11 20.42 5.06 0.75 21.63
Especie (1) (1) (1) (1) (D (1) (1)
0.000* 0.000* 0.000* 0.000% 0.034* 0.394 0.000%

1.37 0.00 2.14 2.79 1.84 1.22 2.37
Tratamiento de irradiancia (1) (1) (1) (1 (D (D (1)
0.253 0.972 0.156 0.108 0.187 0.280 0.137

117.51  72.18 0.49 7.48 16.95 3.78 6.59
Tiempo de incubacion (D (1 (1) (1 (D ey (1)
0.000* 0.000%* 0.490 0.012*% 0.000* 0.064 0.017*

. 1.24 0.90 1.99 243 0.39 0.24 1.49
Esgzcizlfrliento de irradiancia (1) 0 (1) () () (1) (1)
0.276 0.352  0.172 0.132 0.536  0.630 0.234

. 0.02 69.48 8582  10.18 1.04 7.42 10.43
ESEZEeO de incubacion M () () (1) () () (1)
p 0.886  0.000* 0.000* 0.004* 0317 0.012% 0.004*

Tratamiento de irradianci 1.37 0.00 2.14 2.79 1.84 1.22 2.37
ratamiento de irradiancia (1) (1) (1) (1) 1) 1) (1)

x tiempo de incubacion 0253 0972 0156 0.108 0.187 0280 0.137

. . e 1.24 0.90 1.99 243 0.39 0.24 1.49
Especie x tratamiento de irradiancia (1) (1) 1) (1) (1) (1) (1)

x tiempo de incubacion 0276 0352 0172 0.132 0536 0.630 0234
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Figura IIL.10. indice de dominancia apical (A),
ratio biomasa foliar vs. biomasa aérea (B), ratio
biomasa foliar vs. biomasa total (C), ratio biomasa
aérea vs. biomasa subterranea (D), ratio biomasa
de raices vs. biomasa de tallos (E), ratio biomasa
de raices finas vs. raices gruesas (F) y ratio
biomasa radicular vs. biomasa total (G) en
individuos de ambas especies. Estas variables se
registraron al inicio y al final del experimento. Las
barras verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias
significativas. Notese la diferencia de escala.
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Tabla IIL.10. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables el indice de
dominancia apical (ADR), el ratio entre la biomasa foliar y el total de biomasa aérea (LAB), el ratio entre
la biomasa foliar y el total de biomasa de cada individuo (LMR), el ratio entre la biomasa aérea y la
biomasa subterranea (A/R), el ratio entre la biomasa de raices y de tallos (R/S), el ratio entre la biomasa
de raices finas y la de raices gruesas (F/C) y el ratio entre la biomasa de raices y el total de biomasa
(RMR), en los individuos de A. alba. Todos los parametros referidos a la biomasa de distintos
compartimentos se han calculado sobre el peso seco (DW) de éstos. (GLM considerando como factores
los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori
Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor
de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias
a posteriori.

efecto ADR LAB LMR A/R R/S F/C RMR

0.00 0.49 0.00 0.00 0.26 1.37 0.03
(D e ) &) (D (D (D
0970 0498 0977 0952 0.621 0.264 0.865
54.82 0.01 21.34 1093 6.57 0.33 9.85
(D (M Q) (M (M (D (1
0.000* 0911 0.000% 0.006* 0.025* 0.577 0.009*
0.00 0.49 0.00 0.00 0.26 1.37 0.03
(D (M Q) (M (D (1 (D
X tiempo de incubacion 0.970 0498 0977 0952 0.621 0.264 0.865

Tratamiento de irradiancia

Tiempo de incubacion

Tratamiento de irradiancia

Tabla III.11. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables el indice de
dominancia apical (ADR), el ratio entre la biomasa foliar y el total de biomasa aérea (LAB), el ratio entre
la biomasa foliar y el total de biomasa de cada individuo (LMR), el ratio entre la biomasa aérea y la
biomasa subterranea (A/R), el ratio entre la biomasa de raices y de tallos (R/S), el ratio entre la biomasa
de raices finas y la de raices gruesas (F/C) y el ratio entre la biomasa de raices y el total de biomasa
(RMR), en los individuos de A. pinsapo. Todos los parametros referidos a la biomasa de distintos
compartimentos se han calculado sobre el peso seco (DW) de éstos. (GLM considerando como factores
los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori
Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor
de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias
a posteriori.

efecto ADR LAB LMR A/R R/S F/C RMR

2.73 0.41 19.07 13.21 4.46 0.18 12.91
(1 (1) (1) (1 (1) (1) (1)
0.124 0.533  0.001* 0.003* 0.056 0.681 0.004*
63.08 140.25 229.62 0.26 (1) 10.83 10.16 0.75
(1 (1) (1) (1) (1) (1)
0.000* 0.000* 0.000* 0.618 0.006% 0.008* 0.404
2.73 041 19.07 13.21 4.46 0.18 12.91
() (1) (1) (1 (1) (1) (1)
x tiempo de incubacién 0.124  0.533  0.001* 0.003* 0.056* 0.681 0.004*

Tratamiento de irradiancia

Tiempo de incubacion

Tratamiento de irradiancia
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Figura IIL.11. Indice de dominancia apical (A),
ratio biomasa foliar vs. biomasa aérea (B), ratio
biomasa foliar vs. biomasa total (C), ratio biomasa
aérea vs. biomasa subterranea (D), ratio biomasa
de raices vs. biomasa de tallos (E), ratio biomasa
de raices finas vs. raices gruesas (F) y ratio
biomasa radicular vs. biomasa total (G) en los
individuos de A. alba. Estas variables se
registraron al inicio y al final del experimento. Las
barras verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias
significativas. Notese la diferencia de escala.
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Figura IL.12. Indice de dominancia apical (A),
ratio biomasa foliar vs. biomasa aérea (B), ratio
biomasa foliar vs. biomasa total (C), ratio biomasa
aérea vs. biomasa subterranea (D), ratio biomasa
de raices vs. biomasa de tallos (E), ratio biomasa
de raices finas vs. raices gruesas (F) y ratio
biomasa radicular vs. biomasa total (G) en los
individuos de A. pinsapo. Estas variables se
registraron al inicio y al final del experimento. Las
barras verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias
significativas. Notese la diferencia de escala.
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111.3.3. Composicidn foliar en pigmentos.

111.3.3.1. Equipo pigmentario de Abies pinsapo.

El método de separacion seleccionado para la determinacion de los pigmentos
fotosintéticos resultd muy adecuado, a juzgar por la correcta separacion de los picos
aislados en los cromatogramas obtenidos (Figura II1.13). Considerando la secuencia de
elucion en orden de polaridad decreciente, los tiempos de retencion registrados y la
abundante literatura cientifica relativa (ver el procedimiento descrito en la Seccion
I1.3.4 de esta memoria), los pigmentos separados con éxito con este procedimiento
fueron (por orden de aparicion (polaridad decreciente)): las xantofilas - neoxantina,
violaxantina, luteina y zeaxantina -, clorofilas b y a, feofitinas, y B-caroteno (Figura
I11.13). No fue posible lograr una buena separacion de la anteraxantina, posiblemente a
consecuencia de su similitud con la luteina y la enorme desproporcion en la
concentracion con que ambos pigmentos aparecen. Salvo por esta excepcion, pudo
constatarse la ausencia de problemas de coelucion, y los espectros de absorcion
obtenidos confirmaron la identificacion inicial de los pigmentos aislados (Figura
I11.14). A partir de los estandares empleados para el calculo de las concentraciones, los
pigmentos que finalmente pudieron ser cuantificados fueron la neoxantina, la
violaxantina, la luteina, la clorofila b, la clorofila a y el B-caroteno.

En las muestras de pinsapo, la concentraciéon de pigmentos hallada en las
aciculas “nuevas”, surgidas en el transcurso del experimento, fue por término medio un
34% inferior a la registrada en las aciculas maduras, si bien se hallaron notables
diferencias entre tratamientos y en el comportamiento de los distintos pigmentos. Asi,
en el tratamiento de alta irradiancia, la concentracidn detectada en las aciculas “nuevas”
fue en torno a un 52% inferior a la detectada en las aciculas maduras; sin embargo, en el
tratamiento a baja irradiancia, la concentracion en las aciculas nuevas fue Unicamente
un 16% inferior a la detectada en las aciculas maduras. En lo que respecta a los
pigmentos, la menor diferencia entre aciculas de ambas edades se detectd en la luteina
(26%) y en la clorofila b (28%), mientras que la mayor diferencia se halléo para la

clorofila a (47%).
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Los analisis estadisticos aplicados sobre el conjunto de muestras de tejido foliar
maduro pusieron de manifiesto la existencia de diferencias significativas debidas al paso
del tiempo en todos los casos salvo en el de la luteina, produciéndose un incremento en
la concentracion del resto de pigmentos (Tablas I11.12 y III.13). Sin embargo, no se
hallaron diferencias entre tratamientos de irradiancia, encontrdndose unicamente
diferencias debidas a la interaccion ‘“‘tratamiento de irradiancia x tiempo” para las
concentraciones de 3-caroteno y de ambas clorofilas, que tendieron a incrementarse en
el tratamiento a baja irradiancia, y a disminuir a alta irradiancia (Figuras IIL.15 y
I11.16). El ratio entre la concentracion de clorofila a y la de clorofila b, asi como el ratio
entre la concentracion de clorofila a y la suma del resto de pigmentos mostraron un
ligero incremento, aunque significativo, en ambos tratamientos de irradiancia (Figura
I11.16).

En las muestras de tejido foliar “nuevo”, los andlisis estadisticos revelaron la
existencia de diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia, debidas al
tiempo y a la interaccion “tratamiento de irradiancia x tiempo”, en la mayor parte de los
casos (Tablas I11.14. y II1.15). El tratamiento de alta irradiancia no tuvo un claro efecto
sobre la concentracion de pigmentos, dandose casos en que ésta aumento (violaxantina,
clorofila a), y manteniéndose sin cambios o incluso disminuyendo en el resto (Figuras
II1.17 y IILI.18). El tratamiento de baja irradiancia, sin embargo, produjo en todos los
casos (excepto en la luteina) un incremento en la concentracion de pigmentos. Por su
parte, el ratio entre la concentracion de clorofila a y la de clorofila b, y el ratio entre la
concentracion de clorofila a y la suma del resto de pigmentos experimentaron en ambos
tratamientos un incremento mas marcado que el hallado en el tejido foliar maduro

(Figura II1.18).
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Figura II1.13. Ejemplos de cromatogramas obtenidos en la determinacion del contenido en pigmentos
fotosintéticos de A. pinsapo usando HPLC en fase inversa. En este caso, se muestra el contenido hallado
en un individuo adscrito al tratamiento de alta irradiancia durante cinco meses. Se muestra la evolucion en
el tiempo de la absorbancia registrada (en miliunidades de absorbancia) a una longitud de 445 nm. Los
pigmentos se eluyeron en orden de polaridad decreciente. Notese la adecuada separacion entre los picos
aislados, asi como la diferencia de escala.
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Figura III.14. Absorbancia registrada en los distintos momentos del tiempo en los que se aislaron los
picos correspondientes a la luteina (L), el B-caroteno ( B-car), la neoxantina (N), la violaxantina (V), la
clorofila b (Chl b) y la clorofila a (Chl a), en el individuo de A. pinsapo empleado como ejemplo en la
figura anterior. La gran similitud hallada entre estos espectros de absorcion y los hallados en la literatura
permitieron garantizar la ausencia de problemas de coelucion en los picos aislados. Noétese la diferencia

de escala.
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Tabla III.12. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables la concentracion de
los pigmentos luteina, 3-caroteno, neoxantina y violaxantina, expresadas en pug por mg de materia foliar
(en peso seco), medidas en muestras de tejido foliar maduro de individuos de A. pinsapo. (GLM
considerando como factores los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido
de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados
de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias a posteriori.

efecto Luteina  Neoxantina Violaxantina J -caroteno
Tratamiento de irradiancia 0.95 (1) 0.56 (1) 0.11(1) 0.04 (1)
0.340 0.461 0.741 0.842
Tiempo de incubacién 2.20(2) 34.55(2) 53.38 (2) 13.39(2)
0.134 0.000* 0.000* 0.000*
Tratamiento de irradiancia 1.98 (2) 2.79 (2) 1.32(2) 3.60 (2)
x tiempo de incubacion 0.162 0.083 0.287 0.044*

Tabla II1.13. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables la concentracion en
clorofila a (Chl a) y en clorofila b (Chl b), la suma de ambas, y los ratios Chl a : Chl b y Chl a : resto
pigmentos. Las distintas concentraciones vienen expresadas en pg por mg de materia foliar (en peso
seco), y han sido medidas en muestras de tejido foliar maduro de individuos de A. pinsapo. (GLM
considerando como factores los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido
de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados
de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias a posteriori.

efecto Chl a Chl b Chla+Chlb Chla:Chlb Chla: resto
Tratamiento de irradiancia ~ 0.33 (1)  0.60 (1) 0.13 (1) 3.37(1) 3.55(1)
0.571 0.446 0.721 0.080 0.073
Tiempo de incubacion 26.60 (2) 32.75(2) 28.20 (2) 528 (2) 5.78(2)
0.000* 0.000* 0.000* 0.013* 0.010*
Tratamiento de irradiancia ~ 5.65(2)  9.95 (2) 6.36 (2) 0.96 (2) 1.03 (2)
X tiempo de incubacion 0.010* 0.001* 0.007* 0.397 0.375
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Figura II1.15. Contenido en luteina (A), neoxantina (B), violaxantina (C) y B — caroteno (D), expresado
en ug por mg de tejido foliar maduro (en peso seco), hallado en individuos de A. pinsapo sometidos a los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento. Las muestras se recolectaron al inicio del
experimento y a los dos y cinco meses desde su inicio. Las barras verticales representan el error estandar.
Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas en el tiempo y derivadas de la interaccion
“tratamiento de irradiancia x tiempo”.

Tabla III.14. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables la concentracion de
los pigmentos luteina, B-caroteno, neoxantina y violaxantina, expresadas en pg por mg de materia foliar
(en peso seco), medidas en muestras de tejido foliar “nuevo” de individuos de A. pinsapo. (GLM
considerando como factores los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido
de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados
de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias a posteriori.

efecto Luteina  Neoxantina Violaxantina  J -caroteno
. . 2043 (1)  40.02 (1) 51.83 (1) 17.69 (1)
Tratamiento de irradiancia
0.000* 0.000* 0.000* 0.001*
Ti de incubacia 1.15 (1) 0.66 (1) 42.04 (1) 1.15 (1)
iem in ion
cmpo € etbacto 0.305 0.432 0.000% 0.304
Tratamiento de irradiancia 2.73 (1) 5.23 (1) 13.86 (1) 5.10 (1)
x tiempo de incubacion 0.124 0.041* 0.003* 0.043*
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Figura III.16. Contenido en clorofila a (A),
clorofila b (B), la suma de ambos (C), el ratio
entre ambos (D), y el ratio entre el contenido en
clorofila a y el resto de pigmentos detectados en
muestras de tejido foliar maduro de individuos
de A. pinsapo (E). Las muestras se tomaron al
inicio del experimento, y transcurridos dos y
cinco meses, en ambos tratamientos de
irradiancia. El contenido se expresa en pg por
mg de tejido foliar (en peso seco). Las barras
verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias
significativas en el tiempo, y de diferencias
debidas a la interaccion tratamiento de luz x
tiempo. Notese la diferencia de escala.
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Tabla III.15. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables la concentracion en
clorofila a (Chl a) y en clorofila b (Chl b), la suma de ambas, y los ratios Chl a : Chl b y Chl a : resto
pigmentos. Las distintas concentraciones vienen expresadas en pg por mg de materia foliar (en peso
seco), y han sido medidas en muestras de tejido foliar “nuevo” de individuos de A. pinsapo. (GLM y
analisis de medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). (GLM considerando como
factores los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

efecto Chl a Chl b Chla+Chlb Chla:Chlb Chla: resto
. . L. 18.38 (1) 35.99(1) 22.42 (1) 1.92 (1) 1.46 (1)
Tratamiento de irradiancia
0.001* 0.000* 0.000* 0.191 0.250
. . ., 11.72 (1) 0.37(1) 7.26 (1) 94.38 (1) 91.01 (1)
Tiempo de incubacion %
0.005* 0.557 0.019* 0.000* 0.000
Tratamiento de irradiancia ~ 5.08 (1)~ 5.04 (1) 478 (1) 1.48 (1) L77 (1)
x tiempo de incubacion 0.044* 0.044* 0.049* 0.248 0.209
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Figura III.17. Contenido en luteina (A), neoxantina (B), violaxantina (C) y B — caroteno (D), expresado
en pg por mg de tejido foliar “nuevo” (en peso seco), hallado en individuos de pinsapo sometidos a los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento. Las muestras se recolectaron a los dos y cinco
meses desde su inicio. Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias significativas entre tratamientos, en el tiempo, y debidas a la interaccion
“tratamiento de irradiancia x tiempo de incubacion”.
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Figura I11.18. Contenido en clorofila a (A),
clorofila b (B), la suma de ambos (C), el ratio
entre ambos (D) y el ratio entre el contenido
en clorofila a y el resto de pigmentos (E)
detectados en muestras de tejido foliar
“nuevo” de individuos de A. pinsapo. Las
muestras se tomaron transcurridos dos y
cinco meses desde el inicio del experimento,
en ambos tratamientos de irradiancia. El
contenido se expresa en pg por mg de tejido
foliar (en peso seco). Las barras verticales
representan el error estandar. Los asteriscos
indican la existencia de diferencias
significativas entre tratamientos, momentos
del tiempo, y debidas a la interaccion
“tratamiento de luz x tiempo”. Notese la
diferencia de escala.
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111.3.3.2. Equipo pigmentario de Abies alba.

En este caso, el método seleccionado para la determinacion de los pigmentos
fotosintéticos resultd igualmente adecuado, a la vista de los resultados obtenidos
(Figura IIL.19). Asi, tras constatarse la ausencia de problemas de coelucion, los
distintos espectros de absorcidon obtenidos confirmaron la identificacion inicial de los
pigmentos aislados (Figura II1.20). No obstante, en esta ocasion unicamente pudieron
ser aislados y cuantificados tres pigmentos — la luteina, la clorofila b y la clorofila a -.

Al igual que en el caso de A. pinsapo, en las muestras de A. alba la
concentracion de pigmentos registrada en las aciculas “nuevas” fue por término medio
un 34% inferior a la registrada en las aciculas maduras, de nuevo con diferencias
notables entre tratamientos y entre los distintos pigmentos. Asi, en el tratamiento de alta
irradiancia, la concentracion detectada en las aciculas “nuevas” fue en torno al 49%
inferior a la detectada en las aciculas maduras; sin embargo, en el tratamiento a baja
irradiancia, la concentracion en las aciculas nuevas fue inicamente un 20% inferior a la
detectada en las aciculas maduras. En lo que respecta a los pigmentos, hubo una
diferencia del 30% entre las concentraciones de luteina y clorofila b registradas en
aciculas de ambas edades, mientras que esta diferencia fue del 42% en el caso de la
clorofila a.

Los analisis estadisticos aplicados sobre el conjunto de muestras de tejido foliar
maduro no evidenciaron que la concentracion de luteina experimentase diferencias
significativas con el paso del tiempo, ni derivadas de la aplicacion de los tratamientos
de irradiancia (Tabla IIL.16). Por el contrario, si se hallaron diferencias para la
concentracion en clorofila b y para la suma de las concentraciones de ambas clorofilas,
que experimentaron un incremento con el paso del tiempo, similar en ambos
tratamientos (Figura IIL.21), y para el contenido en clorofila a y el ratio clorofila a :
clorofila b, que experimentaron un incremento notable y posterior descenso, hallandose
diferencias debidas a la aplicacion de los tratamientos s6lo para el ratio clorofila a :
clorofila b (Tabla III.16, Figura II1.21).

En las aciculas “nuevas”, el contenido en luteina tampoco experimentod
variaciones significativas en el transcurso del experimento ni derivadas de la aplicacion
de los tratamientos de irradiancia (Tabla II1.17, Figura I11.22). Sin embargo, para la

clorofila a, la clorofila b y la suma de ambas, los analisis estadisticos revelaron la
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existencia de diferencias debidas tanto al paso del tiempo (el contenido se incrementd
en el tiempo) como a la aplicacion de los tratamientos (las mayores concentraciones
siempre se registraron en el tratamiento a baja irradiancia). Para el ratio clorofila a :
clorofila b, se puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas por efecto de
los tratamientos, y de diferencias (marginalmente significativas, p = 0.054) derivadas

del tiempo de incubacion, en el tratamiento a baja irradiancia.
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Figura III.19. Tipicos cromatogramas obtenidos en la determinacion del contenido en pigmentos
fotosintéticos usando HPLC en fase inversa para las muestras obtenidas en individuos de A. alba. En este
caso, se muestra el contenido hallado en un individuo de pinsapo tras cinco meses adscrito al tratamiento
de alta irradiancia. Se muestra la evolucion en el tiempo de la absorbancia registrada (en miliunidades de
absorbancia) a una longitud de 445 nm. Los pigmentos se eluyeron en orden de polaridad decreciente.
Notese la adecuada separacion entre los picos aislados, asi como la diferencia de escala.
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Figura III1.20. Absorbancia registrada en los distintos momentos del tiempo en los que se aislaron los
picos correspondientes a la neoxantina (N), la violaxantina (V), la luteina (L), la clorofila b (Chl b), la
clorofila a (Chl a) y el B-caroteno ( B-car), en el individuo empleado como ejemplo en la figura anterior.
La gran similitud hallada entre estos espectros de absorcion y los hallados en la literatura permitieron
garantizar la ausencia de problemas de coelucion en los picos aislados. Notese la diferencia de escala.
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Tabla II1.16. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables la concentracion en
luteina, en clorofila b (Chl b) y en clorofila a (Chl a), la suma de ambas clorofilas, y el ratio Chl a : Chl b.
Las distintas concentraciones vienen expresadas en pug por mg de materia foliar (en peso seco), y han sido
medidas en muestras de tejido foliar maduro de individuos de A. alba (GLM considerando como factores
los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori
Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor
de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias
a posteriori.

efecto Luteina Chl b Chl a Chla+Chlb Chla:Chlb
. . L 0.03 (1) 1.19 (1) 0.67 (1) 0.24 (1) 10.84 (1)
Tratamiento de irradiancia
0.858 0.288 0.420 0.631 0.003*
. . ., 0.81(2) 16.09(2) 39.19(2) 21.08 (2) 40.13 (2)
Tiempo de incubacion
0.456 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
Tratamiento de irradiancia 024(2) 0.78(2) 057(2) 0.52(2) 3.24(2)
X tiempo de incubacion 0.787 0.472 0.572 0.604 0.059*

Tabla III.17. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia previstos en el experimento, considerando como variables la concentracion en
luteina, en clorofila a (Chl a) y en clorofila b (Chl b), la suma de ambas clorofilas, y el ratio Chl a : Chl b.
Las distintas concentraciones vienen expresadas en pug por mg de materia foliar (en peso seco), y han sido
medidas en muestras de tejido foliar “nuevo” de individuos de A. alba (GLM considerando como factores
los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori
Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor
de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias
a posteriori.

efecto Luteina Chl b Chl a Chla+Chlb Chla:Chlb
. o 2.12 (1) 17.33 (1) 37.35(1) 26.41 (1) 4.94 (1)
Tratamiento de irradiancia
0.173 0.002* 0.000* 0.000* 0.048*
) ) ., 4.01 (1) 5.54 (1) 18.82 (1) 10.76 (1) 4.63 (1)
Tiempo de incubacion
0.071 0.038* 0.001* 0.007* 0.054*
Tratamiento de irradiancia 0.06 (1) 0.62 (1) 6.24 (1) 0.70 (1) 3.18 (1)
X tiempo de incubacion 0.816 0.448 0.029* 0.419 0.102
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Figura IIL.21. Contenido en luteina (A),
clorofila b (B), clorofila a (C), la suma de
ambos (D), y el ratio entre ambos (E), en
muestras de tejido foliar maduro de individuos
de A. alba. Las muestras se tomaron al inicio del
experimento, y transcurridos dos y cinco meses,
en ambos tratamientos de irradiancia. El
contenido se expresa en pg por mg de tejido
foliar (en peso seco). Las barras verticales
representan el error estandar. Los asteriscos
indican la  existencia de  diferencias
significativas en el tiempo, y debidas a los
tratamientos de irradiancia. Notese la diferencia
de escala.
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Figura II1.22. Contenido en luteina (A),
clorofila b (B), clorofila a (C), la suma de
ambos (D), y el ratio entre ambos (E), en
muestras de tejido foliar “nuevo” de individuos
de A. alba. Las muestras se tomaron
transcurridos dos y cinco meses desde el inicio
del experimento, en ambos tratamientos de
irradiancia. El contenido se expresa en pug por
mg de tejido foliar (en peso seco). Las barras
verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias
significativas en el tiempo, y debidas a los
tratamientos de irradiancia. Notese la diferencia
de escala.
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111.3.3.3. Analisis comparativo de los contenidos pigmentarios de ambas especies.

Por otro lado, los andlisis efectuados al objeto de detectar las posibles diferencias
interespecificas en lo que respecta a la concentracion presente de los pigmentos que
pudieron ser cuantificados en las dos especies, mostraron que las mayores
concentraciones de clorofila a se encontraron en A. pinsapo (ANOVA de 1 via, p <
0.05), aunque no se hallasen diferencias en el tejido foliar nuevo entre ambas especies.
Asimismo, se hallaron diferencias significativas en lo concerniente a las
concentraciones de clorofila b y de luteina (ANOVA de 1 via, p < 0.05), siendo éstas
mayores en A. alba, con una concentracion seis veces superior de clorofila b y cuatro
veces superior en el caso de la luteina. Ademads, se hallaron diferencias para la suma de
ambas clorofilas (ANOVA de 1 via, p < 0.05), hallandose en A. alba una concentracion
aproximadamente el doble que la hallada en A. pinsapo. El ratio Chl a: Chl b, no
obstante, fue mayor en esta ultima especie (ANOVA de 1 via, p < 0.05), observandose

un valor del ratio casi siete veces superior al hallado en A. alba.

111.3.4. Discriminacion de isétopos estables de C.

La composicién en isotopos estables (8'°C, 8) hallada en muestras de A. pinsapo fue
significativamente menor a la hallada en muestras de A. alba ). Asi, el valor promedio
en muestras de tejido maduro de A. pinsapo fue de -30.61 %o, mientras que en A. alba
fue de -28.26 %o. En las muestras de tejido foliar “nuevo”, surgido durante el transcurso
del experimento, la composicion isotdpica fue asimismo significativamente inferior a la
obtenida en muestras de tejido foliar maduro (- 40.19 %o en muestras de A. pinsapo, -
34.27 %o en A. alba, en valores promedios) (ANOVA de 1 via, p < 0.05). Esto indica,
por un lado, que el tejido foliar de A. pinsapo se encuentra mas empobrecido en el
isotopo pesado que el tejido de A. alba, y por otro, que el tejido foliar nuevo se halla
incluso mas empobrecido en el isdtopo pesado, en ambas especies. La discriminacion de
isotopos (A"°C, A) fue calculada a partir de los valores de composicion isotopica
obtenidos, asumiendo que la composicion del aire fue de -8 %o. El valor promedio
obtenido en muestras de tejido foliar maduro de A. pinsapo (23.82 %o) fue
significativamente superior al obtenido en el caso de A. alba (20.85 %o) . En el tejido

foliar nuevo se mantuvieron estas diferencias entre especies, hallandose valores siempre
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superiores a los obtenidos en muestras de tejido foliar maduro (33.54 %o en A. pinsapo y
27.21 %o en A. alba, en valores promedios) (ANOVA de 1 via, p <0.05).

Los andlisis estadisticos aplicados sobre los valores de composicion y de
discriminacion isotopica obtenidos para las muestras de tejido foliar maduro de ambas
especies (Tabla III.18) mostraron la existencia de diferencias significativas entre
especies y debidas al tiempo de incubacidén, que produjo un incremento en la
discriminacion contra el isdtopo pesado (valores de 613C cada vez mas negativos)
(Figuras II1.23 y III.24). Estas diferencias con el tiempo se mantuvieron asimismo
cuando se realizaron los andlisis por separado para cada una de las especies (Tablas
II1.19 y IIL.20). En lo que respecta al tejido foliar sintetizado de novo durante el
transcurso del experimento, muestreado a los dos y a los cinco meses del inicio del
mismo, los analisis estadisticos revelaron la existencia de diferencias significativas entre
especies y derivadas de la interaccion “especie x tratamiento de irradiancia” (Tabla
I11.18). Sin embargo, cuando se analizaron los resultados obtenidos en cada una de las
especie por separado, no se detectaron diferencias significativas en A. alba, si bien se
detectaron diferencias entre tratamientos de irradiancia y los distintos momentos del
tiempo en A. pinsapo (Tablas I11.19 y II1.20, Figuras I11.23 y I11.24). En esta especie,
se produjo una mayor discriminacion en el tratamiento a baja irradiancia (valores de
013C mas negativos); con el paso del tiempo, se tendi6 hacia una menor discriminacion
en ambos tratamientos de irradiancia (incremento en los valores de 813C). En A. alba,
los individuos sometidos a tratamientos distintos mostraron comportamientos distintos
en el tiempo: en el tratamiento de alta irradiancia, el comportamiento fue similar al
exhibido por A. pinsapo; sin embargo, a baja irradiancia, se tendi®6 a una mayor

discriminacion contra el isdtopo pesado.

115



Efectos de la aclimatacion a la luz

Tabla II1.18. Resultado de los analisis estadisticos aplicados para la deteccion de las diferencias entre
especies, momentos del tiempo y derivadas de la aplicacion de los tratamientos de irradiancia previstos,
en muestras de tejido foliar maduro y “nuevo”, considerando como variables la composicion en isétopos
estables de carbono (8'"°C), expresada en tanto por mil y calculada en relacion con el estandar de
Belemnita PeeDee (PDB), y la discriminacion contra el isétopo pesado del C (A'*C), expresada en tanto
por mil y calculada conforme a Farquhar et al. (1989) (GLM considerando como factores las especies, los
tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey
HSD). Para cada efecto se muestra el valor de F, los grados de libertad (entre paréntesis) y el valor de p.
En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a

posteriori.
8"C - 3"C - A®C - ABC -
efeCtO [13 2 [13 2
maduro nuevo maduro nuevo
. 203.9 (1) 166.56 (1) 203.69 (1) 168.31 (1)
Especie 0.000% 0.000% 0.000% 0.000*
. S 0.4 (1) 0.83 (1) 041 (1) 0.88 (1)
Tratamiento de irradiancia 0.522 0.370 054 0358
. . . 524 (2) 0.01 (1) 52.33(2) 0.01 (1)
Tiempo de incubacién 0.000* 0.940 0.000* 0.931
. . S 1.9 (1) 9.33(1) 1.91 (1) 9.47 (1)
Especie x tratamiento de irradiancia 0.173 0.005* 0173 0.005*
. . . 04 (2) 3.12 (1) 0.46 (2) 3.16 (1)
Especie x tiempo de incubacion 0.647 0.090 0632 0.088
Tratamiento de irradiancia x 0.1(2) 1.10 (1) 0.12 (2) 1.09 (1)
tiempo de incubacion 0.882 0.304 0.883 0.306
Especie x tratamiento de irradiancia 0.8 (2) 1.98 (1) 0.83 (2) 1.99 (1)
x tiempo de incubacion 0.441 0.172 0.442 0.171
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Tabla I11.19. Resultado del analisis estadistico aplicado a cada especie por separado para la deteccion de
las diferencias debidas a los tratamientos de irradiancia previstos en muestras de tejido foliar maduro y
“nuevo”, considerando como variable la composicion en isdtopos estables de carbono (8"°C), expresada
en tanto por mil y calculada en relacion con el estandar de Belemnita PeeDee (PDB) (GLM considerando
como factores los tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada efecto se muestra el valor de F, los grados de libertad (entre paréntesis)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

A. alba - A. pinsapo - A. alba - A. pinsapo-
efecto
maduro maduro nuevo nuevo
. D 2.50 (1) 0.23 (1) 1.24 (1) 52.7(1)
Tratamiento de irradiancia 0.127 0.634 0.287 0.000%

. . . 26.25(2) 26.57 (2) 0.77 (1) 11.4 (1)
Tiempo de incubacion 0.000* 0.000* 0.397 0.006*
Tratamiento de irradiancia 0.89 (2) 0.19 (2) 1.63 (1) 0.4 (1)

X tiempo de incubacion 0.423 0.828 0.225 0.523

Tabla I11.20. Resultado del analisis estadistico aplicado a cada especie por separado para la deteccion de
las diferencias debidas a los tratamientos de irradiancia previstos en muestras de tejido foliar maduro y
“nuevo”, considerando como variable la discriminacién contra el istopo pesado del C (A*C), expresada
en tanto por mil y calculada conforme a Farquhar et al. (1989) (GLM considerando como factores los
tratamientos de irradiancia y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey
HSD). Para cada efecto se muestra el valor de F, los grados de libertad (entre paréntesis) y el valor de p.
En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a
posteriori.

A. alba - A. pinsapo - A. alba - A. pinsapo-
efecto
maduro maduro nuevo nuevo
. . .. 2.51 (1) 0.23 (1) 1.24 (1) 52.82 (1)
Tratamiento de irradiancia 0127 0.634 0287 0.000%

. . ., 26.24 (2) 26.51 (2) 0.77 (1) 11.39 (1)
Tiempo de incubacion 0.000* 0.000* 0.397 0.005*
Tratamiento de irradiancia 0.89 (2) 0.19 (2) 1.63 (1) 0.44 (1)
x tiempo de incubacion 0.422 0.829 0.225 0.520
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Figura II1.23. Composicion en isotopos estables de carbono, expresada en tanto por mil y calculada
respecto al estandar de Belemnita PeeDee, hallada en muestras de tejido foliar maduro parte superior) y
nuevo (parte inferior), en individuos de ambas especies sometidos a los tratamientos de luz previstos en el
experimento. Las muestras se recolectaron al inicio del experimento (sélo tejido maduro) y a los dos y
cinco meses desde su inicio. Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias significativas en el tiempo o entre tratamientos. Obsérvese la diferencia de
escala.
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Figura I11.24. Discriminacion de isotopos estables de carbono, calculada conforme a Farquhar et al.
(1989), hallada en muestras de tejido foliar maduro (parte superior de la grafica) y “nuevo” (inferior), en
individuos de ambas especies sometidos a los tratamientos de irradiancia previstos en el experimento. Las
muestras se recolectaron al inicio del experimento (s6lo tejido maduro) y a los dos y cinco meses desde su
inicio. Las barras verticales representan el error estdndar. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias significativas en el tiempo o entre tratamientos de irradiancia. Noétese la diferencia de escala.
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I11.4. Discusion.

I11.4.1. Patrones de distribucion de biomasa y su relacién con la estrategia vital de la

especie.

La luz afecta tanto al desarrollo y la morfologia del tejido foliar como al patréon
morfologico de distribucion de la biomasa (Canham et al. 1996, Niinemets, 1998;
Lambers et al. 1998; Fownes y Harrington, 2004), quedando sus efectos reflejados en
las variables alométricas de uso comun en la caracterizacion de especies forestales
(Tabla IIL.1). Asi, se ha constatado que la aplicacion de niveles de irradiancia altos
durante el desarrollo de las hojas puede incrementar el ratio LMA (leaf mass per unit
area) (Givnish, 1988), dado que en este caso no es necesario intentar maximizar la
captacion de luz. Y sin embargo, la fraccion LBR puede disminuir (Niinemets, 1998),
incrementarse o mantenerse invariable (Sanford et al. 2003) ante cambios en los niveles
de luz incidente, a pesar de que tradicionalmente se haya planteado la hipdtesis de una
inversion proporcionalmente mayor en el compartimento de biomasa foliar a bajos
niveles de irradiancia, y menor a niveles de irradiancia altos (Givnish, 1988). En el caso
de individuos juveniles de especies forestales situados en el sotobosque, la inversion de
recursos en la produccion de tejido foliar constituiria una estrategia para maximizar la
capacidad de fijacion de C, y por ende, sus probabilidades de supervivencia bajo
condiciones luminicas deficitarias. En estas condiciones de escasa irradiancia se tiende a
la produccion de unas hojas mas finas (Reich et al. 1998), y tiene lugar asimismo una
menor inversion en RMR (aunque se tiende hacia una morfologia més gruesa de las
raices; Reich et al. 1998) y una mayor inversion en biomasa de tallos (SMR, stem mass
ratio) (Reich et al. 1998). A niveles altos de irradiancia, por el contrario, se produce un
incremento del ratio R/S (Niinemets, 1998), porque la fotosintesis no esta limitada por
la luz y los individuos pueden destinar una parte proporcionalmente mayor de sus
recursos a estructuras que impliquen elevados costes de respiracion, como es el caso de
las raices (Givnish, 1988; Canham et al. 1996; Niinemets, 1998). Este patron, no
obstante, estd en cualquier caso modulado por el grado de tolerancia a la sombra
(Fownes y Harrington, 2004), hallandose en ocasiones una mayor inversion en biomasa

foliar en especies intolerantes a la sombra (Walters y Reich, 1999).
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Por otro lado, la distribucion de la biomasa de cada individuo en distintos
compartimentos también se encuentra muy influenciada por la edad y el porte del
mismo, plantedndose originariamente la hipdtesis de que, a medida que se incrementa el
tamafio de un individuo, se incrementa asimismo el ratio entre la biomasa de tejido no
fotosintético (NPT, non-photosynthetic tissue) y la biomasa de tejido con capacidad
fotosintética (PT) (Givnish, 1988). Esta hipotesis fue posteriormente refrendada por la
teoria del modelo de tuberia (Perttunen, 1998), que sostiene que cualquier incremento
en el area foliar expuesta (lo que sucede a medida que un individuo en un estadio
temprano crece y se desarrolla hasta convertirse en un ejemplar adulto) incrementa a su
vez, y de forma exponencial, el area superficial que se necesita para el transporte de
agua necesario, € incrementard por tanto en mayor medida el volumen de NPT frente al
de PT (Delagrange, 2004). Asi, existen trabajos de investigacion en los que se ha
comprobado que, a medida que aumentaba el tamafio de los individuos, se producia por
lo general una disminucion de la inversion en biomasa foliar y de raices, y un
incremento en proporcion en la biomasa de tallos (Niinemets, 1998) o al menos el
incremento del ratio NPT/PT, en especies de coniferas forestales (Claveau et al. 2002).

En nuestro caso, las diferencias halladas entre ambas especies, en lo que respecta
a la distribucion inicial de la biomasa en distintos compartimentos y a la distinta
evolucion experimentada por los individuos al ser sometidos a los mismos tratamientos
de irradiancia, parecen derivar tanto del distinto grado de tolerancia a la sombra en
ambas especies como de las diferencias en el porte de los individuos de las mismas. Asi,
dado que los individuos empleados eran de edad similar, y habian permanecido un
tiempo considerable bajo las mismas condiciones luminicas (ver Seccion II.1), la mayor
inversion en biomasa subterranea de A. alba y su mayor ratio NPT/PT parecen ser
consecuencia del mayor porte de los individuos de esta especie (Figura IL.1). Por su
parte, la mayor proporcion de biomasa aérea y foliar en A. pinsapo estaria relacionada
con el menor porte de sus individuos, y con un a priori menor grado de tolerancia a la
sombra, que explicaria asimismo el menor valor del ratio SLA encontrado en esta
especie.

En general, la evolucion temporal observada en Abies pinsapo es acorde a lo que
cabria esperar del normal desarrollo del proceso de aclimatacion a dos niveles de
irradiancia, con una mayor inversion en biomasa aérea en el tratamiento a baja
irradiancia frente a una mayor inversion en biomasa subterranea en el tratamiento a alta

irradiancia. No obstante, la ruptura de la dominancia apical bajo sendos tratamientos de
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luz sugeriria que ambos son percibidos por los individuos de esta especie como
insuficientes, lo que promovié el incremento del grado de ramificacion de tallos y
ramitas en busca de otras fuentes de luz. La mayor inversion en raices gruesas frente a
finas, registrada en individuos de ambos tratamientos, ademas de ser caracteristica de la
aclimatacion a niveles de irradiancia inferiores (Reich et al. 1998), indicaria asimismo
que el estatus hidrico de todos los individuos de A. pinsapo fue adecuado y similar, sin
observarse una tendencia a incrementar el volumen de suelo explorado.

En el caso de Abies alba, el hecho de que no se hallasen diferencias entre
tratamientos, y el conjunto de resultados obtenidos (una menor inversion en biomasa de
raices y una mayor inversion en biomasa aérea, tanto foliar como de tallos; la ruptura de
la dominancia apical) sugieren que ambos niveles de irradiancia no fueron lo
suficientemente altos para los individuos de esta especie, por lo que se destind una parte
proporcionalmente mayor de recursos a la mejora de la captacion de la luz recibida y la
busqueda de otras fuentes de luz. Estos resultados, indicativos del desarrollo de un
proceso de aclimatacion a niveles de irradiancia inferiores a las condiciones de
preincubacion experimentadas por estos individuos, son en principio incoherentes con el
mayor grado de tolerancia a la sombra de esta especie en comparacion con A. pinsapo, y
podrian ser consecuencia indirecta del mayor porte de estos individuos, que habria
hecho disminuir sensiblemente la cantidad de irradiancia efectivamente recibida por
cada individuo al promover un efecto de autosombreo. Por su parte, y al igual que en el
caso de A. pinsapo, no se tendié hacia un incremento en el volumen de suelo explorado
por raices finas, lo que indicaria nuevamente que el estatus hidrico de los individuos de

ambos tratamientos fue adecuado en todo momento.

[11.4.2. La inversion en equipo pigmentario como mecanismo de aclimatacion a la luz.

El tamafio y la composicion del equipo pigmentario constituyen un rasgo caracteristico
de cada especie, que se encuentra asimismo influenciado por las condiciones luminicas
particulares que experimenten los individuos localizados en un determinado ambiente.
Asi por ejemplo, cuando los niveles de irradiancia son bajos, como en el sotobosque, los
individuos tienden a invertir mas recursos en su equipo pigmentario, para aumentarlo y
diversificarlo, al objeto de maximizar la fijacion de carbono a las distintas longitudes de
onda que puedan recibir, toda vez que el filtrado de los rayos de sol a través del dosel

hace que la luz pueda ser de hasta cinco colores distintos (Endler, 1993). Por ello, es de
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esperar en hojas aclimatadas a la sombra una mayor inversion del nitrégeno foliar en
pigmentos accesorios pero sobre todo en la construccion de complejos antena
captadores de luz o LHCP (light harvesting chlorophyll-binding proteins) (Terashima y
Evans, 1988), ademas de un menor ratio entre las concentraciones de clorofila a y b
(Evans, 1988; Demmig—Adams, 1998), debido a que estas hojas tienen en proporcion
una mayor inversion de clorofila en estos complejos captadores de luz, y éstos
contienen grandes cantidades de clorofila b (Lichtenthaler y Babani, 2004).

Por el contrario, a altos niveles de irradiancia, la luz deja de ser un factor
limitante para la fotosintesis, y ésta pasa a estar limitada por la capacidad de
carboxilacion del individuo (Lambers et al. 1998). En esta situacion, los individuos
pueden destinar una parte proporcionalmente mayor del nitrogeno foliar a la sintesis de
Rubisco (Niinemets y Tenhunen, 1997), por lo que es de esperar un incremento en la
capacidad de carboxilacion, y por ende, de la tasa maxima de fotosintesis. Ademas, las
hojas aclimatadas a altos niveles de irradiancia tienen también una mayor capacidad de
disipar el posible exceso de energia a través de la modulacion del ciclo de las xantofilas
(Bjorkman y Demmig—Adams, 1994; Demmig-Adams y Adams, 1994; Demmig—
Adams et al. 1995). Asi, las hojas de sol exhiben tipicamente mayores tamafios de pool
de los pigmentos componentes de este ciclo (violaxantina, anteraxantina y zeaxantina)
(Thayer y Bjorkman, 1990; Demmig—Adams y Adams, 1992), ademés de una mayor
habilidad para que las transformaciones entre estos compuestos se produzcan a gran
velocidad a niveles altos de irradiancia (Demmig-Adams y Adams, 1994; Demmig-
Adams et al. 1995).

En nuestro caso, los resultados obtenidos indican no sélo la existencia de
importantes diferencias interespecificas en lo que respecta a la composicion
caracteristica del equipo pigmentario, sino también que esta composicion se Vvio
modulada por efecto tanto del tiempo de incubacion como de los tratamientos de
irradiancia aplicados. A este respecto, lo mas destacable fue, por un lado, la gran
inversion en pigmentos por parte de A. alba, cuya concentracion de clorofila a y b fue
aproximadamente el doble de la hallada en A. pinsapo; ademas, la enorme
desproporcion existente entre las concentraciones de clorofila b de ambas especies, el
menor ratio Chl a: Chl b y la mayor concentracion de luteina son consistentes con el
hecho de que A. alba sea considerada una las especies forestales europeas mas
tolerantes a la sombra (Robakowski et al. 2003). Por su parte, la inversion de clorofila b

en A. pinsapo, muy inferior a la de clorofila a, y el menor contenido en pigmentos
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accesorios en esta especie frente a A. alba sugieren que en el “disefio” de la especie no
ha tenido tanta importancia la capacidad de desarrollar una tolerancia a la sombra tan
acusada como en el caso de esta ultima especie, priorizandose la inversion de recursos
en clorofila a para maximizar la captacion de fotones en condiciones de menor
irradiancia.

Por su parte, los resultados obtenidos en muestras de tejido foliar maduro de A.
pinsapo parecen indicar que, aunque ambos tratamientos de irradiancia fueron
percibidos por los individuos de esta especie como notablemente inferiores a los niveles
de irradiancia a los que se encontraban expuestos en las instalaciones a la intemperie,
¢éstos no fueron del todo limitantes, lo que les permiti6 destinar una mayor parte de N
foliar a la sintesis de nuevos pigmentos. Esto explicaria el incremento registrado en las
concentraciones de la mayoria de pigmentos en la primera parte del experimento. El
hecho de que a alta irradiancia se ralentizase este proceso de concentracion de
pigmentos con el paso del tiempo, seria indicativo de que los individuos adscritos a este
tratamiento comenzaran a aclimatarse al mismo, lo que les permitié reducir los recursos
destinados a la captacion de luz. En el tratamiento a baja irradiancia, con niveles de luz
caracteristicos notablemente inferiores, la dosis de irradiancia recibida fue insuficiente
en todo momento, lo que explicaria el hecho de que se haya registrado una inversion de
recursos progresivamente mayor en la produccion de pigmentos, al objeto de maximizar
la interceptacion de la escasa irradiancia recibida de cara a la fotosintesis. Este hecho
debe por su parte interpretarse como un signo de aclimatacién a estos niveles de
irradiancia mas bajos.

En el tejido foliar nuevo las diferencias entre tratamientos de irradiancia fueron
incluso mas patentes, siendo evidente que la aplicacion de sendos tratamientos hubo de
modular el proceso de desetiolacion de estos tejidos. Asi, la inversion de recursos en la
sintesis de pigmentos fue menor a alta que a baja irradiancia. En este Gltimo tratamiento,
la maduracion del aparato fotosintético se dirigié hacia un mayor tamano y eficiencia
del equipo pigmentario, como demuestran los resultados obtenidos tanto para los
pigmentos accesorios como para las clorofilas a y b, y el ratio entre ambas. En cualquier
caso, estos resultados apuntan a una mayor plasticidad de este tejido foliar “nuevo” para
el desarrollo de un proceso de aclimatacion a distintos niveles de irradiancia.

En relacion con este ultimo punto, la evolucion temporal experimentada por la
concentracion en clorofila a, asi como los resultados obtenidos para el ratio entre la

concentracion de clorofila a y b, y entre la clorofila a y la suma del resto de pigmentos,
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sugieren que, con el paso del tiempo, se tendié a potenciar la inversion de recursos en la
sintesis de clorofila a sobre la inversion en pigmentos accesorios, especialmente en las
aciculas nuevas. Esta estrategia denota a priori un claro efecto de sombra neutra, es
decir, el efecto puro de la disminucion de la cantidad de irradiancia incidente,
consecuencia de la aplicacion de los tratamientos de irradiancia. Esto permitio evaluar
el efecto directo de la cantidad de luz, a diferencia de lo que sucede en condiciones
naturales, en las que los individuos de la parte superior del dosel, al interceptar la luz
que reciben, alteran tanto la cantidad como la calidad espectral de la misma, que llega a
los individuos del sotobosque con un menor ratio rojo: rojo lejano (Kasperbauer 1971;
Holmes y Smith, 1977; Ballaré et al. 1990).

Por su parte, los resultados obtenidos con las muestras de Abies alba
nuevamente sugieren que los individuos adscritos al tratamiento de alta irradiancia
percibieron inicialmente la dosis de irradiancia suministrada como sensiblemente
inferior a la que recibian en las instalaciones del Jardin Experimental y que sin
embargo, con el tiempo, el mantenimiento de esos niveles de luz permitid6 a los
individuos disminuir la inversion de recursos en la captacion de luz en las aciculas
maduras, y mantenerla en el tiempo en las aciculas surgidas en el transcurso del
experimento. En el tratamiento a baja irradiancia, la dosis de irradiancia suministrada
promovié una mayor inversion de recursos en la produccion de pigmentos, de forma
especialmente notable en las aciculas “nuevas”, para optimizar la fijacion de C con los
niveles de irradiancia recibidos. En este sentido, es de destacar que en esta especie
también se manifestasen, en el mismo plazo de tiempo, los procesos de aclimatacion a
sendos niveles de irradiancia detectados en A. pinsapo.

La evolucion temporal experimentada por el contenido en clorofilas a y b, asi
como por el ratio entre ambas concentraciones, sugieren que, con el paso del tiempo, se
tendid a potenciar la inversion de recursos en la sintesis de clorofila a sobre la inversion
en otros pigmentos, evidenciandose de nuevo el efecto de sombra neutra. No obstante, a
diferencia del caso del pinsapo, en las aciculas maduras de A. alba se mantuvo la
inversion de recursos en clorofila b mientras que disminuy6 la inversion en clorofila a,
en linea con la composicion caracteristica del equipo pigmentario de esta especie. En las
aciculas “nuevas”, sin embargo, se potencio la sintesis de ambas clorofilas, de forma
especialmente notable en el tratamiento a baja irradiancia, lo que explicaria el hecho de
que no se hallasen diferencias entre ambas especies en lo que respecta al contenido en

clorofila a en este tejido foliar surgido en el transcurso del experimento.
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I11.4.3. La discriminacién de isétopos estables de carbono como indicador del estrés

por falta de luz.

Los dos is6topos estables del carbono (°C y '*C) se encuentran en proporcion 1:99 en la
atmosfera. Los tejidos vegetales, sin embargo, se encuentran por lo general enriquecidos
en el isotopo ligero respecto a ese ratio, lo que se debe a que, en los distintos procesos
fisicos y quimicos implicados en la sintesis de estos tejidos, se discrimina en contra del
isotopo pesado (Farquhar et al. 1989).

Los principales factores que determinan la discriminacidon isotopica durante la
fotosintesis C3 son la difusion en el aire (a través tanto de la capa limitrofe como de los
estomas), y la carboxilacion que lleva a cabo la enzima Rubisco, aproximandose el
valor de esta discriminacién (A"C) al del factor que mas fuertemente limite la
fotosintesis en cada momento: por un lado, la difusién en el aire del >CO, es mas lenta
que la del *CO,, que penetra mas facilmente hacia el meséfilo a través de los estomas;
por el otro, la enzima Rubisco reacciona mas facilmente con '2CO, que con CO,, por
lo que el primero interviene en mayor medida en las reacciones del ciclo de Calvin.

La contribuciéon de ambos procesos depende en ultima instancia de la relacion
entre la conductancia estomatica y la fotosintesis (Ferrio et al. 2003), por lo que, en
condiciones en las que pueda variar sustancialmente la relacion entre ambas variables,
puede producirse un cambio notable en la discriminacion de isétopos estables de
carbono. Asi, cuando los estomas se encuentran abiertos y el CO; difunde con facilidad
desde la atmosfera hasta los espacios intercelulares, la actividad de la enzima Rubisco
no se ve limitada por el flujo de CO,, y el valor de A’C se aproxima a la discriminacién
debida a la carboxilacion. En cambio, cuando la conductancia estomatica se reduce y la
fotosintesis se encuentra limitada por el flujo de CO; hacia el interior del mesofilo, el
valor de A se aproxima a la discriminacion debida a la difusion.

Por ello, existen distintos factores ambientales que pueden modificar la
composicion en isdtopos estables, ya sea a través de su influencia sobre la conductancia
foliar, sobre la fotosintesis o sobre ambas variables simultdneamente (Ferrio et al.
2003), como cambios en el suministro hidrico, el nivel de irradiancia incidente, la
temperatura o la concentracion de CO, entre otros. Asi, por ejemplo, cuando se produce

una disminucién en la cantidad de agua disponible, las especies vegetales tipicamente

126



Efectos de la aclimatacion a la luz

reaccionan limitando la apertura de los estomas para minimizar la pérdida de agua
(Figura IIL.25), y aunque la tasa de carboxilacion disminuye también en estas
condiciones de estrés hidrico, la conductancia foliar se ve afectada en mayor medida, lo
que origina una reduccion en la presion parcial de CO; en los espacios intercelulares (al
limitarse la renovacion del aire que se encuentra en la camara subestomatica), y el
consecuente incremento en 8'°C (Farquhar et al. 1989).

En nuestro caso, no obstante, no es posible relacionar las diferencias
interespecificas halladas con el desarrollo de un proceso de estrés hidrico, dado que
ambas especies se mantuvieron bajo un adecuado suministro hidrico tanto durante su
estancia en el Jardin Experimental como durante su participacion en el experimento. Y
tampoco pueden relacionarse con cualquier otro de los factores mencionados, dado que
estas diferencias en la composicion isotopica del tejido foliar se hallaron incluso en el
momento inicial, y se mantuvieron consistentemente en el tejido foliar maduro y
“nuevo”, tanto en este experimento como en el que detalla en el Capitulo 4 de esta
memoria, en que se evalué asimismo la evolucion de esta variable (ver Secciones
IV.3.3 y IV.4.2). Por el contrario, estas diferencias parecen deberse al distinto grado
intrinseco de control de la apertura estomatica en ambas especies, pudiendo concluirse,
a la vista de los resultados obtenidos, que este control es mas estrecho en A. alba, y que
el hecho de que en esta especie se hayan encontrado en todo momento mayores valores
de 8"C (tejido foliar menos empobrecido en el isétopo pesado) seria indicativo de la
existencia de menores tasas de transpiracion y de un mayor ratio entre las tasas de
fotosintesis neta (fijacion de carbono) y de conductancia estomatica al agua en esta
especie. En A. pinsapo, por el contrario, se produjo en todo momento una mayor
discriminacion contra el is6topo pesado, generdndose tejidos empobrecidos en el
mismo, lo que seria indicativo de una mayor transpiracion, y de un menor ratio entre la
tasa de fotosintesis neta y la tasa de conductancia estomatica al agua.

Por otro lado, dado que la composicion isotdpica del tejido foliar es indicativa en
ultima instancia de la proporcion entre ambas tasas, proporciona asimismo una medida
integrada de la eficiencia intrinseca en el uso del agua (iWUE, intrinsic water use
efficiency) durante el tiempo en que se ha asimilado el carbono que forma parte de
dichos tejidos (Ehleringer, 1993). En este sentido, los resultados apuntan a una mayor
eficiencia en el uso del agua por parte de A. alba, y a una menor eficiencia en el uso del

agua por parte de A. pinsapo, en contra de lo que cabria esperar a priori de una especie
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supuestamente adaptada a condiciones ambientales tipicamente mediterraneas
caracterizadas fundamentalmente por una marcada sequia estival.

La mayor discriminacion contra el isdtopo pesado que tuvo lugar con el paso del
tiempo (tendencia hacia una menor eficiencia en el uso del agua), ademas de reforzar la
hipotesis de que los individuos participantes en el experimento contaron en todo
momento con un adecuado suministro hidrico, revelaria que, bajo ambos tratamientos
de irradiancia, tuvo lugar un descenso del ratio entre las tasas de fotosintesis neta y las
de conductancia estomatica al agua. Esto indicaria que, en comparaciéon con las
condiciones previas al experimento, reflejadas también en la composicion isotdpica
foliar de este tejido maduro, los niveles de irradiancia de los tratamientos aplicados
constituyeron un input energético inferior al experimentado antes del inicio del
experimento, lo que hizo reducir severamente las tasas de fotosintesis neta. Y que, no
obstante, los niveles de conductancia estomatica no se vieron afectados en la misma
medida y se mantuvieron en valores superiores a los que cabria esperar considerando los
bajos niveles de irradiancia recibidos, poniéndose asi de manifiesto que en individuos
de ambas especies se dieron tasas de conductancia estomatica mayores de lo que cabria
esperar considerando los bajos niveles de irradiancia recibidos, maximizando la fijacion
de C, lo que provoco el descenso de su eficiencia en el uso del agua (Figura I11.26).

Por su parte, la mayor discriminacién hallada por lo general en el tejido
sintetizado de novo de ambas especies, similar al efecto del tiempo de incubacion sobre
el tejido foliar maduro, reforzaria la hipotesis de que las condiciones de luminosidad
caracteristicas de ambos tratamientos, y especialmente las de baja irradiancia para A.
pinsapo, desencadenaron un estrés por déficit energético que provoco un incremento en
la eficiencia en el uso de la luz, incluso suponiendo estos cambios un descenso en la
eficiencia en el uso del agua. Ademads, este resultado sugiere que en este tejido foliar en
crecimiento existe por lo general un menor grado de ajuste entre la fotosintesis neta y la
conductancia estomatica al agua (e.g. Fort et al. 1997), priorizandose la fijacion de C
para crecimiento sobre la aplicacion de un estricto control de la apertura estomatica
(Field, 1987, Lambers et al. 1998), especialmente en condiciones de adecuado
suministro hidrico, como es el caso. Por otro lado, los resultados obtenidos en estas
muestras también indican, como en el caso del tejido foliar maduro, una mayor
discriminacién contra el is6topo pesado en A. pinsapo, poniéndose de nuevo de

manifiesto las mayores tasas de conductancia estomatica en esta especie, y en
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consecuencia la menor eficiencia intrinseca en el uso del agua en comparacion con A.
alba.

Por todo lo anterior, los cambios detectados en la discriminaciéon contra el
isotopo pesado, especialmente significativa en el tejido foliar “nuevo”, apuntan al
desarrollo de procesos directamente relacionados con las condiciones luminicas en que
dichos individuos se encontraron, similares a los descritos en trabajos previos (ver, por
ejemplo, Vogel (1978), Zimmerman y Ehleringer (1990), Broadmeadow et al. (1993),
O'Leary (1995), o Yakir e Israeli (1995)), que evidenciaron que la luz afecta
directamente a 8"°C, al menos cuando este factor es limitante (Ferrio et al. 2003). De
esta forma, las medidas de discriminacion isotdpica no sélo sirven para caracterizar la
eficiencia en el uso del agua de los individuos y los efectos del estrés hidrico, sino que
también pueden emplearse como un indicador del estrés por falta de luz, siempre que se
den condiciones que permitan una buena conservacion del estatus hidrico (Figura
I11.26).

Cuando se produce la aclimatacion de individuos a bajos niveles de irradiancia,
la respuesta que cabe esperar es una disminucién en las tasas maximas de asimilacion
neta de carbono (fotosintesis neta), como consecuencia del descenso en el input
energético necesario para dicho proceso y la menor inversion de recursos en la sintesis
de Rubisco frente a la construccion de complejos antena. Por el contrario, los individuos
aclimatados a alta irradiancia tienden a incrementar su capacidad fotosintética, dado que
la luz deja de ser un factor limitante y se aumenta la capacidad de asimilacion de C
mediante el incremento en la produccion de Rubisco. Esto se traduce en tasas
instantaneas de fotosintesis neta superiores a las encontradas en individuos aclimatados

a baja irradiancia.
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Figura II1.25. Esquema simplificado de la relacién conductancia estomatica - 8"°C (tomado de Ferrio et
al. 2003). En ausencia de estrés hidrico, tiene lugar una mayor discriminacion contra el is6topo pesado
(A). El cierre estomatico provocado por la situacion de estrés hidrico (B) promueve el uso del isétopo
pesado.
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Figura II1.26. La posible relacion entre 8"°C y un déficit energético por falta de luz (modificado a partir
de Ferrio et al. 2003). Frente a un primer caso (A), en el que las condiciones de luz son apropiadas, la
falta de luz (B) ralentiza la fotosintesis al no haber suficiente activacion de la Rubisco. El individuo trata
de compensar la falta de luz manteniendo los estomas abiertos aun a costa de perder una mayor cantidad
de agua por unidad de C fijado, discriminando asi en mayor medida en contra del isétopo pesado.
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I11.4.4. Capacidad de fijacion de C y eficiencia potencial en el uso de recursos.

La aclimatacion a distintos niveles de irradiancia también modifica los parametros
fotosintéticos, siendo de esperar en individuos aclimatados a alta irradiancia una menor
eficiencia fotosintética (la pendiente inicial de la curva P-I), ya que en ellos debe ser
menor la “apetencia” por el sustrato de la enzima (Larcher, 1995). Ademas, la tasa de
respiraciéon en oscuridad tiende a ser mayor, como consecuencia de los costes
energéticos derivados de la inversion en Rubisco y la mayor inversion en biomasa de
estructuras con elevados gastos respiratorios, como las raices (Givnish, 1988; Canham
et al. 1996; Niinemets, 1998), y el punto de compensacion para la luz, mas alto (Pearcy
y Sims, 1994), debido a la menor inversion en complejos captadores de luz. Por el
contrario, en individuos aclimatados a niveles de irradiancia bajos, para los cuales, por
tanto, la luz puede convertirse en un factor limitante, cabe esperar el comportamiento
inverso, siendo tipica una mayor inversion del nitrogeno foliar en la construccion de
complejos antena (lo que produce una disminucién en el punto de compensacion para la
luz) y menor en Rubisco, lo que hace que la tasa de respiracion en oscuridad no sea tan
negativa y se produzca simultdneamente una disminucion tanto del punto de saturacion
para la luz como de las tasas méximas de fotosintesis neta. Por lo anterior, son
notablemente distintas las curvas P—I obtenidas en especies de sol y de sombra o con
distinta tolerancia a la sombra, e incluso entre individuos de la misma especie
desarrollados bajo distintas condiciones luminicas. En estos casos, la eficiencia suele
mantenerse sin cambios, al ser un rasgo mucho mas conservativo (Lambers et al. 1998).

En los resultados de este experimento las medidas de intercambio gaseoso
registradas periodicamente no pueden emplearse directamente para conocer como se
desarroll6 el proceso de aclimatacién a los niveles de irradiancia previstos. Ello se debe
a que, durante el desarrollo del experimento, se produjeron dificultades logisticas
asociadas al sistema de incubacién y medida. Asi, y Unicamente de forma puntual
durante la toma de estas medidas instantaneas, los niveles de CO, ambiental se
mantuvieron especialmente elevados con respecto a los mantenidos en el periodo de
incubacion, siendo por ejemplo las tasas de fotosintesis registradas notablemente
superiores a las exhibidas tipicamente por estas especies al aire libre. Esto implica que
las medidas de fotosintesis neta y conductancia estomatica corresponden a condiciones

de adecuado suministro hidrico y niveles de CO, saturantes. Ademas, estas tasas de
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intercambio gaseoso no pudieron corregirse por el area foliar debido al extravio de los
datos de dicha variable, por lo que las diferencias entre especies pueden deberse a la
distinta 4rea foliar empleada para el registro de estas variables. Asi, las mayores tasas de
esta fotosintesis neta “potencial” registradas en A. alba serian consecuencia de la mayor
area foliar empleada en esta especie. En cualquier caso, tanto las tasas de fotosintesis
como las de conductancia estan afectadas, en la misma medida, por dicha area foliar,
por lo que los cambios en las proporciones entre las mismas, asi como el ratio entre
ambas (la eficiencia “potencial” en el uso del agua), pueden considerarse utiles para
evaluar diferencias entre especies. Por ello, el hecho de que en A. pinsapo, a pesar de ser
la especie en la que se emple6 una menor area foliar, se registrasen simultineamente
menores valores de fotosintesis y en cambio valores de conductancia estomatica
similares a los registrados en A. alba (Figura II1.4), da idea de un mayor grado de
ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica al agua en
esta ultima especie y, por ello, de una mayor eficiencia intrinseca en el uso del agua,
ademas de poner de manifiesto la gran diferencia existente entre ambas especies en lo
que respecta a este rasgo.

Por otro lado, y considerando distintos resultados obtenidos en este mismo
capitulo, la disminucion de la tasa de conductancia estomatica en ambas especies y
tratamientos de irradiancia no parece deberse al desarrollo de una situacion de estrés
hidrico (ver Secciones 111.4.1 y II1.4.3), sino que podria derivarse unicamente de los
altos niveles de CO, ambiental existentes en el momento de tomar las medidas, que
indujeron un cierre parcial de los estomas como respuesta directa de las células guarda
ante el incremento en la concentracion intercelular de CO, (Saxe et al. 1998). No
obstante, las diferencias entre tratamientos de irradiancia halladas a este respecto, y la
existencia de mayores valores de conductancia estomatica en el tratamiento a baja
irradiancia, son coherentes con los resultados discutidos en la citada Seccion I11.4.3.
Por otro lado, el incremento en la eficiencia en el uso del agua recogido en la Figura
III.SA no parece sino un artefacto, fruto de la sobreestimacion de las tasas de
fotosintesis neta y del descenso progresivo de los valores de conductancia registrados en
paralelo.

Finalmente, es de destacar que en estas condiciones “ideales” de adecuado
suministro hidrico y de niveles de CO, ambiental proéximos a la saturacion, el
comportamiento de los individuos de ambas especies adscritos a sendos tratamientos de

irradiancia fuese claramente distinto (Figura II1.27A), siendo éstos decisivos para el
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desarrollo de una menor o mayor eficiencia potencial en el uso del agua (Figura
I11.27B). Al considerar conjuntamente la eficiencia potencial en el uso de ambos
recursos, se aprecia el distinto rango de variacion en que se desenvolvieron los
individuos de ambas especies y tratamientos (Figura IIL.27C), poniéndose de
manifiesto una vez mas las evidentes diferencias intrinsecas existentes entre ambas
especies.

En lo que respecta a los parametros fotosintéticos derivados de las curvas P-I
obtenidas, es de destacar, por un lado, que las diferencias interespecificas halladas sean
consistentes con los resultados que cabria esperar, considerando el distinto grado de
tolerancia a la sombra de ambas especies. Asi, en A. alba, se halld el menor punto de
compensacion para la luz y de saturacion para este mismo factor (Figura II1.6), ademas
de menores tasas de fotosintesis potencial y neta, y unas tasas de respiracion en
oscuridad no tan negativas como en el caso de A. pinsapo. Sin embargo, no se
detectaron diferencias en lo que respecta a la eficiencia en el uso de la luz, el rasgo mas
conservativo en las curvas P-1, lo que no es de extranar considerando que se trata de dos
especies de abetos estrechamente emparentadas desde el punto de vista filogenético. Por
otro lado, la evolucion temporal experimentada por estos pardmetros sugiere, en
consonancia con otras secciones de esta discusion, el desarrollo de un proceso de
aclimatacion a niveles de irradiancia inferiores (ver Secciones 111.4.1, 111.4.2 y 111.4.3),
lo que explicaria el descenso experimentado por las tasas de fotosintesis maxima y neta
(Figura IIL7), la tendencia hacia tasas de respiracion en oscuridad menos negativas
(Figura IIL.8) y el descenso experimentado por el punto de saturacion para la luz y el
punto de compensacion para la luz, especialmente en A. pinsapo (Figura II1.9). Para la
eficiencia fotosintética, s6lo se encontraron diferencias con el tiempo en los individuos
de A. pinsapo (Figura IIL.8), la especie a priori menos tolerante a la sombra, que
experimentaron un incremento en la misma debido a esa aclimatacion a bajos niveles de

irradiancia.
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Figura IIL27. Relacion entre las tasas registradas de fotosintesis neta “potencial” y conductancia
estomatica al agua (A), entre la eficiencia “potencial” en el uso del agua y la irradiancia registrada
simultaneamente (B) y entre la eficiencia “potencial” en el uso de la luz y la eficiencia en el uso del agua
(C), en individuos de ambas especies sometidos a los tratamientos de irradiancia de incubacion previstos
en el experimento.
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II1.5. Conclusiones.

- El seguimiento de las tasas instantaneas de intercambio gaseoso permitié comprobar la
importancia de controlar los niveles de CO, ambiental y la necesidad de incluirlos, en la
medida de lo posible, en el disefio de cualquier experimento proyectado para conocer el
comportamiento de las especies vegetales en el contexto del cambio global.

- Los resultados de los parametros fotosintéticos de las curvas P-I son coherentes tanto con
el distinto grado de tolerancia a la sombra mencionado en trabajos previos para ambas
especies como con el desarrollo de un proceso de aclimatacion a niveles de irradiancia
inferiores por parte de las mismas.

- El patron de asignacion de recursos estuvo influido en ambas especies por las diferencias
iniciales en el porte de los individuos empleados en el experimento. Existio una evolucion
temporal similar en ambos casos en dichos patrones, que se tradujo en una mayor
inversion de recursos en el compartimento de biomasa foliar.

- La mayor concentracion de pigmentos y el menor ratio Chl a : Chl b hallados en A. alba
sugieren una mayor inversion de N foliar en la construccion de complejos antena, rasgo
caracteristico de una especie tipicamente de sombra.

- La evolucion observada en ambas especies en su equipo pigmentario apuntaria al
desarrollo de un proceso de aclimatacion a niveles de irradiancia incidente artificialmente
inferiores a los experimentados previamente.

- Los resultados obtenidos en lo que respecta a las medidas de intercambio gaseoso
registradas y la discriminacion contra el isétopo pesado de carbono sugieren la existencia
de un menor grado de ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia
estomatica al agua en A. pinsapo, mostrando por ello esta especie menor eficiencia en el
uso del agua que A. alba.

- El valor de discriminacién isotopica puede ser empleado como un indicador del estrés
por déficit energético, en condiciones en las que pueda garantizarse una buena
conservacion del estatus hidrico y siempre que el nivel de irradiancia incidente sea el

unico factor ambiental con caracter limitante.
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IV. Estrés hidrico y compromiso asociado al par de recursos
agua — luz en Abies pinsapo y Abies alba.

Este capitulo aborda el segundo de los experimentos llevados a cabo bajo condiciones
controladas, cuyos principales objetivos fueron dos: el seguimiento del desarrollo de un
proceso de estrés hidrico severo, a fin de conocer la velocidad y forma en que los
efectos del mismo se manifestaban en individuos juveniles de ambas especies; y la
exploracion del trade-off existente en el par de recursos agua vs. luz, mediante la
aplicacion de distintas combinaciones de tratamientos de irradiancia y riego. Para ello,
se procedio a la evaluacion de variables relacionadas con el intercambio gaseoso, el
estatus hidrico y la eficiencia en el uso tanto del agua como de la luz, con la intencién
de poder concluir sobre si ambas especies difieren en su capacidad de respuesta frente
a cambios en la disponibilidad de estos recursos clave, y si estas diferencias confirman

el caracter “templado” o ““mediterraneo” atribuido a estas especies.
IV.1. Introduccion.
IV.1.1. Marco conceptual.

El agua es un factor ecologico clave para los organismos vegetales, no solo por el papel
crucial que juega en distintos procesos fisiologicos, como el transporte de metabolitos a
través de la célula o entre distintos 6rganos de la planta, o por su contribucién a la
estructura y soporte de estos organismos, sino también porque se requiere en grandes
cantidades (Lambers et al. 1998). Ello se debe fundamentalmente al uso ineficiente que
se hace de la misma como consecuencia inevitable de la fotosintesis (Lambers et al.
1998): el vapor de agua difunde de forma pasiva a través de los estomas hacia el
exterior, cuando éstos se abren para permitir la entrada del CO, necesario para la
realizacion de la fotosintesis, hasta el punto de que, en el caso de las plantas terrestres,
mas del 90% del agua que necesitan a lo largo de su ciclo de vida se pierde
indirectamente por transpiracion (Xu et al. 2009). Por ello, la disponibilidad de este
recurso se considera el principal factor ambiental limitante de la fotosintesis vegetal a
nivel global (Boyer, 1982).

Esta circunstancia resulta especialmente critica en regiones aridas y semiaridas,

en las que la distribucién natural de las plantas lefiosas estd fuertemente influenciada
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por la resistencia de las plantulas a la sequia (Zhang et al. 2005). En el caso del pinsapo,
aunque la precipitacion anual es elevada, las condiciones de estacionalidad mediterranea
a que se encuentra sometido comprometen fuertemente la supervivencia de sus plantulas
y juveniles en campo, especialmente durante el verano (Arista, 1994). Es por ello que,
como parte fundamental de una aproximacion ecofisioldgica al estudio de la especie, se
ha incluido una experiencia de estrés hidrico intenso, al objeto de conocer como
responde el pinsapo en esta situacion, como se manifiesta el estrés de este tipo en la
especie y si la misma es capaz de manejarse con €xito o no en una situacion de esta
indole.

Las respuestas adaptativas y de acomodacion al régimen hidrico se basan en
cambios fisioldgicos y morfologicos, tales como variaciones en la estructura de la planta
o en su tasa de crecimiento, en el potencial osmoético de sus tejidos, en la conductancia
estomatica, etc. (Nilsen y Orcutt, 1996; Jones, 1992; Larcher, 1995; Lambers et al.
1998), pudiendo desarrollarse distintas estrategias para minimizar el impacto del estrés,
como la pérdida de hojas para reducir la superficie foliar a través de la que se pierde
agua (Pereira y Chaves, 1993; Gindaba et al. 2004) o la reduccion del potencial hidrico
antes de amanecer, reduciendo a su vez el intercambio gaseoso (Pereira et al. 1986;
Kramer y Boyer, 1995; Nilsen y Orcutt, 1996; Lambers et al. 1998).

Uno de los primeros efectos del déficit hidrico es el descenso de la asimilacion
fotosintética de carbono, resultado de la limitacion al intercambio gaseoso por parte de
del mesofilo y de los propios estomas (Lawlor, 2002; Flexas et al. 2004). Sin embargo,
el grado de depresion inducida por la sequia en la fotosintesis, y sus causas subyacentes,
pueden depender de la sobreimposicion de otras condiciones ambientales estresantes
(Chaves, 1991). Dado que, en condiciones naturales, los episodios de estrés hidrico van
a menudo acompafiados de niveles de irradiancia altos, numerosos estudios han
investigado la relacion entre la irradiancia alta y la sequia. Y aunque algunos no
hallaron ningun tipo de interaccion (e.g. Ogren y Oquist, 1985), la mayoria han puesto
de manifiesto que las limitaciones hidricas predisponen al aparato fotosintético a la
fotoinhibicion, y que ésta es exacerbada cuando las hojas se encuentran deshidratadas
bajo niveles de luz altos (Bjorkman y Powles, 1984; Masojidek et al. 1991; Behera et
al. 2002).

Por otro lado, la sequia puede concurrir con niveles de irradiancia bajos si el
individuo estd suprimido o sujeto a elevada competencia. La literatura muestra

resultados contradictorios respecto al modo en que la sombra modula la resistencia al
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déficit hidrico; asi, mientras algunos trabajos encuentran que la sombra tiene un efecto
positivo en condiciones de déficit hidrico (Prider y Facelli, 2004; Sanchez-Gomez et al.
2006), otros indican lo contrario, al sugerir los resultados que la capacidad de los
individuos para soportar la sequia podria verse disminuida en condiciones sombreadas,
y no aumentada (hipétesis de la sombra seca) (Valladares y Pearcy, 2002; Aranda et al.
2005, Climent et al. 2006). En cualquier caso, es evidente que la disponibilidad hidrica
y los niveles de irradiancia son factores ecologicos que se encuentran intimamente
ligados a lo largo de los distintos gradientes ambientales que pueden hallarse en
condiciones naturales (Sack y Grubb, 2002) , por lo que no tiene sentido estudiar la
respuesta de la especie ante cambios en uno de estos factores clave sin considerar como

esta respuesta puede verse modulada por la influencia del otro factor sobre la misma.

IV.1.2. Antecedentes y justificacion del estudio.

En trabajos de investigacion previos en las instalaciones del Jardin Experimental de la
Universidad de Jaén, se llevd a cabo un experimento de anulacion del suministro de
riego para conocer el comportamiento de individuos juveniles de A. pinsapo ante el
estrés hidrico severo (Serichol-Escobar, 2005). Los resultados indicaron que las
variables relacionadas con el intercambio gaseoso, en lugar de las relacionadas con el
mantenimiento del estatus hidrico de cada planta, fueron las primeras en “responder”
ante el estrés hidrico, y se concluyd que ese control de la apertura estomatica
contribuiria a explicar la supervivencia de esta especie en una zona con clima
mediterraneo. Pero dicho experimento se desarrolld sin registrar en paralelo la
evolucion temporal de la humedad del sustrato, y sin someter a los individuos a distintos
niveles de irradiancia. Por ello, para poder analizar la respuesta de individuos juveniles
ante distintas combinaciones de disponibilidad hidrica y luminosa, se proyecté un nuevo
experimento bajo condiciones controladas de irradiancia incidente y humedad en el
sustrato (Sack, 2004). Este incluy6, al igual que en el descrito en el capitulo anterior,
individuos juveniles tanto de A. pinsapo como de A. alba, con el objetivo de dilucidar si
la respuesta diferencial que cabe esperar entre ambas especies, en términos de su
plasticidad en la utilizacion de ambos recursos y su capacidad de respuesta ante cambios
ambientales, puede observarse también a través del trade-off ligado al par de recursos

agua — luz.

141



Estrés hidrico y compromiso agua - luz

Por otro lado, al examinar los resultados del Capitulo 3 relacionados con la
discriminacion de is6topos estables de carbono, se encontrd en individuos de A. pinsapo
sometidos a baja irradiancia una mayor discriminacidon contra el is6topo pesado. Dado
que estos individuos se encontraron en todo momento bajo condiciones controladas de
irradiancia y humedad en el sustrato, los resultados sugieren que en condiciones de
escasa luminosidad, y sin que sean limitantes ni el factor hidrico ni el nivel ambiental de
CO,, los individuos optaron por mantener abiertos los estomas, alin a costa de un
descenso en la eficiencia en el uso del agua, a fin de obtener el maximo rendimiento de
la escasa luz que reciben. Por ello, es posible establecer la hipdtesis de que las medidas
de discriminacion isotopica no s6lo manifiestan el trade-off existente entre la fijacion de
carbono y la conservacion del estatus hidrico y sirven para caracterizar la eficiencia en
el uso del agua de los individuos, sino que también podrian emplearse como un
indicador del estrés por falta de luz, cuando este factor ambiental es el principal
limitante.

A la vista de estos resultados, se considerd6 que el siguiente paso en la
comparacion entre A. pinsapo y A. alba habria de ser la exploracion especifica del
trade-off en el par de recursos agua — luz, mediante un experimento con tratamientos
independientes de irradiancia y riego en el que se evaluase al mismo tiempo el
comportamiento de ambas especies. Los resultados asi obtenidos contribuirian no sélo a
la elaboracion del perfil ecofisiologico de A. pinsapo, sino también a dilucidar,
nuevamente, si las especies de ambientes mas mésicos presentan una mayor plasticidad
en la utilizacién de recursos ambientales clave o si, por el contrario, son las especies
sometidas al clima mediterraneo, como el pinsapo, las que, al estar sometidas a unas
condiciones ambientales mas estresantes, presentan por ello una mayor capacidad de

respuesta ante cambios en las mismas.

IV.1.3. Hipdtesis.

Considerando los resultados previos antes mencionados, asi como la informacion que se
conoce de A. pinsapo y de A. alba, es aceptable la hipdtesis de que ambas especies
puedan mostrar una plasticidad diferencial en el uso del par de recursos agua - luz. Y
dado que, desde un punto de vista ecoldgico, el interés actual en la plasticidad fenotipica
reside en su valor adaptativo (Chambel et al. 2005), en el contexto en que nos hallamos

es vital concluir si una mayor plasticidad se traduce en una mayor flexibilidad y
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eficiencia en el uso de los distintos recursos, en el sentido de que este uso sea lo mas
acorde posible a la disponibilidad con que éstos aparecen, y permita el mejor
desenvolvimiento de la especie en distintas circunstancias, al asegurar la homeostasis a
nivel individual (Chambel et al. 2005). Asi, en el caso del agua, el individuo capaz de
un control estomatico mas ajustado sera el que muestre una mayor plasticidad respecto a
este recurso, al lograr que la pérdida de agua adscrita a la conductancia estomatica sea
lo més baja posible en cada situacion. Y en cuanto a la luz, la especie més pléstica sera
aquella capaz de aprovechar mejor la irradiancia recibida para la fijaciéon de carbono
(mayores tasas maximas de fotosintesis neta, mayor eficiencia en el uso de la luz o
LUE, del inglés “light use efficiency”: carbono fijado por cantidad de irradiancia
recibida). Pero en términos comparativos, la especie con mayor plasticidad en el uso de
ambos recursos sera aquella que consiga maximizar la eficiencia en el uso de ambos
recursos para cada combinacién concreta de disponibilidad hidrica y condiciones
luminicas.

En relacion con las especies que participan en el experimento, es necesario
confrontar dos puntos de vista diferentes. Por un lado, cabe pensar que A. alba, una
especie evolutivamente mas moderna (Linares, 2011), puede presentar una mayor
plasticidad fenotipica: por su amplia distribucion geografica, el gran tamafio de sus
poblaciones (Robakowski et al. 2004) y el surtido acervo genético de las mismas
(Konnert y Bergmann, 1995; Scarascia-Mugnozza et al. 2000) es posible presuponer
que la especie presenta un uso de los recursos en general mas eficiente y una mayor
capacidad de respuesta y adaptacion a cambios en las condiciones ambientales
(Mueller-Starck, 1989). Del pinsapo, con poblaciones de pequeiio tamafio, largamente
aisladas, localizadas exclusivamente en el ambito mediterrdneo y con escasa
variabilidad genética (Scaltsoyiannes et al. 1999), es de esperar, por el contrario, una
mayor estabilidad fenotipica (sensu Niinemets y Valladares, 2004) y por ello una menor
capacidad de respuesta ante dichos cambios. Asi, no seria de extrafiar que su
comportamiento no experimentase variaciones notables a lo largo del proceso de estrés
hidrico, al contrario que Abies alba, que acusaria de forma mas significativa ese déficit
hidrico, modificando su comportamiento y adaptdndose mas rapidamente a los cambios
que se produzcan en la disponibilidad hidrica, siendo en estas circunstancias mas
competitiva que el pinsapo. Por otro lado, las poblaciones de A. alba se encuentran por
lo general en condiciones mas mésicas y estables (Robakowski et al. 2004), mientras

que las poblaciones de pinsapo se hallan plenamente sometidas a los rigores del clima
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mediterraneo, por lo que podria presuponerse que esta especie se encuentre mejor
adaptado a las condiciones de limitada disponibilidad hidrica que lo caracterizan,
gracias a un control estomatico mas ajustado y una mayor capacidad de respuesta ante

cambios en el suministro hidrico.

IV.1.4. Objetivos.

Los objetivos basicos del experimento descrito en este capitulo son dos: a), evaluar la
forma en que se desarrolla el proceso de estrés hidrico bajo regimenes de luz distintos
en individuos juveniles de A. alba y de A. pinsapo, con el interés afiadido de incluir un
tratamiento a muy baja irradiancia, en el que poder detectar, en caso de que asi se
produjese, un estrés hidrico mas severo y una menor habilidad para enfrentarse a este
tipo de estrés ambiental, lo que permitiria testar comportamientos diferenciales entre
ambas especies (caracter mediterraneo versus templado) respecto a la ya mencionada
hipotesis de la sombra seca (Valladares y Pearcy, 2002); y b), explorar especificamente
el trade-off asociado al par de recursos agua-luz en términos del comportamiento
“econdmico” y el coste de oportunidad asociado al mismo cuando los individuos se
enfrentan a la limitacion en un recurso, en el otro, o en ambos a la vez.

Ademas de las variables ecofisioldgicas convencionales para monitorizar la
respuesta de las plantas (intercambio gaseoso, contenido relativo en agua de las
aciculas, potencial hidrico xilematico...), este experimento incluyé medidas de
discriminacion de isétopos estables de carbono, con la intencion de confirmar los
hallazgos del experimento descrito en el capitulo anterior, al ofrecer la posibilidad de
comprobar los efectos del estrés por déficit energético en un plano distinto. Por otro
lado, en el experimento se considera asimismo la determinacion del contenido foliar en
carbohidratos no estructurales, con la intencion de evaluar la evolucidén del mismo a lo
largo del proceso de estrés, para comprobar las posibles variaciones en la particion del
carbono foliar que pudieran originarse por este proceso (e.g. Correia et al. 20006).
Ademas, la evaluacion de la concentracion de carbohidratos en el contexto de este
experimento ofrece la posibilidad de comprobar si los posibles cambios en la
movilizacion de carbohidratos pueden expresarse de forma distinta y a distinta
velocidad en dos especies que, a priori, pueden razonablemente presentar diferencias
significativas en cuanto a su tolerancia a la sombra, resistencia a la sequia y plasticidad

fenotipica, contribuyendo asi al proposito general de este trabajo de investigacion.
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IV.2. Diseiio experimental. Variables dependientes y metodologia de muestreo.

IV.2.1. Disefio experimental.

El experimento fue llevado a cabo en el interior de una camara de crecimiento in vivo de
los Servicios Técnicos de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Jaén. Las
condiciones ambientales se fijaron en una temperatura media de 20-22°C, una humedad
relativa del aire del 50-60% y un fotoperiodo de doce horas de luz y doce de oscuridad.

En el momento inicial, los individuos (ocho réplicas por tratamiento y especie)
fueron asignados al azar a dos tratamientos de irradiancia, consistentes en una
irradiancia maxima de 350 pmol fotones m™ s (alta irradiancia”, “AlI”) y en una
irradiancia de 30-50 umol fotones m™ s (baja irradiancia”, “BI”), suministrada
mediante tubos fluorescentes convencionales. Para conseguir el nivel de baja
irradiancia, la cantidad de luz incidente se redujo en la proporcidén necesaria mediante
la interposicion de varias capas de filtro neutro de malla gris.

Durante las primeras diez semanas del experimento, se mantuvo constante la
humedad del sustrato de todos los individuos incubados. Transcurrido ese tiempo, se
diferenciaron dos tratamientos distintos de riego para cada nivel de irradiancia
incidente, a los que se asignaron al azar individuos de ambas especies. Asi, dentro de
cada nivel del tratamiento de luz y especie, se distinguié entre individuos control, que
seguian convenientemente regados (“riego”), en los que se mantuvo la misma estrategia
de riego seguida hasta ese momento, e individuos que dejaron de ser regados (“sin
riego”), obteniéndose un juego de cuatro réplicas por especie y combinacién de
tratamientos: “alta irradiancia / riego”, “baja irradiancia / riego”, “alta irradiancia / sin
riego” y “baja irradiancia / sin riego” (Figura IV.1).

Dentro de cada nivel de luz y especie, los individuos fueron rotados al azar cada
7-10 dias aproximadamente, durante los cuatro meses que dur6 el experimento, al objeto
de evitar los posibles efectos derivados de la localizacion de los individuos en el interior
de la cadmara. Los tratamientos descritos se mantuvieron hasta que los individuos
sometidos a estrés mostraron tasas netas de fijacion de carbono negativas, momento en
que se dio por finalizado el experimento (a las seis semanas aproximadamente desde el

inicio de la privacion de riego).
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Figura IV.1. Representacion esquematica de la asignacion de individuos de ambas especies (A, A. alba,
y P, A. pinsapo) a los distintos tratamientos. En los recuadros de fondo gris claro, el tratamiento de
irradiancia baja (B), y en los blancos, el tratamiento de “alta” irradiancia (A). Los circulos claros
representan a los individuos control (regados — W), y los mas oscuros, los sometidos al tratamiento de
estrés (NW).

IV.2.2. Estrategia de muestreo y variables consideradas.

Al objeto de conocer la evolucion de los individuos en el transcurso del experimento, se
hizo un seguimiento de distintas variables relacionadas con el comportamiento
ecofisiologico y la gestion de los recursos clave, con una frecuencia variable a lo largo
de las distintas etapas del experimento (Tabla IV.1).

Al iniciar el experimento, se tomaron medidas de intercambio gaseoso
(fotosintesis neta y conductancia estomatica al vapor de agua), se midié la humedad del
sustrato de los distintos individuos y se determiné tanto el potencial hidrico xilematico
como el contenido relativo en agua del tejido foliar (RWC, del inglés relative water
content). Transcurridas diez semanas desde el inicio (momento “inicial 2”), se llevo a
cabo la misma tanda de medidas. Durante el tiempo intermedio, inicamente se tomaron

medidas de intercambio gaseoso, y se determind la humedad del sustrato y el RWC, con
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una frecuencia semanal. Tras el momento “inicial 2”, se comenzaron a aplicar los
tratamientos de riego (“riego” y “sin riego”’), ademas de los de irradiancia, y se tomaron
medidas de intercambio gaseoso, potencial hidrico, humedad del sustrato y RWC, una
vez a la semana, durante seis semanas.

Las muestras de aciculas en las que midi6 la composicidn en isotopos estables de
carbono se tomaron cuando habian transcurrido 4-5 dias desde el inicio de la aplicacion
de los tratamientos de irradiancia (momento “inicial”) y al final del mismo (momento
“final”). El contenido foliar en carbohidratos no estructurales, asi como en los
compuestos que constituyen este reservorio (azucares libres de bajo peso molecular y
almidon), se determinaron en ese momento “inicial”, justo antes del inicio de la fase de
desecacion (momento “inicial 2”) y transcurridas dos, cuatro y seis semanas desde ese
momento, hasta la finalizacion del experimento.

Considerando el nimero de réplicas a monitorizar y la cantidad de variables a
medir en cada ocasion, los individuos se distribuyeron en dos tandas distintas: un dia se
median las distintas variables en los individuos asignados al tratamiento de estrés
hidrico, y al dia siguiente se median en los individuos control. Asi se consiguiod
concentrar la medida de las distintas variables en una franja horaria no demasiado
extensa, entre el mediodia y las primeras horas de la tarde, evitandose los posibles
efectos derivados del momento del fotoperiodo en que se tomasen las medidas (es el

caso, por ejemplo, de las medidas de intercambio gaseoso, el potencial hidrico, etc.).

IV.2.2.1. Tasas instantaneas de intercambio gaseoso.

Las tasas instantdneas de fotosintesis y de conductancia estomadtica, bajo los niveles de
incubacion de ambos tratamientos de irradiancia, se obtuvieron mediante un IRGA
portatil, tal y como se describe en la Seccion I1.3.6.1 de esta memoria. Estas medidas,
registradas en torno al mediodia, se tomaron en tramos de un afo de edad, sobre
aciculas maduras. Se emplearon siempre los mismos tramos a lo largo del experimento,
de manera que s6lo al término de éste se recolectaron de los individuos, para poder
corregir los datos experimentales por el area foliar real empleada en cada caso, como se

describe en la Seccion 11.3.6.3 del Capitulo 2, dedicado a “Material y Métodos”.
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Tabla IV.1. Seguimiento de las variables consideradas: temporalidad de las medidas y de las distintas

tomas de muestras. Las casillas sombreadas indican los momentos en que se llevaron a cabo las distintas
tareas.
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Medidas de intercambio gaseoso
Humedad del sustrato
RWC en tejido foliar
Potencial hidrico xilematico
Toma de muestras ¥

Peso de los individuos

¥ La toma inicial de muestras se produjo transcurridos 4-5 dias desde el inicio del experimento (ver Seccion 4.2.2.)

IV.2.2.2. Humedad del sustrato y pérdida de agua.

Se llevd a cabo un seguimiento del agua realmente disponible para los individuos
mediante dos aproximaciones: por un lado, con una sonda de humedad, se registr6 la
humedad relativa del sustrato (ver descripcion del material empleado en la Seccion
I1.2.1 del Capitulo 2, dedicado a “Material y Métodos™), y por otro, a modo de “doble
control”, se hizo un seguimiento del peso de las distintas unidades experimentales
(individuo + sustrato + contenedor) en la segunda parte del experimento (aplicacion de
estrés hidrico), empleando una balanza. Este procedimiento ofrece una perspectiva
integral de la cantidad de agua disponible para cada individuo en cada momento, y de la
velocidad a la que se ésta se redujo en el tratamiento de estrés hidrico a que fueron
sometidos individuos de ambas especies adscritos tanto a alta como a baja irradiancia.
En la Figura IV.2 se muestra la relacion entre la humedad del sustrato (en porcentaje) y
el ratio entre el peso (masa) de las unidades experimentales en cada momento del
tiempo y su peso (masa) en el momento “inicial 2. A pesar de existir diferencias entre
especies en lo referente al porcentaje de humedad del sustrato y su rango de variacion,
las tasas de desecacion obtenidas a partir de las medidas con sonda TDR o a partir de la
pérdida de peso de las unidades experimentales fueron equivalentes. Asi lo indica la
ausencia de diferencias significativas entre las pendientes de las rectas de regresion

entre ambos tipos de datos, para cada especie y tratamiento de irradiancia (ANOVA de

1 via, p > 0.05 en todos los casos, Tabla IV.2).
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Figura IV.2. Relacion entre la evolucion temporal del contenido en humedad del sustrato (en %) y el
ratio del peso (masa) de cada unidad experimental en los distintos tiempos respecto al del momento
“inicial 27, antes de la aplicacion del tratamiento de estrés hidrico. En cada combinacion de especies y
tratamientos de irradiancia, cada uno de los siete puntos (desde el momento “inicial 2” hasta la
finalizacion del experimento,) representa a su vez el promedio de n=4 individuos. “AA”: A. alba; “AP”:

A. pinsapo; “Al”: alta irradiancia; “BI”: baja irradiancia; “SR”: tratamiento “sin riego”.

Tabla IV.2. Pendiente de la recta promedio (b) y valores de R? y de R para las rectas de regresion
promedio representadas en la Figura IV.2. De acuerdo con los valores criticos para la R de Pearson, para

n = 7 hay significacion a partir de R > 0.669 (se indica con un asterisco).

Combinacion especie — irradiancia - riego b R? R

Abies alba — baja irradiancia — sin riego ® 0.0165 0.9937  0.9968*
Abies alba — alta irradiancia — sin riego 0O 0.0171 0.9793  0.9896*
Abies pinsapo — baja irradiancia — sin riego A 0.0156 0.8648  0.9299*
Abies pinsapo — alta irradiancia — sin riego A 0.0130 0.9474  0.9733*

IV.2.2.3. Contenido relativo en agua y potencial hidrico xilematico.

El procedimiento seguido para la medida de ambas variables y el equipamiento

empleado se encuentra descrito en las Secciones I1.3.2 y IL.3.5, respectivamente, del

Capitulo 2 de esta memoria.
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IV.2.2.4. Contenido foliar en carbohidratos no estructurales y discriminacion de

isétopos estables de carbono.

El contenido en carbohidratos no estructurales y la composicion en iso6topos estables de
carbono se determinaron en todos los individuos participantes en el experimento, en
muestras de aciculas maduras (de un afo de edad) y de aciculas “nuevas”,
correspondientes a brotes recién surgidos, presentes al comienzo del experimento y que
terminaron de madurar durante el transcurso del mismo.

La forma en que se realizo la toma y preparacion de estas muestras, asi como el
procedimiento empleado para el andlisis de los diferentes tipos de carbohidratos y la
determinacion de la composicion isotdpica se encuentran descritos en las Secciones

I1.3.3 y I1.3.7 del citado Capitulo 2, respectivamente.

IV.2.3. Tratamiento estadistico de los datos.

Para todos los andlisis estadisticos se empled el programa Statistica 7.0 (StatSoft Inc.,
1984-2004). El nivel de significacion fijado en todos los casos fue del 95%. De forma
previa a cualquier andlisis, se comprobo6 la normalidad y la homocedasticidad de los
datos mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de la homogeneidad de las
varianzas de Cochran, respectivamente. En los casos en los que no cumpliesen ambas
condiciones, se procedio a la transformacion de los datos.

Considerando que las distintas medidas se tomaron en distintos momentos de
tiempo pero sobre los mismos individuos —pseudorreplicacion temporal—, para evaluar
las diferencias significativas derivadas de la aplicacion de los distintos tratamientos de
irradiancia y riego se efectuaron analisis de tipo ANOVA de medidas repetidas. Asi, se
realizd6 un primer andlisis para explorar la posible existencia de diferencias
significativas derivadas de la aplicacion de los tratamientos de luz, teniendo iinicamente
en cuenta las mediciones efectuadas entre los momentos “inicial” e “inicial 2”. A
continuacion, se realizd con cada variable un segundo andlisis, para valorar el efecto de
las distintas combinaciones de tratamientos de irradiancia y riego, con las mediciones
efectuadas desde el momento “inicial 2” en adelante, hasta el final del experimento. En
ambos casos, el test post-hoc de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) se
empled para comparaciones multiples cuando se encontraron diferencias significativas

entre distintos tiempos o entre tratamientos.
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Para las comparaciones efectuadas entre especies, tratamientos de irradiancia y
edades del tejido foliar (relacidon entre las variables registradas y la pérdida de humedad
en el sustrato, composicion en is6topos estables de carbono, contenido en carbohidratos
no estructurales, etc.) se efectu6 un ANOVA de 1 via. Para comprobar la existencia de
diferencias significativas entre especies relacionadas con la relacion funcional entre la
fotosintesis neta y la humedad del sustrato, y entre la conductancia estomatica y la
humedad del sustrato, y verificar la similitud entre las pendientes de las
correspondientes rectas de regresion, se realizaron comparaciones empleando un

ANOVA de una via.

IV.3. Resultados.

IV.3.1. Disponibilidad de agua y estatus hidrico.

IV.3.1.1. Porcentaje de humedad en el sustrato y peso de los individuos.

Durante la primera parte del experimento, los valores registrados se hallaron en todo
momento por encima de niveles notables de disponibilidad hidrica (en torno al 31% en
A. alba, y al 24% en A. pinsapo, en valores promedios). Por lo general, la humedad
registrada fue ligeramente inferior en A. pinsapo, lo que podria deberse al hecho de que
el sustrato empleado para rellenar los contenedores en que se encontraban los distintos
individuos fuese distinto entre ambas especies.

Los andlisis estadisticos aplicados sobre los datos recogidos en esta parte del
experimento revelaron la existencia de diferencias significativas entre especies, asi
como debidas a los distintos tratamientos de irradiancia y al efecto del paso del tiempo
(Tabla IV.3). Los mayores valores de humedad en el sustrato se recogieron sobre los
individuos de A. alba, y en el tratamiento a baja irradiancia. Con el paso del tiempo, se
consiguid que los niveles de humedad se elevasen progresivamente y se mantuviesen, lo
que fue especialmente dificil en el tratamiento a alta irradiancia por la mayor
evaporacion desde el suelo en este tratamiento (Figura IV.3).

En la segunda parte del experimento, los andlisis estadisticos revelaron la
existencia de diferencias significativas entre especies, y debidas al efecto de los
tratamientos de riego y al paso del tiempo (Tabla IV.4). Asi, los valores de humedad

registrados se mantuvieron en el caso del tratamiento “riego”, y descendieron de forma
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significativa en individuos sometidos a estrés hidrico. Al igual que en el caso anterior,
los mayores valores de humedad en el sustrato se recogieron en los individuos de A.
alba (Figura IV.4). También se hallaron diferencias significativas para el efecto
“tiempo x irradiancia”, con los valores registrados en el tratamiento a alta irradiancia
inferiores a los hallados en el tratamiento a baja irradiancia en las tltimas semanas del
experimento.

Por otro lado, en lo que respecta al seguimiento del peso de las unidades
experimentales en la segunda parte del experimento, los resultados de los analisis
estadisticos sefialaron la existencia de diferencias significativas con el paso del tiempo,
entre especies y como consecuencia de los tratamientos de riego (Tabla IV.4), como en
el caso del porcentaje de humedad relativa. Sin embargo, no se hallaron tales diferencias
para el efecto “tiempo x irradiancia” (Figura IV.5), lo que indica que la cantidad de
agua disponible en el sustrato disminuy6 al mismo ritmo en ambos tratamientos de

irradiancia.

Tabla IV.3. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos en el periodo de
tiempo comprendido desde el inicio del experimento hasta el momento “inicial 2”para el porcentaje de
humedad disponible en el sustrato (H%) (GLM y analisis de medidas repetidas, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

factor H (%)
Especie 60%52 S{)
Irradiancia 505042‘(71*)
Especie x irradiancia 8:(9)(9)1(1)
Tiempo 808(2]0(&3)
Tiempo x especie 50630(&’9)
Tiempo x irradiancia 1‘:)'.‘:)90(()1*0)
Tiempo x especie x irradiancia 3 0380(33)
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Figura IV.3. Evolucion temporal del porcentaje de humedad disponible en el sustrato de los
contenedores, entre los momentos “inicial” e “inicial 2” del experimento. Las barras verticales
representan el error estandar.
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Tabla IV 4. Resultados de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos entre el momento
de tiempo “inicial 2” y el final del experimento para el porcentaje de humedad disponible en el sustrato
(%H), el ratio entre el peso (masa) de cada unidad experimental (contenedor + sustrato + individuo) y su
masa en el momento “inicial 2” (“ratio masa”) (GLM y analisis de medidas repetidas, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de

diferencias a posteriori.
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factor H (%) ratio masa
Especic b0t oo
Irradiancia 107;0(4} ) 069;3(51 )
Ricgo o000
Especie x irradiancia 0032 6(91) 0()039(91)
Especie x riego 0074210(61 ) 00126(71 )
Irradiancia x riego 000(9)4(71 ) 0()088((;)
Especie x irradiancia x riego 202?4(31 ) 10139% )
Tiempo Yows oo
Tiempo x especie %1060(()? 305090§?r)
Tiempo x irradiancia 201)% ii) 0()62 5(66 )
Tiempo x rcgo o0 oo
Tiempo x especie x irradiancia 10908752) 206061§?¢)
Tiempo x especie X riego 30%70§?‘) 9030%(()2)
Tiempo x irradiancia x riego : 0820(76 ) 1090%4(12)
Tiempo x especie x irradiancia x riego 00820(? ) 30506022)




Estrés hidrico y compromiso agua - luz

50

40

30

20

Humedad (%)

10

50

40

30

20

Humedad (%)

10

0

A. alba A. pinsapo
o
=
i i S
—
T =
o
o
=
%\ =
i i % o
=.
I I\ &
| .
1 1 I'\ =
T
—®— con riego
—O—sin riego
R W ow o own
coo% s gz d© 2 =z d
o
1 1 £.
o
—
z 5
I\:[\ o,
=
i i o
o
<)
.
o
:é\ér_f/é\(
| | T
W v w  owm v wm v v ow wm w
=o€ s 2 2 d 5= e g o d

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

Figura IV.4. Evolucion temporal del porcentaje de humedad disponible en el sustrato de los
contenedores, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan el error estandar.
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Figura IV.5. Evolucion temporal del ratio entre la masa (peso) de las unidades experimentales de cada
especie y combinacion de tratamientos entre los momentos “inicial 2” y “final”, y la masa hallada para
cada individuo en el momento “inicial 2”. Las barras verticales representan el error estandar.
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IV.3.1.2. Contenido relativo en agua de las aciculas (RWC) y potencial hidrico

xilematico.

El contenido relativo en agua de las aciculas no experimenté cambios significativos en
la primera parte del experimento, salvo un momento puntual de descenso hacia el final
de dicho periodo. Los resultados de los andlisis estadisticos sefialaron la existencia de
diferencias significativas entre especies y derivadas del paso del tiempo, pero no entre
ambos tratamientos de irradiancia (Tabla IV.5). El contenido relativo en agua fue
mayor en los individuos de A. alba (Figura IV.6).

En la segunda parte del experimento, los andlisis estadisticos revelaron la
existencia de diferencias significativas entre especies, con el paso del tiempo, y
derivadas de la aplicacion de los tratamientos de riego, sin que de nuevo se hallase
efecto alguno de los tratamientos de irradiancia (Tabla IV.6). En el caso de A. pinsapo,
el RWC de individuos sometidos al tratamiento de estrés hidrico, tanto a alta irradiancia
como a baja, disminuy6 practicamente a la par transcurridas 2-3 semanas desde el inicio
de la privacion de riego, cayendo hasta valores proximos al 40% (Figura IV.8). En el
caso de A. alba, sin embargo, el RWC de individuos adscritos al tratamiento “alta
irradiancia / sin riego” disminuy6 algo mas tarde, a partir de la cuarta semana de
tratamiento. En este caso, el descenso fue menos brusco que en el caso anterior,
cayendo hasta el 55%. En el tratamiento “baja irradiancia / sin riego”, los individuos
disminuyeron su RWC mas lentamente, no llegando siquiera al 70%.

El potencial hidrico xilematico reflejo incluso las pequefias variaciones
experimentadas por la disponibilidad hidrica, fuesen éstas derivadas de los tratamientos
de riego aplicados o incluso de los propios tratamientos de irradiancia. Asi, en la
primera parte del experimento, los analisis estadisticos revelaron la existencia de
diferencias significativas entre especies y entre tratamientos de irradiancia, y derivadas
del efecto “tiempo x irradiancia” (Tabla IV.5), registrandose los potenciales mas
negativos en A. pinsapo, y en los individuos sometidos al tratamiento de alta irradiancia
(Figura IV.7).

En la segunda parte del experimento, se hallaron diferencias debidas a todos los
factores considerados (Tabla IV.6). Los valores mas negativos de potencial hidrico se

hallaron de nuevo entre los individuos de A. pinsapo, y en el tratamiento a alta
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irradiancia. Con el paso del tiempo, tuvo lugar un descenso significativo del potencial
hidrico en el tratamiento “sin riego”. En ¢l caso de A. alba, este descenso tuvo lugar de
forma muy progresiva, registrandose valores significativamente distintos transcurridas
cuatro semanas de la privacion del riego; en A. pinsapo, el potencial hidrico disminuyo
de forma progresiva desde la primera semana en el tratamiento a alta irradiancia,
mientras que en el tratamiento a baja irradiancia, los valores apenas variaron hasta la
tercera semana, momento en que comenzaron a disminuir de forma incluso mas brusca

que en el otro tratamiento (Figura IV.9).

Tabla IV.5. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos en el periodo de
tiempo comprendido entre los momentos “inicial” e “inicial 2”para el contenido relativo en agua de las
aciculas (RWC), y potencial hidrico xilematico (V) (GLM y anélisis de medidas repetidas, seguido de un
test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de
libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias a posteriori.

factor RWC P
Especie 106090(()1*) 1(1“1)(7) 2(9})
Irradiancia %09215) 43(1)(7) 0(9})
Especie x irradiancia %(:3;12) 066.33%)
Tiempo 330(32 005 i 7(51)
Tiempo x especie 1022 %) Obz.éS(ll)
Tiempo x irradiancia 1013 gg) 9(5)8(1)0(’1)
Tiempo x especie x irradiancia %392? 1 3:331(9})
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Figura IV.6. Evolucion temporal del contenido relativo en agua de las aciculas muestreadas en
individuos de ambas especies, entre los momentos “inicial” e “inicial 2” del experimento. Las barras

verticales representan el error estandar. Notese la escala.
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Figura IV.7. Potencial hidrico xilematico registrado en individuos de ambas especies, en los momentos
“inicial” e “inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estandar. Letras distintas
indican la existencia de diferencias significativas.
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Tabla IV.6. Resultados de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos entre el momento
de tiempo “inicial 2” y el final del experimento para el contenido relativo en agua de las aciculas (RWC),
y el potencial hidrico xilematico (¥) (GLM vy analisis de medidas repetidas, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de

diferencias a posteriori.

160

factor RWC ¥
Especie 13:(1(3)1(9}) 50%024(11*)
Irradiancia 209;)%) 133(9)0(3)
Ricgo o oone
Especie x irradiancia 00059(31 ) 0()0?7(61 )
Especie x riego %205582 4:)2()15§{k)
Irradiancia x riego 203 i 4( 11 ) 0()4§Q( 31 )
Especie x irradiancia x riego 00088( 11 ) 1043 5((;)
Tiempo oor ono0e.
Tiempo x especie 20'.90515? 1043()(5 )
Tiempo x irradiancia 106‘1‘4( 16 : 1)109052)
Tiempo  rcgo Do oone
Tiempo x especie x irradiancia 20101522) 3;)3;)7()‘(‘?9)
Tiempo x especie X riego 10904752) l()236(76 )
Tiempo x irradiancia x riego 0043 4(96 ) Z(ii)llg?
Tiempo x especie x irradiancia x riego 00927(66 ) 10334(3 )
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Figura IV.8. Evolucion temporal del contenido relativo en agua de las aciculas hallado en individuos de

ambas especies, entre los momentos

“inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan el error

estandar. Los asteriscos indican el momento en que comienza a haber diferencias significativas entre los

tratamientos “con riego” y “sin riego”.
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Figura IV.9. Evolucién temporal del potencial hidrico xilematico registrado en individuos de ambas
especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan el error estandar. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
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IV.3.2. Tasas instantaneas de intercambio gaseoso.

IV.3.2.1. Fotosintesis neta y conductancia estomatica al agua.

Los analisis estadisticos efectuados sobre las tasas instantaneas de fotosintesis neta
registradas en la primera parte del experimento revelaron la existencia de diferencias
significativas debidas al efecto de los tratamientos de irradiancia y al paso del tiempo,
ademas de otros efectos (Tabla IV.7). En ambas especies, las mayores tasas se
registraron en el tratamiento a alta irradiancia (Figura IV.10). En lo que respecta a la
conductancia estomatica, los analisis pusieron de manifiesto la existencia de diferencias
significativas entre especies y ligadas al paso del tiempo, pero no derivadas
directamente de la aplicacion de los tratamientos de irradiancia (Tabla IV.7). Las
mayores tasas se registraron entre los individuos de A. pinsapo (Figura IV.11).

En la segunda parte del experimento, en la que se aplicaron simultdneamente los
tratamientos de irradiancia y riego, los andlisis estadisticos revelaron la existencia de
diferencias significativas entre especies y derivadas de la aplicacion de los tratamientos
de riego y del paso del tiempo para las dos variables estudiadas (Tabla IV.8). A pesar
de hallarse multiples efectos de interaccion relacionados con la aplicacion de los
tratamientos de irradiancia, su efecto principal fue significativo tinicamente en el caso
de la fotosintesis neta, de la misma forma que ocurria en el periodo anterior.

Las mayores tasas instantdneas de fotosintesis neta se registraron en los
individuos de A. pinsapo, y entre los individuos adscritos a los tratamientos de alta
irradiancia y riego (Figura IV.12). Con el tiempo, tuvo lugar un descenso significativo
de las tasas registradas en promedio, debido principalmente al efecto acumulativo del
tratamiento “‘sin riego”.

En el caso de la conductancia estomatica al agua, las mayores tasas se hallaron
en A. pinsapo y en el tratamiento de riego (Figura IV.13). A corto plazo, se produjo
incremento en todos los tratamientos, que dio paso a un descenso generalizado,

especialmente significativo en los individuos adscritos al tratamiento “sin riego”.
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Tabla IV.7. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos en el periodo de
tiempo comprendido entre los momentos “inicial” e “inicial 2”, para la tasa instantanea de fotosintesis
neta (Ax, expresada en pmol CO, m™s™) y la tasa de conductancia estomatica al agua (g, en mol H,O m°
25" (GLM vy analisis de medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor
se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los
resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

factor AN Ss
Especic 015 oo
Irradiancia 8(3)330(9}) (2)4596)
Especie x irradiancia 1]6014;‘) %265%7)
T
Tiempo x especie 50%60(()? (5)30(32
Tiempo x irradiancia ! (1](3"2)0(5 ) (2)50( 2,2
Tiempo x especie x irradiancia ;1)60{(]%‘) 1032592)
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Figura IV.10. Evolucion temporal de la tasa instantanea de fotosintesis neta registrada en los individuos
de ambas especies sometidos a los distintos tratamientos de irradiancia, entre los momentos “inicial” e
“inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estandar.
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Figura IV.11. Evolucion temporal de la tasa de conductancia estomatica al agua registrada en los
individuos de ambas especies sometidos a los distintos tratamientos de irradiancia, entre los momentos
“Inicial” e “inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estandar.
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Tabla IV.8. Resultados de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos entre los
momentos “inicial 2” y “final”, para la tasa instantinea de fotosintesis neta (Ay, expresada en pmol CO,
m?s") y la tasa de conductancia estomatica al agua (g, en mol H,O m™ s™) (GLM vy anélisis de medidas
repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre
paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

factor AN 8s
Especi ot 0000t
Irradiancia 983(3)0(9}) 062.23(21)
Ricgo R
Especie x irradiancia 13331(43 ) 60(:)02;)
Especie x riego 069;3(11 ) 1(9)530(’} :
Irradiancia x riego 50'_3063(()? 10336(61 )
Especie x irradiancia x riego 000;2(21 ) 00857(4:)
Tiempo w00 0000+
Tiempo x especie 36.507()_5,2) 6060(:)(()2)
Tiempo x irradiancia lgggo(f : 00722( 16 )
Tiempo X riego 13.'330(5 : 2{1.'(2)(2)0(f :
Tiempo x especie x irradiancia 103;4(36 ) 00820(76 )
Tiempo X especie X riego 106? 4( f ) %.2020(()2)
Tiempo x irradiancia x riego 18830(5 ) i)lo%g?
Tiempo x especie x irradiancia x riego 00722( 16 ) 16?38(96 )
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Figura IV.12. Evolucién temporal de la tasa instantanea de fotosintesis neta registrada en individuos
adscritos a las distintas combinaciones de tratamientos de irradiancia y riego, entre los momentos “inicial
2” y “final”. Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias significativas respecto al momento inicial y/o entre tratamientos de riego.
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Figura IV.13. Evolucion temporal de la tasa instantanea de conductancia estomatica al agua, registrada
en individuos adscritos a las distintas combinaciones de tratamientos de irradiancia y riego, entre los
momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican
la existencia de diferencias significativas respecto al momento inicial y/o entre tratamientos de riego.
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IV.3.2.2. Eficiencia en el uso del agua y de la luz.

La eficiencia en el uso del agua mostrada por los individuos sometidos a los distintos
tratamientos, se evaluo calculando el ratio entre la tasa de fotosintesis neta y la tasa de
conductancia estomatica al agua registrada simultdineamente (eficiencia intrinseca en el
uso del agua o iWUE (intrinsic water-use efficiency), Lambers et al. 1998). En el caso
de la eficiencia en el uso de la luz, se considero el ratio entre la tasa de fotosintesis neta
y el nivel de irradiancia incidente de la banda PAR registrado simultdneamente.

Para la eficiencia en el uso del agua, en la primera parte del experimento los
analisis estadisticos revelaron la existencia de diferencias significativas derivadas de los
efectos “especie”, “irradiancia” y “tiempo”, ademas de otros efectos (Tabla IV.9). Los
mayores valores del ratio se registraron en A. alba, y en los individuos adscritos al
tratamiento de alta irradiancia (Figura IV.14). Por otro lado, en lo que respecta a la
eficiencia en el uso de la luz, los analisis revelaron la existencia de diferencias
significativas derivadas de los efectos “irradiancia” e “irradiancia x especie”, asi como
debidas al paso del tiempo (Tabla IV.9). En ambas especies, los mayores valores del
ratio se registraron en el tratamiento de baja irradiancia, si bien estas diferencias se
mantuvieron a lo largo del tiempo tinicamente en el caso de A. alba. (Figura IV.15).

En la segunda parte del experimento, con la aplicacion simultanea de los
tratamientos de irradiancia y riego, los andlisis estadisticos revelaron la existencia de
efectos principales de todos los factores para los dos ratios considerados (Tabla 1V.10).
En el caso de la eficiencia en el uso del agua, los mayores valores se registraron en A.
alba, y entre los individuos adscritos a alta irradiancia y al tratamiento “sin riego”.
Ademas, se hallaron diferencias debidas al efecto “especie x riego”, derivadas del hecho
de que el incremento transitorio de la iWUE, entre los momentos de cese del riego y de
desecacion, fue menor en A. alba que en a A. pinsapo (Figura IV.16). Sin embargo,
solo se hallaron diferencias marginalmente significativas para el efecto “especie x
irradiancia” (p = 0.054).

En lo que respecta al ratio entre la tasa de fotosintesis y los niveles de PAR
registrados simultaneamente (eficiencia en el uso de la luz), los mayores valores se
hallaron en A. alba y entre los individuos adscritos a los tratamientos de baja irradiancia
y riego (Figura IV.17). En ambas especies, las diferencias entre tratamientos de riego

fueron similares. Sin embargo, entre tratamientos de irradiancia, se hallaron mayores
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diferencias en A. alba que en A. pinsapo (diferencias significativas para el efecto

“especie x irradiancia”, Tabla IV.10).

Tabla IV.9. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos en el periodo de
tiempo comprendido entre los momentos “inicial” e “inicial 2” para el ratio entre la tasa instantanea de
fotosintesis neta (Ay, expresada en pmol CO, m™ s) y la tasa de conductancia estomatica al agua (g, en
mol H,0 m? s'); y para el ratio entre la tasa de fotosintesis neta y la irradiancia registrada
simultaneamente (PPFD, del inglés photosynthetic photon flux density, expresada en pmol fotones m? s™'
(GLM Yy analisis de medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se
muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los
resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori).

factor AN/ gs Anx/ PPFD
Especic 0o0s oais.
Iradianci o oot
Especie x irradiancia 00020(3} ) 4350948{)
Tiempo oo oo
Tiempo x especie 1)8060(()2) 13330(3 )
Tiempo x irradiancia 1)3050(()2) 15330(3 )
Tiempo x especie x irradiancia ! 0320(99 ) 18(5)(1)0(,? )

170



Estrés hidrico y compromiso agua - luz

A. alba A. pinsapo

500 1 i
A S R
z \I/If/ l\I\L/l\
3 Y Y\
EN 300 A I
o
Q
— [
S
g
&
» 100 A
)
<

I —OI— baja irr;ldiancia
100 —O—alta irradiancia
T s 2 s2° & s & =
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura IV.14. Evolucion temporal del ratio fotosintesis neta VvS. conductancia estomatica al agua,
calculado conforme a las tasas de ambas variables registradas en los individuos de ambas especies
sometidos a los distintos tratamientos de irradiancia, entre los momentos “inicial” e “inicial 2” del
experimento. Las barras verticales representan el error estandar.
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Figura IV.15. Evolucién temporal del ratio fotosintesis neta vs. irradiancia de medida, calculado
conforme a las tasas de ambas variables registradas en los individuos de ambas especies sometidos a los
distintos tratamientos de irradiancia, entre los momentos “inicial” e “inicial 2” del experimento. Las
barras verticales representan el error estandar.
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Tabla IV.10. Resultados de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos entre el
momento de tiempo “inicial 2” y el final del experimento para el ratio entre la tasa instantanea de
fotosintesis neta (Ay, expresada en umol CO, m” s™) y la tasa de conductancia estomatica al agua (g, en
mol H,0 m? sV); y para el ratio entre la tasa de fotosintesis neta y la irradiancia registrada
simultaneamente (PPFD, expresada en pmol fotones m™ s') (GLM y analisis de medidas repetidas,
seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los
grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos
indican la existencia de diferencias a posteriori.

factor AN/ gs An/ PPFD
_ 8.14 (1 5217
Especie 0,01(()*) 0.03;*)
Irradiancia 7(1) {?{6)0(’3 ) 26046%905‘1)
. 32.38 (1) 45.73 (1)
Riego 0.000* 0.000%
Especie x irradiancia ‘t) 10754(;2 1(2) ggz(ﬂ})
Especie x riego 1(()) (3)(5)4(9} . 061 29(71)
Irradiancia x riego 000;;8(61 ) 13 333(53 )
Especie x irradiancia x riego 10138(81 ) 061 29(4:)
‘ 19.95 (6 37.49 (6
Tiempo 0_000(* ) 0.000(* :
Tiempo x especie 90%%(()2) 50(:)(:)(()2)
Tiempo x irradiancia 1(1)3{6]0(5 ) 23 ggg(f )
. . 20.56 (6 7.26 (6
Tiempo x riego 0_000(*) 0.00{()*)
, NI 236 (6) 4.49 (6)
Tiempo x especie x irradiancia 0.034* 0.000*
Tiempo x especie x riego 9060%(()2) 1643()( 16 )
, T 8.35(6) 3.14 (6)
Tiempo x irradiancia x riego 0.000* 0.006*
Tiempo x especie x irradiancia X riego 160; 8( 16 ) 161 g 6(66 )
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Figura IV.16. Evolucion temporal del ratio fotosintesis neta VvS. conductancia estomatica al agua,
calculado conforme a las tasas de ambas variables registradas en individuos adscritos a las distintas
combinaciones de tratamientos de irradiancia y riego, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras
verticales representan el error estdndar. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas
respecto al momento inicial y/o entre tratamientos de riego. Notese la diferencia de escala.
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Figura IV.17. Evolucion temporal del ratio fotosintesis neta vs. irradiancia medida, calculado conforme a
las tasas de ambas variables registradas en individuos adscritos a las distintas combinaciones de
tratamientos de irradiancia y riego, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales
representan el error estandar. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas respecto al
momento inicial y/o entre tratamientos de riego. Notese la diferencia de escala.
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IV.3.3. Discriminacion de isotopos estables de carbono.

La composicion isotdpica y la discriminacidon contra el is6topo pesado en aciculas
maduras, y en las aciculas de los brotes que maduraron en el transcurso del experimento
(tejido foliar “nuevo”) (Tabla IV.1), se analizaron s6lo en muestras que se tomaron al
inicio del experimento y cuando éste se dio por finalizado, casi cuatro meses después, al
considerar que esta variable no iba a responder tan rapidamente como el resto de
variables evaluadas.

En el caso de las aciculas maduras, se obtuvieron diferencias significativas entre
especies, los tiempos inicial y final y entre tratamientos de irradiancia (Tabla IV.11).
Los tejidos mas enriquecidos en el is6topo pesado correspondieron a individuos
adscritos al tratamiento de baja irradiancia, y a la especie Abies alba (Figuras 1V.18).
Con el paso del tiempo, el tejido foliar maduro se fue empobreciendo en el isétopo
pesado (Figura IV.18 y IV.19). El efecto de los tratamientos de riego dependid del
nivel de irradiancia (interaccidon “irradiancia x riego” significativa: el mantenimiento de
riego induce los valores més negativos de 8'"°C en plantas sujetas a baja irradiancia, pero
tiene el efecto contrario a alta irradiancia). No obstante, como se deriva de la existencia
de significacion también para la interaccion “tiempo x riego”, ese efecto a baja
irradiancia es mas potente que el contrario a alta irradiancia, resultando en valores
medios mas negativos de 8"°C al final del experimento en las plantas con riego que en
las sometidas a sequia, independientemente del nivel de irradiancia.

En el caso de las aciculas “nuevas”, los analisis estadisticos indicaron efectos
significativos sobre las dos variables estudiadas por parte de los efectos principales
“especie”, “irradiancia” y “tiempo” (Tabla IV.11), asi como de la interaccion “especie
x irradiancia”. Como en el caso anterior, las muestras enriquecidas en el isdtopo pesado
correspondieron a A. alba, pero entre tratamientos de luz, las muestras que en esta
ocasion se hallaron enriquecidas en el is6topo pesado correspondieron a los individuos
adscritos al tratamiento de alta irradiancia (Figura IV.20). De nuevo, el efecto de los
tratamientos de riego al final del experimento fue complejo, dependiendo de su
combinacion con el nivel de irradiancia y la especie de que se tratara, siendo
significativas las interacciones “irradiancia x riego”, “especie x irradiancia x riego” y
“tiempo x especie x riego”. Con el paso del tiempo, el tejido foliar analizado se fue
empobreciendo progresivamente en el is6topo pesado, al tenderse hacia una mayor

discriminacion contra éste, en los individuos de ambas especies adscritos al tratamiento
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de baja irradiancia, y a “alta irradiancia / sin riego” (Figura IV.21). Las muestras de
individuos del tratamiento “alta irradiancia / riego”, por el contrario, se enriquecieron en
el is6topo pesado, porque en su caso se tendio a discriminar menos contra este is6topo.
El patron temporal en A. alba fue similar en ambos tratamientos de irradiancia; en
cambio, en A. pinsapo, se hallaron diferencias notables entre ambos tratamientos de
irradiancia, registrandose un acusado descenso (empobrecimiento en el isétopo pesado,
mayor discriminacion) en el tratamiento a baja irradiancia. Finalmente, dentro de cada
combinacion de especie y tratamiento de luz, Uinicamente se hallaron diferencias a
posteriori entre tratamientos de riego en los individuos de A. pinsapo adscritos al
tratamiento de baja irradiancia. En este caso, con el tiempo, el tejido foliar de los
individuos regados mostré6 un progresivo empobrecimiento en el isdtopo pesado

(Figura 1V.20).
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Tabla IV.11. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos obtenidos entre los
momentos inicial y final del experimento, para la composicion en isétopos estables de carbono, expresada
en tanto por mil y calculada en relacién con el estandar de Belemnita PeeDee (PDB) (5"°C), y para la
discriminacion contra el isotopo pesado del carbono, expresada en tanto por mil y calculada conforme a
Farquhar et al. (1989) (A"C) en muestras de tejido foliar maduro y “nuevo” (GLM y anlisis de medidas
repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre
paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto 8"°C - APC - §°C - APC -

maduro maduro “nuevo” “nuevo”
Especic 0000t ooot oot 0000t
Imadiancia o oms  oom  cont
Ricgo 049 04 ook ook
Especie x irradiancia %45 glz) 004;2(91) 1)906323 1)909321&)
Fspecic  rego 024 oo 01w o)
Irradiancia x riego (6”2]2(&,2 602002(()1*) 13:831(93 ) 13:331(93 )
Especie x irradiancia x riego %26§16) 0024612(91 ) %1,205(;1*) ?)1,%5(;1*)
Tiempo 0005 000 00wt 0000
Tiempo x especic ors  onsi oarr a2
Tiempo x rudiancia T O M Y (Y
Tiempo x riego 3{1)0(912 80%6051*) 009;4(91) 0082 5(41)
Tiempo x especie x irradiancia (2)09516) OOO;Z(é ) 602052(()? 60..30315?
Tiempo x especie X riego %172(312) 000;8(91 ) 5020(;;? 5020338:)
Tiempo x irradiancia x riego 102281) ! 02;8(21 ) 30..%36;) 30?)46;‘)
Tiempo x especie x irradiancia x riego %45 517) 004;‘ 1(61 ) 106;0%) 106§ 1(5)

177



Estrés hidrico y compromiso agua - luz

A. alba A. pinsapo
-26 T T

813 C(%o)
BIOURIPRLIL B)[R

31 - B con riego 4

Usin riego

813 C(%o)
erouerped eleq

inicial final inicial final

Figura IV.18. Composicion en isdtopos estables de aciculas maduras, medida en individuos de ambas
especies, en los momentos “inicial” y “final” del experimento. Las barras verticales representan el error
estandar. En ningln caso se hallaron diferencias significativas.
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Figura IV.19. Discriminacion contra el isétopo pesado en aciculas maduras, hallada en individuos de
ambas especies, en los momentos “inicial” y “final” del experimento. Las barras verticales representan el
error estandar. En ningan caso se hallaron diferencias significativas.
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Figura IV.20. Composicion en isotopos estables de aciculas “nuevas”, medida en individuos de ambas
especies, en los momentos “inicial” y “final” del experimento. Las barras verticales representan el error
estandar. Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas.
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Figura IV.21. Discriminacion contra el isotopo pesado en aciculas “nuevas”, hallada en individuos de
ambas especies, en los momentos “inicial” y “final” del experimento. Las barras verticales representan el
error estandar. Letras distintas indican la existencia de diferencias significativas.
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IV.3.4. Determinacion de carbohidratos no estructurales en tejido foliar.

IV.3.4.1. Contenido en carbohidratos no estructurales en tejido foliar maduro.

Durante la primera parte del experimento se obtuvieron diferencias significativas entre
especies, entre tratamientos de irradiancia y con el tiempo en lo que respecta al
contenido en aztcares libres del tejido foliar maduro (Tabla IV.12). La mayor
concentracion de estos azucares se hallo en A. alba, y en los individuos adscritos al
tratamiento de alta irradiancia. Con el tiempo, tuvo lugar un incremento en la
concentracion de estos compuestos (Figura 1V.22).

En el caso del almidon, se hallaron diferencias significativas debidas a los
tratamientos de irradiancia y al paso del tiempo, pero no entre especies (Tabla 1V.12).
Los mayores niveles se registraron nuevamente en el tratamiento a alta irradiancia. Con
el tiempo, se produjo una disminucion en la concentracion de este compuesto, salvo en
los individuos de pinsapo sometidos a baja irradiancia (Figura IV.23). Esta evolucion
temporal es similar a la hallada en el caso del total de carbohidratos no estructurales
(Figura IV.24), para los que se hallaron diferencias significativas entre especies,
derivadas de la aplicacion de los tratamientos de irradiancia, y debidas al paso del
tiempo (Tabla IV.12). Al igual que para los azucares totales, las mayores
concentraciones se hallaron en A. alba y en el tratamiento a alta irradiancia.

En la segunda parte del experimento (inclusion del tratamiento de desecacion),
se obtuvieron diferencias significativas entre especies (para las tres variables estudiadas)
y entre tratamientos de irradiancia (s6lo en el caso de los azlcares libres y del total de
carbohidratos) , sin que en ningun caso se hallasen diferencias entre los tratamientos de
riego (Tabla IV.13). Tampoco se hallaron diferencias significativas con el paso del
tiempo. El contenido en aztcares fue superior en A. alba y en los individuos sometidos
a alta irradiancia, como en la primera parte del experimento. Con el tiempo, la
concentracion se mantuvo practicamente constante, salvo en el caso de los individuos de
A. pinsapo a baja irradiancia, en los que se produjo un leve incremento (Figura 1V.25).
En el caso del almidon, las mayores concentraciones se hallaron en A. pinsapo, aunque
los valores fueron muy similares a los hallados en A. alba (Figura IV.26). El contenido
total en carbohidratos no estructurales fue superior en A. alba y en el tratamiento a alta

irradiancia, como en la primera parte del experimento (Figura IV.27).
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Tabla IV.12. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos obtenidos en el periodo de
tiempo comprendido entre los momentos “inicial” e “inicial 2” para las variables “[azlcares]”,
“[almidon]” y “[NSC]” (contenido foliar en azucares libres de bajo peso molecular, en almidéon y en
carbohidratos no estructurales totales, respectivamente, expresado como porcentaje en peso seco). Estas
variables se midieron en muestras de tejido foliar maduro (de un afio de edad) (GLM vy analisis de
medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F
(entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos.
Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

factor [azticares] [almidon] INSC]
Especic T e - A Y14
imadianca oot oo 0000t
Especie x irradiancia 00612(21) 00526(21) 069.;)5(11)
Tiempo Y0003* 0000+ D021
Tiempo x especie 00091 4(51) 507062_5,1*) 20541t2(21)
Tiempo x irradiancia 008; 6(5) 13:831(5) 6090214(11*)
Tiempo x especie x irradiancia ! 00;‘ 1(61 ) 163?35(3} ) 30..507651")
A. alba A. pinsapo

10

—@—Dbaja irradiancia

—O— alta irradiancia

|azicares] (% en p.s.)

(@)
X * —C—

4 ]
2 - ] /*

& @
0 :

inicial inicial 2 inicial inicial 2

Figura I'V.22. Contenido foliar en azicares libres, de bajo peso molecular (expresado como porcentaje en
peso seco.) hallado en aciculas maduras de individuos de ambas especies, en los momentos “inicial” e
“inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estindar. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia.
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[almidén] (% en p.s.)

Figura IV.23. Contenido foliar en almidén (expresado como porcentaje en peso seco.), hallado en
aciculas maduras de individuos de ambas especies, en los momentos “inicial” e “inicial 2” del
experimento. Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican la existencia de
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inicial inicial 2

diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia y momentos del tiempo.

[NSC totales] (% en p.s.)

Figura 1V.24. Contenido foliar total en carbohidratos no estructurales (expresado como porcentaje en
peso seco.), hallado en aciculas maduras de individuos de ambas especies, en los momentos “inicial” e
“inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estandar. Los asteriscos indican la
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existencia de diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia
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Tabla IV.13. Resultados de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos obtenidos entre el
momento de tiempo “inicial 2” y el final del experimento para las variables “[azicares]”, “[almidon]” y
“INSC]” (contenido foliar en azticares libres de bajo peso molecular, en almidon y en carbohidratos no
estructurales totales, respectivamente, expresado como porcentaje en peso seco). Estas variables se
midieron en muestras de tejido foliar maduro (de un afio de edad) (GLM y anélisis de medidas repetidas,
seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los
grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos

indican la existencia de diferencias a posteriori.

factor [azicares] [almidon] INSC]
. 91.79 (1) 10.94 (1) 49.10 (1)
Especie 0.000* 0.003* 0.000*
. 37.76 (1) 2.88 (1) 53.92 (1)
Irradiancia 0.000* 0.103 0.000*
. 0.27 (1) 1.61 (1) 0.16 (1)
Riego 0.607 0217 0.696
e 1.02 (1) 0.81 (1) 0.26 (1)
Especie x irradiancia 0322 0377 0618
. . 0.10 (1 0.10 (1 0.03 (1
Especie x riego 0.75(7) 0.75(3) 0.85(9)
. . 0.13 (1) 1.46 (1) 0.50 (1)
Irradiancia x riego 0.724 0.238 0.487
Especie x irradiancia x riego 266f1(§ ) OOOSO((} ) 304(7)7(51 )
. 0.04 (3) 2.70 (3) 1.95(3)
Tiempo 0.990 0.052 0.129
. . 1.45(3 04133 1.04 (3
Tiempo x especie 0.23(7) 0.74(8) 0.38(1 :
. e 1.61 (3) 0.30 (3) 0.47 (3)
Tiempo x irradiancia 0.195 0.822 0.707
. . 1.51 (3 0.52(3 2.20(3
Tiempo x riego 0.22(0) 0.66(9) 0.09(6)
. .. L 5.48 (3) 0.89 (3) 5.24 (3)
Tiempo x especie x irradiancia 0.002% 0452 0.003%
Tiempo x especie x riego 0(')4§ 4(3? ) 003%(13 ) O(')l 31(23 )
Tiempo x irradiancia x riego 004;‘2(53 ) 00524(3 ) 106%9(63 :
Tiempo x especie x irradiancia x riego 2663 5(73 ) 064’770(2) ! 08’17 4(5 )
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Figura IV.25. Evolucion temporal del contenido en azicares libres hallado en aciculas maduras de
individuos de ambas especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras de error representan el
error estandar.
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Figura IV.26. Evolucion temporal del contenido en almidén hallado en aciculas maduras de individuos
de ambas especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan el error
estandar.
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Figura IV.27. Evolucion temporal del contenido total en carbohidratos no estructurales hallado aciculas
maduras de individuos de ambas especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales
representan el error estandar.
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IV.3.4.2. Contenido en carbohidratos no estructurales en tejido foliar “nuevo™.

En la primera parte del experimento, los andlisis estadisticos revelaron diferencias
significativas en la concentracion de azucares libres entre especies, tratamientos de
irradiancia y los distintos momentos del tiempo considerados (Tabla 1V.14). Los
mayores valores se hallaron en A. alba y en el tratamiento de alta irradiancia. De forma
general, independientemente de la combinacion de irradiancia y riego, la concentracion
de azucares libres se incremento6 con el paso del tiempo (Figura IV.28).

Para el almidén, se hallaron diferencias significativas entre especies,
tratamientos de irradiancia y momentos de tiempo (Tabla IV.14). Los mayores niveles
de este compuesto se hallaron asimismo en A. alba y a alta irradiancia (Figura 1V.29).
Con el tiempo se produjo una disminucion en el contenido de almiddn, salvo en los
individuos de pinsapo sometidos a baja irradiancia, en los que se mantuvo
practicamente constante.

En lo que respecta al contenido en carbohidratos totales no estructurales, se
hallaron diferencias significativas entre especies y entre tratamientos de irradiancia,
pero no con el paso del tiempo (salvo por el efecto “tiempo x especie x irradiancia”)
(Tabla IV.14). Los mayores valores se hallaron de nuevo en A. alba, y en el tratamiento
a alta irradiancia. Con el tiempo, el contenido en este tipo de compuestos se mantuvo
practicamente constante en los individuos de A. alba adscritos a ambos tratamientos de
irradiancia, y para A. pinsapo bajo alta irradiancia, experimentandose un ligero
incremento en individuos de esta ultima especie sometidos al tratamiento de baja
irradiancia (Figura IV.30).

En la segunda parte del experimento, en lo que respecta al contenido en azlcares
libres, se hallaron diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia (mayores
concentraciones a alta irradiancia) y con el tiempo (Tabla IV.15) (incremento paulatino
de las concentraciones) (Figura IV.31). Si bien apenas hubo diferencias entre los
individuos de A. pinsapo adscritos a ambos tratamientos de irradiancia, si que las hubo
en el caso de A. alba, con las mayores concentraciones registradas en el tratamiento a
alta irradiancia.

Para el contenido en almidon, se hallaron diferencias significativas entre
especies, con el tiempo y derivadas de la aplicacion de los distintos tratamientos de luz
y de riego (Tabla IV.15). Las mayores concentraciones de este compuesto se hallaron

en A. alba, y en los individuos adscritos a los tratamientos de alta irradiancia y riego.
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Con el tiempo se produjo, en primer lugar, un leve incremento en las concentraciones,
para posteriormente descender, de forma especialmente marcada en los individuos de
ambas especies sometidos al tratamiento “alta irradiancia / sin riego” (Figura IV.32).
Para este compuesto, apenas hubo diferencias entre las concentraciones registradas a
alta y a baja irradiancia en individuos de A. alba. Si las hubo, en cambio, en el caso de
A. pinsapo, para el que se hallaron las mayores concentraciones a alta irradiancia.
Asimismo, se hallaron diferencias para el efecto “irradiancia x riego”, encontrandose
concentraciones similarmente bajas a baja irradiancia (con y sin riego) y a “alta
irradiancia / sin riego”. Las mayores concentraciones se registraron en el tratamiento
“alta irradiancia / riego”.

Respecto al contenido total en carbohidratos no estructurales, los andlisis
revelaron la existencia de diferencias significativas entre especies, entre tratamientos de
irradiancia y con el paso del tiempo, sin encontrarse diferencias derivadas directamente
de la aplicacion de los tratamientos de riego (Tabla IV.15). Las mayores
concentraciones se hallaron nuevamente en A. alba, y en los individuos adscritos al
tratamiento de alta irradiancia. Al igual que en el caso del almidon, con el paso del
tiempo tuvo lugar, en un primer momento, un incremento en la concentracion de estos
compuestos, para posteriormente decaer hasta valores similares a los registrados
inicialmente. Este descenso fue, de nuevo, especialmente marcado para los individuos

de ambas especies adscritos al tratamiento “alta irradiancia / sin riego” (Figura IV.33).
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Tabla IV.14. Resultado de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos recogidos en el periodo de
tiempo comprendido entre los momentos “inicial” e “inicial 2”’para las variables “azicares”, “almidon” y
“NSC” (contenido foliar en azuicares libres de bajo peso molecular, en almidén y en carbohidratos no
estructurales totales, respectivamente, expresado como porcentaje en peso seco). Estas variables se
midieron en muestras de aciculas de brotes que se abrieron en el transcurso del experimento (GLM y
analisis de medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el
valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados
significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

factor [azicares] [almidon] [NSC]
. 17.14 (1) 12.20 (1) 25.62 (1)
Especie 0.000* 0.002* 0.000*
. 51.99 (1) 35.94 (1) 77.44 (1)
Irradiancia 0.000* 0.000* 0.000*
. 8.94 (1) 1.30 (1) 0.03 (1)
Especie x irradiancia 0.006* 0264 0.863
. 64.19 (1) 7.29 (1) 2.04 (1)
Tiempo 0.000* 0.012* 0.164
. . 1.22 (1) 0.00 (1) 1.56 (1)
Tiempo x especie 0.279 0.996 0.222
: o 1.81 (1) 1.65 (1) 242 (1)
Tiempo x irradiancia 0.189 0210 0131
. . 2.13 (1) 1.09 (1) 458 (1)
Tiempo x especie x irradiancia 0156 0306 0.041*
A. alba A. pinsapo
7
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6 T i —O— alta irradiancia
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Figura I'V.28. Contenido foliar en azicares libres, de bajo peso molecular (expresado como porcentaje en
peso seco) hallado en aciculas “nuevas” de individuos de ambas especies, en los momentos “inicial” e
“inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estindar. Los asteriscos indican la
existencia de diferencias significativas entre momentos del tiempo y/o tratamientos de irradiancia.
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Figura IV.29. Contenido foliar en almidén (expresado como porcentaje en peso seco), hallado en
aciculas “nuevas” de individuos de ambas especies, en los momentos “inicial” e “inicial 2” del
experimento. Las barras verticales representan el error estandar. El asterisco indica la existencia de
diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia.
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Figura IV.30. Contenido foliar total en carbohidratos no estructurales (expresado como porcentaje en
peso seco), hallado en aciculas “nuevas” de individuos de ambas especies, en los momentos “inicial” e
“inicial 2” del experimento. Las barras verticales representan el error estandar. Los astericos indican la
existencia de diferencias significativas entre los tratamientos de irradiancia.

192



Estrés hidrico y compromiso agua - luz

Tabla 1V.15. Resultados de los analisis estadisticos efectuados sobre los datos obtenidos entre el
momento de tiempo “inicial 2” y el final del experimento para las variables “[aztcares]”, “[almidon]” y
“INSC]” (contenido foliar en azlicares libres de bajo peso molecular, en almidon y en carbohidratos no
estructurales totales, respectivamente, expresado como porcentaje en peso seco. Estas variables se
midieron en aciculas de brotes que se abrieron en el transcurso del experimento (tejido foliar “nuevo”
(GLM Yy analisis de medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se
muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los

resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori).

factor [azucares] [almido6n] INSC]
. 3.99 (1) 22.93 (1) 28.32(1)
Especie 0.057 0.000* 0.000*
L 44.06 (1) 16.90 (1) 57.76 (1)
Irradiancia 0.000* 0.000* 0.000*
. 3.68(1) 8.35(1) 0.55(1)
Riego 0.067 0.008* 0.466
T 17.21(1) 13.51 (1) 0.16 (1)
Especie x irradiancia 0.000* 0.001* 0.697
L 032(1 244 (1 0.86 (1
Especie x riego 0_57(5) 0.13(2) 0,36(2)
Irradiancia x riego 06225(91 ) 1(1).3339) 50.2093{()?
Especie x irradiancia x riego 00058(51 ) l()4(2)4(91 ) 107;0(31 )
. 11.51 (3) 11.58 (3) 6.55(3)
Tiempo 0.000* 0.000* 0.001*
. . 0.94 (3 0.14 (3 0.76 (3
Tiempo x especie 0.42(6) 0,93(7) 0.52(2)
Tiempo x irradiancia ! 06i 9( 53 ) 109Z2(63 ) 369()51§3")
. . 0973 6.71 (3 3.28(3
Tiempo x riego 0.41(1 ) 0.008*) 0.02%*)
Tiempo x especie x irradiancia 06725(53 ) 30%0321) 209053gr)
Tiempo x especie X riego : 03;7(3 ) 307091‘(‘2;) 262(7)8(§ )
. S 293 (3) 3.85(3) 6.82(3)
Tiempo x irradiancia x riego 0.039% 0.013* 0.000*
Tiempo x especie x irradiancia x riego 0602 6(63 ) 00920(3 ) 1642 4( 13 )
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Figura IV.31. Evolucion temporal del contenido en azucares libres hallado aciculas “nuevas” de
individuos de ambas especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan
el error estandar. El asterisco indica la existencia de diferencias significativas.
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Figura IV.32. Evolucion temporal del contenido en almidon hallado aciculas “nuevas” de individuos de
ambas especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales representan el error
estandar. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
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Figura IV.33. Evolucion temporal del contenido total en carbohidratos no estructurales hallado aciculas
“nuevas” de individuos de ambas especies, entre los momentos “inicial 2” y “final”. Las barras verticales
representan el error estandar. Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas.
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IV .4. Discusion.

IV.4.1. Diferencias interespecificas en respuesta a la combinacion de estrés hidrico y

déficit energético. Evaluacion del trade-off en el par de recursos agua — luz.

La respuesta ecofisiologica a la desecacion del sustrato incluyd, conforme a lo esperado,
un descenso del potencial hidrico xilematico (Larcher, 1995; Lambers et al. 1998), y del
RWC de las aciculas, mas pronunciado y precoz en A. pinsapo que en A. alba,
independientemente del nivel de irradiancia (Figuras IV.8 y IV.9, Tabla 1V.16). Ese
comportamiento diferencial puede interpretarse en términos de variacion interespecifica
en la evolucion experimentada por mecanismos relacionados con el intercambio
gaseoso. Asi, la conductancia estomatica mostré menos variabilidad y niveles por lo
general inferiores en A. alba para las distintas combinaciones de irradiancia y riego
(Figura IV.13). Por el contrario, en A. pinsapo se detectaron cambios notables tras la
primera semana de exclusion del riego en el tratamiento de alta irradiancia, y tras dos
semanas a baja irradiancia (Tabla IV.16). Respecto a la fotosintesis neta, la respuesta a
la desecacion fue simultdnea en ambas especies a alta irradiancia (Tabla IV.16, Figura
IV.12). Sin embargo, a baja irradiancia, solo hubo tasas significativamente menores
respecto al control con riego en A. pinsapo, aunque de modo tardio, dos semanas
después que a alta irradiancia (Tabla IV.16).

A priori, estos resultados apuntarian a una mayor sensibilidad a cambios en la
humedad del sustrato en A. pinsapo, dado que esta especie modifico su comportamiento
(intercambio gaseoso) en mayor grado y de forma mas rapida. Sin embargo, aunque A.
alba no experimentd cambios tan notables, si tuvo una respuesta mas modulada a corto
y a largo plazo tras la aplicacion del tratamiento de estrés hidrico. Desde esta
perspectiva, A. alba parece tener una mayor capacidad homeostatica, desarrollando
ajustes fisiologicos tendentes a conseguir una mayor independencia de las variaciones
experimentadas en las condiciones ambientales, mientras que A. pinsapo experimenta en
mayor medida las consecuencias del estrés aplicado en su estatus hidrico (potencial
hidrico y RWC del tejido foliar). Estas diferencias interespecificas radican
fundamentalmente en el control de la apertura estomatica, aparentemente deficitario en
A. pinsapo, lo que explicaria que en los individuos control de esta especie se registrasen
por lo general tasas de conductancia estomatica que practicamente doblaban las

registradas en A. alba. En los individuos sometidos al tratamiento “sin riego”, por su
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parte, al principio se registraron tasas similares a las del tratamiento de riego, pero a
medida que avanzaba el proceso de estrés, las tasas registradas en ambas especies
descendieron a valores similares, especialmente a alta irradiancia. Dadas las diferencias
existentes en las tasas registradas en ambas especies, el descenso observado se produjo
progresivamente en A. alba, pero de forma brusca en A. pinsapo.

Por otro lado, el hecho de que a “alta irradiancia / riego” se registrasen mayores
tasas de fijacion de C en individuos de A. pinsapo que de A. alba y que, sin embargo, a
“baja irradiancia / riego”, se hallasen tasas de fijacion de C similares en ambas especies,
a pesar de las diferencias registradas en las tasas de conductancia estomatica, podria
deberse a las diferencias observadas en el equipo pigmentario, mayor y mas eficiente en
A. alba (ver Seccion II1.4.3). Asi, la estrategia seguida por los individuos de A. pinsapo
adscritos al tratamiento “baja irradiancia / riego” (ya detectada previamente, ver
Secciéon I11.4.4), resultado de una menor capacidad de su equipo pigmentario,
consistiria en suplir esta carencia manteniendo los estomas mas abiertos, en un intento
de maximizar la fijacion de carbono con la escasa irradiancia recibida aun a costa de
que se produzca, consecuentemente, un descenso en la eficiencia en el uso del agua.

En cuanto a la conductancia estomatica, se encontré en todos los casos una
relacion significativa con la pauta de desecacion del sustrato, aprecidndose
fundamentalmente una segregacion por especies pero no por tratamientos de irradiancia
(ANOVA de 1 via, p < 0.05) (Tabla IV.17, Figura IV.35). Sin embargo, el efecto
limitador sobre la fijacion de C de este empeoramiento del estatus hidrico de los
individuos no es aparente cuando concurre una limitacion por baja irradiancia. Asi, la
fotosintesis neta a baja irradiancia no mostré en ninguna de las dos especies el alto
grado de dependencia de la humedad en el sustrato que si experimenta la conductancia
estomatica (Tabla IV.17, Figura IV.34). Sin embargo, a alta irradiancia, ambas
variables muestran una clara dependencia de la humedad, especialmente fuerte en A.
pinsapo (comparacion de las pendientes de la relacion funcional; ANOVA de 1 via, p <
0.05).

Los cambios mas notables frente al estrés hidrico se manifestaron siempre con
mayor prontitud en el tratamiento a alta irradiancia. Dado que la humedad en el sustrato
disminuy6 a una velocidad similar en ambos tratamientos de irradiancia (Figura 1V.2),
este hecho solo puede explicarse considerando el efecto que la sefial luminica tuvo
sobre los individuos adscritos al tratamiento de alta irradiancia donde, a diferencia del

otro tratamiento, los niveles de irradiancia fueron lo suficientemente altos como para
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activar la fijacion de C. Asi, en los individuos del tratamiento “alta irradiancia / riego”
se registraron tasas de fijacion de C positivas en todo momento y superiores a las
halladas en individuos del tratamiento “baja irradiancia / riego”. En el tratamiento “alta
irradiancia / sin riego”, si bien con el tiempo tuvo lugar un notable descenso en las tasas
de fotosintesis neta, en un primer momento se registraron asimismo mayores valores
que en “baja irradiancia / sin riego”. Y la misma evolucion temporal experimentaron las
tasas de conductancia estomatica, por lo que, en términos generales, las diferencias
entre tratamientos de irradiancia radicaron en una mayor cantidad de C fijado via
fotosintesis, y sobre todo en una mayor cantidad de agua “perdida” via conductancia
estomatica en el tratamiento a alta irradiancia. Por ello, el efecto del tiempo transcurrido
hasta la aparicion de los cambios mencionados se manifestd fundamentalmente en la
cantidad de agua transpirada, que fue notablemente mayor y se “perdié” a mayor
velocidad a alta irradiancia, lo que contribuiria a deteriorar mas rapidamente el estatus
hidrico de los individuos adscritos a este tratamiento. A su vez, el hecho de que estos
cambios se manifestasen mas tardiamente en A. alba estaria relacionado con las
menores tasas de conductancia estomdtica registradas en esta especie, que contribuirian

a que la cantidad de agua perdida lo hiciese a un ritmo menor.

199



Estrés hidrico y compromiso agua - luz

Tabla IV.16. Tiempo de respuesta de las variables ecofisiologicas relacionadas con el estatus hidrico y el
intercambio gaseoso ante la variacion de la humedad del sustrato, para las distintas combinaciones de
especies y tratamientos de irradiancia. Se indica el nimero de semanas transcurridas en el momento en el
que se hallaron diferencias significativas respecto al momento inicial o el tratamiento de riego. “BI”: baja
irradiancia. “Al”: alta irradiancia. “SR”: sin riego (tratamiento de estrés hidrico).

Especie, tratamiento de

irradiancia, sin riego Rwe ¥ Ax & WUE LUE
A. alba—-BI- SR 6 4 - -- 3 5
A.alba - AI- SR 5 4 3 - - -
A. pinsapo — BI - SR 5 3 5 3 1 1
A. pinsapo — AI - SR 3 2 3 2 2 5

Tabla IV.17. Valores de pendiente (b) y de R” para las rectas de regresion de los datos promedio (n = 7)
representadas en las Figuras IV.X y IV.X. Se indican con un asterisco los ajustes lineales significativos
(p < 0.05). “BI”: baja irradiancia. “Al”: alta irradiancia. “SR”: sin riego (tratamiento de estrés hidrico).
Los simbolos de las distintas combinaciones de especies y tratamientos de irradiancia y riego son los
mismos que aparecen en las figuras citadas.

Variable correlacionada b R?

A.alba-BI-SR 0.0299  0.3992

A.alba—AI-SR 0.1859  0.8197*

Fotosintesis neta

A. pinsapo — BI - SR 0.0205  0.0096

A. pinsapo — AI - SR 0.397  0.8551*

A.alba—-BI-SR 0.0004 0.5109%*

A. alba— AI - SR 0.0005 0.9392*

Conductancia estomatica

A. pinsapo — BI - SR 0.0018 0.7124%*

> (> |O @ > | O |@

A. pinsapo — Al - SR 0.0022  0.8780*
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Figura IV.34. Relacion funcional entre la tasa de fotosintesis neta registrada y la pérdida de humedad en
el sustrato conforme avanzaba el proceso de estrés hidrico. “BI”: baja irradiancia. “Al”: alta irradiancia.
“SR”: sin riego (tratamiento de estrés hidrico).
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Figura IV.35. Relacion funcional entre la tasa de conductancia estomatica al agua y la pérdida de
humedad en el sustrato conforme avanzaba el proceso de estrés hidrico. “BI”: baja irradiancia. “Al”: alta
irradiancia. “SR”: sin riego (tratamiento de estrés hidrico).
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En lo que respecta a las cuatro variables mencionadas puede concluirse que, por
un lado, el comportamiento exhibido por A. pinsapo supuso por lo general una mayor
dependencia de la humedad del sustrato, siendo en los individuos de esta especie donde
se registraron mayores cambios en las variables estudiadas que en A. alba, que fue la
especie que mostré un mayor control de la apertura estomatica frente a los cambios
registrados en la humedad del sustrato, y una mayor capacidad de modificar su
respuesta a fin de evitar un mayor deterioro de su estatus hidrico. Asi, los cambios
exhibidos por A. pinsapo son fruto de un uso en general menos eficiente de este recurso
y de un control menos fino de la apertura estomatica. En A. alba, en cambio, la
capacidad de modular su respuesta derivaria de un uso mas eficiente de este recurso, un
control més fino de la apertura estomatica y un mayor grado de ajuste entre la cantidad
de C fijado y la de agua perdida en ambos tratamientos de irradiancia.

Por otro lado, el momento en que se manifiestan los cambios mas notables en las
variables citadas esta marcado por la pérdida de una cierta cantidad de agua, que induce
el deterioro del estatus hidrico de cada individuo hasta un determinado valor umbral, a
partir del cual ambas especies reaccionan para evitar que ese deterioro vaya a mas. A
alta irradiancia, la rapidez con que se manifiestan estos cambios se debe
fundamentalmente al efecto de la propia sefial luminica, que no sélo estimula la fijacién
de C sino también la apertura estomatica. Esto origina a su vez un ritmo de
transpiracion mayor, que hace que el estatus hidrico se deteriore con mayor rapidez. La
diferencia entre ambas especies radica también en las mayores tasas de conductancia
estomatica que presenta por lo general A. pinsapo, que hacen que los individuos de esta
especie pierdan agua via estomatica a un ritmo mayor, y que se precipiten tanto el
deterioro del estatus hidrico como la aparicion de los cambios evaluados.

Estas diferencias interespecificas en lo que respecta al tiempo necesario para que
se produzcan cambios en las variables estudiadas, y en la forma y la velocidad a la que
se producen esos cambios influyeron asimismo en la evolucion temporal de la eficiencia
en el uso del agua exhibida por ambas especies (Figura IV.16). Asi, en lo que respecta
a esta variable, las mayores diferencias entre ambos tratamientos de irradiancia parecen
hallarse en A. pinsapo, lo que indicaria que en esta especie la eficiencia en el uso del
agua se ve influenciada, de nuevo, en mayor medida por la sefial luminica. A medida
que avanzo el proceso de estrés hidrico, se produjo un incremento notable en esta
variable en A. pinsapo, tanto a alta como a baja irradiancia, y s6lo a baja irradiancia en

A. alba, tendiéndose a alcanzar en los individuos de “baja irradiancia / sin riego” valores
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de eficiencia en el uso del agua similares a los registrados en “alta irradiancia / sin
riego”. A juzgar por los resultados antes comentados, este incremento no se debid a un
incremento en las tasas de fijacion de C, que descendieron en los individuos del
tratamiento de estrés, sino al descenso experimentado en las tasas de conductancia
estomatica, que fue mayor en proporcion. Asi, en A. pinsapo, el gran incremento en la
eficiencia en el uso del agua observado se debid fundamentalmente al igualmente
notable descenso experimentado en las tasas de conductancia estomatica, mayor que en
A. alba, y cuya magnitud se debio a que los valores de conductancia de partida, tanto a
alta como a baja irradiancia, fueron superiores a los exhibidos por A. alba. El hecho de
que esta ultima especie incrementase su eficiencia en el uso del agua a baja irradiancia,
aunque de una forma no tan llamativa, se debid a un mayor decremento relativo de las
tasas de conductancia estomatica respecto a las de fijacion de C, que nuevamente podria
explicarse por la composicion del equipo pigmentario de esta especie a baja irradiancia,
que permite una mayor eficiencia en la fijacion de C. Los individuos de esta especie
adscritos a “alta irradiancia / sin riego” mostraron una tendencia similar aunque sin
cambios significativos en el tiempo, alcanzandose con el tiempo una eficiencia en el uso
del agua similar a la exhibida por los individuos regados. La ausencia de cambios
significativos en este caso se deberia a que la fijacion de C y la conductancia estomatica
se vieron afectados por el estrés hidrico de forma similar. En lo que respecta a la
eficiencia en el uso de la luz, los mayores valores de este ratio se registraron en ambas
especies en el tratamiento a baja irradiancia y en los individuos regados. Conforme
avanzaba el proceso de estrés hidrico, se produjo una disminucidon de esta variable,
especialmente en A. pinsapo, como consecuencia de la depresion en la fotosintesis
inducida por el estrés hidrico (Tezara et al. 1999; Cornic, 2000; Lawlor, 2002; Lawlor y
Cornic, 2002; Flexas et al. 2006).

Por lo anterior, puede concluirse que el estrés hidrico no solo afectd a las
variables relacionadas con el intercambio gaseoso y el estatus hidrico de cada individuo,
sino que también influyé notablemente en la eficiencia con que los individuos
sometidos a este tipo de estrés usaron tanto el agua como la luz disponible. En lo que
respecta a la eficiencia en el uso del agua, es de destacar que las mayores diferencias
entre tratamientos de irradiancia y de riego se produjeron en A. pinsapo, que mostro asi
ser la especie cuya eficiencia en el uso del agua se vio mas afectada por la falta de agua
y de luz. La eficiencia en el uso de la luz, por su parte, se vio afectada por los

tratamientos de riego de forma similar en ambas especies, pero de forma distinta por los
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tratamientos de irradiancia, entre los que se hallaron mayores diferencias en A. alba.
Estas diferencias radicaron en la mayor eficiencia en el uso de la luz que presento esta
especie a baja irradiancia, lo cual no es de extrafiar teniendo en cuenta que es
considerada como una de las especies forestales europeas mas tolerantes a la sombra
(Robakowski et al. 2003).

Finalmente, es necesario destacar que tanto en A. pinsapo como en A. alba, la
escasa disponibilidad hidrica y luminosa actuaron en sentidos opuestos sobre la
eficiencia en el uso del agua y sobre la eficiencia en el uso de la luz. Asi, los niveles de
irradiancia bajos provocaron un incremento en la eficiencia en el uso de la luz, pero
también llevaron aparejado un descenso en la eficiencia en el uso del agua. Por su parte,
el estrés hidrico hizo que los individuos incrementasen su eficiencia en el uso del agua,
pero al mismo tiempo disminuyeran su eficiencia en el uso de la luz. Por ello, puede
concluirse que existe un claro trade-off entre la eficiencia en el uso del agua y la
eficiencia en el uso de la luz en estas especies de manera que, en la medida en que
exista un unico factor limitante, los individuos trataran de optimizar la eficiencia en el
uso de ese recurso (Berendse y Aerts, 1987), aun a costa de ver comprometida la
eficiencia con que usan otro (Fownes, 1995; Fownes y Harrington, 2004), (Figura
IV.36, parte superior). De esta forma, los individuos de ambas especies adscritos al
tratamiento “baja irradiancia / riego” mantuvieron una cierta eficiencia en el uso de la
luz, a costa de ver muy restringida su capacidad de modular la eficiencia en el uso del
agua. Esos niveles altos de LUE son imprescindibles para la fijaciéon de C a unos niveles
de irradiancia tan bajos, y dado que el agua no es un recurso limitante, pueden
permitirse el “lujo” de funcionar con unos valores de WUE bajos. Los individuos del
tratamiento “alta irradiancia / riego”, por su parte, optaron por una eficiencia en el uso
de la luz muy limitada, lo que les permitié en comparaciéon alcanzar una mayor
eficiencia en el uso del agua, necesaria en caso de que los niveles de luz sean lo
suficientemente altos como para que la fotosintesis y la conductancia estomatica se
estimulen hasta el punto de que la disponibilidad hidrica empiece a ser el factor
limitante de la fijacion de C. En los individuos sometidos al tratamiento de estrés
hidrico, sin embargo, se observaron cambios en los rangos de variacion de ambas
eficiencias (Figura IV.36, parte inferior). Asi, los individuos del tratamiento ‘“baja
irradiancia / sin riego” siguieron mostrando valores de eficiencia en el uso de la luz
superiores a los hallados a alta irradiancia, pero incrementaron su eficiencia en el uso

del agua a costa de perder parte de esa eficiencia en el uso de la luz. Del mismo modo,
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los individuos del tratamiento “alta irradiancia / sin riego”, que ya de por si presentaban
menor eficiencia en el uso de la luz que los individuos a baja irradiancia, también
perdieron eficiencia en el uso de este recurso, lo que significO un incremento en su
eficiencia en el uso del agua con respecto a la de los individuos regados.

Es posible afirmar que el citado tradeoff fue resuelto por ambas especies de
forma similar, aunque con diferencias entre las distintas combinaciones de irradiancia y
riego (Figura IV.37). Los niveles mas altos de eficiencia en el uso de la luz se hallaron
en los individuos de ambas especies sometidos a baja irradiancia, que fueron los que
mostraron asimismo menores valores de eficiencia en el uso del agua. Los mayores
valores de este ratio se hallaron en el tratamiento a alta irradiancia, que fue donde
légicamente se registraron menores valores de eficiencia en el uso de la luz. La
aplicacion del tratamiento de estrés hidrico hizo que los individuos de ambas especies y
tratamientos de irradiancia incrementasen su eficiencia en el uso del agua, a costa de un
descenso en la eficiencia en el uso de la luz, incluso en el tratamiento a baja irradiancia
(Figura IV.37). Por su parte, la eficiencia en el uso de la luz fue superior en los
individuos de ambas especies adscritos al tratamiento de baja irradiancia, con
independencia del tratamiento de riego aplicado. En cualquier caso, la variacion que
experimentaria la eficiencia en el uso de un recurso al pasar de unas condiciones
ambientales a otras no seria proporcional a la que experimentaria simultaneamente la
eficiencia en el uso del otro, registrdndose ademds variaciones de distinta magnitud
entre ambas especies y entre las distintas combinaciones de tratamientos de irradiancia y
riego (Figuras 1V.37 y IV.38). Estas variaciones en WUE y LUE se deberian a cambios
en la apertura estomatica relacionados con la disponibilidad hidrica y luminosa.
Teniendo en cuenta que WUE y LUE son los ratios entre las tasas de fotosintesis neta y
las de conductancia estomatica y los niveles de PAR incidente respectivamente, y
conociendo la variacion experimentada por los niveles de PAR cuando éstos se
redujeron para la aplicacion del estrés por déficit energético (un 90%,
aproximadamente), fue posible calcular también la variacién promedio en porcentaje
que experimentarian las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica al
agua a partir de las variaciones en WUE y LUE (Figura 1V.38). Los resultados
obtenidos sugieren que el hecho de tener los estomas mas o menos abiertos tendria
distinto grado de influencia sobre las tasas de fotosintesis neta y de conductancia
estomatica al agua, y por ello, las variaciones experimentadas por WUE y LUE serian

distintas y ambas variables no guardarian una relacién lineal.
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Los cambios en la eficiencia del uso del agua se deberian a variaciones en la
disponibilidad hidrica pero también en las condiciones de iluminacion, ya que las tasas
de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica se ven afectadas por ambos
factores. Cuanto mayor fuese el cambio registrado en este ratio, menor pareceria ser el
grado de ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica, lo
que indicaria que ambas variables se verian afectadas de forma distinta por cambios en
los niveles de irradiancia y humedad en el sustrato. Por su parte, las variaciones en LUE
serian reflejo de cambios en las tasas de fotosintesis neta, pero también en los niveles de
PAR incidente. En lo referente a las variaciones que experimentarian las tasas de
intercambio gaseoso, es de destacar, en primer lugar, que las mayores variaciones en las
tasas de fotosintesis neta se producirian en las situaciones de estrés energético en ambas
especies, con independencia del régimen de riego, y las mayores variaciones en las tasas
de conductancia estomadtica al agua se producirian con la aplicacioén del estrés hidrico,
con independencia de los niveles de irradiancia aplicados. Y por otro lado, que las
mayores diferencias entre los respectivos porcentajes se hallarian siempre en A.
pinsapo, lo que apuntaria de nuevo a que esta especie seria la que presenta un peor
grado de ajuste entre ambas variables.

La magnitud del cambio que se produciria a nivel de intercambio gaseoso no
seria proporcional a la variacion (en porcentaje) experimentada en WUE y en LUE, por
lo que no concluirse sobre la intensidad del estrés aplicado a partir de los cambios que
se observarian en WUE y en LUE. Estos cambios serian mayores en aquellas
situaciones en las que los individuos experimentasen limitacion en la disponibilidad de
un unico recurso, ya fuese éste la humedad del sustrato o los niveles de irradiancia
incidente. En estas condiciones, los individuos incrementarian su eficiencia en el uso
del recurso limitante, aun a costa de perder eficiencia en el uso de otro recurso para el
que no hubiese ningln tipo de limitacién. Asi, las mayores variaciones en WUE en
respuesta al estrés hidrico se hallarian a alta irradiancia, donde las condiciones de
iluminacion no serian limitantes, mientras que las mayores variaciones en LUE en
respuesta al estrés por déficit energético (aplicacion de niveles de irradiancia bajos) se
hallarian en los individuos regados, exentos por tanto de estrés hidrico (Figura IV.38).
Por el contrario, los menores cambios en WUE y en LUE se hallarian en aquellas
situaciones en las que no hubiese un tnico factor de estrés (hidrico o luminoso) sino la
interaccion entre ambos. Por ello, la cantidad de cambio que se hallaria en WUE y LUE

reflejaria la capacidad exhibida por los individuos de ambas especies adscritos a las
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distintas combinaciones de tratamientos para modificar su comportamiento ante el estrés
experimentado. Asi, esta capacidad seria mayor ante un Unico factor de estrés, a juzgar
por las mayores variaciones que se registrarian en estas circunstancias en WUE o LUE
(segun fuese el factor de estrés la disponibilidad hidrica o luminosa, respectivamente).
Por el contrario, la menor variacion en WUE o en LUE que se hallaria en situaciones en
las que existiesen distintas fuentes de estrés deberia interpretarse como indicativa de una
menor capacidad de respuesta, que derivaria del hecho de que la eficiencia en la gestion
de un recurso se veria comprometida por la eficiencia en el uso de otro recurso que
también fuese limitante (ver, por ejemplo, Fownes y Harrington, 2004). De hecho, estas
menores tasas de cambio en la eficiencia en el uso de un factor, que se hallarian en
individuos sometidos a un factor de estrés previo (baja irradiancia o privacion de riego),
fueron irian acompafiadas a su vez de las mayores variaciones en la eficiencia en el uso
del recurso limitante a priori, apuntando asi a que la respuesta ante el nuevo elemento
de estrés comprometeria en mayor medida la eficiencia con que se hubiese venido
gestionando el primer recurso limitante. Esta disparidad entre las variaciones que
experimentarian WUE y LUE simultdneamente seria indicativa de la intensidad con que
se manifiestaria el tradeoff entre ambos recursos, siendo éste mas intenso a baja
irradiancia y/o en el tratamiento de privacion de riego, como era de esperar. Asi, las
constricciones impuestas por los bajos niveles de luz impedirian que los individuos de
ambas especies pudiesen responder de forma maés eficiente ante variaciones de la
humedad en el sustrato. Y del mismo modo, la necesidad de responder ante el estrés
hidrico aplicado mermaria la capacidad de responder de forma mas eficiente ante
variaciones en los niveles de irradiancia incidente.

Al examinar en detalle la respuesta que exhibirian individuos de ambas especies,
se observarian diferencias que derivarian del distinto grado de eficiencia en el uso
simultaneo de ambos recursos por parte de cada una de las especies. Asi, en el caso de
A. alba, el efecto de la aplicacion del estrés hidrico seria similar a alta y a baja
irradiancia, ya que en ambos tratamientos se experimentarian variaciones en WUE
similares (+23% y +24% respectivamente, Figura IV.38), lo que indicaria que la
especie mostraria la misma capacidad de respuesta a cambios en la humedad del
sustrato, independientemente de las condiciones de iluminaciéon a que se viesen
sometidos sus individuos. Es decir, que su eficiencia en el uso de la luz, aunque diferiria
entre los tratamientos de alta y baja irradiancia, no comprometeria los cambios

necesarios en las tasas de intercambio gaseoso para responder con igual eficiencia ante
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un proceso de estrés hidrico. No obstante, esta respuesta supondria una mayor pérdida
de eficiencia en el uso de la luz a baja irradiancia, indicando una mayor intensidad del
tradeoff mencionado a niveles bajos de irradiancia. Por otro lado, la variacion que se
observaria en WUE, ademas de ser similar en ambos tratamientos de irradiancia, no
seria de gran magnitud, lo que indicaria que esta especie exhibiria un grado de ajuste
razonablemente bueno entre las tasas de fotosintesis y las de conductancia estomatica, y
que ambas variables se verian afectadas de forma similar por la aplicacion del estrés
hidrico. En lo que respecta al estrés por déficit energético (resultado de la aplicacion de
niveles de irradiancia bajos), se hallaria una mayor variacion de la eficiencia en el uso
de la luz en los individuos regados que en los individuos sometidos al tratamiento de
estrés hidrico, lo que indicaria que en éstos, la eficiencia en el uso del agua
comprometeria la eficiencia en el uso de la luz, que no podria incrementarse en la
misma medida que en el tratamiento de riego.

En A. pinsapo, por su parte, la aplicacion del estrés hidrico provocaria una
menor variacion en WUE a baja irradiancia (+29%) que a alta irradiancia (+50%), lo
que indicaria una mayor capacidad de respuesta ante este tipo de estrés en este Gltimo
tratamiento. Ademas, esta menor variacion en WUE a baja irradiancia llevaria aparejada
la mayor pérdida de eficiencia en el uso de la luz. En comparacion con A. alba, esto
denotaria que la especie se desenvolveria mejor a alta irradiancia (donde tendria mayor
LUE que A. alba) que a baja irradiancia (donde tendria menor LUE), y que en estas
condiciones, el desarrollo de una mayor eficiencia en el uso del agua ante una situacién
de estrés hidrico se veria comprometido por la necesidad de mantener una mayor
eficiencia en el uso de la luz (Fownes, 1995). Por otro lado, las variaciones en WUE que
se experimentarian en A. pinsapo serian mayores que en A. alba, lo que denotaria un
menor grado de ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia
estomatica al agua. En lo que respecta al estrés por déficit energético, al igual que en A.
alba se produciria un mayor incremento en LUE entre los individuos regados (+63%)
que entre los individuos sometidos a estrés hidrico (+34%), y seria en éstos donde se
hallaria asimismo una mayor pérdida de WUE (51%, frente al 31% en los individuos
regados), lo que indicaria una mayor intensidad del tradeoff entre ambos recursos en el
tratamiento de estrés hidrico, ya que el desarrollo de una mayor eficiencia en el uso de
la luz comprometeria en mayor medida la eficiencia en el uso del agua, fundamental

para los individuos sometidos a un estrés de esas caracteristicas.
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En A. alba, las situaciones de estrés energético llevarian aparejados mayores
cambios en WUE y en LUE que en caso de estrés hidrico, lo que indicaria que la
especie mostraria una mayor capacidad de respuesta frente a reducciones en la
disponibilidad luminica que frente al estrés hidrico, en coherencia con la elevada
tolerancia a la sombra caracteristica de esta especie. En A. pinsapo, por el contrario, se
hallaria una capacidad de respuesta similar ante el estrés hidrico y el energético, estando
¢ésta fundamentalmente limitada por la presencia del tradeoff derivado de la interaccion
entre ambos recursos en aquellas situaciones en las que existiese mas de un factor de
estrés. Todo esto indicaria que la intensidad del tradeoff que se experimentaria seria
mayor en A. pinsapo que en A. alba, y que esta altima especie resultaria asi ser la mas
eficiente en la gestion de ambos recursos.

En lo que respecta al efecto simultdneo de ambos factores de estrés (Figura
IV.38), se observa por el signo de las variaciones que se experimentarian en WUE y
LUE que la respuesta de ambas especies en este caso se acercaria mas a la que
mostrarian cuando la principal fuente de estrés fuesen los bajos niveles de irradiancia
(descenso en WUE, incremento en LUE) que a la que exhibirian cuando el principal
factor de estrés fuese la reduccion de la disponibilidad hidrica en el sustrato (incremento
en WUE, descenso en LUE), lo que apuntaria hacia el nivel de irradiancia incidente
como principal factor ambiental determinante del comportamiento de ambas especies.
Ademas, esta aplicacion simultanea de ambos tipos de estrés originaria en ambas
especies menores variaciones en WUE y en LUE que ante la aplicacion de un unico
factor de estrés o de dos factores de estrés consecutivamente, lo que denotaria una
mayor intensidad del tradeoff entre la tolerancia a la sombra y la capacidad de respuesta

frente al estrés hidrico en este tipo de situaciones.
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Figura 1V.36. Eficiencia en el uso del agua (WUE, el ratio entre la fotosintesis neta y la conductancia
estomatica al agua, en el eje X) y en el uso de la luz (LUE, el ratio entre las tasas de fotosintesis neta y los
niveles de irradiancia registrados simultdneamente, en el eje Y) mostrada por los individuos participantes
en el experimento durante la segunda parte del mismo. En la parte superior se muestra el comportamiento
respecto de estas variables de los individuos control de ambas especies y tratamientos de irradiancia, que
fueron convenientemente regados. En la parte inferior, los individuos sometidos al tratamiento de estrés
hidrico. “AA”: Abies alba. “AP”: Abies pinsapo. “Al”: alta irradiancia. “BI”: baja irradiancia. “R”: riego
(individuos control). “SR”: sin riego (tratamiento de estrés hidrico).
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Figura IV.37. Valores promedio de eficiencia en el uso del agua (WUE, parte superior) y eficiencia en el
uso de la luz (LUE, inferior) hallados en los individuos de ambas especies en las distintas combinaciones
de irradiancia y riego, a lo largo de la segunda parte del experimento. “BI — R”: baja irradiancia, riego.
“BI — SR”: baja irradiancia, sin riego. “Al — R”: alta irradiancia, riego. “Al — SR”: alta irradiancia, sin
riego.
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Figura IV.38. Valores promedio de WUE (umol CO, mol H,O™") y LUE (mol CO, mol fotones™) en las
distintas combinaciones de irradiancia y riego. Los porcentajes indican la variacion que se experimentaria
en estas variables, asi como en los niveles de irradiancia y en las tasas de fotosintesis neta y de
conductancia estomatica al agua, al pasar de unas situaciones a otras. Notese que el descenso en los
niveles de irradiancia supuso siempre un incremento en LUE y un descenso en WUE, al contrario que la
aplicacion del estrés hidrico. “BI — R”: baja irradiancia, riego. “BI — SR”: baja irradiancia, sin riego. “Al
—R”: alta irradiancia, riego. “Al — SR”: alta irradiancia, sin riego.
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IV.4.2. La discriminacion de isotopos estables de carbono como indicador del estrés

por déficit hidrico y energético.

La discriminacion contra el isétopo pesado del carbono, ademds de variar entre
especies, puede verse afectada por distintos factores con influencia sobre las tasas de
conductancia estomatica, las de fotosintesis o ambas variables simultaneamente, como
cambios en los niveles de irradiancia, la temperatura, la concentracion de CO,, la
presencia de contaminantes o el estatus hidrico de cada individuo (ver, por ejemplo,
Ferrio et al. (2003), para una revision de todos estos factores). En nuestro caso, los
valores de 8'°C fueron en todo momento menores (mas negativos) en A. pinsapo que A.
alba (Tabla IV.11, Figuras IV.18 y 1V.20), lo que es coherente con el hecho de que
esta ultima especie sea la que haya mostrado una mayor eficiencia en el uso del agua
(Ferrio et al. 2003), y un mayor grado de ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las
de conductancia estomatica al agua. Por otro lado, la posicion dentro de la planta y la
edad de la hoja son factores que también influyen sobre la sefial isotopica del tejido
foliar (Waring y Silvester, 1994). En este estudio, los menores valores de 8"°C se
obtuvieron en el tejido foliar “nuevo” de ambas especies (ANOVA de 1 via, p < 0.05),
lo que seria indicativo por lo general de una menor eficiencia en el uso del agua. Este
hecho puede resultar llamativo si consideramos que dicho tejido se desarrolld a lo largo
de un experimento en el que los individuos estuvieron en parte sometidos a un proceso
de estrés hidrico, por lo que cabria esperar que la respuesta de éstos a ese tipo de estrés
(un incremento en la eficiencia en el uso del agua, a juzgar por los resultados obtenidos
en variables relacionadas con el intercambio gaseoso medidas en tejido foliar maduro)
se viese reflejada en la composicion isotopica de este tejido nuevo. No obstante, este
resultado seria coherente con la existencia de un menor grado de ajuste entre las tasas de
fotosintesis neta y las de conductancia estomatica en un tejido extremadamente activo,
en crecimiento, en el que el control estomatico no sea tan fino como en el tejido foliar
maduro, y en el que prime mas la necesidad de fijar carbono a cualquier nivel de
irradiancia que la posibilidad de adoptar un comportamiento que le permita hacer frente
a eventuales condiciones de estrés hidrico.

En lo que respecta al tejido foliar maduro, se observaron diferencias entre
tratamientos de irradiancia, hallindose los mayores valores de 8"°C a baja irradiancia,

indicativos de una menor eficiencia en el uso de la luz, y de una mayor eficiencia en el
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uso del agua. Esto, en cierto modo, contravendria los patrones de WUE y LUE
discutidos en la seccion anterior. Para explicar esta incoherencia es necesario
recordarque la composicion isotdpica del tejido foliar maduro reflejaria no solo las
condiciones ambientales caracteristicas del experimento, sino también, e incluso en
mayor medida, las condiciones ambientales previas al mismo, a diferencia del tejido
madurado durante el experimento. Asi, los mayores valores de 8"°C hallados a baja
irradiancia (-29.1%o) s6lo podrian explicarse considerando que la aplicacion de este
tratamiento supuso un déficit energético de tal magnitud que no fue posible la
activacion de la maquinaria fotosintética, al menos durante gran parte del experimento.
La escasa fijacion de carbono en este tratamiento explicaria la gran similitud entre los
valores iniciales (-29.15%o) y los registrados entre los individuos adscritos a este
tratamiento. En el tratamiento de alta irradiancia los individuos fueron sometidos a
niveles de luz que permitieron la activacion de la maquinaria fotosintética, aunque lo
cierto es que estos niveles fueron considerablemente inferiores a los experimentados de
forma previa al experimento. Por ello, los individuos adscritos a este tratamiento
tendieron a incrementar su LUE, lo que produjo una modificacion de la sefial isotopica
del tejido foliar, hallandose menores valores de 8"°C (-29.5%o). Este comportamiento
sugiere el desarrollo de un proceso de aclimatacion tendente a maximizar la fijacion de
carbono en el nuevo ambiente luminico, siempre que se exista una sefial luminica
suficiente.

Con el paso del tiempo, en los individuos sometidos al tratamiento de riego se
tendio hacia menores valores de 613C, es decir, hacia una menor eficiencia en el uso del
agua, lo que resulta coherente con el hecho de que estos individuos, con un adecuado
estatus hidrico, se viesen sometidos a niveles de irradiancia mas bajos que los propios
de las condiciones ambientales en las que se encontraban previamente. Asi, estos
individuos reflejaron en su composicion isotopica un incremento en la eficiencia en el
uso de la luz, ain a costa de una pérdida de eficiencia en el uso del agua, como
resultado de la necesidad de intentar maximizar la fijacion de C en unas condiciones de
luminosidad a priori deficitarias. El hecho de que no se observen estos menores valores
de 8"°C en los individuos sometidos al tratamiento “sin riego” es indicativo del efecto
indirecto del estrés hidrico, que comprometi6é la capacidad de aclimatacion de los
individuos a los nuevos niveles de luz. En este sentido, queda de nuevo puesta de

manifiesto la existencia de un trade-off entre la eficiencia en el uso del agua y la
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eficiencia en el uso de la luz, en un plano distinto: la imposicion de un proceso de estrés
hidrico comprometeria la capacidad de aclimatacion a niveles de irradiancia mas bajos
respecto a las condiciones de iluminacion de partida. Estos resultados son plenamente
coherentes con los discutidos en la seccion anterior, hallandose valores de WUE en el
tratamiento “baja irradiancia / riego” notablemente inferiores a los hallados en “alta
irradiancia / riego” (condiciones de partida previas a la incubacion) (Figura IV.37). La
falta de diferencias significativas en el tratamiento de privacion del riego en lo que
respecta a 8'°C no es sino el reflejo de la similitud existente entre los valores de WUE
hallados en “alta irradiancia / riego” y “baja irradiancia / sin riego” (Figura IV.37 y
IV.38).

En el tejido foliar “nuevo”, los valores de 8'°C hallados si son plenamente
coherentes con lo que cabria esperar, a la vista de los resultados obtenidos en lo que
respecta a las eficiencias en el uso del agua y de la luz. Asi, los mayores valores de 8"°C
se hallaron en las muestras tomadas en individuos sometidos a alta irradiancia, que
fueron los que mostraron una mayor eficiencia en el uso del agua y por ende una menor
eficiencia en el uso de la luz (Figura IV.39.A y 1V.39.C). Esto podria interpretarse
nuevamente como un indicio de que los individuos experimentaron un proceso de
aclimatacion a la luz, apostando por una mayor eficiencia en el uso de la luz en el
tratamiento a baja irradiancia, y por una mayor eficiencia en el uso del agua a alta
irradiancia, cuyos niveles de luz caracteristicos ya no constituyeron un recurso limitante
para este tejido “nuevo” ya aclimatado a ellos. Esta diferencia entre tratamientos de
irradiancia se debidé fundamentalmente al hecho de que en A. pinsapo se tendi6 con el
paso del tiempo hacia una mayor discriminacion en el tratamiento de baja irradiancia, lo
que tendria su origen en un peor desempefio de este tejido nuevo en dicho tratamiento.
Asi, y con el objeto de incrementar su eficiencia en el uso de este recurso, la estrategia
seguida por los individuos de esta especie consistiria en mantener los estomas abiertos
en condiciones de baja luminosidad, a fin de maximizar el C fijado con la escasa
irradiancia recibida, aun a costa de disminuir su eficiencia en el uso del agua como
consecuencia de las mayores pérdidas por transpiracion (ver Figura IV.13). Este
comportamiento fue especialmente notable entre los individuos de esta especie adscritos
al tratamiento de riego (Figura IV.39.B). En A. alba, sin embargo, que mostré en todo
momento mayores valores de 8°C que A. pinsapo, no se hallo esta diferencia entre

tratamientos, lo que apuntaria nuevamente a que el grado de control de la apertura
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estomadtica permitid un mejor desempefio de esta especie en sendos niveles de luz.
Considerando lo anteriormente expuesto, estos resultados sugieren que los individuos de
A. alba consiguieron aclimatarse a ambos tratamientos de irradiancia y por ello
desenvolverse en ambos con cierto éxito, lo que derivaria de la gran tolerancia a la
sombra de esta especie (Robakowski et al. 2003), superior a la exhibida por A. pinsapo.
Por su parte, esta ultima especie Unicamente se desenvolvid con cierto éxito a alta
irradiancia, viéndose los individuos adscritos al tratamiento de baja irradiancia en la
necesidad de incrementar su fitness a costa de perder eficiencia en el uso del agua, lo
que podria comprometer su capacidad de supervivencia en condiciones de estrés hidrico
y baja luminosidad. En cierto modo, estos resultados sugieren una vez mas la mayor
habilidad para la gestion de ambos recursos (agua y luz) exhibida por A. alba, frente al
comportamiento exhibido por A. pinsapo, cuya supervivencia podria verse
comprometida en situaciones en las que se ponga de manifiesto el citado tradeoff entre
ambos recursos.

Por todo lo anterior, puede concluirse que la composicion en is6topos estables de
C del tejido foliar de ambas especies, ademés de recoger las caracteristicas intrinsecas
de las mismas, en términos de su eficiencia en el uso del agua, el control de la apertura
estomatica y el grado de ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia
estomatica al agua, refleja el efecto que la disponibilidad de agua y de luz tuvieron
sobre los individuos adscritos a las distintas combinaciones de irradiancia y riego. Asi,
esta composicion del tejido foliar es consecuencia de las modificaciones relativas y
simultdneas experimentadas en la eficiencia en el uso del agua y de la luz que
supusieron las variaciones en las tasas de intercambio gaseoso, por lo que no podria
emplearse como indicador exclusivamente del estatus hidrico de un individuo cuando
existiera algiin otro factor que estuviera afectando a las variables que determinan la
incorporaciéon y asimilacion de C o en tejidos con una historia previa que ha quedado
reflejada en su composicidn isotdpica.

No obstante, en determinadas circunstancias el valor de discriminacion isotopica
puede estar indicando los mecanismos implicados en el proceso de aclimatacion a las
condiciones ambientales. Asi, en nuestro caso por ejemplo, las distintas combinaciones
de irradiancia y riego y los valores de WUE y LUE caracteristicos de las mismas
pueden explicarse considerando las variaciones que se producen en las tasas de
intercambio gaseoso y que a su vez influyen en los valores de 8"C hallados,

especialmente en el tejido foliar “nuevo” por los motivos antes expuestos (Figura IV.38
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y IV.39). En este sentido, cualquier modificacion de las condiciones ambientales de
partida, caracterizadas por mayores niveles de irradiancia y riego (Figura IV.39.A), ya
sea por la aplicacion de bajos niveles de irradiancia o por un proceso de estrés hidrico,
modificaron la apertura estomatica y la discriminacién que se ejerce contra el isdtopo
pesado, siendo ésta mayor en el tratamiento a alta irradiancia (Figuras IV.39.A y
IV.39.C) frente a baja irradiancia (Figuras IV.39.B y IV.39.D), y en el tratamiento de
privacion de riego (Figuras 1V.39.C y 1V.39.D) frente al tratamiento de riego (Figuras
IV.39.A y 1V.39.B). Las variaciones halladas entre especies y tejido foliar de distinta
edad se deberian al distinto grado de control de la apertura estomatica ejercido al pasar
de una situacion a otra, siendo este control mas estrecho en A. alba y en el tejido foliar
maduro. Por su parte, el comportamiento exhibido principalmente por A. pinsapo en el
tratamiento “baja irradiancia / riego”, consistente en mantener los estomas abiertos en
condiciones de baja luminosidad, aun a costa de mantener unos niveles de transpiracion
relativamente altos se identifica plenamente con el mostrado en la Figura 1V.39.B.

A pesar de la concordancia entre las variaciones experimentadas por WUE y
LUE por un lado, y por 8"”C, por otro lado, no se hallaron resultados de &“°C
comparables a los obtenidos en WUE y LUE, en el sentido de que no se encontré una
variacion gradual de 8"°C entre las distintas combinaciones de tratamientos de
irradiancia y riego explorados (Figura IV.37). Ello ha de deberse a que las variaciones
experimentadas en WUE y LUE actuaron sobre 8"°C en sentidos opuestos, y a que
ambas eficiencias no variaron en la misma medida entre las distintas combinaciones de
tratamientos (Figura 1IV.38), como consecuencia de las distintas variaciones
experimentadas por las tasas de fijacion de C y de conductancia estomatica
simultaneamente, y el distinto grado de ajuste entre ambas variables en una especie y en

otra.
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Figura IV.39. Representacion simplificada de la relacion entre la disponibilidad hidrica y luminosa, y la
discriminacion contra el is6topo pesado del carbono, en tejido foliar “nuevo” (modificado a partir de
Ferrio et al. 2003). En condiciones de adecuada luminosidad y suministro hidrico (A), la apertura
estomatica permite la continua renovacion de las moléculas de CO, que pasan a la cdmara subestomatica.
La Rubisco, activada por la luz, discrimina activamente en contra del isdtopo pesado, por lo que se
produce un progresivo empobrecimiento del tejido foliar en el mismo. En condiciones de baja
luminosidad (B), si el suministro hidrico es adecuado, es posible que se produzca la apertura estomatica,
altn a costa de una disminucion de la eficiencia en el uso del agua y a pesar de que la activacion de la
Rubisco sea menor, a fin de aprovechar la escasa luz disponible. Esta apertura permite la adecuada
renovacion de la camara subestomatica y la consiguiente discriminacion contra el isétopo pesado. En
condiciones de estrés hidrico (C), a pesar de que los niveles de luz sean suficientes para promover la
activacion de la Rubisco, el cierre estomatico inducido disminuye los niveles de renovacion del CO, en la
camara subestomatica. La Rubisco en principio discrimina contra el isétopo pesado, pero si la situacion se
prolonga en el tiempo, deja de “poder elegir” y empieza a incorporarse isotopo pesado. En condiciones de
estrés hidrico y energético (por baja luminosidad) (D), el cierre estomatico y la inactivacion de la Rubisco
hacen el is6topo pesado sea incorporado en mayor proporcién que en anteriores ocasiones.
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IV.4.3. Cambios en la particion del C foliar asociados al estrés hidrico y energético.

Para evaluar el estado de suministro de carbono de los individuos participantes en el
experimento de una forma rapida y sencilla, se optd por medir el contenido en
carbohidratos no estructurales en distintos momentos clave del mismo, dado que
previsiblemente, tanto el periodo de aclimatacion previo como el proceso de estrés
hidrico a que se vieron sometidos posteriormente constituyeron periodos de demanda de
carbono variable (Korner, 2003). Estos carbohidratos no estructurales (NSC, non-
structural carbohydrates) constituyen el reservorio de carbono fijado intermedio entre
la asimilacion y la utilizacion (Figura IV.40), y el principal componente del balance de
carbono en plantas (Chapin et al. 1990, LeRoux et al. 2001), que se incrementa o
decrece en funcion del equilibrio fuente — sumidero para este elemento (Mooney, 1972;
Chapin et al. 1990). Asi, la movilizacion de los carbohidratos no estructurales esta
fuertemente controlada y estrechamente vinculada mediante relaciones de tipo trade-off
y fuente-sumidero con el crecimiento y la respuesta al estrés (e.g. LeRoux et al. 2001,
Veneklaas y den Ouden, 2005; Bogdan y Zagdanska, 2006; Myers y Kitajima, 2007).
En A. alba, como en la mayoria de especies arboreas, este reservorio esta formado
principalmente por azlcares solubles de bajo peso molecular (glucosa, fructosa,
sacarosa, etc.) y almidon (Hoch et al. 2003). En el caso particular del pinsapo, sin
embargo, no existen trabajos previos que hayan abordado la descripcién de los
compuestos de reserva de esta especie.

Los azucares solubles estan implicados en la sintesis de otros compuestos, la
produccion de energia, la estabilizacion de membranas (Hoekstra et al. 1991; Hoekstra
et al. 2001), la regulacion en la expresion de ciertos genes (Koch, 1996), y la regulacion
del metabolismo, el crecimiento y el desarrollo (Rook y Bevan, 2003). Incluso se ha
destacado su papel en la proteccion frente a diversos tipos de estrés (frio, desecacion,
herbivoria) (Canham et al. 1999, Bogdan y Zagdanska, 2006) por sus propiedades
osmorreguladoras. El almidon por su parte, es considerado el compuesto de reserva mas
comun y versatil, aunque a diferencia de los azlicares solubles carece de propiedades

osmorreguladoras.
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Figura IV.40. Representacion esquematica del destino del carbono fijado en plantas. Todos los
organismos necesitan carbohidratos para sustentar su metabolismo y permitir su crecimiento y desarrollo.
Las plantas, como organismos autotrofos, son capaces de “fabricar” los carbohidratos que necesitan para
sustentar su metabolismo y permitir su crecimiento a través de la fotosintesis. Los fotosintatos asi
producidos son transportados a través del floema desde las hojas activas hasta los tejidos en crecimiento,
bien para cubrir sus necesidades, bien para ser almacenados, anticipandose a circunstancias menos
favorables (Rook y Bevan, 2003). El tamafio de los reservorios de C que aparecen a la izquierda reflejan
el estado de suministro de C de un individuo (modificado de Korner, 2003).
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En las muestras que se tomaron a los pocos dias de inicio del experimento
(momento “inicial”), se registraron diferencias entre tratamientos de irradiancia, tanto
en el tejido foliar maduro como en el nuevo de ambas especies, hallandose menores
valores en el tratamiento de baja irradiancia, tanto para los azucares libres como para el
almidon y la suma total de ambos (ANOVA de 1 via, p < 0.05 en todos los casos). Este
resultado es coherente con el brusco descenso en el input energético experimentado por
los individuos adscritos a este tratamiento, que pasaron de encontrarse a la intemperie
en las instalaciones del Jardin Experimental a hallarse en una camara de crecimiento in
Vivo bajo condiciones de iluminacion que distaban mucho las condiciones de irradiancia
natural propias de esa época del afio. Este efecto, puesto de manifiesto en distintos
trabajos previos en los que los individuos fueron sometidos experimentalmente a niveles
de irradiancia bajos (e.g. Veneklaas y den Ouden, 2005; Correia et al. 2006), se debe a
que, cuando las hojas son sometidas a esos niveles de irradiancia, es esencial disminuir
la tasa de respiracion para permitir un balance de carbono positivo. Dado que la
aclimatacion de las tasas respiratorias al nuevo ambiente luminico puede tardar varios
dias (Noguchi et al. 2001), es probable que se produzca un desequilibrio temporal para
el carbono mientras se mantengan las altas tasas tipicas de las hojas de sol.

Por otra parte, el tamafio de los distintos reservorios hallado en A. alba fue casi
siempre superior al hallado en A. pinsapo (Tabla IV.18), lo que podria ser indicativo de
una menor tolerancia al estrés por parte de esta tltima especie (Myers y Kitajima 2007),
dado que la movilizacion de estos reservorios actuaria como un tampon capaz de
amortiguar el efecto que condiciones ambientales adversas pueden tener sobre el estado
de suministro de carbono de los individuos. En este sentido, hay hallazgos que
relacionan el almacenamiento de carbohidratos de reserva con una mayor tolerancia a
condiciones de estrés y/o de baja luminosidad (Kobe, 1997; Veneklaas y den Ouden,
2005; Myers y Kitajima, 2007). Asi, se ha planteado la hipdtesis de un posible trade-off
entre el crecimiento de la biomasa aérea y el almacenamiento de carbohidratos de
reserva, ¢ incluso que variaciones en la asignacion de recursos a pools de carbohidratos
de reserva constituyen un mecanismo para la variacion interespecifica en la
supervivencia en condiciones de baja irradiancia (Kobe, 1997), al hallarse evidencias de
que la inversién en estructuras aéreas y el almacenamiento de reservas constituyen
sumideros que compiten por los carbohidratos en plantas lefiosas (Kozlowski, 1992).

En lo que respecta a la “edad” del tejido foliar, las mayores concentraciones de

azucares libres se registraron por lo general, en el tejido foliar maduro, siendo el
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almidon, en cambio, mas abundante en el tejido mas joven (ANOVA de 1 via, p <0.05).
Este tejido fue asimismo el mads activo, registrandose variaciones en el tamafio de los
reservorios analizados tanto en la primera como en la segunda parte del experimento
(Tabla IV.18). Finalmente, en lo que respecta a la proporcidon en que se encuentran los
principales compartimentos analizados, es de destacar que, en general, la concentracion
de almidon fue superior a la de azucares (ANOVA de 1 via, p < 0.05), por lo que fueron
las variaciones experimentadas por parte de aquel las que principalmente determinaron
la evolucion temporal experimentada por el reservorio de carbohidratos no estructurales
totales (Tabla IV.18). No obstante, al considerar por separado ambas especies y edades
de tejido foliar, se observd que esta diferencia fue mayor en A. pinsapo (aprox.
proporcion 3 a 1 en tejido foliar maduro y 5 a 1 en tejido foliar “nuevo”) que en A. alba
(proporcion 1 a 1 en tejido foliar maduro, 3 a 1 en tejido “nuevo”), donde se obtuvieron
resultados acordes con los hallados en trabajos previos (Hoch et al. 2003).

Los tratamientos de irradiancia influyeron decisivamente en el tamafio y las
variaciones experimentadas a lo largo del experimento por estos reservorios. En el
tejido foliar maduro de ambas especies, durante la primera parte del experimento, las
mayores concentraciones de carbohidratos, y las mayores variaciones con el paso del
tiempo, se dieron por lo general en el tratamiento a alta irradiancia (Tabla IV.18). Este
resultado es acorde con trabajos previos en los que se hall una relacion positiva entre el
contenido en NSC y la irradiancia (Niinemets 1995, 1997b; Johnson et al. 1997). En
este tratamiento, se registraron tasas de fijacion de C positivas en todo momento (ver
resultados de la Seccion 1V.3.2.1), lo que explica el hecho de que se registrasen
incrementos en la concentracion de azuacares libres, indicativos del desarrollo del
proceso de aclimatacion a la luz. En este sentido, la sefial luminica estimulo el
crecimiento en los individuos adscritos a este tratamiento (de hecho, se observd una
mayor proliferaciéon de brotes nuevos y una mayor longitud de éstos), lo que explicaria
el hecho de que se registrasen simultineamente descensos en el contenido de almidon.
Por su parte, a baja irradiancia, los reservorios hallados fueron de menor tamafio y mas
constantes en el tiempo. Asi, no se detectaron incrementos en la concentracion de
azucares libres, lo que seria indicativo de la fuerte limitacion energética impuesta con la
aplicacion de este tratamiento, al igual que las bajas tasas de fijacion de C registradas en
los individuos adscritos a este tratamiento. Por otro lado, el hecho de que tampoco se
registrase descenso alguno en el contenido de almidon es consecuencia del escaso

estimulo del crecimiento que tuvo lugar en ese tratamiento, y podria ser por otro lado
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indicativo del proceso de aclimatacion a niveles de irradiancia tan bajos, al sugerir un
descenso en el gasto respiratorio asociado al mantenimiento de estos individuos. En el
tejido foliar nuevo se halld6 una evolucion parecida en esta primera parte del
experimento, hallandose un incremento en el contenido de azlcares (también a baja
irradiancia) y un descenso en el contenido de almidon (Tabla IV.18), si bien no se
detectd un descenso en el contenido total. Ello podria deberse a la mayor capacidad de
fijacion de C de este tejido en crecimiento, sobre todo teniendo en cuenta que se
desarroll6 bajo los tratamientos de irradiancia previstos en el experimento.

En la segunda parte del experimento, de nuevo se registraron mayores tamafios
de contenidos en el tratamiento de alta irradiancia (Tabla IV.18). En el tejido foliar
maduro, se hallé6 una mayor concentracion de azlcares en el tratamiento “sin riego”, y
de almidon y NSC totales en el tratamiento de riego, si bien no se hallaron diferencias
significativas, lo que podria deberse al hecho de que los individuos se encontrasen
notablemente limitados desde el punto de vista energético e hidrico. En el tejido foliar
nuevo, la aplicacion de los tratamientos de riego tampoco tuvo influencia per se sobre la
evolucion temporal del contenido en estos compuestos, hallandose Unicamente
diferencias en el contenido de almidon, que se redujo notablemente en el tratamiento
“alta irradiancia / sin riego”. Este descenso es el resultado del desequilibrio existente
entre la fuente de C (una disminucion en las tasas de fijacion de C derivadas de la
aplicacion del tratamiento de estrés hidrico, aun estando los individuos a alta
irradiancia) y el sumidero de C derivado de la propia naturaleza del tejido foliar
(“nuevo”, en fase activa de crecimiento), ademas del efecto inhibitorio del estrés hidrico
sobre la sintesis de almidon descrito en trabajos previos (Zrenner y Stitt, 1991; Correia
et al. 2006). El hecho de que no se hayan detectado estos cambios en el tratamiento a
baja irradiancia ha de ser, nuevamente, consecuencia de la fuerte limitacién energética
impuesta con este tratamiento, que no solo disminuiria el suministro de C via
fotosintesis sino que ademas “anula” la inversion de C en la construccion de tejido
foliar (limitacion en el crecimiento, acumulacion pasiva de NSC). El contenido en
azucares fue marginalmente superior (p = 0.067) en el tratamiento “sin riego”,
hallandose un incremento significativo a baja irradiancia. Esta acumulacion de azicares,
en los individuos adscritos al tratamiento de estrés hidrico, podria tener su origen
también en la inhibicion de la sintesis de almidon y la inversion de C en la sintesis de
azucares solubles (Freeden et al. 1991; Zrenner y Stitt, 1991; Quick et al. 1992, Correia

et al. 2006). El hecho de que, no obstante, no se aprecien grandes variaciones en este
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contenido se debe a distintas razones: la menor concentracion de carbohidratos,
especialmente en el tratamiento a baja irradiancia; la limitacion energética impuesta con
la aplicacion de los tratamientos, que l6gicamente influye en la velocidad de suministro
del C necesario para la sintesis de estos compuestos; y finalmente, el hecho de que
hayamos considerado dentro del mismo compartimento (“aztcares libres””) compuestos
cuya sintesis esta favorecida (en el caso de la glucosa y la fructosa) o desfavorecida (en
el caso de la sacarosa) por el propio desarrollo del proceso de estrés hidrico (Pelleschi et
al. 1997). En lo que respecta al contenido total en carbohidratos no estructurales, los
analisis Unicamente registraron un descenso en el tratamiento “alta irradiancia / sin
riego”, ligado al decremento experimentado en la concentracion de almidon. Para el
resto de combinaciones de tratamientos se registraron incrementos con el paso del
tiempo, derivados posiblemente de la inversion activa en azlicares en el tratamiento sin
riego y de una acumulacion pasiva de azucares en los individuos regados (Figura

IV.41).
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Figura 1V .41. Destino del carbono asimilado en plantas. Las reservas moviles de C pueden construirse
por formacion activa en competencia con otras funciones, como el crecimiento, la respiracion o la sintesis
de sustancias defensivas (y supone por tanto un trade-off), por acumulacién pasiva (en cuyo caso no
constituye un tradeoff, puesto que se debe simplemente a que, en ocasiones, el suministro de C excede la
demanda) o a partir del reciclado de otros compuestos carbonados. Tomado de Hoch (2007).
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Al considerar los resultados obtenidos para las distintas combinaciones de
especies y tratamientos de irradiancia (Tabla IV.19), es de destacar la similitud en el
comportamiento mostrado por los individuos de ambas especies, especialmente a alta
irradiancia. En este tratamiento Gnicamente se halld una reduccion en el contenido de
almidon y un incremento en la concentracion de azlcares en la primera parte del
experimento, ligados al proceso de aclimatacién a ese nivel de irradiancia y a las
mayores tasas de fijacion de C registradas en ese tratamiento. En la segunda parte del
experimento, unicamente se observaron cambios en el tejido “nuevo”, mas activo,
hallandose para A. pinsapo un incremento significativo en la concentracion de los NSC
totales de los individuos regados, que no se produjo en A. alba, y que podria deberse a
diferencias interespecificas en la sintesis del almidon o en la tasa de movilizacion de
este compuesto.

En lo que respecta al tratamiento de baja irradiancia, es de destacar la escasa
movilizacion de reservas en ambas especies, tanto en la primera como en la segunda
parte del experimento. En el tejido foliar “nuevo” de A. pinsapo se produjo ademas una
acumulacion de azucares libres y de NSC totales en la primera parte del experimento, y
de azlcares en la segunda parte del experimento. Considerando la similitud de las tasas
de fijacion de C registradas en ambas especies, tanto en la primera como en la segunda
parte del experimento, este incremento podria deberse a una menor capacidad de
crecimiento en A. pinsapo durante el proceso de aclimatacion a la luz, y una sintesis
activa de azucares con capacidad osmorreguladora durante el proceso de estrés hidrico.

Dado que, como era de esperar, las mayores tasas de fijacion de C se hallaron
siempre en el tratamiento a alta irradiancia (a lo largo de todo el experimento) y con
riego (segunda parte del experimento), puede concluirse que los individuos adscritos a
esta combinacion de tratamientos gozaron de un estado de suministro de carbono
razonablemente bueno, e indudablemente mejor que en otras combinaciones de
tratamientos, lo que explicaria el hecho de que se registrasen no so6lo mayores
concentraciones en todo momento, sino también mayores variaciones temporales,
ligadas a la movilizacion de almidon y principalmente a la acumulacién simulténea,
aunque a menudo leve, de azlcares libres. En comparacion, las menores
concentraciones y la “inmovilidad” de las reservas acumuladas a baja irradiancia
parecen ser resultado de la limitacion en el input energético a que se ven sometidos los

individuos adscritos al mismo, los cuales mostraron menores tasas de fijacion de C y un
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menor crecimiento que los individuos del otro tratamiento. Esta constriccion fue tal que,
si bien por un lado redujo el consumo de almidon, también limit6 la capacidad de
invertir en la sintesis de azucares con caracter osmorregulador durante el proceso de
estrés hidrico (Correia et al. 2006). En contraposicion, el tratamiento de alta irradiancia,
permitio un cierto grado de activacion en los individuos de ambas especies, que indujo
la movilizacién de reservas y/o su acumulacion en las distintas situaciones.

El hecho de que apenas existan diferencias derivadas directamente de la
aplicacion de los tratamientos de riego, unido a la existencia de diferencias consistentes
entre tratamientos de irradiancia, indican una vez mas la influencia crucial de la sefal
luminica en el desenvolvimiento de ambas especies, hasta el punto de que el ambiente
luminico limité decisivamente la capacidad de respuesta ante un proceso de estrés

hidrico.
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Tabla IV.18. Resultados mas significativos de las diferencias registradas en el contenido en azucares libres, en almidén y en NSC en muestras de tejido foliar maduro (parte
superior) y “nuevo” (parte inferior) a lo largo del experimento, para los principales efectos considerados (especies, tratamientos de irradiancia y riego). Los asteriscos indican
la existencia de diferencias significativas entre especies, tratamientos de irradiancia y/o de riego, y distintos momentos del tiempo. El nivel de significacion considerado fue de
p < 0.05, salvo en caso de diferencias marginalmente significativas, en cuyo caso se indica otro valor entre paréntesis. “Al”: alta irradiancia. “BI”: baja irradiancia. “R”: riego.
“SR”: sin riego. Las flechas indican si se produjo un incremento o una disminucién con el paso del tiempo. El signo “=" indica que no existe una tendencia clara con el
tiempo. Las casillas sombreadas indican que ese efecto (el tratamiento de riego) no se evaluo en la primera parte del experimento.

Tejido foliar maduro

Efecto “inicial” — “inicial 2” “inicial 2” — “final”
azucares almidon NSC totales azucares almidon NSC totales
Especie (mayor concentracion) A.alba* A pinsapo A alba* A. alba * A. pinsapo * A. alba *
Irradiancia (mayor concentracion) Al * Al * Al * Al * Al AL *
1 AL* L AT* JAL* =Al-R =Al-SR 1 Al-R =AI-SR =AI-R =AI-SR
tiempo
=BI =BI =BI =BI-R =BI-SR =BI-R =BI-SR =BI-R =BI-SR

Tejido foliar “nuevo”

Efecto “inicial” — “inicial 2” “inicial 2” — “final”
azucares almidon NSC totales azucares almidon NSC totales
Especie (mayor concentracion) A. alba A. alba A. alba A. alba (p =0.057) A. alba A. alba
Irradiancia (mayor concentracion) Al Al Al Al Al Al
TAL* | AT* =Al 1 AI-R =AI-SR =AI-R | AI-SR * 1T AI-R | AI-SR *
tiempo
T BI* = BI =BI T BI-R T BI-SR * =BI-R =BI-SR TBI-R 1 BI - SR
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Tabla IV.19. Resultados mas significativos de las diferencias registradas en el contenido en azucares
libres, en almidon y en NSC en muestras de tejido foliar maduro (tabla superior) y “nuevo” (tabla
inferior) a lo largo del experimento, para las distintas combinaciones de especies y tratamientos de
irradiancia. “AI”: alta irradiancia. “BI”: baja irradiancia. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias significativas entre especies, tratamientos de irradiancia y/o de riego (p < 0.05). El doble
asterisco indica un valor de p = 0.06. En cada columna se indican, por orden, los resultados obtenidos en
la primera parte del experimento (1%), en la segunda parte, bajo el tratamiento de riego (2°-R) y bajo el
tratamiento de estrés hidrico (2°-NR). Las flechas indican si se produjo un incremento o una disminucién
con el paso del tiempo. El signo “=" indica que no se observa una tendencia clara con el paso del tiempo.

Tejido foliar maduro

azucares almidon NSC totales
1* 2*-R 2"-NR 1° 2°-R 2°-NR 1* 2°-R 2*-NR
A. alba - BI T = = l = = l = =
A. alba - Al 1 = = L* 1 = ! = =
A. pinsapo — BI = = = = = = = = =
A. pinsapo — Al 1 = = L * 1 = ! = =
global 1* = = L* = = 1* = =
Tejido foliar “nuevo”
azucares almidon NSC totales
1* 2°-R 2°-NR 1* 2*-R 2°-NR 1* 2*-R 2*-NR
A. alba - BI 1 = 1 ! = = = = =
A. alba — AT T i 7 ! = * = = L*
A.pinsapo-BI T~ T T = = = T = =
A.pinsapo—AI 17 = = ! T L* = T L*
global T T T LF = LF = T L*
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IV.5. Conclusiones.

- Abies alba ha demostrado ser la especie con mayor capacidad de homeostasis frente a
cambios en las condiciones ambientales de suministro hidrico. En comparacion, A.
pinsapo presenta un control deficitario de la apertura estomatica y un menor grado de
ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica al agua, lo que a
la postre redunda en una menor eficiencia en el uso del agua.

- De nuevo, la composicion en isotopos estables de C del tejido foliar no puede emplearse
directamente como indicador del estatus hidrico de un individuo cuando exista algun otro
factor que pueda alterar simultaineamente las variables que intervienen en el intercambio
£aseoso.

- La senal isotopica de C también sugiere, al igual que las medidas de intercambio
gaseoso, la existencia de un mayor control de la apertura estomatica en A. alba, lo que
permitié a esta especie desenvolverse con mayor éxito en las distintas combinaciones de
irradiancia y riego.

- Las condiciones de estrés por déficit hidrico y energético no solo afectaron a las
variables relacionadas con el intercambio gaseoso, el estatus hidrico y la sefial isotdpica,
sino que también actuaron en sentidos opuestos sobre la eficiencia en el uso del agua y de
la luz, existiendo en este sentido un claro tradeoff entre ambas, siendo éste de mayor
intensidad en A. pinsapo.

- Existe una fuerte dependencia respecto a la sefial luminica, en los individuos de ambas
especies en cuanto a la sintesis de NSC y su movilidad, mayor que respecto a la
disponibilidad hidrica, como indican las mayores concentraciones en los individuos
sometidos a los tratamientos de alta irradiancia, o las menores concentraciones y la
“inmovilidad” de las reservas acumuladas a baja irradiancia, que parecen ser resultado de
la limitacion en el input energético a que se ven sometidos los individuos adscritos al
mismo.

- Las mayores concentraciones de NSC en los individuos de A. alba, junto a la mayor
eficiencia en el uso del agua y de la luz por parte de esta especie, indican una mayor

tolerancia al estrés por parte de la misma en comparacion con A. pinsapo.
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V. Fijacion de carbono y control estomatico en Abies pinsapo
y en Abies alba.

En este capitulo se describe el tercer y tltimo de los experimentos llevados a cabo para
comparar el comportamiento ecofisiologico de A. pinsapo y de A. alba bajo
condiciones controladas. Se trata en realidad de tres subexperimentos disefiados para
conocer la capacidad de fijacion de carbono y el control ejercido sobre la apertura
estomatica en situaciones en la que el input energético se suministra de forma
constante, mediante la aplicacion de un nivel de irradiancia determinado, o de forma
variable, bien mediante la aplicacion de distintos niveles de irradiancia, bien mediante
la aplicacion de un cierto nivel de irradiancia constante interrumpido por periodos de
oscuridad de duracion creciente En ellos se realizd el seguimiento de variables
relacionadas con el intercambio gaseoso y se determiné la cantidad de carbono fijado y
de agua “perdida’ a través de los estomas en cada caso. Cuando fue posible, ademas,
se evaluaron los cambios experimentados por distintos parametros que describen la
dindmica temporal de la fotosintesis neta y la conductancia estomatica al agua, y el
tiempo que tardo en alcanzarse el estado estacionario, lo que constituye un nuevo punto
de vista en lo que respecta a la evaluacion del comportamiento exhibido por individuos

de ambas especies en distintas situaciones de suministro de irradiancia.
V.1. Introduccion.
V.1.1. Marco conceptual.

De todos los factores ambientales que afectan al desempefio de los organismos
vegetales, puede que la luz sea el mas heterogéneo tanto espacial como temporalmente
(Pearcy, 1999). Asi, bajo el dosel de especies perennes, largos periodos de luz difusa
son interrumpidos de forma impredecible por brillantes sunflecks y por la apertura de
pequenos huecos y claros (Pearcy, 1983; Chazdon y Pearcy, 1991; Valladares et al.
1997; Lei y Lechowicz, 1998), que alteran sensiblemente los niveles de irradiancia que
perciben los individuos del sotobosque.

En el caso del pinsapo, el predominio de masas monoespecificas, caracterizadas
por una elevada densidad de pies y el desarrollo de un dosel cerrado y compacto (ver

Seccion I1I1.1.2), hacen que la pervivencia de la especie dependa en gran medida de la
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capacidad de los juveniles que se encuentran en el sotobosque para sobrevivir en el
interior umbroso de los pinsapares, y para aprovechar los escasos rayos de luz que de
forma fortuita puedan captar con el movimiento de las ramas por el viento o la apertura
de un claro en el dosel. Por otro lado, las poblaciones de pinsapo se encuentran
plenamente inmersas en un ambiente tipicamente mediterraneo, con las constricciones
que la intensa sequia estival caracteristica pueda imponer sobre los procesos de
regeneracion natural de la especie, por lo que puede afirmarse que el mecanismo natural
de regeneracion del pinsapar, al menos bajo dosel, ha de estar fuertemente influenciado
por la conjuncion de dos circunstancias, la sequia estival y los bajos y/o variables
niveles de irradiancia, que interaccionan e influyen de forma opuesta sobre los
individuos juveniles de la especie (Sack et al. 2003). En este sentido, Smith y Huston
(1989) ya abordaron la competencia entre los rasgos que favorecen la tolerancia a la
sombra y la resistencia a la sequia, siendo este tradeoff en particular objeto de
numerosos estudios posteriores, en los cuales se ha querido comprobar si la resistencia
al estrés hidrico puede verse comprometida en condiciones de baja luminosidad,
llegando incluso a plantearse la hipotesis de que la sequia puede ser mas perniciosa bajo
sombra que a pleno sol (Valladares y Pearcy, 2002). No obstante, y a pesar de haberse
contrastado esta teoria en distintas ocasiones (e.g. Aranda et al. 2005; Climent et al.
2006), otros estudios hallaron que los bajos niveles de irradiancia tuvieron el efecto
contrario, produciéndose una mitigacion de los efectos derivados del estrés hidrico (e.g.
Prider y Facelli, 2004; Sanchez-Gomez et al. 2006), en linea con la hipotesis de la
facilitacion (Callaway, 1995; Holmgren, 2000), o bien que ambos factores (el estrés
hidrico y los bajos niveles de irradiancia) tuvieron efectos independientes (Sack y
Grubb, 2002; Sack, 2004).

En cualquier caso, en relacion con el pinsapo no existen trabajos de
investigacion que hayan abordado especificamente la forma en que los individuos mas
jovenes, el estadio vital mas vulnerable y, al mismo tiempo, el eslabén fundamental en
los procesos de regeneracion natural de la especie, afrontan este posible tradeoff, ni
conocemos en qué medida se relaciona su capacidad de fijacion de C con la dosis de
irradiancia recibida, ni siquiera hasta qué punto esta relacion se ve afectada por la forma
en que esta dosis es suministrada, mediante la exposicion a un determinado nivel de
irradiancia, a distintos niveles de irradiancia en periodos de duracion variable, o incluso
a niveles extremadamente bajos. Por ello, se ha disefiado una serie de experimentos que

abordan estas cuestiones, con el objetivo fundamental de comprobar si uno de los rasgos
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xeroheliofilos que se han potenciado en A. pinsapo, en comparacion con una especie de
ambientes mas mésicos, como A. alba, ha sido el control estomatico, lo que le
capacitaria a priori para i) responder rapidamente a cambios en el ambiente luminico, y
i1) maximizar la cantidad de carbono fijado en relacion a la cantidad de agua perdida via
conductancia estomatica. Asi, en la planificacion del disefio se ha incluido la evaluacion
de estas ultimas variables, ademas de haberse considerado la importancia de la dindmica
temporal del intercambio gaseoso, mediante la obtencion de las constantes temporales
que la definen, al objeto de evaluar la capacidad de reacciéon ante cambios en las
condiciones ambientales (en nuestro caso, ante niveles de irradiancia variables), todo
ello con la intencion de conocer la estrategia seguida para mantener, en la medida de lo

posible, un balance de carbono positivo.

V.1.2. Hip6tesis de partida.

El pinsapo puede considerarse sensu lato una especie producto de un proceso evolutivo
cuya fuerza directriz ha sido la rapida adaptacion a condiciones climaticas de tipo
mediterraneo (ver Seccién 1.4.1), por lo que cabria esperar, en consecuencia, la
manifestacion en su comportamiento ecofisiologico de rasgos semejantes a las
estrategias adaptativas que presentan especies de comunidades vegetales tipicamente
mediterraneas. Entre esos rasgos, cabe destacar el notable grado de control de la
apertura estomatica que exhiben muchas de estas especies, al objeto de minimizar la
cantidad de agua perdida durante la fijacion de carbono. Asi, el pinsapo, frente a otras
especies de abetos propias de ambientes mas benignos, como A. alba, habria de
presentar un mayor control estomatico y una mayor eficiencia en el uso del agua. Por
otro lado, y si tenemos en cuenta la hipdtesis de la existencia de un tradeoff entre la
tolerancia a la sombra y al estrés hidrico, parece logico pensar que en A. alba, una de las
especies forestales europeas mas tolerantes a la sombra (Robakowski et al. 2003),
primen los rasgos propios de esta estrategia vital, mientras que en A. pinsapo, al que le
ha “tocado” vivir en condiciones mediterrdneas caracterizadas por una fuerte sequia
estival, hayan predominado los rasgos que doten a la especie de una mayor tolerancia a
la sequia, con independencia de que en determinados microambientes del sotobosque,
las plantulas y brinzales puedan experimentar niveles de irradiancia extremadamente
bajos (ver Seccion II1.1.2). Asi, A. pinsapo podria considerarse una especie

“mediterraneizada”, capaz de afrontar la heterogeneidad espacial y temporal de las
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condiciones ambientales que caracterizan los ecosistemas forestales mediterraneos,
mediante un comportamiento mas plastico que el exhibido por especies propias de
ecosistemas forestales templados, como A. alba.

Sin embargo, y tal y como se ha expuesto anteriormente (ver Seccion 1.4.5),
existen estudios que sustentarian la hipdtesis contraria (Lortie y Aarssen, 1996), lo que
implicaria que A. alba podria considerarse a priori la especie capaz de un uso mas
plastico y eficiente de los recursos disponibles en cada momento. Ademas, la capacidad
de supervivencia del pinsapo podria basarse en su estrategia vital, caracterizada por la
frugalidad (Linares y Carreira, 2006), por lo que es necesario evaluar asimismo la
interaccion entre los niveles de baja irradiancia y el estrés hidrico propio de la época

estival en el pinsapo.

V.1.3. Objetivo del experimento. Objetivos especificos.

El objetivo basico de este capitulo ha sido evaluar experimentalmente la capacidad de
fijacion de carbono y la rapidez de respuesta en el control estomdtico, en individuos
juveniles de A. alba y de A. pinsapo, bajo condiciones controladas. Con este proposito,
se han disenado tres experimentos que tratan de cubrir distintos aspectos especificos
relacionados. En el primer experimento, se pretende conocer la respuesta fotosintética a
un nivel de irradiancia constante, y estimar la capacidad de fijacion de carbono asi como
la cantidad de agua perdida en individuos de ambas especies adscritos a distintos
tratamientos de irradiancia. En el segundo experimento, el objetivo especifico es
conocer la respuesta de ambas especies al suministro de cierta dosis de luz mediante la
yuxtaposicion de periodos de distinta duracion bajo niveles de irradiancia diferentes, y
si la cantidad de C fijado y de agua “perdida” dependen de la forma en que la luz es
suministrada y del tipo de respuesta exhibida por ambas especies. En el tercero, se
pretende caracterizar la respuesta fotosintética ante niveles de luz estacionarios, conocer
el efecto que tiene sobre la misma la interposicion de periodos de oscuridad de duracion
creciente, y evaluar, por un lado, si el tiempo de retardo al hallarse de nuevo sometidos
los individuos a un determinado nivel de irradiancia se incrementa de una forma lineal o
no al incrementarse la duracion de los periodos de oscuridad; y por el otro, conocer en
qué medida puede mermarse la capacidad de fijacion de C a causa del tiempo de

retardo, y si ese decremento es proporcional o no a la reduccion de la dosis de luz.
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V.2. Disefio experimental y tratamiento estadistico de los datos.

V.2.1. Disefio experimental.

Los tres experimentos descritos en este capitulo consistieron basicamente en el
seguimiento de variables relacionadas con el control de la apertura estomadtica y la
fijacion de carbono en individuos sometidos a dos irradiancias distintas de incubacion.
Estos experimentos fueron llevados a cabo en el interior de una camara de crecimiento
in vivo adscrita a los Servicios Técnicos de Apoyo a la Investigacion de la Universidad
de Jaén. Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes en todo momento, con
una temperatura media alrededor de los 20 — 22 °C, una humedad relativa del aire del
50-60% y un fotoperiodo de doce horas de luz y doce de oscuridad. Los individuos (4-5
réplicas por tratamiento y especie) fueron asignados al azar, en un disefio
completamente aleatorizado, a dos niveles de irradiancia diferentes. Dentro de cada
nivel de irradiancia, los individuos fueron rotados al azar semanalmente, al objeto de
evitar los posibles efectos derivados de la localizacion de los mismos en el interior de la
camara.

Los tratamientos de irradiancia consistieron en una irradiancia media, de
aproximadamente 350-400 pmol fotones m™ s™', y una irradiancia baja, de 30-50 pmol
fotones m? s'. Dicha irradiancia fue suministrada mediante tubos fluorescentes
convencionales. Dada la diferencia en el porte entre los individuos de ambos especies,
fueron colocados a distintas alturas, al objeto de homogeneizar la cantidad de luz
incidente sobre cada uno de ellos. En adelante, los tratamientos seran referidos como
“alta irradiancia” (Al) y “baja irradiancia” (BI), para hacer mas intuitivos los
correspondientes andlisis y graficos del apartado dedicado a resultados (Seccién V.3) y
facilitar asi su comprension. Durante cada experimento, los individuos fueron
convenientemente regados (aproximadamente, 100 ml por individuo y dia en el
tratamiento BI, y 125 ml en el tratamiento Al). Ademads, se hizo un seguimiento de los
niveles de humedad en el sustrato de los contenedores en los que se hallaban los
individuos, mediante el empleo de una sonda de humedad Theta Probe modelo ML2x,
acoplado a un datalogger HH2, todo de Delta-T Devices Ltd. (Cambridge, Reino
Unido).
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Para las medidas de intercambio gaseoso descritas en las siguientes secciones, se
empled el IRGA portatil que se describe en la Seccion I1.3.6.1 de esta memoria. Estas
medidas se tomaron en 3-5 individuos, seleccionados al azar dentro de cada nivel luz y
especie, y siempre en tramos de un afio de edad, con aciculas maduras. Estos tramos
fueron marcados y empleados a lo largo de cada experimento, siendo recolectados al
final de los mismos, al objeto de corregir los datos experimentales por el area foliar real.
En todos los casos, la irradiancia necesaria para estas mediciones fue suministrada

mediante una lampara de haluro metalico acoplada a un foco halégeno.

V.2.1.1. Experimento 1. Curvas “fotoperiodo™.

El primer experimento consistid0 en la realizacion de curvas que denominamos
“fotoperiodo” con los individuos de ambas especies adscritos a los dos tratamientos de
incubacidn previstos. Con estas curvas “fotoperiodo”, que consistieron en suministrar
un cierto nivel de irradiancia constante durante un periodo de tiempo concreto, y en
registrar simultineamente las tasas instantaneas de fotosintesis neta y de conductancia
estomatica al agua, el objetivo era poder estimar la cantidad de carbono fijado y de agua
“perdida” por estos individuos.

Para la obtencion de estas curvas, los individuos seleccionados fueron sometidos
a una irradiancia incidente similar a la del tratamiento Al, después de haber estado en
completa oscuridad durante la noche. Una vez que la respuesta fotosintética habia
alcanzado un valor méaximo, calculado mediante el ajuste de los datos experimentales
registrados a una curva sigmoidal definida por tres pardmetros usando SigmaPlot 8
(Systat Software Inc., 2006), y tras comprobar que esta respuesta se mantiene
practicamente constante durante varias horas cuando se ha alcanzado el estado
estacionario, se optd por reducir el registro de las tasas de intercambio gaseoso a una
hora en la mayoria de los casos, al objeto de agilizar la toma de datos y poder aumentar
asi el nimero de réplicas. Conociendo para cada caso la duracion del periodo de
oscuridad y el momento en que se habia producido el encendido de la fuente de
irradiancia, se calcularon tres pardmetros temporales distintos: el tiempo transcurrido
desde el encendido hasta alcanzar la tasa maxima calculada, que denominamos Tmaxsig;
el tiempo transcurrido desde el encendido hasta que se produjo el 63% del cambio total
experimentado por la tasa neta de fotosintesis registrada (Tw,) (Whitehead y Teskey,

1995; Whitehead et al. 1996; Pepin y Livinsgton, 1997), calculando esa “cantidad de
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cambio” como la diferencia entre la tasa promedio de respiracion en oscuridad
registrada y el valor experimental registrado mas cercano al valor maximo considerado;
finalmente, también se calculd el pardmetro que denominamos Tg, el tiempo
transcurrido hasta alcanzarse el estado estacionario (en inglés, steady-state), definiendo
este estado como el momento en que han transcurrido al menos cinco minutos en los
que el coeficiente de variacion, calculado considerando un periodo de cinco minutos
sobre los datos experimentales registrados, permaneci6 por debajo del 5%. Estos tres
parametros temporales fueron calculados sobre los valores de las tasas de fotosintesis
neta y de conductancia estomatica al agua registradas en paralelo, asi como sobre el
ratio entre las tasas instantaneas de ambas variables.

A partir del conjunto de datos experimentales registrados en cada caso, se
calculé la dosis de irradiancia suministrada (en J m™), como el area existente bajo la
curva definida por el registro temporal de la irradiancia incidente, expresada en W m™.
La cantidad de C fijado en cada caso (en pmol CO, m™) se calculé como el area bajo la
curva definida por el registro temporal de la tasa instantinea de fotosintesis neta,
expresada en pmol CO, m™ s'. La cantidad de agua “perdida” a causa de la
conductancia estomatica al agua (en mol H,O m™) se calculd como el 4rea bajo la curva
definida por el registro temporal de esta variable, expresada en mol H,O m? s”. Para
todos estos calculos se empled KaleidaGraph 4.1.1 (Synergy Software Inc., 1986-2010).
A partir de estos tres datos pudo calcularse el ratio entre la cantidad de C fijado y la
dosis de irradiancia recibida (expresado en umol CO, J') y el ratio entre la cantidad de
C fijado y la cantidad de agua perdida, expresado en pmol CO, mol™ H,0, al objeto de
realizar una estimacion de la eficiencia en el uso del agua y de la luz por parte de los

individuos participantes en este experimento.

V.2.1.2. Experimento 2. Dosis mediante distintos niveles de irradiancia.

El segundo experimento consistidé en suministrar a individuos de ambas especies,
adscritos a los dos tratamientos de irradiancia previstos (Al y BI), una cierta dosis de
luz, mediante la colocacion de los mismos bajo diferentes niveles de irradiancia durante
periodos de tiempo de duracion conocida. La secuencia de tiempos y niveles de
irradiancia a que fue sometida cada uno de los individuos aparece en la Tabla V.1. Las

tasas de intercambio se registraron con una frecuencia de cinco segundos. Previamente a
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las medidas, cada individuo habia estado una hora en el tratamiento de incubacion al
que estaba adscrito, al objeto de que todos los individuos empleados se encontrasen en
la misma situacion de partida. De forma simultanea a la aplicacion y registro de estos
niveles de irradiancia, se procedido al registro en paralelo de distintas variables
relacionadas con el intercambio gaseoso, principalmente las tasas instantdneas de

fotosintesis neta y de conductancia estomatica al agua.

Tabla V.1. Secuencia de periodos de luz previstos en el segundo experimento, con la irradiancia
caracteristica y la duracion de cada uno de ellos. La irradiancia se expresa en pumol fotones m2s™.

Irradiancia incidente Duracion del periodo
0 30°
300 60’
500 60’
1100 30°
800 60’
50 30°

Al igual que en el primer experimento, a partir de los registros temporales de los
niveles de irradiancia y de las tasas de fotosintesis neta y conductancia estomatica, se
calcularon la cantidad de luz suministrada a cada individuo (“dosis”, expresada en J m’
%), la cantidad de C fijado via fotosintesis neta (“C fijado”, en umol CO, m?); y la
cantidad de agua perdida a causa de la conductancia estomatica al agua (“agua perdida”,
en mol HO m™). Para ello, y a pesar de que los datos experimentales se registraron en
periodos de tiempo con la duracidon reflejada en la Tabla V.1, se consideraron
unicamente los ultimos 20 minutos, en el caso de los niveles de irradiancia aplicados
durante media hora, y los ultimos 40 minutos en el caso de los niveles de irradiancia
aplicados durante una hora, a fin de evitar los momentos de tiempo en los que hubiese
quedado constancia de la transicion entre un nivel de luz y el siguiente, y recoger en
cambio los momentos en los que la respuesta de las distintas variables se habia
estabilizado y habia alcanzado con seguridad un estado proximo al estado estacionario.
A partir de las tres variables mencionadas, se calcularon el ratio entre la cantidad de
carbono fijado y la dosis de irradiancia recibida (expresado en umol CO, J') y el ratio
entre la cantidad de carbono fijado y la cantidad de agua perdida, expresado en pmol

CO, mol™! H,0.
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V.2.1.3. Experimento 3. Interposicion de periodos de oscuridad de duracion creciente.

En el tercer experimento, se caracterizd la respuesta fotosintética mostrada por
individuos de ambas especies, seleccionados al azar, cuando los mismos eran sometidos
a una irradiancia constante, de aproximadamente 300 pmol fotones m™ s de PAR,
interrumpida por periodos de oscuridad de duracion creciente. Asi, el individuo
seleccionado en cada ocasién era colocado bajo un nivel de irradiancia constante
mientras se hacia un registro en continuo de las tasas de intercambio gaseoso, y cuando
alcanzaba el estado estacionario en su respuesta fotosintética, era sometido a oscuridad
total durante 5 minutos. Pasado este tiempo, el individuo era de nuevo colocado bajo el
nivel de irradiancia constante. En cuanto volvia a alcanzarse el estado estacionario, se
aplicaba un periodo de oscuridad de 10 minutos de duracion, y luego se volvia al nivel
de irradiancia inicial. Este procedimiento se repitid tres veces mads, intercalando
periodos de oscuridad de 30, 60 y 120 minutos. De forma previa a cualquier medida, los
individuos permanecieron 60 minutos bajo el nivel de irradiancia de medida, al objeto
de que todos los individuos empleados se encontrasen en la misma situacion de partida.
Se considerd que se habia alcanzado el estado estacionario en la respuesta fotosintética
cuando, una vez alcanzado el maximo segun un ajuste sigmoidal de los datos
experimentales (tasa instantdnea de fotosintesis neta vs. tiempo), el coeficiente de
variacion, para una ventana de cinco minutos, se mantuvo por debajo del 5% durante un
minimo de cinco minutos.

Al igual que en el primer experimento de este capitulo, se procedid al ajuste de
los datos experimentales registrados a una curva sigmoidal, al objeto de conocer el valor
maximo alcanzado por la respuesta fotosintética. Del mismo modo, se calcularon los
promedios registrados durante el periodo de oscuridad conocida la duracion del periodo
de oscuridad en cada caso, y los tres parametros temporales previamente descritos
(Tmaxsig» Trau Y Tss) sobre los valores de las tasas de fotosintesis neta y de conductancia
estomatica al agua registradas en paralelo, asi como sobre el ratio entre las tasas
instantaneas de ambas variables. Para estos célculos, y para el calculo del resto de
variables de este experimento, se consideraron unicamente 25 minutos del total de
tiempo registrado en cada caso, que vari6 en funcién del tiempo que necesitd cada
individuo para alcanzar de nuevo el estado estacionario. Este periodo de tiempo
comprendio los ultimos cinco minutos del periodo de oscuridad aplicado en cada caso, y

los siguientes 20 minutos registrados, en los que cuales queda constancia de la
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transicion experimentada al pasar de completa oscuridad al nivel de irradiancia
constante previsto en el disefio del experimento.

Por otro lado, y de nuevo como en el primer experimento, se calculd la dosis de
irradiancia suministrada (en J m™), la cantidad de C fijado en cada caso (en pumol CO;
m™) y la cantidad de agua “perdida” via conductancia estomatica al agua (en mol H,O
m?), y a partir de estos tres datos, se calculé el ratio entre la cantidad de C fijado y la
dosis de irradiancia recibida (expresado en umol CO, J') y el ratio entre la cantidad de

C fijado y la cantidad de agua perdida (expresado en umol CO, mol™' H,0).

V.2.2. Tratamiento estadistico de los datos.

En el primero de los experimentos, para los parametros temporales calculados a partir
de las distintas curvas fotoperiodo, la tasa promedio registrada en oscuridad y los
maximos tedricos de cada curva, la existencia de diferencias significativas entre
especies, tratamientos de luz y los distintos momentos del tiempo se evalu6 mediante un
GLM (General Linear Model) seguido de un test post-hoc de Tukey HSD (Honest
Significant Difference). De forma previa, se comprobé la normalidad vy
homocedasticidad de los datos, mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de
homogeneidad de las varianzas de Cochran, respectivamente. En caso de que los datos
no cumpliesen alguno de ellos, se procedi6 a la transformacion de los datos.

En el tercer experimento, para las mismas variables, se evaluo de forma similar
la existencia de diferencias significativas entre especies, tratamientos de irradiancia y
las distintas duraciones de los periodos de oscuridad interpuestos, pero no entre distintos
momentos del tiempo, al considerar unicamente el conjunto de datos registrado en el
momento final del experimento. Ello se debi6 a que, al considerar el conjunto global de
datos registrados, se comprob6 a priori que en el momento inicial las diferencias
debidas a la duracion de los periodos de oscuridad no eran tan evidentes como al final
del experimento y que, en este sentido, el efecto del tiempo de incubacion fue similar al
hallado en anteriores ocasiones, en las que se produjo una magnificacion de los efectos
derivados de la aplicacion de los tratamientos. Por ello, para simplificar los analisis y
centrarnos en esos efectos “ampliados”, se optd por considerar unicamente los datos

registrados en el momento final del experimento.
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Para evaluar la existencia de diferencias significativas entre los parametros temporales
estudiados y las variables registradas en el primer experimento, considerando el
conjunto de datos obtenidos en cada caso a nivel global, y a nivel de especie, de
tratamiento de luz, y para cada combinacion de especies y tratamientos, pares de
conjuntos de datos (normales y homocedasticos) se compararon a través de un test t de
Student. En caso de no cumplirse los requisitos de normalidad y homocedasticidad, ni
siquiera transformando los datos originales, se realizd6 el ANOVA no paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido de un test a posteriori para la deteccion de diferencias
significativas (Multiple comparison of mean ranks for all groups).

Finalmente, en lo referente a la dosis de irradiancia suministrada, la cantidad de
C fijado, la cantidad de agua perdida via conductancia estomatica, y la cantidad de C
fijado en relacion con la dosis suministrada y la cantidad de agua perdida, calculadas en
los tres experimentos, la existencia de diferencias significativas entre especies, entre
tratamientos de irradiancia y entre distintos momentos del tiempo se evalué como en
casos anteriores, mediante un GLM seguido del test post hoc de Tukey HSD. En el caso
del tercer experimento, los andlisis también evaluaron la existencia de diferencias
significativas derivadas de la aplicacion de periodos de oscuridad de distinta duracion.

Para todos los analisis estadisticos se empled el programa Statistica 7.0 (StatSoft

Inc., 1984-2004). El nivel de significacion fijado en todos los casos fue del 95%.

V.3. Resultados.

V.3.1. Curvas ““fotoperiodo”.

Los datos experimentales registrados durante la realizacion de las curvas “fotoperiodo”
sirvieron, en primer lugar, para conocer la dindmica temporal de tres de las variables
registradas (la tasa instantdnea de fotosintesis neta, la de conductancia estomatica al
agua y el ratio entre ambas, Figura V.1) mediante el célculo de los pardmetros
temporales que se detallan en la Seccion V.2.1.1 de este capitulo. Asi, para cada una de
esa variables, se calcul6 la tasa promedio registrada durante el periodo de oscuridad, el
valor mads cercano al maximo obtenido mediante el ajuste de los datos experimentales a
una curva sigmoidal, y las constantes temporales, que describen el tiempo que

transcurre i, desde el encendido hasta que se produce el 63% del total del cambio (Ty,y),
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Ii, hasta que se alcanza el maximo calculado (Tmaxsig) ¥ 111, hasta que se alcanza el estado
estacionario en la respuesta de esa variable (Tgs).

Los andlisis estadisticos realizados sobre los resultados obtenidos pusieron de
manifiesto la existencia de diferencias significativas entre especies, entre tratamientos

de luz y entre momentos del tiempo, segun la variable considerada en cada caso.

V.3.1.1. Tasa instantanea de fotosintesis neta.

En el caso de la respiracion en oscuridad promedio registrada, se hallaron inicamente
diferencias significativas entre especies (Tabla V.2). Los valores mas negativos se
registraron en la especie A. pinsapo. Con el tiempo tuvo lugar, al principio, un ligero
descenso de las tasas, produciéndose después un incremento mas o menos notable,
especialmente en el tratamiento de alta irradiancia. En lo que respecta al maximo de
cada curva, los andlisis Unicamente hallaron diferencias significativas con el paso del
tiempo (Tabla V.2), produciéndose un notable descenso en todos los casos (Figura
V.2A).

En lo que respecta a la dindmica temporal de esta variable, es de destacar que
T fue siempre inferior a Taxsig Y Tss, mostrando estos dos ultimos valores similares
(Tabla V.5). En el caso de Ty, los analisis revelaron la existencia de diferencias entre
especies y entre los distintos momentos del tiempo. Los mayores valores de este
parametro se registraron en A. alba y en los individuos adscritos al tratamiento de baja
irradiancia. Con el tiempo, tuvo lugar un descenso en los valores registrados,
especialmente en A. alba.

Para el pardmetro Tpaxsig, 10s andlisis pusieron de manifiesto la existencia de
diferencias para los efectos “especie” y “especie x tiempo de incubacion”. Los mayores
valores de este parametro se hallaron en la especie A. alba. En esta especie, con el
tiempo, los valores registrados se incrementaron al aumentar el tiempo de incubacion
(Tabla V.2). En A. pinsapo, sin embargo, los valores registrados se mantuvieron
practicamente constantes en el tratamiento de alta irradiancia, y decrecieron en el
tratamiento a baja irradiancia (Tabla V.5). En el caso de T, se hallaron diferencias
significativas entre especies y entre los distintos momentos del tiempo (Tabla V.2). Los

mayores valores se registraron en A. alba.
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V.3.1.2. Tasa instantanea de conductancia estomatica al agua.

Para el caso de la tasa promedio de conductancia estomatica al agua registrada durante
el periodo de oscuridad, se hallaron diferencias debidas a los efectos “especie” y
“especie x tiempo de incubacion”. Los mayores valores se registraron en individuos de
A. pinsapo. Con el tiempo, estos valores tendieron a aumentar ligeramente en valores
promedio esta especie, y a disminuir en el caso de A. alba. Respecto a la tasa maxima
caracteristica de cada curva realizada, los analisis revelaron la existencia de diferencias
significativas debidas a los factores “especie”, “tiempo de incubacion” y a la interaccion
entre ambos (Tabla V.3). Los mayores valores se obtuvieron en curvas realizadas en
individuos de A. pinsapo. Con el tiempo, tuvo lugar un descenso significativo de estos
valores (Figura V.2).

Respecto al parametro Ty, los analisis revelaron la existencia de diferencias
significativas ligadas a los efectos “especie” y “tiempo de incubacion”, y a la
interaccion entre ambos (Tabla V.3). Los mayores valores se registraron en A. alba;
con el tiempo, los valores registrados para este parametro disminuyeron salvo en los
individuos de A. alba a alta irradiancia (Tabla V.6). En el caso de Tmaxsig, S¢ hallaron
diferencias derivadas de las interacciones “especie X tiempo de incubacion”,
“tratamiento de luz x tiempo de incubacidon” y “especie x tratamiento de luz x tiempo de
incubacion” (Tabla V.3). En A. pinsapo, este parametro tuvo un comportamiento
similar en ambos tratamientos de luz, produciéndose un descenso progresivo en los
valores registrados con el paso del tiempo. Sin embargo, en A. alba, se produjo un
incremento en los valores registrados en alta irradiancia, y un descenso en el tratamiento
de baja irradiancia (Tabla V.6).

Por 1ultimo, en el caso de T, se hallaron diferencias tnicamente debidas a los
efectos “especie” y “tiempo de incubacion” (Tabla V.3). Los mayores valores se
registraron en A. alba; con el tiempo, se produjo un descenso de los valores registrados,

salvo en individuos de A. pinsapo sometidos a baja irradiancia (Tabla V.6).

V.3.1.3. Ratio entre las tasas instantaneas de fotosintesis neta y de conductancia
estomatica al agua.

En el caso de los valores promedios registrados para este ratio durante el periodo de
oscuridad, los analisis no hallaron diferencias significativas para ninguno de los efectos

considerados. Sin embargo, para el valor méaximo caracteristico de cada curva, se
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hallaron diferencias significativas ligadas a los efectos “especie”, “tiempo de
incubacion” y “tratamiento de luz x tiempo de incubacion” (Tabla V.4). Los mayores
valores se registraron en los individuos de A. alba. Con el tiempo, se produjo un
incremento en promedio de los valores registrados, especialmente notable en el
tratamiento a baja irradiancia (Figura V.2).

Respecto al parametro Ty, los analisis pusieron de manifiesto la existencia de
diferencias significativas inicamente ligadas al paso del tiempo (Tabla V.4). En el caso
de Tmaxsig, S€ hallaron diferencias significativas entre especies, con los mayores valores
registrados en A. alba, y entre los distintos momentos del tiempo, produciéndose un
incremento progresivo de los valores registrados (Tablas V.4 y V.7). Finalmente, para
Tss, los andlisis también hallaron diferencias Unicamente ligadas al paso del tiempo
(Tabla V.4). La evolucion temporal experimentada en el tratamiento a baja irradiancia
fue parecida en ambas especies, mostrandose un comportamiento completamente
distinto en el tratamiento de alta irradiancia (Tabla V.7).

Los valores mostrados en las Tablas V.5, V.6 y V.7 no muestran tendencias
claras de variacion de los parametros temporales, por lo que no resulta facil explicar el
conjunto total de diferencias significativas halladas para cada una de las tres variables
relacionadas con el intercambio gaseoso. Por ello, se optd por extraer la informacion
mas relevante mediante un analisis global de estos pardmetros y variables, del que
emergieron ciertos patrones basicos.

Los analisis estadisticos realizados para comprobar la existencia de diferencias
significativas entre los distintos parametros temporales estudiados, o entre las variables
estudiadas, a nivel global, arrojaron los resultados que se recogen en las Tablas V.8 y
V.9. En el caso del andlisis efectuado por variables, Ty, fue significativamente inferior a
Tss ¥ @ Tmaxsig €n todos los casos (Tabla V.8), lo que significa que siempre se produjo en
primer lugar un cambio brusco en los valores de la variable registrada, produciéndose en
un menor espacio de tiempo el 63% del cambio total. En cambio, el tiempo necesario
para que cada variable estudiada se estabilizase o alcanzase su maximo fue
significativamente mayor. Ademas, tanto para la conductancia estomatica al agua como
para el ratio entre las tasas instantdneas de fotosintesis y de conductancia, Ty fue
significativamente mayor que Tumasig, 10 que significa que, para estas variables, se
alcanzod el méximo en un tiempo significativamente inferior al necesario para alcanzar el
estado estacionario. Sin embargo, estas diferencias no aparecieron ni en el caso de la

fotosintesis neta ni para el conjunto global de las tres variables estudiadas.
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Figura V.1. Ejemplo de curvas “fotoperiodo” realizadas en el experimento, sobre dos individuos de
ambas especies. De arriba abajo, se muestra el registro temporal de las variables consideradas: la tasa
instantanea de fotosintesis neta (Ay), la de conductancia estomatica al agua (gs) y el ratio entre ambas.
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Figura V.2. Evolucion temporal de los valores maximos registrados para las variables fotosintesis neta
(A), conductancia estomatica al agua (B), y para el ratio entre ambas (C), en individuos de ambas
especies adscritos a los distintos tratamientos de irradiancia. Las barras de error representan el error
estandar (n = 3 - 5). Los asteriscos indican la existencia de diferencias significativas en el tiempo, entre e
especies o entre tratamientos de irradiancia.
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Tabla V.2. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de luz previstos en el experimento y los distintos momentos del tiempo, considerando como
variables el promedio de respiracion en oscuridad registrado (Ry), el valor maximo de respuesta
fotosintética obtenido mediante el ajuste de los datos experimentales a una curva sigmoidal (“max”), y los
parametros temporales Tuy, Tmaxsig ¥ Tss (ver explicacion en el texto) calculados para las curvas
“fotoperiodo” realizadas en individuos de ambas especies (GLM considerando como factores las especies,
los tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD).
Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En
negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a
posteriori.

efecto Ry max T Timasic T
Especie 4.45 (1) 396 (1)  9.85(1) 8.65(1) 13.52(1)
0.041* 0.054 0.033* 0.006* 0.001*
Tratamiento de luz 2.75 (1) 371 (1)  420(1) 0.15(1)  0.40(1)
0.106 0.062 0.048 0.697 0.530
Tiempo de incubacién 3.32(2) 9.08(2) 20.10(2) 1.29(22) 5.55(2)
0.047 0.001* 0.000* 0.287 0.008*
Especie x 0.46 (1) 037(1) 2.55(1) 1.24(1) 2.75(1)
tratamiento de luz 0.502 0.545 0.120 0.272 0.106
Especie x 0.20 (2) 097(2) 7.86(2) 3.99(2) 1.09 (2)
tiempo de incubacion 0.822 0.389 0.001* 0.027* 0.347
Tratamiento de luz x 1.87 (2) 122(22) 1.30(2) 2052) 0112
tiempo de incubacion 0.168 0.308 0.284 0.143 0.893
Especie x tratamiento de luz x 032 (2) 0.24 (2) 071 (2) 0.46 (2) 1.53 (2)
tiempo de incubacion 0.728 0.786 0.496 0.636 0.230

Tabla V.3. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de luz previstos en el experimento y los distintos momentos del tiempo, considerando como
variables el promedio de conductancia estomatica al agua registrado durante el periodo de oscuridad
(“dark™), el valor maximo de conductancia estomatica obtenido mediante el ajuste de los datos
experimentales a una curva sigmoidal (“max”), y los pardmetros temporales Ty, Tmaxsie ¥ Tss calculados
para las curvas “fotoperiodo” realizadas en individuos de ambas especies (GLM considerando como
factores las especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

efecto dark max Ty T maxsig Ty
Especic 2140 (1) 49.07(1) 509(1) 269(1)  835(1)
0.000* 0.000* 0.030% 0.110 0.006%
Tratamiento de luz 032(1) 001(1) 179(1) 323(1) 0.02(])
0.577 0.943 0.189 0.081 0.900
Tiempo de incubacion 0.84(2) 1260(2) 890(2) 1.74(2) 30.16(2)
0.441 0.000* 0.001* 0.189 0.000*
Especic x 382(1)  195(1) 070(1) 025(1)  234(D)
tratamiento de luz 0.058%* 0.171 0.407 0.621 0.135
Especie x 359(2)  401(2) 400Q2) 39(2) 1260
tiempo de incubacion 0.038* 0.027* 0.027* 0.028* 0.297
Tratamiento de luz x 0.09(22) 091(2) 059(2) 423(2) 0.73 (2)
tiempo de incubacion 0.913 0.410 0.561 0.022* 0.491
Especie x tratamiento de luz x 130(2)  059(22) 3.09(2) 3.76(2) 244 (2)
tiempo de incubaciéon 0.286 0.559 0.057* 0.033* 0.101
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Tabla V.4. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de luz previstos en el experimento y los distintos momentos del tiempo, considerando como
variables el promedio registrado durante el periodo de oscuridad para el ratio entre las tasas instantaneas
de fotosintesis neta y conductancia estomatica al agua (“dark™), el valor maximo de este ratio obtenido
mediante el ajuste de los datos experimentales a una curva sigmoidal (“max”), y los parametros
temporales Ty, Tmaxsig ¥ Tss calculados para las curvas “fotoperiodo” realizadas en individuos de ambas
especies (GLM considerando como factores las especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de
incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre
paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los

asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto dark max Tiay Tonaxsig T
Especie 3.59 (1) 5276 (1)  0.55(1) 7.88 (1) 0.95 (1)
0.066 0.000* 0.463 0.008* 0.337
Tratamiento de luz 1.31 (1) 5.44 (1) 0.30 (1) 0.08 (1) 0.04 (1)
0.259 0.025 0.590 0.773 0.837
Tiempo de incubacion 1.16 (2) 505(2) 3.86(2) 4.11(2) 4.34(2)
0.324 0.011* 0.030* 0.025* 0.020%
Especie x 2.75(1) 1.19(1)  0.00 (1) 0.06 (1) 241(1)
tratamiento de luz 0.106 0.283 0.980 0.808 0.129
Especie x 3.13(2) 1.87(2) 0.74(2) 0.67 (2) 0.72 (2)
tiempo de incubacion 0.055%* 0.169 0.486 0.517 0.493
Tratamiento de luz x 0.76 (2) 5.46 (2) 0.12 (2) 0.02 (2) 0.02 (2)
tiempo de incubacion 0.475 0.008* 0.889 0.977 0.980
Especie x tratamiento de luz x 1.48 (2) 0.51(2) 1.06 (2) 1.08 (2) 0.92 (2)
tiempo de incubacion 0.240 0.604 0.358 0.350 0.409

Tabla V.5. Valores promedio de los pardmetros temporales Ty, Tmaxsig ¥ Tss calculados para la tasa

instantanea de fotosintesis neta registrada en los momentos inicial y final del experimento.

Especie e irradiancia tiempo T Tomaxsig Ty
inicial 593 1408 1416
A. alba, baja irradiancia it
final 350 1762 1220
inicial 593 1408 1416
A. alba, alta irradiancia fieta
final 292 1723 1789
A pinsano. baia irradianci inicial 451 1492 1261
. irradianci
PINSapo, baja tradiancia gl 478 1014 1293
A pinsano. alta irradianci inicial 451 1492 1261
. irradianci
pINSapo, afta fradiancia final 271 1534 1092

Tabla V.6. Valores promedio de los pardmetros temporales Ty, Tmaxsig ¥ Tss calculados para la tasa
instantdnea de conductancia estomatica el agua registrada en los momentos inicial y final del

experimento.
Especie e irradiancia tiempo Tian Tinaxsig T
inicial 728 1025 1453
A. alba, baja irradiancia et
final 563 632 1148
inicial 728 1025 1453
A. alba, alta irradiancia ficta
final 906 2282 1293
A pinsapo. baia irradianci inicial 795 1494 1310
. aja irradiancia
pINSapo, baj ¢ final 628 767 1338
. e inicial 795 1494 1310
A. pinsapo, alta irradiancia
final 539 1174 1027
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Tabla V.7. Valores promedio de los pardmetros temporales Tiuu, Tmaxsig ¥ Tss calculados para el ratio
entre la tasa instantanea de fotosintesis neta y la tasa instantanea de conductancia estomatica al agua,
registradas en los momentos inicial y final del experimento.

Especie e irradiancia tiempo Tiay Tinaxsig Ty
inicial 168 842 1102
A. alba, baja irradiancia fieta
final 201 1804 923
inicial 168 842 1102
A. alba, alta irradiancia fiea
final 180 1426 1541
. o inicial 169 547 1250
A. pinsapo, baja irradiancia
final 163 1001 1081
. L inicial 169 547 1250
A. pinsapo, alta irradiancia
final 212 1205 911

Tabla V.8. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
parametros temporales calculados, considerando en cada caso como variables, el conjunto de datos
obtenidos para cada parametro en cada una de estas variables: la tasa instantdnea de fotosintesis neta
(An), la tasa instantdnea de conductancia estomatica al agua (gs), y el ratio entre ambas tasas (An/ys) (se
realizd un test-t para cada variable y para el conjunto de todas ellas (“global”)). Los parametros se
encuentran ordenados de mayor a menor en funciéon de los valores medios registrados en cada uno de
ellos. Para cada variable se muestra la existencia de diferencias significativas entre los distintos
parametros calculados, empleando letras distintas. El nivel de significacion fijado en todos los casos fue
del 95% (p < 0.05).

variable parametros
Tss Tnaxsig T
AN a a b
gs a b c
An/gs a b
global a a b

V.3.1.4. Analisis global de los parametros temporales.

En el caso del andlisis efectuado por parametros (Tabla V.9), los andlisis
revelaron la existencia de diferencias significativas entre los tiempos registrados para
las distintas variables. Asi, para los tres parametros estudiados, los tiempos registrados
en el caso del ratio An/gs fueron siempre significativamente inferiores a los registrados
en los casos de Ax y de gs. Esto indica que, para estas ultimas variables, el tiempo
promedio necesario tanto para el cambio brusco inicial como para la estabilizacion y
maximizacion de cada funcion, fue significativamente superior al tiempo necesario en el
caso del ratio entre ambas variables. Por otro lado, ademads, en los casos de Tmaxsig y de
T se hallaron diferencias entre los tiempos registrados para la fotosintesis neta y la

conductancia estomatica al agua. En el caso de Tpaxsig, €l tiempo promedio registrado en
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el caso de la fotosintesis fue el mayor, lo que indica que esta variable es, de las tres
estudiadas, la que mas tiempo requiere para alcanzar su maximo. En el caso de T, el
tiempo promedio registrado en el caso de la conductancia estomdtica fue el mayor, lo
que indica que esta variable es la que presenta una mayor inercia, al necesitar mas
tiempo para experimentar el 63% del cambio. En el caso de Ty, como al considerar los
tres parametros calculados conjuntamente (“global”), el hecho de que no existan
diferencias entre la tasa de fotosintesis neta y la de conductancia, indica que ambas

variables no difieren en cuanto al tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario.

Tabla V.9. Resultado del andlisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre las variables
relacionadas con el intercambio gaseoso registradas, considerando en cada caso como variables, el
conjunto global de datos registrados de cada pardmetro en las tres variables (Ay, gs y An/gs) (se realizo
un test-t para cada parametro y para el conjunto de todos ellos (“global”)). Las variables se encuentran
ordenadas de mayor a menor en funcion de los valores medios registrados en cada una de ellas. Para cada
parametro se muestra la existencia de diferencias significativas entre los tiempos registrados en las
distintas variables, empleando letras distintas. El nivel de significacion fijado en todos los casos fue del
95% (p<0.05).

parametros variables
T a a b
gs Ax An/gs
a b C
Tmaxsig
Ax gs An/gs
T a b C
tau
gs Ax An/gs
global a a b
s Ax An/ gs

Por otro lado, los analisis estadisticos realizados para comprobar la existencia de
diferencias entre los distintos pardmetros temporales considerados, o entre las variables
estudiadas, a nivel de especie, de tratamiento de luz, y para cada combinacion de
especie y tratamiento, arrojaron los resultados que se recogen en la Tabla V.10. Asi, en
el caso de las variables estudiadas, al considerar el conjunto de valores obtenidos para
Tss, Trmaxsig ¥ Tiau €0 cada una de ellas (parte derecha de la tabla), es de destacar que no
se hallaron nunca diferencias significativas entre la tasa instantanea de fotosintesis neta
y la de conductancia estomatica al agua y que, por otro lado, el valor promedio de
tiempos para ambas variables fue siempre significativamente mayor que el valor
promedio obtenido para el ratio entre ambas. Esto significa que, entre la tasa instantanea
de fotosintesis neta y la de conductancia estomatica, no existen diferencias en cuanto al
tiempo promedio necesario para que, en cada una de ellas, tenga lugar el 63% del

cambio total, se alcance el maximo o se alcance el estado estacionario, y que este
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tiempo promedio siempre fue mayor, en todo caso, al tiempo promedio caracteristico
hallado para el ratio entre ambas tasas. Asi, puede concluirse que la fotosintesis neta y
la conductancia estomdtica mostraron un comportamiento similar en términos de su
capacidad de respuesta, tiempo de reaccion, capacidad para alcanzar un valor maximo y
estabilizarse. En el caso del ratio entre ambas tasas instantaneas, el hecho de que el
tiempo promedio registrado para los tres pardmetros sea significativamente inferior,
indica que esta variable fue més sensible que las otras dos, en el sentido de que su
dindmica temporal fue mas rapida, modificdndose bruscamente al principio antes (Tu)

y saturandose y estabilizdndose posteriormente también con mayor rapidez (Tmaxsig, Tss)-

Tabla V.10. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
parametros temporales calculados y las variables relativas al intercambio gaseoso estudiadas,
considerando en cada caso como variables, por un lado, el conjunto de valores obtenido de cada uno de
dichos pardmetros (T, Tmaxsig ¥ Tss) al medir las tres variables consideradas, y por el otro, el conjunto de
valores obtenidos globalmente para los tres parametros en cada una de las tres variables (se realiz6 un
test-t para cada especie, para cada tratamiento de luz y para cada combinacion de especie y tratamiento de
luz). Tanto los parametros como las variables se encuentran ordenados de mayor a menor en funcion de
los valores medios registrados en cada uno de ellos. Para cada efecto se muestra la existencia de
diferencias significativas entre los distintos parametros calculados y las variables consideradas,
empleando letras distintas. El nivel de significacion fijado en todos los casos fue del 95% (p< 0.05).

efecto parametros variables
Ty Tnaxsig Tiau gs Ax An/gs
A. alba a a b a a b
A. pinsapo a b c a a b
Baja irradiancia a a b a a b
Alta irradiancia a b c a a b
A. alba, baja irradiancia a a b a a b
A. alba, alta irradiancia a a b a a b
A. pinsapo, baja irradiancia a b c a a b
A. pinsapo, alta irradiancia a a b a a b

Desde el punto de vista de los pardmetros calculados (parte izquierda de la
Tabla V.10), es de destacar que Ty, fue en todos los casos significativamente inferior a
los otros dos parametros, lo que indica que, durante la realizacion de las curvas, lo
primero que sucede es un cambio brusco en la dindmica temporal de las variables
registradas. A nivel de especie, la Gnica diferencia hallada fue que, en A. pinsapo, T
fue significativamente superior a Tmaxsig, 10 que indica que los individuos de esta especie
tardaron un tiempo significativamente mayor en alcanzar el estado estacionario que en

alcanzar el valor maximo en cada curva. A nivel de tratamientos de luz, también Ty fue
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significativamente mayor a Traxsig €n €l tratamiento a alta irradiancia. En lo que respecta
a la combinacion de especies y tratamientos de luz, no se hallaron diferencias salvo en
el caso de “A. pinsapo x baja irradiancia”, en el que, de nuevo, T fue superior a Tmasig.
En el resto de los casos, no se hallaron diferencias significativas entre ambos

parametros.

V.3.1.5. Cantidad de carbono fijado y de agua perdida.

Ademas de llevarse a cabo los calculos necesarios para la obtencion de estos parametros
temporales, los datos registrados durante la realizaciéon de las curvas “fotoperiodo”
también se emplearon para calcular la dosis de irradiancia suministrada a los individuos
del experimento durante la realizacion de dichas curvas, la cantidad de C que éstos
individuos fueron capaces de fijar en este proceso, y la cantidad de agua que estos
individuos pierden a través de la conductancia estomatica al agua, tal y como ya se
indicé en la Seccion V.2.1.1 de este capitulo. Con estos tres datos, se pudo hacer una
estimacion de la cantidad de C fijado en relacion a la cantidad de irradiancia recibida y a
la cantidad de agua perdida, como aproximacion a la eficiencia en el uso de la luz y del
agua de los individuos participantes en el experimento.

La dosis de luz suministrada a cada individuo fue similar en los tres momentos
del tiempo considerados, rondando los 2 x 10° J m™. En lo que respecta a las distintas
variables calculadas, los analisis estadisticos revelaron la existencia de diferencias
significativas entre especies, entre tratamientos de luz y/o los distintos momentos del
tiempo, segun la variable considerada (Tabla V.11). En lo que respecta a la cantidad de
C fijado por dosis de irradiancia recibida, se hallaron diferencias entre especies y entre
los distintos momentos del tiempo, pero no entre los distintos tratamientos de
irradiancia de incubacion (Tabla V.11). Los mayores valores del ratio se hallaron en A.
pinsapo; al incrementarse ¢l tiempo de incubacion, se produjo una disminucion de los
valores registrados (Figura V.3).

En el caso de la cantidad de agua “perdida” via conductancia estomatica, se
hallaron igualmente diferencias entre especies y entre momentos del tiempo, ademas de
otros efectos (Tabla V.11). Esta cantidad de agua, siempre superior en A. pinsapo,
disminuyd con el paso del tiempo (Figura V.4). Para el ratio entre la cantidad de C
fijado y la cantidad de agua perdida, se hallaron unicamente diferencias significativas

entre especies, ademds de para el efecto “tiempo de incubacion x tratamiento de
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irradiancia” (Tabla V.11). Los mayores valores de este ratio se hallaron en A. alba; con
el paso del tiempo, los valores registrados disminuyeron en el tratamiento de alta

irradiancia, y aumentaron en baja irradiancia (Figura V.5).

Tabla V.11. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de luz previstos en el experimento y los distintos momentos del tiempo, considerando como
variables la cantidad de C fijado por estos individuos en ese proceso (“C fijado”), la cantidad de agua
perdida via conductancia estomatica al agua (“agua perdida”) y el ratio entre la cantidad de C fijado y la
cantidad de agua perdida simultdneamente (“C fijado por agua”) (GLM considerando como factores las
especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori
Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor
de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias
a posteriori.

C fijado agua C fijado
efecto . X
por dosis perdida por agua
E . 4.52 (1) 50.30 (1) 24.36 (1)
i
wpeete 0.040* 0.000* 0.000*
. D 2.88 (1) 0.19 (1) 5.01 (1)
Trat to d d
ratamiento de irradiancia 0.008 0.660 0.031
Ti de incubacic 6.55(2) 9.69 (2) 0.17 (2)
iempo de incubacion
P ! 0.004* 0.000* 0.844
0.12 (1 5.15(1 0.58 (1
Especie x tratamiento de irradiancia 0.73(2) 0.02;*) 0.45(2)
E o x i de incubacia 0.69 (2) 4.64 (2) 2.84(2)
specie x tiempo de incubacion
P P ! 0.508 0.016* 0.071%*
0.81 (2 0.67 (2 3.76 (2
Tratamiento de irradiancia x tiempo de incubacion 0.45(4) 05 1(7) 0.03;*)
. . NPT . . . 0.07 (2) 1.88 (2) 0.32(2)
E trat: to d d t d bacio
specie x tratamiento de irradiancia x tiempo de incubacion 0.931 0.167 0725

0.06

0.04

(umol CO, J)

0.00

C fijado por dosis de luz

9 meses |-|

9 meses

0 meses
2 meses
0 meses
2 meses

baja irradiancia | alta irradiancia | baja irradiancia | alta irradiancia

A. alba A. pinsapo

Figura V.3. Evolucion temporal de la cantidad de C fijado en relacion con la dosis de irradiancia recibida
por los individuos de ambas especies adscritos a los distintos tratamientos. Las barras de error representan
el error estandar (n = 3-5). Al igual que en el caso anterior, con el paso del tiempo se produjo una notable
reduccion de esta variable, especialmente notable en el caso de A. alba.
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Figura V.4. Evolucion temporal de la cantidad de agua perdida via conductancia estomatica al agua, por
parte de los individuos de ambas especies adscritos a los distintos tratamientos. Las barras de error
representan el error estandar (n = 3-5). Esta cantidad de agua es notablemente superior en el caso de A.
pinsapo, aunque en ambas especies se produjo una notable reduccion con el paso del tiempo.
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Figura V.5. Evolucion temporal de la cantidad de C fijado en relacion con la cantidad de agua perdida
por parte de los individuos de ambas especies adscritos a los distintos tratamientos. Las barras de error
representan el error estandar (n = 3-5). Este ratio fue notablemente superior en A. alba frente a A.
pinsapo. Con el paso del tiempo, este parametro se mantuvo practicamente constante, disminuyd o
aument6 en funcion de la especie y el tratamiento de irradiancia considerado.
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V.3.2. Suministro de luz mediante periodos de tiempo caracterizados por distintos

niveles de irradiancia.

El segundo experimento previsto consistid en suministrar a individuos de ambas
especies, adscritos a distintos tratamientos de irradiancia, una cierta dosis de luz
mediante la colocacion de los mismos bajo diferentes niveles de irradiancia durante
periodos de tiempo de duracion conocida. El registro temporal de estos niveles de
irradiancia, asi como de las tasas instantdneas de fotosintesis neta y de conductancia
estomatica al agua (Figura V.6), y el calculo de nuevas variables a partir de estos datos
experimentales (dosis de irradiancia recibida, cantidad de carbono fijado, carbono fijado
por dosis de irradiancia, cantidad de agua “perdida” y carbono fijado por agua
“perdida”) permiti6 investigar la existencia de diferencias entre especies y los posibles
efectos derivados de la aplicacion de los tratamientos de irradiancia en los distintos
tiempos de incubacion previstos en el experimento, respecto a las variables
mencionadas. La dosis total de irradiancia recibida, calculada como la suma de la dosis
suministrada a través de los distintos periodos previstos, rond6 en todos los casos los
11,4 x 10° J m™. Los analisis estadisticos llevados a cabo revelaron la existencia de
diferencias entre ambas especies para las variables “C fijado por dosis”, “agua perdida”
y “C fijado por agua perdida”, sin que se detectasen efectos derivados de los
tratamientos de irradiancia o el tiempo de incubacion (Tabla V.12). En el caso del
carbono fijado por dosis, los mayores valores se registraron en A. pinsapo; con el
tiempo, tuvo lugar una disminucién de los valores hallados, especialmente patente en
esta misma especie (Figura V.7). En lo que respecta a la cantidad de agua “perdida”,
los mayores valores de esta variable se registraron también en A. pinsapo (Figura V.8).
Por el contrario, los mayores valores del ratio “C fijado por agua perdida” se registraron
en la especie A. alba (Figura V.9). No obstante, estos resultados obtenidos para la dosis
total no coinciden completamente con los obtenidos cuando se consideran los distintos
periodos de tiempo (las distintas dosis) registrados por separado. Asi, en lo que respecta
a la cantidad de C fijado por dosis, los analisis estadisticos efectuados sobre los datos
registrados durante la aplicaciéon de los distintos periodos previstos (Tabla V.1)
pusieron de manifiesto la existencia de diferencias entre especies y entre distintos
momentos del tiempo (salvo para las dosis suministradas a 500 y a 1100 pmol fotones
m?s” - “dosis 500” y “dosis 1100”) pero no entre tratamientos de irradiancia (Tabla

V.13). También se hallaron diferencias para el efecto “especie x tratamiento de
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irradiancia” en los casos de “dosis 500” y “dosis 1100”. En el caso de las “dosis 07 y
“dosis 507, se registraron menores cantidades de C fijado por dosis en A. pinsapo; con
el tiempo, se produjo un incremento en los valores registrados. En el resto de casos
(“dosis 3007, “dosis 5007, “dosis 1100” y “dosis 800”), el comportamiento
experimentado por esta variable fue similar al demostrado al considerarse la dosis total
de irradiancia recibida: los mayores valores de este ratio se registraron en la especie A.
pinsapo (Figura V.7); al incrementarse el tiempo de incubacion, tuvo lugar un descenso
significativo de la cantidad de C fijado por dosis. En lo que respecta a la cantidad de
agua “perdida” via conductancia estomatica, los analisis revelaron la existencia de
diferencias significativas entre especies en todos los casos (Tabla V.14), con los
mayores valores registrados siempre en A. pinsapo (Figura V.10B). También se
hallaron diferencias significativas entre distintos momentos del tiempo para “dosis
3007, produciéndose una reduccion de la cantidad de agua perdida al incrementarse el
tiempo de incubacidén. Finalmente, en lo que respecta al ratio “C fijado por agua
perdida”, los andlisis pusieron de manifiesto la existencia de diferencias significativas
entre especies y entre distintos momentos del tiempo, s6lo en los casos de “dosis 300” y
“dosis 800 (Tabla V.15). Los mayores valores de este ratio se registraron siempre en
A. alba. Con el tiempo tuvo lugar un incremento significativo de los valores registrados
en “dosis 300”, y una disminucién en “dosis 800”. A la vista de estos resultados, puede
por tanto concluirse, por un lado, que el comportamiento de los individuos de ambas
especies fue similar durante el periodo de oscuridad y el suministro de la dosis de luz
mediante un nivel de irradiancia de 50 umol fotones m™ s™', registrandose por lo general
tasas de respiracion mas negativas en el caso de A. pinsapo, que fueron
incrementandose con el paso del tiempo. Ademas, se perdidé una mayor cantidad de agua
en dicha especie en ambos casos. Por otro lado, puede también concluirse que el
comportamiento registrado para el resto de dosis de luz (suministradas mediante
irradiancias de 300, 500, 800 y 1100 pmol fotones m™ s™') fue asimismo similar al
comportamiento registrado al considerar la dosis total de luz recibida en su conjunto. En
este sentido, es de destacar el hecho de que no se hallasen, por lo general, diferencias
derivadas de la incubacién a los dos tratamientos de irradiancia previstos en el
experimento. Para el ratio “C fijado por dosis”, se hallaron diferencias entre especies
(los mayores valores siempre en A. pinsapo) y entre los distintos momentos del tiempo,
produciéndose en todos los casos una disminucion con el paso del tiempo,

especialmente significativa en el caso de la especie mencionada. En lo que respecta a la

258



Fijacion de carbono y control estomatico

cantidad de agua “perdida”, se hallaron por lo general diferencias unicamente entre
especies, siendo esta cantidad significativamente menor en A. alba. La variable para la
que se hallaron resultados mas heterogéneos fue “C fijado por agua perdida”, dado que
en las distintas situaciones o bien no se hallaron diferencias a priori, o se hallaron entre
especies o entre especies y entre los distintos momentos del tiempo. No obstante, es de
destacar la existencia, consistentemente, de diferencias significativas entre ambas
especies, dandose los mayores valores de este ratio en A. alba, que fue la especie que
mostro por tanto una mayor eficiencia en el uso del agua.

Por otro lado, la realizacion de analisis estadisticos sobre los datos agrupados
por especies y tratamientos de irradiancia de incubacidon, para la deteccion de
diferencias entre las distintas dosis de luz suministradas, pusieron de manifiesto la
existencia, en todo momento, de estas diferencias en lo que respecta a las tres variables
consideradas: C fijado por dosis, agua perdida y C fijado por agua perdida (Tabla
V.16). La unica excepcion la constituyo la especie A. pinsapo en lo que respecta a la
ultima variable mencionada, para la que no se hallaron diferencias entre las distintas
dosis de luz suministradas. En lo que respecta a la cantidad de C fijado por dosis, es de
destacar el hecho de que esta variable fuese, para todas las combinaciones de especies y
tratamientos de irradiancia, mayor en la dosis suministrada a través de un nivel de
irradiancia de 300 pmol fotones m™ s, similar al caracteristico del tratamiento Al
(Figura V.10A). A medida que se fueron sucediendo los distintos periodos de
irradiancia previstos, se produjo una reduccion significativa de este ratio en las distintas
combinaciones de especies y tratamientos de luz, salvo al pasar de 1100 pumol fotones
m? s a 800 (Figura V.10A). Para la cantidad de agua “perdida” via conductancia
estomatica, en A. alba, inicamente se registraros variaciones significativas al pasar de
oscuridad a luz (de 0 a 300 pmol fotones m™ s™) y al pasar de 800 pmol fotones m™ s™
a 50. En A. pinsapo, ademas de en estas transiciones, también se hallaron variaciones
significativas al pasar de 500 umol fotones m™ s a 1100 y de 1100 a 800 (Figura
V.10B). Por ultimo, en lo que respecta a la cantidad de C fijado por agua “perdida”, la
secuencia de las distintas dosis suministradas generd en A. alba una disminucion en los
valores registrados para este ratio al pasar de “dosis 500” a “dosis 1100”. En A. pinsapo,
los valores se mantuvieron mas o menos constantes hasta disminuir al pasar de “dosis
1100” a “dosis 800”. No obstante, no se hallaron diferencias significativas en ningin

caso (Figura V.10C).
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instantaneas de fotosintesis y de conductancia estomatica al
agua (parte inferior). Como ejemplo, se muestra la respuesta obtenida en dos individuos de ambas
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Tabla V.12. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de luz previstos en el experimento y los distintos momentos del tiempo, considerando como
variables la cantidad total de C fijado normalizada por la dosis de luz suministrada (“C fijado por dosis de
luz”), la cantidad total de agua “perdida” via conductancia estomatica (“agua perdida”), y la cantidad total
de C fijado en relacion con la cantidad total de agua “perdida” (“C fijado por agua perdida”) durante la
secuencia de periodos de irradiancia previstos en el disefio del experimento (GLM considerando como
factores las especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a
posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad)
y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

efecto C fijado Agua C fijado por
por dosis “perdida” agua “perdida”
Especie 47.97 (1) 69.38 (1) 24.36 (1)
0.000* 0.000* 0.000*
Tratamiento de irradiancia 0.75 (1) 0.36 (1) 2.49 (1)
0.394 0.551 0.125
Tiempo de incubacion 4.52 (2) 2.96 (2) 0.40 (2)
0.019 0.066 0.671
Especie x 2.71 (1) 1.50 (1) 2.01 (1)
tratamiento de irradiancia 0.109 0.230 0.166
Especie x 1.99 (2) 2.09 (2) 0.43 (2)
tiempo de incubacion 0.154 0.141 0.653
Tratamiento de irradiancia x 0.33(2) 1.95 (2) 1.60 (2)
tiempo de incubacion 0.720 0.159 0.218
Especie x tratamiento de 0.86 (2) 0.57 (2) 0.50 (2)
irradiancia x tiempo de incubacion 0.432 0.573 0.610
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Figura V.7. Evolucion temporal de la cantidad de C fijado en relacion con la dosis de irradiancia recibida
por los individuos de ambas especies adscritos a los distintos tratamientos. Las barras de error representan
el error estandar (n = 3-4). Este ratio, significativamente superior en A. pinsapo, experiment6 una notable
reduccion con el paso del tiempo en ambas especies.
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Figura V.9. Evolucion temporal de la cantidad de C fijado en relacion con la cantidad de agua perdida
por parte de los individuos de ambas especies adscritos a los distintos tratamientos. Las barras de error
representan el error estandar (n = 3-4). Este ratio fue significativamente superior en A. alba frente a A.

pinsapo.
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Tabla V.13. Resultado de los analisis estadisticos aplicados para la deteccion de diferencias entre los tratamientos de incubacion (baja y alta irradiancia) y los distintos
momentos del tiempo, considerando como variable la cantidad de C fijado por dosis de irradiancia suministrada (“C fijado por dosis”) durante la aplicacion de la secuencia
de niveles de irradiancia prevista en el experimento. En el caso de dosis 0, se indica el resultado del analisis estadistico realizado sobre los datos de C fijado (distintos GLM
considerando como factores las especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se

muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de
diferencias a posteriori.

efecto Dosis 0 Dosis 300 Dosis 500 Dosis 1100 Dosis 800 Dosis 50
Especic 5.69 (1) 34.5 (1) 20.94 (1) 60.18 (1) 54.57 (1) 10.68 (1)
0.023 0.000% 0.000% 0.000* 0.000% 0.003*
. o 0.39 (1) 2.4 (1) 0.05 (1) 0.18 (1) 0.44 (1) 0.01 (1)
Tratamiento de irradiancia
0.539 0.132 0.818 0.676 0.510 0.905
. . . 13.84 (2) 5.9 (2) 3.222) 455 (2) 498 (2) 483 (2)
Tiempo de incubacion
0.000* 0.007* 0.053 0.018 0.013* 0.015*
Especie x tratamiento de irradiancia 093 (1) L6 472 (1) 4.50(1) 030 (1) 0.02 (1)
0.342 0.216 0.037* 0.042* 0.588 0.894
Especie x tempo de incubacion 0.69 (2) 18(2) 1.99 (2) 161 2) 1.70 2) 128 2)
0.509 0.187 0.152 0.216 0.199 0.292
Tratamiento de irradiancia x tiempo de incubacion 212(2) 06(2) 0.03 2) 0.05(2) 1.16(2) 0692
0.137 0.543 0.971 0.949 0.325 0.506
Especie x tratamiento irradiancia x tiempo de incubacion 3:24(2) 08(2) 1.242) 1.242) 0.13 ) 048 (2)
0.052* 0.438 0.304 0.302 0.875 0.624
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Tabla V.14. Resultado de los analisis estadisticos aplicados para la deteccion de diferencias entre los tratamientos de incubacion (baja y alta irradiancia) y los distintos
momentos del tiempo, considerando como variable la cantidad de agua “perdida” via conductancia estomatica al agua (“agua perdida™), durante la aplicacion de la secuencia
de niveles de irradiancia prevista en el experimento (distintos GLM considerando como factores las especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion,
seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los
resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto Dosis 0 Dosis 300 Dosis 500 Dosis 1100 Dosis 800 Dosis 50
Especic 60.73 (1) 59.46 (1) 54.47 (1) 54.19 (1) 71.34 (1) 104.65 (1)
0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
ratamionto de irradiancia 1.57 (1) 038 (1) 0.26 (1) 0.53 (1) 0.78 (1) 1.01 (1)
0.220 0.540 0.614 0471 0.385 0.323
Tempo de incubacion 222(2) 8.91 (2) 2.03 (2) 1.62 (2) 1.84(2) 1.67(2)
0.125 0.001* 0.148 0.214 0.175 0.204
Especie x tratamiento de irradiancia 237(1) 221(1) 198 (1) 1.63 () 062 (1) 0.04 (1)
0.133 0.147 0.169 0.211 0.435 0.842
Especie x tiempo de incubacion 528 (2) 2.09 (2) 1.55(2) 1.14(2) 2.06 (2) 128(2)
0.010* 0.140 0.228 0.332 0.144 0.292
Tratamiento de irradiancia x tiempo de incubacién 0412 147(2) 221 2.06 2) 275 2) 2:60(2)
0.664 0.244 0.126 0.144 0.079 0.090
Especie x tratamiento irradiancia x tiempo de incubacién 0592 0.74 ) 0612 065 2) 030/2) 034 (2)
0.562 0.485 0.548 0.529 0.742 0.714
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Tabla V.15. Resultado de los analisis estadisticos aplicados para la deteccion de diferencias entre los tratamientos de incubacion (baja y alta irradiancia) y los distintos
momentos del tiempo, considerando como variable el ratio entre la cantidad de C fijado y la cantidad de agua “perdida” (“C fijado por agua perdida”), durante la aplicacion
de la secuencia de niveles de irradiancia prevista en el experimento (distintos GLM considerando como factores las especies, los tratamientos de luz y los distintos tiempos de
incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se

resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto Dosis 0 Dosis 300 Dosis 500 Dosis 1100 Dosis 800 Dosis 50
E . 17.97 (1) 28.31 (1) 346 (1) 8.35(1)
speete 0.000* 0.000% 0.072* 0.007*
. S 5.01 (1) 0.19 (1) 0.09 (1) 0.00 (1)
Tratamiento de irradiancia
0.032* 0.669 0.767 0.949
. . . 6.20 (2) 0.34(2) 0.92(2) 531 (2)
Tiempo de incubacion
0.005* 0.713 0.410 0.010%
. . S 0.02 (1) 0.79 (1) 2.53 (1) 0.11 (1)
Especie x tratamiento de irradiancia
0.876 0.379 0.121 0.740
. . . . 0.52(2) 0.53(2) 0.27 (2) 0.55(2)
Especie x tiempo de incubacion
0.598 0.593 0.763 0.580
2.34 (2 4.00 (2 2.51(2 0.52 (2
Tratamiento de irradiancia x tiempo de incubacion @) 2) 2) @)
0.112 0.028 0.097 0.600
. . NPT . . . 0.48 (2) 1.04 (2) 0.68 (2) 0.25(2)
Especie x tratamiento irradiancia x tiempo de incubacion
0.620 0.365 0.512 0.778
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Figura V.10. Promedio de la cantidad de C fijado por dosis de irradiancia (A), la cantidad de agua
perdida (B) y el ratio entre la cantidad de C fijado y la cantidad de agua perdida (C), en individuos de
ambas especies adscritos a sendos tratamientos de irradiancia en los tres momentos del tiempo
considerados en el experimento. Las barras de error representan el error estandar (n = 3-4).
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Tabla V.16. Resultado de los analisis estadisticos aplicados sobre los datos agrupados por combinacion
de especies y tratamientos de irradiancia para la deteccion de diferencias entre las distintas dosis de luz
suministradas y los distintos momentos del tiempo, considerando como variables el ratio “C fijado por
dosis” (parte superior de la tabla), la cantidad de agua “perdida” (parte central de la tabla) y el ratio entre
el C fijado y la cantidad de agua perdida (parte inferior), durante la aplicacion de la secuencia de niveles
de irradiancia prevista en el experimento (distintos GLM considerando como factores las especies, los
tratamientos de luz y los distintos tiempos de incubacion, seguido de un test a posteriori Tukey HSD).
Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En
negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a
posteriori.

C fijado por dosis de luz

A. alba, A. alba, A. pinsapo, A. pinsapo,
efecto baja alta baja alta
irradiancia irradiancia irradiancia irradiancia
Tiempo de incubacion 0.58 (2) 9.50 (2) 6.95 (2) 7.43 (2)
0.564 0.001* 0.003* 0.002*
Dosis de luz 39.52 (3) 28.00 (3) 36.48 (3) 38.12 (3)
0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
Tiempo de incubacion x 0.31 (6) 1.18 (6) 0.43 (6) 1.42 (6)
dosis de luz 0.928 0.345 0.850 0.237
Agua perdida
A. alba, A. alba, A. pinsapo, A. pinsapo,
efecto baja alta baja alta
irradiancia irradiancia irradiancia irradiancia
Tiempo de incubacion 2.78 (2) 8.85(2) 16.96 (2) 7.44 (2)
0.071 0.001* 0.000* 0.002*
Dosis de luz 12.22 (5) 8.96 (5) 11.69 (5) 12.79 (5)
0.000* 0.000* 0.000* 0.000*
Tiempo de incubacion x 0.58 (10) 0.81 (10) 1.17 (10) 0.63 (10)
dosis de luz 0.825 0.617 0.332 0.783
C fijado por agua perdida
A. alba, A. alba, A. pinsapo, A. pinsapo,
efecto baja alta baja alta
irradiancia irradiancia irradiancia irradiancia
Tiempo de incubacion 3.83(2) 3.04 (2) 4.21(2) 0.07 (2)
0.031* 0.064 0.024* 0.934
Dosis de luz 6.94 (3) 3.02(3) 1.07 (3) 1.87 (3)
0.001* 0.046* 0.374 0.154
Tiempo de incubacion x 1.24 (6) 1.64 (6) 1.02 (6) 0.84 (6)
dosis de Iuz 0.311 0.173 0.433 0.548
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V.3.3. Intercalado de periodos de oscuridad de distinta duracion.

V.3.3.1. Dindmica temporal de la fotosintesis y de la conductancia estomatica, alcance

del estado estacionario y parametros temporales.

El tercer experimento llevado a cabo consistid basicamente en la interrupcion del
suministro de irradiancia de un determinado nivel constante mediante la interposicion
de periodos de oscuridad de duracion creciente. El tipo de registro de datos que se
efectud durante la realizacion del mismo (PAR, tasas instantaneas de fotosintesis neta y
de conductancia estomatica al agua simultineamente), se muestra en la Figura V.11. A
partir de estos datos, y tomando en cada caso el rango de 25 minutos que se detalla en la
Seccién V.2.1.3, se calcularon los valores promedios de fotosintesis neta y de
conductancia estomatica registrados en oscuridad. A partir de estos, también se hallaron
los valores instantaneos del ratio entre ambas tasas (Figura V.12). Por otro lado, se
calcularon los valores maximos estimados mediante el ajuste de los datos
experimentales a una curva sigmoidal, y las constantes temporales que caracterizaron la
respuesta de las distintas variables (Tiu, Tmaxsic ¥ Tss), tal y como se describe en la
Seccion V.2.1.1 de este capitulo (Figura V.13).

Los andlisis estadisticos realizados sobre los resultados obtenidos en el momento
final del experimento pusieron de manifiesto la existencia de diferencias significativas
entre especies, entre tratamientos de luz y derivadas de la aplicacion de los periodos de

oscuridad de distinta duracion, seglin la variable considerada en cada caso.

+ Tasa instantanea de fotosintesis neta.

En el caso de la respiracion en oscuridad promedio registrada, se hallaron diferencias
significativas entre especies y entre tratamientos de irradiancia, pero no derivadas de la
aplicacion de los periodos de oscuridad (Tabla V.17). Los valores mas negativos se
registraron en la especie A. pinsapo y entre los individuos adscritos al tratamiento de
alta irradiancia (Figura V.12A). En lo que respecta al maximo de cada curva, de nuevo
se hallaron Unicamente diferencias entre especies y entre tratamientos de irradiancia
(Tabla V.17). Los mayores valores maximos se hallaron en A. pinsapo y en los

individuos sometidos a baja irradiancia (Figura V.13A).
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En lo que respecta a los tres parametros temporales descriptores de la dindmica
temporal de la fotosintesis, los andlisis revelaron inicamente la existencia de diferencias
significativas derivadas de la aplicacion de los periodos de oscuridad (Tabla V.17). En
todos los casos, a medida que se incrementd la duracion de estos periodos, se produjo

un incremento progresivo del valor de los mismos (Figura V.14A).

+ Tasa instantanea de conductancia estomatica al agua.

Para los valores promedio de esta variable registrados en oscuridad, los analisis
estadisticos hallaron diferencias significativas entre especies, entre tratamientos de
irradiancia, y derivadas de la aplicacion de los periodos de oscuridad (Tabla V.18). Los
mayores valores se registraron en la especie A. pinsapo y entre los individuos adscritos
al tratamiento de alta irradiancia (Figura V.12B). Con el incremento en la duracioén de
los periodos de oscuridad, se produjo una disminucion progresiva de los valores
registrados (Figura V.12B). En cambio, en lo que respecta al maximo de cada curva,
unicamente se encontraron diferencias significativas entre especies (Tabla V.18),
hallandose los mayores valores maximos en A. pinsapo (Figura V.13B).

En lo que respecta a Ty, los andlisis revelaron la existencia de diferencias
significativas entre tratamientos de irradiancia, y derivadas de la aplicacion de los
periodos de oscuridad (Tabla V.18). Los mayores valores de esta variable se hallaron
en el tratamiento a alta irradiancia, y a medida que se incremento la duracion de estos
periodos (Figura V.14B1). En el caso de Tmaxsig, € hallaron diferencias entre especies,
tratamientos de irradiancia y periodos de oscuridad de distinta duracion, ademas de para
la interaccion “tratamiento de irradiancia x duracién oscuridad” (Tabla V.18). Los
mayores valores se encontraron en A. alba, en los individuos del tratamiento de alta
irradiancia y a medida que se incremento la duracion del periodo de oscuridad previo,
especialmente en el tratamiento a alta irradiancia (Figura V.14B2). Finalmente, en lo
que respecta a T, los andlisis detectaron diferencias significativas entre especies,
tratamientos de irradiancia y entre periodos de oscuridad de distinta duracidon, ademas
de otros efectos (Tabla V.18). Los mayores valores de esta variable se encontraron en
A. pinsapo y entre los individuos adscritos al tratamiento de baja irradiancia. A medida
que se incremento la duracion de los periodos de oscuridad, se produjo un incremento

en el valor de Ty (Figura V.14B3).
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+ Ratio entre las tasas instantaneas de fotosintesis neta y de conductancia estomatica al

agua.

En el caso de los valores promedios registrados para este ratio durante el periodo de
oscuridad, los analisis no hallaron diferencias significativas para ninguno de los efectos
considerados, salvo para el efecto de la aplicacion de los periodos de oscuridad de
duracioén creciente (Tabla V.19). Asi, a medida que se increment6 la duracion de estos
periodos, se produjo un descenso en los valores promedios (Figura V.12C). Para el
valor maximo caracteristico de cada curva, se hallaron diferencias significativas ligadas
a los efectos “especie” y “especie x tratamiento de irradiancia” (Tabla V.19). Los
mayores valores se registraron en A. alba. En esta especie, el valor promedio registrado
a alta irradiancia fue significativamente inferior al registrado a baja irradiancia, mientras
que en A. pinsapo no hubo diferencias entre tratamientos (Figura V.13C).

En lo que respecta a Ty, los andlisis revelaron la existencia de diferencias
significativas entre tratamientos de irradiancia, periodos de oscuridad y para el efecto
“especie x duracion oscuridad” (Tabla V.19). Los mayores valores se hallaron en el
tratamiento a alta irradiancia, y a medida que fue incrementandose la duracion de los
periodos de oscuridad, especialmente en A. alba (Figura V.14C1). Para Tpaxsig, S€
hallaron diferencias significativas entre especies, tratamientos de irradiancia y periodos
de oscuridad (Tabla V.19). Los mayores valores de esta variable se hallaron en A. alba
y en el tratamiento a alta irradiancia, y a medida que se incremento6 la duracion de los
periodos de oscuridad (Figura V.14C2). Finalmente, en el caso de Ty, los andlisis
detectaron Unicamente la existencia de diferencias significativas para los efectos
“duracion del periodo de oscuridad” y “especie x tratamiento de irradiancia” (Tabla
V.19). En A. pinsapo, se hallaron mayores valores de esta variable en el tratamiento a
baja irradiancia, mientras que en A. alba se hallaron a alta irradiancia. A medida que se
incrementd la duracion de los periodos de oscuridad, se produjo un incremento en

paralelo de los valores hallados (Figura V.14C3).
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Figura V.11. En el tercer experimento, se interrumpidé el suministro de irradiancia desde una fuente
constante mediante la interposicion de periodos de oscuridad de duracion creciente (parte superior de la
figura). Simultaneamente, se procedid al registro en paralelo de las tasas instantaneas de fotosintesis y de
conductancia estomatica al agua (parte inferior). En concreto, se muestra la respuesta obtenida en sendos
individuos de A. pinsapo y A. alba al principio del experimento.
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Tabla V.17. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias derivadas de los
tratamientos de luz previstos en el experimento y de la aplicacion de los periodos de oscuridad de
duracion creciente, considerando como variables el promedio de respiracion en oscuridad registrado (Ry),
el valor maximo de respuesta fotosintética obtenido mediante el ajuste de los datos experimentales a una
curva sigmoidal (“max”™), y los pardmetros temporales Ty, Tmaxsic ¥ Tss (ver explicacion en el texto)
calculados a partir de los registros llevados a cabo en el momento final del tercer experimento (GLM
considerando como factores las especies, los tratamientos de luz y la duracion de los periodos de
oscuridad, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre
paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto Ry max Tian Tonaxsi Ty
Especie 3991 (1) 50.35(1) 0.34 (1) 1.73 (1) 0.05 (1)
0.000* 0.000* 0.564 0.194 0.828
Tratamiento de irradiancia 12.83 (1) 11.52(1) 1.47 (1) 3.13 (1) 0.08 (1)
0.001* 0.001* 0.231 0.083 0.781
Duracioén oscuridad 1.71(4) 0.25 4) 75.34 (4)  26.12 (4) 14.37 (4)
0.162 0.908 0.000* 0.000* 0.000*
Especie x 0.52 (1) 1.50 (1) 0.31(1) 0.11 (1) 1.29 (1)
tratamiento de irradiancia 0.474 0.226 0.583 0.746 0.261
Especie x 0.48 (4) 0.33 (4) 0.77 (4) 1.04 (4) 0.33 (4)
Duracion oscuridad 0.753 0.853 0.548 0.394 0.857
Tratamiento de irradiancia 0.34 (4) 0.47 (4) 0.32 (4) 0.74 (4) 0.62 (4)
x duracion oscuridad 0.848 0.757 0.860 0.570 0.650
Especie x tratamiento 0.13 (4) 0.04 (4) 0.24 (4) 0.76 (4) 0.92 (4)
irradiancia x duracion oscuridad 0.969 0.996 0914 0.559 0.460

Tabla V.18. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias derivadas de los
tratamientos de luz previstos en el experimento y de la aplicacion de los periodos de oscuridad de
duracion creciente, considerando como variables el promedio conductancia estomatica al agua registrado
durante el periodo de oscuridad (“dark™), el valor maximo de conductancia estomatica obtenido mediante
el ajuste de los datos experimentales a una curva sigmoidal (“max”), y los parametros temporales Ti,,
Trmaxsig ¥ Tss calculados a partir de los registros llevados a cabo en el momento final del tercer experimento
(GLM considerando como factores las especies, los tratamientos de luz y la duracion de los periodos de
oscuridad, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre
paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto dark max T Tinaxsig T,
Especie 26.83 (1) 65.88 (1) 1.50 (1) 4.51 (1) 4.74 (1)
0.000* 0.000* 0.226 0.039* 0.034*
Tratamiento de irradiancia 7.95 (1) 3.68 (1) 54.06 (1)  30.16 (1) 19.49 (1)
0.007* 0.061 0.000* 0.000* 0.000*
Duracién oscuridad 22.63 (4) 0.38 (4) 4.21 (4) 8.58 (4) 19.61 (4)
0.000* 0.824 0.005* 0.000* 0.000*
Especie x 0.34 (1) 0.28 (1) 0.10 (1) 1.98 (1) 0.96 (1)
tratamiento de irradiancia 0.561 0.598 0.759 0.165 0.332
Especie x 2.41 (4) 0.12 (4) 1.69 (4) 1.10 (4) 5.92 (4)
Duracién oscuridad 0.061* 0.976 0.167 0.367 0.001*
Tratamiento de irradiancia 0.10 (4) 0.68 (4) 2.354) 4.154) 2.13 (4)
x duracion oscuridad 0.981 0.612 0.067* 0.006* 0.091
Especie x tratamiento 0.15 4) 0.04 (4) 0.43 (4) 0.38 (4) 11.80 (4)
irradiancia x duracion oscuridad 0.963 0.996 0.787 0.825 0.000*
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Tabla V.19. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias derivadas de los
tratamientos de luz previstos en el experimento y de la aplicacion de los periodos de oscuridad de
duracion creciente, considerando variables el promedio registrado durante el periodo de oscuridad para el
ratio entre las tasas instantaneas de fotosintesis neta y conductancia estomatica al agua (“dark”), el valor
maximo de este ratio obtenido mediante el ajuste de los datos experimentales a una curva sigmoidal
“max”), y los pardmetros temporales Ty, Taxsie ¥ Tss calculados a partir de los registros llevados a cabo
en el momento final del tercer experimento (GLM considerando como factores las especies, los
tratamientos de luz y la duracioén de los periodos de oscuridad, seguido de un test a posteriori Tukey
HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p.
En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a
posteriori.

efecto dark max Ty Tinaxsic T
Especie 1.44 (1) 22.32 (1) 1.42 (1) 15.86 (21) 1.64 (1)
0.235 0.000* 0.239 0.000* 0.207
Tratamiento de irradiancia 0.02 (1) 3.19 (1) 16.64 (1)  53.67 (1) 1.20 (1)
0.903 0.080 0.000* 0.000* 0.279
Duracion oscuridad 17.66 (4) 0.58 (4) 27.84 (4) 13.78 (4) 4.97 (4)
0.000* 0.677 0.000* 0.000* 0.002*
Especie x 0.05 (1) 6.13 (1) 2.61 (1) 1.93 (1) 15.78 (1)
tratamiento de irradiancia 0.824 0.017* 0.112 0.170 0.000%
Especie x 0.32 (4) 0.24 (4) 6.25 (4) 1.35(4) 0.554)
Duracion oscuridad 0.860 0.916 0.000* 0.266 0.703
Tratamiento de irradiancia 0.56 (4) 1.32 (4) 1.90 (4) 1.50 (4) 0.35(4)
x duracién oscuridad 0.696 0.275 0.125 0.217 0.840
Especie x tratamiento 0.64 (4) 0.71 (4) 0.47 (4) 1.59 (4) 0.80 (4)
irradiancia x duracién oscuridad 0.637 0.590 0.759 0.192 0.531

V.3.3.2. Cantidad de C fijado y de agua ““perdida”. Eficiencia en el uso del agua y de la

luz.

Para calcular la dosis de irradiancia suministrada en cada caso, la cantidad de C fijado y
la cantidad de agua “perdida” via conductancia estomatica, hubo que considerar, en
cada caso, los cinco minutos de oscuridad que precedieron el encendido de la lampara
empleada, y los 20 minutos siguientes, correspondientes al registro de datos efectuado
cuando la ldmpara ya estaba encendida, dado que, la duracién de los periodos de
oscuridad varié conforme al disefio previsto en el experimento, y el tiempo registrado
tras el encendido de la lampara fue también distinto, al variar el tiempo que necesitd
cada individuo en cada caso para el alcance del estado estacionario. Durante los citados

25 minutos de registro, la dosis de irradiancia suministrada rond6 los 7 x 10° J m™.
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Figura V.12. Valor promedio de las tasas registradas en oscuridad, para las variables fotosintesis neta
(A), conductancia estomatica al agua (B), y para el ratio entre ambas variables (C), en el momento final
del experimento. Las barras de error representan el error estandar (n = 3-4). Los asteriscos indican la
existencia de diferencias significativas.
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el ratio entre ambas variables (C), en el momento final del experimento. Las barras de error representan el
error estandar (n = 3-4).
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Como en casos anteriores, a partir de la dosis de irradiancia suministrada y la
cantidad de C fijado por cada individuo, se calcul6 la cantidad de C fijado por dosis de
irradiancia suministrada (“C fijado por dosis”) como el ratio entre ambas variables. Para
este ratio, los analisis estadisticos hallaron diferencias entre los distintos momentos del
tiempo y derivadas de la aplicaciéon de periodos de oscuridad de distinta duracion,
ademds de para otros efectos (“especie x tiempo de incubacién”, “tratamiento de
irradiancia x tiempo de incubacion”, “tiempo de incubacion x duracion oscuridad”)
(Tabla V.20). Los mayores valores de este ratio se hallaron en los registros efectuados
en el momento inicial del experimento. La aplicacion de los tratamiento de incubacion
previstos en el experimento redujo los valores registrados para este ratio, especialmente
en A. alba y en los individuos adscritos al tratamiento de alta irradiancia. La
interposicion de los distintos periodos de oscuridad, si bien no tuvo una influencia
decisiva en el momento inicial del experimento, influy6 negativamente en el momento
final del mismo, descendiendo progresivamente el valor del ratio al incrementarse la
duracién de los mismos (Figura V.15A).

En el caso de la cantidad de agua “perdida” via conductancia estomatica, los
analisis revelaron la existencia de diferencias significativas entre especies, entre
distintos momentos del tiempo, y derivadas de la aplicacion de los periodos de
oscuridad, ademés de para el efecto “especie x tiempo de incubacion” (Tabla V.20).
Esta cantidad de agua fue superior en A. pinsapo y en el momento inicial del
experimento. Con el paso del tiempo, la cantidad de agua perdida por individuos de
ambas especies disminuy0, especialmente en A. alba. Como para otras variables, la
interposicion de periodos de oscuridad apenas tuvo efecto al inicio del experimento, si
bien hizo disminuir ostensiblemente esta pérdida de agua al final del mismo, a medida
que se incrementaba la duracion de los periodos de oscuridad (Figura V.15B). Para el
ratio entre la cantidad de C fijado y la cantidad de agua perdida, se hallaron unicamente
diferencias significativas entre tratamientos de irradiancia, entre los distintos momentos
del tiempo, y para la interaccion entre ambas variables (efecto “tratamiento de
irradiancia x tiempo de incubacidn”), sin hallarse diferencias debidas de la aplicacion de

los periodos de oscuridad (Tabla V.20).
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Tabla V.20. Resultado del analisis estadistico aplicado para la deteccion de diferencias entre los
tratamientos de irradiancia de incubacién previstos en el experimento, los distintos momentos del tiempo
y la aplicacion de periodos de oscuridad distinta duracion a que fueron sometidos los individuos de ambas
especies durante la realizacion de este experimento, considerando como variables la cantidad total de C
fijado normalizada por la dosis de luz suministrada (“C fijado por dosis de luz”), la cantidad de agua
“perdida” via conductancia estomatica (“agua perdida”), y la cantidad total de C fijado en relacion con la
cantidad total de agua “perdida” (“C fijado por agua perdida”) (GLM considerando como factores las
especies, los tratamientos de luz, los distintos tiempos de incubacion y la duracion del periodo de
oscuridad, seguido de un test a posteriori Tukey HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre
paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los
asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

efecto C fijado por dosis  Agua “perdida” ag(;;i‘!f;) (1(:_(5(:1;,,
Especie 0.74 (1) 15.25 (1) 2.77 (1)
0.391 0.000* 0.099
Tratamiento de irradiancia 4.30 (1) 0.01 (1) 7.20 (1)
0.041 0.937 0.008*
Tiempo de incubacion 77.33 (1) 115.46 (1) 12.43 (1)
0.000* 0.000* 0.001*
Duracion oscuridad 5.16 (4) 5.414) 0.21 (4)
0.001* 0.001* 0.931
Especie x 0.34 (1) 0.13 (1) 2.89 (1)
tratamiento de irradiancia 0.559 0.718 0.092
Especie x 9.89 (1) 4.71 (1) 1.20 (1)
tiempo de incubacion 0.002* 0.032* 0.276
Tratamiento de irradiancia 4.30 (1) 0.01 (1) 7.20 (1)
x tiempo de incubacion 0.041* 0.937 0.008*
Especie x 0.354) 0.05 (4) 0.09 (4)
duracion oscuridad 0.843 0.995 0.984
Tratamiento de irradiancia 0.03 (4) 0.06 (4) 0.02 (4)
x duracion oscuridad 0.998 0.993 0.999
Tiempo de incubacion 3.68 (4) 1.57 (4) 0.72 (4)
x duracion oscuridad 0.007* 0.187 0.582
Especie x tratamiento 0.34 (1) 0.13 (1) 2.89 (1)
irradiancia x tiempo incubacién 0.559 0.718 0.092
Especie x tratamiento 0.17 (4) 0.05 (4) 0.24 (4)
irradiancia x duracién oscuridad 0.952 0.996 0.916
Especie x tiempo incubacion 0.07 (4) 0.35(4) 1.36 (4)
x duracién oscuridad 0.992 0.843 0.253
Tratamiento irradiancia x tiempo 0.03 (4) 0.06 (4) 0.02 (4)
incubacion x duracion oscuridad 0.998 0.993 0.999
1x2x3x4 0.17 (4) 0.05 (4) 0.24 (4)
0.952 0.996 0.916
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recibida (A) y en la cantidad promedio de agua “perdida” via conductancia estomatica (B) durante la
aplicacion de los distintos periodos de oscuridad, expresada como el promedio obtenido para el conjunto
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experimento. Las barras de error representan el error estandar (n = 3-4).
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V.4. Discusion.

V.4.1. Fijacion de Cy control estomético en curvas fotoperiodo.

Los resultados obtenidos en el primer experimento fueron en su mayoria acordes a las
hipotesis planteadas inicialmente y, si bien no resulta facil explicar el conjunto total de
diferencias significativas encontradas, ciertos patrones basicos emergieron con claridad.
Por un lado, el hecho de que las tasas mas negativas de respiracion en oscuridad se
hayan encontrado en A. pinsapo de nuevo apunta a que esta especie sea de las dos la que
presenta una menor tolerancia a la sombra (Lambers et al. 1998). La disminucion en el
tiempo de las tasas maximas de fotosintesis neta en ambas especies puede interpretarse
como un signo del desarrollo de un proceso de aclimatacion a niveles de irradiancia
inferiores. Este descenso se deberia a una mayor inversion de N foliar en la sintesis de
LHCP para maximizar la captacion de la irradiancia disponible (Naidu y DeLucia,
1998), que conllevaria una disminucion en la sintesis de Rubisco y por tanto, de la
capacidad de carboxilacion de los individuos (Terashima y Evans, 1988; Niinemets y
Tenhunen, 1997). El hecho de que no se hayan encontrado diferencias entre
tratamientos de irradiancia a este respecto sugiere que los niveles de irradiancia a que
estaban sometidos los individuos de ambas especies antes del experimento eran muy
superiores a los caracteristicos de los tratamientos previstos en el mismo, motivo por el
que los individuos de ambas especies no percibirian la menor diferencia existente entre
¢éstos. Por otro lado, las mayores tasas de conductancia estomatica se hallaron
claramente en A. pinsapo, tanto en oscuridad como bajo el nivel de irradiancia incidente
previsto, lo que, en conjuncidn con la escasa diferencia entre especies en lo que respecta
a las tasas maximas de fotosintesis neta (mayores en A. pinsapo, p = 0.054), pone de
manifiesto la mayor desproporcion existente entre estas tasas y las de conductancia al
agua en esta ultima especie, y es acorde con los menores valores del ratio
fotosintesis/conductancia hallados para la misma. Por ello, una vez mas, A. alba es la
especie que muestra consistentemente una mayor eficiencia intrinseca en el uso del
agua. Por su parte, el descenso experimentado en las tasas de conductancia estomatica
con el tiempo podria estar relacionado asimismo con el desarrollo de un proceso de
aclimatacion a niveles de irradiancia inferiores (Uemura et al. 2000).

En lo que respecta a los distintos parametros temporales calculados, es de

destacar que en general se obtuviesen mayores valores en A. alba tanto para la
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fotosintesis neta como para la conductancia estomatica al agua, pareciendo por ello que
esta especie de gran tolerancia a la sombra fue la menos eficaz en la regulacion de la
apertura estomadtica, al igual que sucedidé en el experimento descrito en el capitulo
anterior en condiciones de privacion del riego (ver Seccion IV.4.1), lo que en principio
podria confirmar la hipétesis de la existencia de un tradeoff entre los rasgos que
confieren tolerancia a la sombra y resistencia al estrés hidrico (Smith y Huston, 1989).
Sin embargo, los bajos valores de conductancia de los individuos de esta especie en
cualquier circunstancia (Figura V.2B) sugieren un uso mas conservativo de este
recurso, permitiendo maximizar la eficiencia de uso del agua (ver Seccién IV.4.1). Esto,
de alguna manera, pondria en tela de juicio la validez de la hipotesis planteada en
nuestro caso (como en otros trabajos; ver, por ejemplo Markesteijn y Poorter (2009)), y
es coherente con resultados previos de esta memoria (Figuras IV.13, IV.16) que
indicaron que A. alba fue la especie que presentd en todo momento mayor eficiencia en
el uso del agua (ver Secciéon IV.4.1). Ademas, el hecho de que también fuese mayor el
tiempo necesario para la maximizacion de la tasa de fotosintesis neta, en contra de lo
que cabria esperar a priori de una especie tipicamente de sombra o aclimatada a la
misma, estaria intimamente relacionado con el estrecho acoplamiento existente entre las
tasas de fotosintesis y las de conductancia estomdtica exhibido por esta especie,
viéndose la fijacion de C ralentizada tanto por la baja velocidad de la apertura
estomatica y la consecuente reduccion en el suministro de C (Knapp y Smith, 1990)
como quiza también por una limitacidon de caracter bioquimico / enzimatico (Chazdon y
Pearcy, 1991). En cualquier caso, A. pinsapo fue la especie en la que se registro el
menor tiempo necesario para la maximizacion de esta eficiencia instantdnea en el uso
del agua (825 segundos frente a los 1230 hallados en A. alba, en valores promedio; ver
Tabla V.7), y este patron de evolucion temporal, asi como las variaciones relativas en
las tasas de fotosintesis neta y conductancia estomatica al agua, son consistentes con
resultados previos (ver Figuras IV.12, IV.13, IV.16 y IV.7, y Secciones IV.3.1 y
IV.4.1) que pusieron de manifiesto la existencia de variaciones mas rapidas y de mayor
magnitud en las tasas de estas variables registradas simultineamente en esta especie
frente A. alba; ademas, estas variaciones fueron mas independientes la una de la otra en
su evolucion temporal, lo que sugiere un menor grado de control de las variables
relacionadas con el intercambio gaseoso en A. pinsapo. Asi, es de destacar que esos
mismos resultados, en el contexto en el que fueron obtenidos (Capitulo IV,

experimento de estrés hidrico), también sugerian una menor capacidad de homeostasis
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frente a cambios en las condiciones ambientales (Knapp y Smith, 1990). De esta forma,
la estrategia mostrada por A. alba de minimizar la pérdida de agua manteniendo en todo
momento niveles de conductancia estomatica bajos y retrasando o amortiguando, en la
medida de lo posible, los cambios en la misma (Markesteijn y Poorter, 2009), indican la

elevada capacidad homeostatica exhibida por esta especie (Knapp y Smith, 1990).

V.4.1.1. Parametros temporales. Caracterizacion de la respuesta fotosintética.

El tiempo de incubacion bajo ambos tratamientos de irradiancia no tuvo un efecto claro
sobre los parametros temporales calculados, produciéndose distintos resultados en
funcién de la especie, el tratamiento de irradiancia y la variable considerada en cada
caso (Tablas V.5, V.6 y V.7). No obstante, los resultados obtenidos en los analisis
realizados por parametros y por variables, a distintos niveles (global, por especies, por
tratamientos de luz y para las distintas combinaciones de especies y tratamientos)
(Tablas V.8, V.9 y V.10), fueron muy consistentes, y las diferencias minimas, a pesar
de que para realizar estas comparaciones se consideraron todas las curvas fotoperiodo
realizadas a lo largo del experimento, tanto a principios del mismo como transcurridos
dos y diez meses, entre las que se encontraron diferencias derivadas del tiempo de
incubacion en los parametros calculados y en las variables consideradas. Asi, por
ejemplo, T, fue siempre inferior a Tiaxsig, que a su vez fue por lo general inferior a T
en las tres variables estudiadas, con independencia de que el valor de estos parametros
aumentase o disminuyese al incrementarse el tiempo de incubacion (Tabla V.8). Y los
valores de estos pardmetros obtenidos para el ratio entre las tasas de fotosintesis neta y
las de conductancia estomatica fueron por lo general inferiores a los obtenidos para la
fotosintesis neta y para la conductancia estomdtica consideradas independientemente
(Tabla V.9). Estos resultados, indicativos de que el comportamiento observado, en
términos de qué variables se alteran o se estabilizan antes o después, y de qué
parametros temporales mostraron mayores o menores valores, es muy similar entre las
distintas combinaciones de especies y tratamientos de luz (Tabla V.10), sugieren a su
vez que el mecanismo que subyace a este comportamiento es muy basico y constituye
un rasgo de caracter conservativo.

Los menores valores obtenidos en todos los parametros temporales para el ratio
entre las tasas de fijacion de C y las de conductancia estomdtica apuntan a que los

individuos de ambas especies, a la hora de regular sus tasas de intercambio gaseoso,
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priorizaron la optimizacion del ratio fotosintesis/conductancia estomatica (Cowan,
1977, 1986; Givnish, 1988). Por otro lado, el hecho de que para las tasas de fotosintesis
neta se hallasen en todo momento mayores valores de estos pardmetros que los
registrados para el citado ratio, sugiere que los individuos de ambas especies buscaron
maximizar las tasas de fijacion de C con cierta independencia del tiempo necesario para
ello. Finalmente, para las tasas de conductancia estomatica se registraron por lo general
los mayores valores de las tres variables estudiadas, lo que reflejaria fielmente la inercia

intrinseca a esta variable (Nobel, 1983; Knapp y Smith, 1990).

V.4.1.2. Carbono fijado, eficiencia en el uso del agua y en la fijacién de carbono.

La mayor cantidad de carbono fijado se hallé en A. pinsapo, como consecuencia de las
mayores tasas de fotosintesis neta y la mayor capacidad de esta especie para la
maximizacion de las mismas en un menor espacio de tiempo. El descenso en las tasas
de fotosintesis neta con el tiempo, provocado por el desarrollo del proceso de
aclimatacion a niveles de irradiancia inferiores, explicaria el decremento registrado en la
cantidad de carbono fijado al final del experimento. Por otro lado, y como en anteriores
ocasiones (ver Seccién I11.4.1), la falta de diferencias significativas entre tratamientos
de irradiancia sugiere que los individuos de ambas especies no percibieron una gran
diferencia entre ambos, aunque si respecto a las condiciones de partida, consecuencia
del tiempo durante el que estos tratamientos fueron aplicados (efecto “tiempo de
incubacién”) (ver Secciones I111.4.2 y 111.4.3).

En consonancia con las mayores tasas de conductancia registradas en A. pinsapo,
la cantidad de agua “perdida” via conductancia estomatica fue superior en esta especie,
tal y como apuntaron resultados previos (ver Seccién IV.4.1), a pesar del descenso
experimentado por los valores maximos de esta variable (Figura V.2B).

En lo que respecta al ratio entre la cantidad de carbono fijado y de agua perdida,
los mayores valores se encontraron en A. alba frente a A. pinsapo, en coherencia con la
mayor eficiencia intrinseca en el uso del agua exhibida consistentemente, y a pesar de
ser la especie en la que se hallaron menores tasas de fotosintesis neta y un mayor valor
de Tmaxsig para esta variable. Esto pone de manifiesto una vez mas el elevado grado de
ajuste entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomdtica al agua

existente en esta especie, capaz de contrarrestar, mediante menores tasas de
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conductancia al agua, la menor capacidad de fijacion de C y de regulacion instantanea

de la eficiencia en el uso del agua exhibida aparentemente por la misma.

V.4.2. Efecto del suministro de luz mediante distintas irradiancias de incubacion

Los resultados obtenidos en este segundo experimento en lo que respecta a la dosis total
suministrada mediante distintos niveles de irradiancia fueron en su mayoria acordes a lo
que cabria esperar, si bien es de destacar la ausencia de diferencias derivadas de los
tratamientos de irradiancia y el tiempo de incubacion. Asi, la cantidad de C fijado por
dosis fue superior en A. pinsapo, lo que en principio podria sorprender si consideramos
la elevada tolerancia a la sombra de A. alba (Robakowski et al. 2003) y la elevada
eficiencia en el uso de la luz que se le presupone por ello (Chazdon y Pearcy, 1991).
Pero es necesario recordar que la dosis total se suministré6 no s6lo a los niveles de
irradiancia caracteristicos de los tratamientos de incubacion aplicados, sino también
mediante niveles de irradiancia de moderados a altos (500, 800 6 1100 umol fotones m™
s1), en los que A. pinsapo exhibi6 una respuesta mas eficaz en la fijacion de C. La
disminucion en el tiempo de la cantidad de C fijado por dosis de irradiancia recibida,
aunque no significativa, se deberia al desarrollo de un proceso de aclimatacion a niveles
de irradiancia mas bajos, que produciria un descenso en las tasas maximas de
fotosintesis neta alcanzadas en el equilibrio por los individuos como consecuencia del
menor potencial de carboxilacion desarrollado por los mismos, resultado a su vez de
una menor inversion de N foliar en la sintesis de Rubisco y mayor en la construccion de
LHCP para mejorar la eficiencia en el uso de la luz recibida (Terashima y Evans, 1988;
Niinemets y Tenhunen, 1997; Naidu y DeLucia, 1998). El hecho de que este descenso
no sea significativo puede deberse a que las distintas dosis se suministraron mediante un
rango amplio de niveles de irradiancia, de manera que el efecto puede ser mas notable
en los niveles mas altos, pero quiza se vea compensado por un mejor desenvolvimiento
de estos individuos a niveles de irradiancia mas bajos. Por otro lado, la mayor “pérdida”
de agua via conductancia estomatica tuvo lugar en A. pinsapo, como era de esperar
considerando las mayores tasas de conductancia estomatica halladas en esta especie en
todo momento; por su parte, la mayor cantidad de C fijado por agua “perdida” hallada
en A. alba es coherente con el hecho de que esta especie sea la que haya mostrado
consistentemente una mayor eficiencia en el uso del agua o mas bien una mayor

capacidad de regulacion del intercambio gaseoso con la consecuente optimizacion del
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ratio entre la cantidad de C fijado y de agua perdida ante cambios en las condiciones de
suministro hidrico y luminoso (ver de nuevo Secciones V.4.1 y V.4.3).

Los andlisis efectuados para cada una de las distintas dosis de irradiancia
aplicadas consiguieron revelar las diferencias existentes entre tratamientos de
irradiancia y/o distintos momentos del tiempo. En lo que respecta a la cantidad de C
fijado por dosis de irradiancia, el hecho de que una vez mas no se hallasen diferencias
entre tratamientos, unido a que se hayan encontrado diferencias derivadas del tiempo de
incubacidn, sugiere como en otros apartados de este mismo capitulo (ver Secciones
V4.1 y V.4.3) que los individuos participantes en el experimento acusaron la gran
diferencia existente entre los niveles de irradiancia experimentados de forma previa al
experimento y los caracteristicos de los tratamientos aplicados, lo que les impediria
percibir la menor diferencia existente entre éstos. En los periodos de irradiancia del
principio y el final de la secuencia aplicada (oscuridad y 50 pmol fotones m™ s™) se
obtuvieron l6gicamente valores negativos en la cantidad neta de C fijado y de C fijado
por dosis, como era de esperar considerando el efecto tanto de la oscuridad como de la
aplicacion de un nivel de irradiancia tan bajo tras suministrarse previamente dos dosis a
1100 y 800 pmol fotones m™ s'. En cualquier caso, las tasas mas negativas de
respiracion se registraron en A. pinsapo, hallandose los valores menos negativos de C
fijado/C fijado por dosis para A. alba, como era de esperar considerando la elevada
tolerancia a la sombra caracteristica de esta especie. Por su parte, para las dosis
suministradas a mayores niveles de irradiancia, en A. alba se registraron las menores
cantidades de C fijado por dosis, lo que podria deberse a una mayor inversion en LHCP
frente a la sintesis de Rubisco, que limitaria el potencial de carboxilacion de estos
individuos a estos mayores niveles de irradiancia, lo que se corresponde con los
patrones observados en el equipo pigmentario de ambas especies (ver Seccién
I11.3.3.3). El descenso experimentado por ambas especies en la cantidad de C fijado por
dosis con el tiempo de incubacion, similar al hallado al considerar la dosis total de
irradiancia suministrada, seria consecuencia del proceso de aclimatacion a niveles de
irradiancia mas bajos, que produciria una limitacion de la capacidad de carboxilacion de
los individuos a mayores niveles de irradiancia (Terashima y Evans, 1988; Niinemets y
Tenhunen, 1997).

Al igual que en el caso de la dosis total, el hecho de que la cantidad de agua
“perdida” sea siempre mayor en A. pinsapo es coherente con las mayores tasas de

conductancia estomdtica halladas en todo momento en esta especie bajo distintas
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circunstancias. Por su parte, la reduccion de la cantidad de agua perdida con el tiempo,
unicamente en la “dosis 300, sugiere que ese proceso de aclimatacion a los niveles de
irradiancia previstos conllevo la optimizacion del ratio “C fijado por agua perdida” de
forma especialmente notable para uno de los niveles de irradiancia caracteristicos de los
tratamientos. Asi, para un nivel de irradiancia bastante inferior, como 50 pumol fotones
m~s™, y adecuado suministro hidrico, es posible que los individuos de ambas especies
mantuviesen los estomas abiertos para intentar maximizar la fijacion de C a partir de la
escasa irradiancia recibida (ver Seccion I1V.4.2). A niveles de irradiancia superiores, la
mayor estimulacion del aparato fotosintético pudo impedir la optimizacion del citado
ratio, como efecto de la ausencia de aclimatacion a esos niveles de luz.

Finalmente, las mayores cantidades de C fijado por agua perdida halladas en A.
alba serian consecuencia principalmente, ademas de su eficiencia en el uso de la luz, de
su mayor capacidad para usar los recursos hidricos de forma mas conservativa, a la vista
de las menores tasas de conductancia estomatica halladas en todo momento, y de la
mayor capacidad de regulacion del ratio entre las tasas de fotosintesis neta y las de
conductancia estomatica al agua. El hecho de que se produzca un incremento de la
variable citada a 300 umol fotones m™ s tendria que ver nuevamente con la
aclimatacion a ese nivel de irradiancia (ver parrafo anterior). Por su parte, la
disminucion registrada a 800 pmol fotones m™ s™' podria deberse a que este nivel de
irradiancia no fuese fotoinhibidor al principio del experimento, pero si al final del
mismo, como consecuencia de la aclimatacion a niveles de irradiancia inferiores. Y si
este comportamiento no se observa a “dosis 500” y a “dosis 1100” es porque, en el
primer caso, este nivel de irradiancia no es tan alto como para provocar el proceso de
fotoinhibicion en ninglin momento del experimento, y en el segundo, porque es posible
que éste ya lo sea incluso al principio del mismo. De ahi que no se experimenten
cambios en el tiempo a este respecto.

Por su parte, los analisis realizados sobre datos agrupados para las distintas
combinaciones de especies y tratamientos de irradiancia pusieron de manifiesto las
diferencias existentes entre las distintas dosis de irradiancia suministradas, en lo que
respecta tanto a la cantidad de C fijado por dosis y la de agua “perdida”, como al ratio
entre ambas. Asi, la reduccion experimentada en la cantidad de C fijado por dosis de
irradiancia suministrada al pasar de unos niveles de luz a otros (Figura V.10.A) se

deberia a la conjuncién de dos factores: en primer lugar, que las maximas tasas de

286



Fijacion de carbono y control estomatico

fijacion de C se estarian produciendo légicamente al nivel o niveles de irradiancia mas
proximos (300 y 500 pmol fotones m™ s'1) a los empleados en los tratamientos de
incubacion (Givnish, 1988) y que constituyen por si mismos la sefial luminica necesaria
para desencadenar estos procesos, y por otro lado, a que es posible que, al producirse la
aclimatacion a estos niveles de incubacion, la aplicacion de mayores niveles de
irradiancia durante periodos prolongados pueda provocar procesos de fotoinhibicion que
limiten temporalmente la fijacion de C (Lambers et al. 1998) (Figura V.10.A).

Por otro lado, el hecho de que la cantidad de agua perdida variase en A. alba de
forma menos notable que en A. pinsapo (Figura V.10.B), es otra evidencia mas de un
uso mas conservativo de este recurso por parte de la primera, y mas plastico por parte de
la segunda, que parece asi la mas eficiente en la gestion de este recurso. Pero las
menores tasas de conductancia registradas en todo momento en A. alba, ademas de
sugerir una mayor capacidad de optimizacion del ratio fotosintesis / conductancia,
indican ademds una mayor eficiencia en el uso del agua en las distintas condiciones de
iluminacion experimentadas. Finalmente, la ausencia de diferencias significativas en lo
que respecta al ratio C fijado por agua perdida (Figura V.10.C) sugiere que los
individuos de ambas especies fueron capaces de regular el ratio entre las tasas de
fotosintesis neta y las de conductancia estomatica al pasar de unos niveles de irradiancia
a otros para mantenerlo aproximadamente constante, si bien los mayores valores
hallados para A. alba indican la mayor eficiencia de esta especie a este respecto en

comparacion con A. pinsapo.

V.4.3. Efectos del intercalado de periodos de oscuridad de distinta duracion.

La aplicacion de periodos de oscuridad de duracion creciente tuvo efectos de distinto
tipo sobre las diferentes combinaciones de especies y tratamientos de irradiancia, en lo
que respecta tanto a las variables relacionadas con el intercambio gaseoso como a los
parametros empleados para describir la dinamica temporal de estas variables (Tablas
V.17 a V.19). De forma general, el incremento en la duracion de estos periodos de
oscuridad produjo el aumento de los valores obtenidos para los parametros temporales
calculados (T, Tmaxsig ¥ Tss) en las tres variables consideradas (fotosintesis neta,
conductancia estomatica al agua y ratio entre ambas) (Figura V.14), lo que a su vez
tuvo implicaciones tanto sobre la cantidad de C fijado como sobre la cantidad de agua

“perdida” en los periodos de iluminacion que siguieron (Tabla V.20, Figura V.15).
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Este resultado era de esperar considerando el impacto de la disminucion de la cantidad
de irradiancia incidente sobre el funcionamiento de la maquinaria fotosintética (Knapp y
Smith, 1990; Whitehead y Teskey, 1995).

No obstante, este efecto solo se hizo especialmente patente al final del
experimento, en contra de lo que podria esperarse a priori, teniendo en cuenta tanto la
tolerancia a la sombra de ambas especies como el hecho de que el tiempo de incubacion
del experimento constituyese un periodo de aclimatacion a dos niveles de irradiancia
considerablemente bajos. En este sentido, seria de esperar no so6lo la existencia de
diferencias derivadas de la aplicacion de periodos de oscuridad mas largos al principio
del experimento, sino también que ese efecto inicial fuese incluso mas notable que en el
momento final del mismo, especialmente entre los individuos adscritos al tratamiento de
baja irradiancia, del mismo modo que muchas especies del sotobosque presentan una
notable capacidad de respuesta ante variaciones significativas en la duracion, la
frecuencia de aparicion y la cantidad de irradiancia incidente (sunflecks) (Chazdon y
Pearcy, 1991), al experimentar un estado de activacion intermedio de induccion de la
fotosintesis que les permite aprovechar de la manera mas rapida y eficiente posible estos
pulsos de luz. Asi, es posible que el incremento de los tiempos de respuesta tras la
aplicacion de los periodos de oscuridad hallado en el momento final del experimento se
deba el hecho de que los individuos de ambas especies fueron aclimatados
artificialmente a una dosis de irradiancia que, aunque baja, se suministr6 mediante
niveles constantes, lo que habria provocado la pérdida de la capacidad de respuesta
mencionada. Este resultado seria por su parte coherente con el obtenido en trabajos
previos, que pusieron de manifiesto la ausencia de respuesta ante cambios en la sefial
luminica por parte de algunas especies propias de ambientes permanentemente
sombreados (Mooney et al. 1983, Pearcy, 1988). Ademas, en el momento final del
experimento se hallaron tasas de respiracion en oscuridad mas negativas en promedio
(GLM realizado sobre el conjunto global de datos registrados, p < 0.000), lo que
incrementaria la inercia de los individuos de ambas especies en su respuesta de fijacion
neta de C (Givnish, 1988), y con ello los valores registrados de los pardmetros
temporales considerados. Por su parte, este incremento en las tasas de respiracion seria
asimismo consecuencia de la aclimatacion a niveles de irradiancia artificialmente
constantes, que habrian inducido en los individuos del experimento mayores costes de
mantenimiento, especialmente en los individuos adscritos al tratamiento de alta

irradiancia.
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Por otro lado, cabria esperar la existencia de diferencias entre especies y entre
tratamientos de irradiancia, halldndose, en primer lugar, menores tasas maximas de
fotosintesis neta en la especie mas tolerante a la sombra (Givnish, 1988) y/o en los
individuos de ambas especies aclimatadas a la misma, pero también una mayor
eficiencia fotosintética en el uso de la luz y por ello una mayor capacidad a priori para
recuperar, en tiempos de respuesta mas cortos, las tasas de fijacion de C alcanzadas en
estado estacionario durante los periodos de iluminacion (Chazdon y Pearcy, 1991). Por
su parte, en la especie menos tolerante a la sombra y/o en los individuos adscritos al
tratamiento de mayor irradiancia, seria de esperar una mayor capacidad de fijacion de C
al nivel de irradiancia de medida, similar al experimentado durante el tiempo de
incubacion (Givnish, 1988), pudiendo suponer, en principio, que en estos individuos
existiria un mayor efecto tanto de la oscuridad como del incremento en la duracién de
dichos periodos como consecuencia de su menor eficiencia fotosintética en el uso de la
luz. Asi, al producirse mayores tiempos de retardo, esto podria comprometer la cantidad
de C fijado por estos individuos, al contrarrestarse parcialmente las mayores tasas de
fotosintesis neta alcanzadas.

Sin embargo, no se hallaron diferencias consistentes entre especies y/o
tratamientos de irradiancia en lo que respecta a los parametros temporales calculados,
siendo el efecto mas evidente el producido por la duracion creciente de los periodos de
oscuridad aplicados. En lo referente a las tasas maximas de intercambio gaseoso y a las
registradas en oscuridad, los resultados son coherentes con otros obtenidos previamente
en este capitulo, que sugieren que A. alba es la especie de mayor tolerancia a la sombra
de las dos, como indican las tasas menos negativas de respiracion en oscuridad (Tabla
V.17, Figura V.12A) y las menores tasas maximas de fotosintesis neta (Tabla V.17,
Figura V.13A), y al mismo tiempo la que exhibe un uso mas conservativo de los
recursos hidricos, como sefialan las menores tasas de conductancia al agua registradas
durante los distintos periodos de luz y oscuridad (Tabla V.18, Figuras V.12B y
V.13B), y los mayores valores méaximos del ratio fotosintesis/conductancia en los
periodos de iluminacion (Tabla V.19, Figura V.13C). Por otro lado, se hallaron
distintas evidencias del desarrollo de un proceso de aclimatacion a los bajos niveles de
irradiancia aplicados, como el descenso experimentado en promedio por las tasas
maximas de fotosintesis neta (Terashima y Evans, 1988; Niinemets y Tenhunen, 1997;
Naidu y DeLucia, 1998), y de conductancia estomatica al agua (Uemura et al. 2000)

(GLM realizado sobre el conjunto global de datos registrados, p < 0.000 en ambos
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casos), siendo el incremento en los valores maximos registrados del ratio entre ambas
tasas instantdneas (GLM realizado sobre el conjunto global de datos registrados, p <
0.000) consecuencia del descenso en la conductancia como respuesta al decremento
experimentado en el input energético, lo que sugiere que estas variaciones en el
intercambio gaseoso fueron tendentes a maximizar la fijacion de C en relacion con la
cantidad de agua perdida por los individuos de ambas especies (Cowan, 1977, 1986;
Givnish, 1988). Sin embargo, unicamente se hallaron diferencias entre tratamientos de
irradiancia en el caso de la fotosintesis neta, para la que se encontraron en el momento
final del experimento, tasas de respiracion en oscuridad mas negativas en los individuos
adscritos al tratamiento de alta irradiancia, y mayores tasas maximas en los individuos
de baja irradiancia (Tabla V.17, Figuras V.12A y V.13A), lo que no es de extrafiar
considerando la mayor eficiencia en el uso de la luz esperable en los mismos, ademas
del hecho de que a estos niveles moderados de irradiancia, el input energético sea
insuficiente para poner de manifiesto el menor potencial de carboxilacion de estos
individuos (Lambers et al. 1998) o su mayor vulnerabilidad frente a procesos de
fotoinhibicion. No obstante, las tasas promedio registradas en ambos tratamientos no
son muy distintas (5.5 pmol CO, m™ s’ a baja irradiancia frente a 4.5 en alta
irradiancia), y estan expresadas por unidad de area, y no por peso o contenido foliar en
proteinas, lo que podria hacer variar el resultado final (Givnish, 1988). En cualquier
caso, este resultado, por su parte, indica una mayor sensibilidad y/o dependencia ante
cambios en las condiciones de iluminacidon por parte de la fotosintesis neta frente a la
conductancia estomdtica al agua (Nobel, 1983; Knapp y Smith, 1990), para la que no se
detectaron diferencias en este sentido.

Otro indicio claro de que los individuos se encontraron sometidos a niveles de
irradiancia inferiores a los experimentados de forma previa lo constituye el hecho de
que la cantidad de C fijado y de agua “perdida” fuesen menores en el momento final del
mismo (Figura V.15), como consecuencia de las menores tasas registradas tanto de
fotosintesis neta como de conductancia estomadtica al agua. El incremento registrado en
los distintos pardmetros temporales l6gicamente contribuy6 a hacer mas evidentes tales
diferencias. No obstante, y a pesar de la mayor dependencia de las condiciones de
iluminacion por parte de los mecanismos de fijacion de C, el descenso en ambas
variables hizo que la cantidad de C fijado por agua “perdida” fuese mayor al final del
experimento, en coherencia con el desarrollo de ese proceso de aclimatacion a niveles

de irradiancia inferiores, al suponer el descenso en la fotosintesis neta una menor
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cantidad de C fijado (menor ganancia) y el descenso en la conductancia estomatica una
menor cantidad de agua perdida (menor pérdida).

Por otra parte, es de destacar que las diferencias entre especies en este caso se
restrinjan a la cantidad de agua perdida, siendo ésta mayor en A. pinsapo a causa de las
mayores tasas de conductancia estomatica al agua registradas en todo momento. En lo
que respecta a los tratamientos de irradiancia, la mayor cantidad de C fijado y de C
fijado por cantidad de agua “perdida” se registraron en los individuos adscritos al
tratamiento de baja irradiancia. En general, estas cantidades de C fijado y de agua
perdida fueron disminuyendo conforme se incrementaba la duracion de los periodos de
oscuridad, sin guardar una relacién proporcional a la dosis de irradiancia suministrada
(Figura V.15). A este respecto, y dado que no se hallaron diferencias entre especies en
lo que respecta a la cantidad de C fijado, la especie mas competitiva, la que presentaria
un mayor fitness en estas circunstancias seria A. alba, para la que siempre se perdieron,
en proporcion, menores cantidades de agua via conductancia estomatica. En este
sentido, los menores tiempos de retardo registrados por lo general en A. pinsapo no
permitieron contrarrestar las mayores tasas de conductancia estomatica observadas en

esta especie.
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V.5. Conclusiones.

- Abies alba fue la especie que mostr6 simultaneamente una mayor tolerancia a la sombra
y una mayor capacidad para usar de forma conservativa los recursos hidricos, lo que
apunta de nuevo a una mayor eficiencia en el uso tanto del agua como de la luz, y pone en
entredicho la existencia de un tradeoff entre la tolerancia a la sombra y la resistencia al
estrés hidrico en nuestro caso.

- En A. alba existe asimismo un mayor acoplamiento temporal y una mayor proporcion
entre las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica al agua, lo que le
permitio exhibir variaciones mas lentas y de menor magnitud en las tasas de intercambio
gaseoso que A. pinsapo, que fue la especie que exhibié un menor grado de control de las
variables relacionadas con este intercambio y, por ello, una menor capacidad de
homeostasis frente a cambios en el ambiente luminico.

- Como resultado del proceso de aclimatacion, las variaciones experimentadas en las tasas
de intercambio gaseoso por ambas especies fueron tendentes a maximizar la cantidad de C
fijado mediante la fotosintesis en relacion con la cantidad de agua perdida via
conductancia estomatica, intentando incrementar o al menos mantener constante el ratio
entre las tasas instantaneas de las variables mencionadas. En cualquier caso, en A. alba se
dieron, por lo general, los mayores valores del citado ratio.

- La doble perspectiva abordada en nuestro caso, con el registro de las tasas instantaneas
para conocer la forma y la velocidad a la que pueden producirse estas variaciones, junto
con la integracion de estas tasas instantaneas en un periodo de tiempo, para conocer el
efecto final de estos cambios, ofrece una vision mas completa del comportamiento
exhibido por cada especie bajo distintas condiciones luminicas.

- En general, A. pinsapo fue la especie que mostrd un mayor capacidad de fijacion de C, lo
que estaria relacionado con mayores tasas de fotosintesis neta y menores tiempos de
respuesta. No obstante, también fue la especie que mostrdé un mayor consumo de recursos
hidricos. Asi, las mayores tasas de conductancia estomatica al agua exhibidas en todo
momento bajo las distintas condiciones de irradiancia y oscuridad no pudieron ser
contrarrestadas por los menores tiempos de respuesta de esta variable. Por su parte, A. alba
fue la especie en la que se hall6 por lo general un mayor ratio entre la cantidad de C fijado
y la cantidad de agua perdida en ese proceso, como consecuencia de su mayor capacidad
para la regulacion del intercambio gaseoso y de una mayor eficiencia en la gestion de los

recursos hidricos.
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Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

VI. Influencia de la heterogeneidad ambiental sobre el patron
espacial de regeneracion natural de Abies pinsapo.

Este capitulo aborda el estudio de la regeneracion natural que presenta Abies pinsapo
en huecos naturales del dosel forestal, mediante el andlisis espacial de dicha
regeneracion en relacion con la distribucién de variables ambientales. Los huecos
naturales constituyen espacios en los que, debido a su configuracion espacial y la
presencia de distintas especies vegetales, existe una elevada heterogeneidad espacial y
temporal respecto a variables ecoldgicas clave, tales como la irradiancia incidente
sobre los individuos o la cantidad de humedad disponible en el sustrato. El objetivo de
este capitulo es conocer la influencia que esta heterogeneidad ambiental tiene sobre los
patrones espaciales de regeneracion natural, es decir, en qué medida los distintos
factores ecoldgicos, y la forma en que éstos varian en el espacio y en el tiempo, afectan
a la supervivencia y al crecimiento de individuos juveniles; se trata, en definitiva, de
conocer cudl es el papel que juega la heterogeneidad ambiental en el desenvolvimiento
ecofisioldgico de los juveniles de esta especie en condiciones naturales.

VI.1. Introduccion.

VI.1.1. Procesos de regeneracion natural asociados a huecos del dosel forestal: la
heterogeneidad espacial como fuerza motriz y moduladora de la regeneraciéon de

especies.

Cuando un arbol, o un grupo pequefio de arboles, muere o es dafiado, la caida de éstos,
o incluso de ramas grandes, crea lo que se denomina un “hueco”, una apertura en el
dosel forestal (e.g. Yamamoto, 2000). Estos huecos tienen su origen, normalmente, en
perturbaciones de tipo natural, como el viento, las tormentas, el peso de la nieve, la
caida de un rayo, el ataque de un patodgeno, etc. y su tamafio puede variar entre unos
pocos metros cuadrados (por ejemplo, cuando se produce la caida de un unico arbol) y
varios miles (el efecto, por ejemplo, de los huracanes o los grandes incendios), aunque
por término medio presentan una extensién inferior a 1000 m* (Yamamoto, 2000).

Con el paso del tiempo, los huecos se “rellenan”, bien por el crecimiento de las
ramas de arboles dominantes dispuestos en torno al hueco, que cierran el dosel, bien por

el reclutamiento vertical de nuevos individuos en el sotobosque, procedentes de semillas
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dispersadas por los arboles de los alrededores o presentes en el banco de semillas del
suelo. Este fendmeno se conoce con el término de “dinamica de huecos” (gap dynamics;
e.g. Watt, 1947; Whitmore, 1978).

La respuesta de las especies, tanto del dosel como del sotobosque, ante la
apertura de huecos, en términos de su supervivencia, crecimiento y reproduccion, con
frecuencia se atribuye al incremento en la disponibilidad de recursos clave y/o a la
disminucién en la competencia por estos recursos. El tamafio del hueco y su forma
suelen enfatizarse como principales responsables de la composicion de especies en los
mismos (Runkle, 1982; Denslow, 1987; Poulson y Platt, 1989), pero la heterogeneidad
ambiental a una escala mas fina, dentro de los huecos, puede ser también importante
(Brandani et al. 1988; Veblen, 1985).

Esta regeneracion natural de especies arboreas en el interior de los huecos del
dosel tras una perturbacion ha sido profusamente estudiada (ver, por ejemplo, Bazzaz y
Pickett, 1980; Denslow, 1987; Platt y Strong, 1989), concluyéndose que juega un papel
fundamental en la estructuracion del bosque y el mantenimiento de la diversidad de
especies (Farina, 2006). Las respuestas halladas a nivel de poblacién y de comunidad en
huecos de diferente tamafio se emplean a menudo para explicar como se mantiene la
diversidad estructural y de especies a metaescala en bosques sometidos a perturbacion
natural a pequefa escala: la heterogeneidad ambiental que los huecos del dosel
introducen en los ecosistemas forestales garantiza la presencia y la persistencia en el
tiempo de especies con distintas estrategias coexistiendo en un mismo sistema (por
ejemplo, con distinto grado de tolerancia a la sombra) (Figura VI.1). Este proceso,
conocido como ‘gap partitioning’ (e.g. Ricklefs, 1977; Denslow, 1980a), es aun objeto
de controversia, sobre todo en lo que se refiere a sistemas forestales localizados a escasa
latitud y en bosques tropicales (Coates, 2000).

Esta hipotesis del ‘gap partitioning’, que se apoya en la especializacion de
nichos entre especies, y es una extension del principio de exclusiéon competitiva (Gause,
1934), propone que, si bien los juveniles deberian mostrar una distribucion diferencial a
lo largo del gradiente de recursos que se establece entre zonas bajo dosel cerrado y los
bordes y el centro de los huecos que se hayan abierto (Ricklefs, 1977; Denslow, 1980a;
Gray y Spies, 1997), la multitud de factores que determinan los procesos de
regeneracion natural (“nicho de regeneracion) permite el establecimiento de especies
diferentes en zonas similares de los gradientes ambientales a gran escala, siendo la

supervivencia resultante un efecto de fendmenos de competencia (Grubb, 1977).
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Precisamente, la existencia de micrositios para el establecimiento de los juveniles
constituye un mecanismo esencial para explicar el hecho de que especies distintas
puedan instalarse simultaneamente en zonas similares del gradiente de recursos, siempre
que exista suficiente heterogeneidad a microescala que permita la coexistencia asociada
a la segregacion en el uso de recursos comunes (Harper et al. 1965; Harper, 1977).

Por todo lo anterior, la dinamica de huecos, junto con la hipdtesis del gap
partitioning y el nicho de regeneracion natural, se considera, en consecuencia, una
teoria alternativa a la teoria clasica de la sucesion, y a la teoria del no-equilibrio, para
explicar la diversidad en la composicion de especies a nivel de parcela y de paisaje en

ecosistemas forestales (Figura VI.1) (Yamamoto, 2000; Farina, 2006; Forman, 1995).

TEORIA CLASICA DE LA SUCESION Equilibrie
[ IR B
. 4
[9]e 7%
Comumidad original
\
Paguefia _
pertivpacicn  TEORIA “GAP-DYNAMICS” Equilibrio
== [ispecie tolerante [? ‘:H T
T a la somtbra
[/_\i Gran’
\_~ Especie intoleranie pertorbagién
]- a I somtbra TEQRiA DEL NO-EQUILIBRIO No equilibrio
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perturbacion

Figura VI.1. Representacion esquematica de las tres teorias de dinamica forestal citadas en el texto. La
teoria clasica de la sucesion predice la exclusion de las especies intolerantes a la sombra en condiciones
de equilibrio, dado que las especies tolerantes son las tinicas que pueden establecerse y crecer bajo dosel
cerrado. La teoria de la dindmica de huecos predice que las especies intolerantes pueden subsistir en
condiciones de equilibrio a través de la regeneracion en los huecos que se formen por pequeias
perturbaciones. La teoria del no-equilibrio predice que la comunidad no alcanzara el estado de equilibrio,
porque distintas perturbaciones a gran escala provocan continuas interrupciones en el proceso de
sucesion. Tomado de Yamamoto (2000).

299



Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

La apertura de un hueco, independientemente del tipo de bosque en que se
produzca, supone invariablemente una modificacion de las condiciones fisicas
existentes bajo el dosel cerrado (Yamamoto, 2000; Lee, 1978; Denslow, 1980b; Poulson
y Platt, 1989). Aunque existe cierta incertidumbre acerca de si la disponibilidad de agua
y de nutrientes en el suelo se incrementa en los huecos del dosel (e.g. Vitousek y
Denslow, 1986), siempre se produce un patente aumento de los niveles de luz en el
sotobosque (Canham, 1984; Chazdon y Fetcher, 1984), matizado por factores como el
tamafio del hueco y la altura de los arboles circundantes. En los bosques templados, y en
los tropicales, tipicamente convergen en los claros mayores niveles de PAR, de
humedad en el sustrato y de nutrientes disponibles (Pearcy, 1983; Canham, 1988b;
Denslow et al. 1990; Pacala et al. 1994), como consecuencia de la apertura del dosel y
la menor competencia con individuos adultos (Fownes y Harrington 2004). Esta
“idoneidad” de condiciones fisicas para el asentamiento de nuevos individuos hace de
los huecos lugares imprescindibles para la regeneracion. No es posible, sin embargo,
extrapolar directamente esta afirmacion a los ecosistemas forestales mediterraneos. En
estos bosques, los niveles de PAR son por lo general mas elevados, y la
evapotranspiracion potencial a menudo es mas del doble de la precipitacion anual, la
cual ademas presenta notables oscilaciones intra- ¢ interanuales (Gracia et al. 2002). La
situacion puede ser especialmente critica en los meses de sequia estival, considerada la
principal fuente de estrés, limitando la distribucién y el crecimiento de las especies
vegetales en todas las regiones mediterraneas del mundo (Mooney, 1983). En el caso de
las zonas mas expuestas, como los huecos del dosel, el aumento de los niveles de PAR y
la mayor temperatura del aire hacen que se incrementen la temperatura del suelo y los
niveles de evaporacion, y que disminuya la humedad disponible en el sustrato, hasta el
punto de que han llegado a desarrollarse técnicas alternativas de regeneracion que
utilizan plantas “nodrizas” para facilitar la germinacion de semillas o el establecimiento
de nuevas plantulas (e.g. Castro et al. 2002).

En cualquier caso, la apertura de un hueco supone la apariciéon de gradientes
ambientales, mas o menos pronunciados, entre la zona abierta y el dosel cerrado. La
severidad de estos gradientes, ademas de depender del tipo de sistema forestal, varia con
factores tales como la altitud, la latitud, la pendiente del terreno (Canham, 1988a), el
tamafio del hueco y la altura los arboles circundantes o la posiciéon dentro del mismo
que estemos considerando (Coates, 2000). Las variaciones en el tamafio del hueco

suponen, principalmente, una modificacion en distinto grado del ambiente luminico
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(e.g. Canham et al. 1990; Coates, 2000), mientras que, por ejemplo, s¢ ha comprobado
que la posicion dentro del hueco tiene un efecto notable sobre las condiciones
microclimaticas especialmente a lo largo del eje norte-sur, en sistemas forestales

localizados a una latitud considerable (Coates, 2000).

VI.1.2. Patrones de regeneracion natural en bosques de Abies pinsapo.

Dentro de la diversidad de estudios centrados en la especie y los bosques que forma,
existen diversos trabajos que han abordado la ecofisiologia de Abies pinsapo con rigor
(véanse, por ejemplo, Linares, 2008, Linares et al. 2012; Blanes, 2010; Blanes et al.
2013). No obstante, algunos aspectos relacionados con ésta, como la dindmica natural
de regeneracion, son practicamente desconocidos (salvo para Arista (1995). Por otro
lado, si esta bien descrita la incidencia de un hongo patéogeno de raiz (Heterobasidion
abietinum, el grupo de interesterilidad F de Heterobasidion annosum) especifico de este
abeto (Sanchez et al. 2005, Sanchez et al. 2007a, 2007b, de Vita et al. 2007), cuyo
ataque genera un patron de mortalidad en rodales (Figura VI.2), que esta dando lugar a
la formacion de claros en el pinsapar (Sanchez et al. 2005, Linares et al. 2010a). Su
efecto es especialmente notable en la banda latitudinal inferior (1000 — 1300 m), donde
la mayor duracién de la sequia estival incrementa la susceptibilidad del huésped a los
efectos de la infeccidn por un patdégeno que generalmente no resulta tan virulento
(Korhonen et al. 1998; Puddu et al. 2003), contribuyendo entre otras causas a un mayor
numero de individuos afectados (de Vita et al. 2007, Linares et al. 2009).

La podredumbre que se produce en las raices hace que los arboles afectados
mueran o se vean seriamente dafiados, cayendo y generando huecos de mediano tamafio
en el pinsapar, dado que la infeccidon por este patdgeno se expande hacia arboles vecinos
siguiendo un patron de bandas concéntricas desde un arbol focal infectado
anteriormente. La apertura de estos huecos favorece la expansion de especies menos
tolerantes a la sombra, sobre todo de los géneros Pinus y Quercus, con las que el
pinsapo contacta en su limite inferior de distribucién. Son precisamente estas especies,
favorecidas por las condiciones ambientales predominantes, mas calidas y secas, las
principales competidoras del pinsapo a esa altitud.

Por otro lado, la politica de gestion a que se han visto sometidos los pinsapares
en las ultimas décadas, caracterizada por la ausencia de intervenciones y la prohibicion

de préacticas tradicionales de aprovechamiento del monte (ganaderia y silvicultura,
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fundamentalmente), ha generado, con el paso del tiempo, bosques con una estructura de
edades excesivamente homogénea, carente de equitatividad en las clases de tamafio

(Figura VL3) (Linares y Carreira, 2009; Linares et al. 2011).

Figura VIL.2. Una ladera del pinsapar de Yunquera fotografiada en mayo de 2006, en la que se aprecian
numerosos individuos adultos afectados por el ataque del hongo. La podredumbre radical que los aqueja
destruye por completo sus raices de anclaje, y éstos mueren en pie o incluso caen en verde. Con el
tiempo, la caida de estos arboles y el contagio de los individuos mas proximos a ellos genera un evidente
patron de mortalidad en rodales.

Las masas, por lo general jovenes y en fase agradativa, con intensos procesos de
autoaclareo o exclusion de tallos, estan caracterizadas por la elevada densidad de pies y
una notable competencia intraespecifica por factores ecoldgicos clave
(fundamentalmente agua y luz) (Linares y Carreira, 2009) siendo muy significativa la
presencia de individuos suprimidos que no llegan a alcanzar la parte superior del dosel
forestal (Arista, 1995) e incluso mueren en estadios intermedios. Recientemente se han
llevado a cabo experiencias de gestion encaminadas a aliviar la competencia mediante
entresacado de distinta intensidad (eliminacion del 30 y del 60% del area basal; Linares
2008). Esta practica ha supuesto la aparicion de huecos artificiales en el dosel forestal,
en los que se han investigado los efectos que esta perturbacion a pequena escala de las

condiciones ambientales sobre el desenvolvimiento de los individuos adultos afectados
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(Linares et al. 2010b). No obstante, se desconocen los efectos que puedan producirse
sobre el patron espacial de regeneracion natural en las zonas en las que se ha

intervenido.
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Figura VI.3. Frecuencia relativa de clases de diametro (dbh) en las bandas altitudinales de 1000-1200
m (puntos), 1200-1400 m (cuadrados) y 1400-1600 m (triangulos). Tomado de Linares (2004).

Considerando estas dos causas concretas de introduccion de heterogeneidad
ambiental en el pinsapar, y el notable desconocimiento que se tiene de la dindmica
natural de regeneracion en el mismo, es facilmente deducible el interés del estudio de
aspectos ecofisiologicos relacionados con estos procesos para intentar conocer la
capacidad de regeneracion de las masas de pinsapar asociada a perturbaciones de baja
intensidad. Esta informaciéon no sélo serviria para ampliar el cuerpo de conocimientos
que se tiene de esta especie y completar la elaboracion de su perfil ecofisiolégico, sino
que también contribuiria a una gestion de las masas de pinsapar mas eficiente, al poner
de manifiesto los efectos que distintas practicas forestales pueden tener en la dindmica
natural de regeneracion. Ademas, ayudaria a prever la evolucién temporal de la
vegetacion natural del pinsapar, especialmente a menor altitud, donde el ataque del
hongo, la competencia con otras especies mas “mediterraneas” y mejor adaptadas a
priori, y la mayor severidad de las condiciones ambientales, suponen amenazas reales

para la conservacion y la gestion del pinsapar (Carreira et al. 2008).
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El objetivo de este capitulo ha sido evaluar la influencia de la heterogeneidad
espacial y temporal de las condiciones ambientales en el establecimiento y la
supervivencia de los individuos juveniles de la especie — los mecanismos que rigen la
dindmica natural de regeneracion en el pinsapar —, asi como sobre el comportamiento
ecofisiologico de estos individuos. Para ello, se ha llevado a cabo el seguimiento
estacional de distintas variables, ambientales y bidticas, asi como de sus relaciones
mutuas, sobre individuos juveniles localizados en distintos huecos del dosel de origen
natural. La estructura espacial del sistema objeto de nuestro estudio, y la fuerte
heterogeneidad espacial y temporal impuesta por los gradientes ambientales que lo
caracterizan, nos han llevado a considerar una perspectiva espacialmente explicita, que
incluya el componente espacial tanto de las variables que lo definen como de las propias

variables respuesta.

VI.1.3. El andlisis espacial como aproximacién a los procesos de regeneracién natural.

A pesar de que el rol de la dimension espacial en los procesos de dindmica ecoldgica se
presumia importante hace ya tiempo (Bascompte y Solé, 2005), solo recientemente se
han desarrollado capacidades de calculo informatico que hagan abordable el andlisis de
conjuntos grandes de datos espacialmente explicitos (datos que contienen informacion
sobre su localizacion en el espacio). Asi, si la ecologia estudia las relaciones reciprocas
entre los organismos y su medio ambiente (Begon et al. 1995), numerosos estudios han
puesto de manifiesto como la distribucion espacial de distintos factores abioticos sigue
complejos patrones espacio-temporales, en ocasiones asociados a los de distintos
organismos (Ryel et al. 1996; Ettema et al. 1998; Bardossy y Lehmann, 1998; Stenger
et al. 2002; Gallardo et al. 2005). Se ha constatado, por tanto, la importancia del espacio
y de las estructuras espaciales en el funcionamiento de los ecosistemas, lo que se conoce
con el nombre de “paradigma espacial de la ecologia” (Bascompte y Solé, 1995; Tilman
y Kareiva, 1997).

En el caso de huecos naturales del dosel forestal, es particularmente evidente que
su aparicion introduce en la masa forestal notables gradientes ambientales
(fundamentalmente, de luz, agua y nutrientes disponibles) en el espacio y en el tiempo,
con efectos mas que probables tanto para el desempefio de los individuos afectados
como para el desarrollo de los procesos de regeneracion que traen consigo. Por ello, el

seguimiento de huecos naturales en el dosel del pinsapar se llevd a cabo desde una
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doble perspectiva, temporal (estacional) y espacial, empleando un analisis espacial
basado en indices de distancia: el método SADIE (Spatial Analysis by Distance
Indices), desarrollado para el analisis de datos espacialmente explicitos en una o dos
dimensiones (ej. transectos y superficies) mediante el uso de indices de distancia (Perry
y Hewitt, 1991; Perry, 1995; Perry et al. 1996; Perry, 1998; Perry et al. 1999). Esta
herramienta permite caracterizar el patron espacial de una determinada variable dentro
de la zona de estudio y estimar la contribuciéon de cada punto de muestreo al patron
espacial global. También permite evaluar estadisticamente los patrones de
asociacion/disociacion espacial de dos variables en la zona de estudio, y generar indices
de asociacion/disociacion local para cada punto de muestreo.

En nuestro caso, se empled SADIE para caracterizar tres huecos del dosel del
pinsapar empleando registros espacialmente explicitos de variables bioticas y abidticas.
En concreto, se tomaron medidas de la cantidad de irradiancia incidente y de la
humedad en el sustrato, en tres periodos estacionales distintos, y se describio el patron
espacial de distribucion de juveniles de Abies pinsapo y de la cobertura de matorral
acompafiante. A partir de esta informacion, se identificaron seis microambientes
distintos, en los cuales se realizo el seguimiento de juveniles de la especie, respecto a su
crecimiento y su comportamiento ecofisioldgico, para intentar conocer los mecanismos

que rigen la dindmica natural de regeneracion del pinsapar.

VL. 2. Localizacion, disefio experimental y variables de estudio.

VI1.2.1. Sitio de estudio.

El trabajo de campo se desarrolld en el pinsapar de Yunquera (Figura VI.4), en el
interior del Parque Natural de la Sierra de las Nieves (provincia de Malaga). Se trata de
un pinsapar joven, agradativo, con procesos intensos de exclusion de tallos,
caracterizado por elevados valores de densidad (promedio: ~1200 arboles ha™’;
méximos: >2000 pies ha) y de 4rea basal (promedio: ~35 m” ha'; maximos: >60 m’
ha'l), especialmente en altitudes medias (Linares, 2004; Linares et al. 2011).Asimismo,
esta masa presenta una gran homogeneidad en su estructura de edades, predominando
los individuos con una edad media estimada que ronda los 30 afios (Liétor y Carreira,
2001; Linares y Carreira, 2009). Se asienta sobre una zona caliza, aproximadamente

entre los 1100 y los 1600 metros. En este rango altitudinal, Abies pinsapo se distribuye
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como especie dominante. Las poblaciones situadas a menor altitud crecen bajo
condiciones de mayor aridez, y el pinsapar contacta con especies xerdfilas tipicamente
mediterraneas, como Quercus rotundifolia Lam., Quercus faginea Lam. o Pinus
halepensis Mill. (Blanca et al. 1999) (Figura VL5). En el limite superior de su
distribucion (>1600 m), estas poblaciones de pinsapo presentan una menor limitacion
hidrica pero el crecimiento se encuentra limitado por las bajas temperaturas, y aparecen
individuos de otras especies arboreas, propias de ambientes mas frios y himedos, como
Quercus alpestris Boiss., Sorbus aria L., Taxus baccata L., o Acer opalus subsp.
granatense Boiss.
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Figura VI.4. Existen poblaciones de pinsapo en la Sierra del Pinar (Grazalema, Cadiz) y en distintos
puntos de la provincia de Malaga: la Sierra de las Nieves (Yunquera), la Serrania de Ronda, Los Reales
de Sierra Bermeja (cerca de Estepona) y Sierra Real (en el término de Istan, cerca de Marbella). El area
de estudio se localiza en el pinsapar de Puerto Saucillo, en el término municipal de Yunquera.

En el pinsapar inalterado, con cobertura arborea al 100%, son escasas las plantas
en el sotobosque, dominado en este caso por musgos, liquenes y especies nemorales
como Daphne laureola o Helleborus foetidus y algiin caméfito lianescente como Rubia
peregrina (Cabezudo et al. 1998). Sin embargo, en el pinsapar de Yunquera, son
frecuentes los claros, en los que abundan los individuos de especies de matorral como
Ulex baeticus, Rubia peregrina o Rosmarinus officinalis. También aparecen

frecuentemente en el sotobosque Ononis reuterii, Crataegus monogyna, Juniperus
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phoenicea, Hedera helix y Rosa canina, asi como distintas especies de los géneros
Phlomis, Thymus y Cistus, entremezcladas con plantulas y juveniles de Quercus ilex y,
especialmente, Abies pinsapo. A mayor altitud, comienzan a aparecer especies de

matorral tipo piorno (Figura VIL.6).

Figura VL5. En la banda altitudinal inferior, el pinsapar se entremezcla con especies de los géneros
Pinus y Quercus, que desaparecen en cotas mas altas.

VI1.2.2. Localizacion y seleccion de huecos. Caracterizacion de las parcelas.

Tras un muestreo extensivo en las proximidades de Puerto Saucillo (a 1200 m.s.n.m.
aprox., en el término municipal de Yunquera, Mdlaga), se optd por incluir en el estudio
tres huecos adyacentes situados en una ladera proxima, de orientacion noroeste
(Figuras VL7, VLI.8 y VL.9). En la seleccion de los mismos se considerd tanto su
accesibilidad como el hecho de que compartiesen orientacion y un tamaiio medio, para
que la toma de datos, con la resolucion adecuada, constituyese un esfuerzo de muestreo
abordable.

Una vez localizados y seleccionados los huecos, sobre cada uno de ellos se
proyect6 una reticula de 1 m” de luz mediante la colocacion en paralelo de un conjunto
de cuerdas de nylon, marcadas en tramos de 1 m (Figura VI.10). Este sistema mallado

se prolongo6 desde los huecos hacia el interior del dosel, para incrementar la superficie
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de muestreo bajo cobertura arborea. La reticula permanecid sobre las tres “parcelas”

(cada claro, con la zona de dosel circundante) durante todo el periodo de estudio.

Figura VI.6. Serie de vegetacion Paenio broteroi — Abieteto pinsapi S. (pinsapares), faciacion calcicola.
Tomado de Cabezudo et al. (1998). 1. Chaenorrhino villosae — Campanuletum mollis. 2. Centaureo
baetici — Carlinetum corymbozae. 3. Comunidad de Cistus laurifolius. 4. Comunidad de Helichrysum
italicum subsp. serotinum. 6. Rhamno pumili — Saxifragetum granatensis. 12. Paenio broteroi —
Abietetum pinsapo. 13. Parietarietum judaicae. 14. Phlomidio lychnitidis — Brachypodietum ramosi
(retusi). 16. Stachydetum circinatae. 17. Comunidad de Geranium lucidum. 18. Astragalo nevadensis —
Bupleuretum spinosi. 19. Comunidad de Crataegus monogyna. 20. Cytiso plumosi — Ulicetum baetici. 21.
Comunidad de Poa bulbosa. 22. Seselido granatensis — Festucetum hystricis arenarietum erinacei. 23.
Rhamno myrtifolii — Saxifragetum granatensis athamantetosum vayredani. 24. Sarcocapno baetici —
Centaureetum clementei. 25. Medicago — Aegilopetum geniculatae. 26. Viola demetriae - Jonopsidietum
prolongoi. 27. Pruno mahalebo — Berberidetum hispanicae.

En la Tabla VI.1 se muestra las coordenadas UTM adscritas al centro de cada
hueco, su orientaciéon y altitud. Los tres son de tamafio mediano, segin las

clasificaciones de distintos autores, como Coates (1999) o Albanesi et al. (2008).

Tabla VL1. Coordenadas UTM, orientacion y altitud (en m.s.n.m.) en las parcelas seleccionadas.

hueco n’° 5b hueco n’ 5 hueco n’ 6

30 S 0324042 30 S 0324036 30 S 0324036

Coordenadas UTM 4065494 4065508 4065520
Orientacion NW 308 NW 312 NW 310
Altitud 1210 m 1207 m 1204 m

308



Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

Puerto Saucillo™
~ (findelcarril) ¥ .

s Sendero

hueco 8 Pozo de la Nieve

A=

hueco 5b hueco 5

Entradaa los
huecos desde —_=7
elsendero

Figura VL.7. Localizacion de las parcelas de estudio. En las imagenes se muestra el carril que conduce
desde Yunquera a Puerto Saucillo (arriba) y el sendero que hay que tomar hasta llegar a los tres huecos
(debajo).
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Figura VI1.8. El carril que conduce a Puerto Saucillo visto desde el mirador de éste. Al fondo, Sierra
Cabrilla y Sierra Prieta, y a sus pies, tapado por la niebla matinal, el pueblo de Yunquera.

Figura VL9. El sendero del Pozo de la Nieve, a medio camino entre Puerto Saucillo y el lugar en el que
se localizaron las “parcelas” de estudio.
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Figura VI.10. Aspecto que presentaba el borde superior del hueco 5b tras la colocacion de las cuerdas de
nylon en paralelo. Noétese la transicion entre la zona sombreada, bajo el dosel, y la zona mas expuesta, en
el centro del claro.

Una vez establecidos los limites de cada parcela, se procedid a su
caracterizacion, identificando las especies que aparecian y su posicion, tomando como
referencia la malla establecida. Para cada cuadricula se determinaron las siguientes
variables: coordenadas X e Y sobre un sistema cartesiano con origen de coordenadas en
el punto mas septentrional de la parcela, porcentaje de cobertura, y presencia/ausencia
de distintas especies del matorral acompanante (Ulex baeticus, Rubia peregrina,
Daphne laureola, Helleborus foetidus, Juniperus oxycedrus, Rosa canina, Cistus
albidus, Phlomis sp., Figura VI.11). Ademas, cada cuadricula se asign6 a una categoria
distinta atendiendo a si estaba en el claro, bajo el dosel o en la zona de transicion entre
ambos. Esta clasificacion previa, llevada a cabo de visu en el campo, fue respaldada por
el registro de los niveles de irradiancia en los huecos efectuado a posteriori, en julio de
2007: las distintas unidades espaciales se asignaron a dosel, cuando el nivel de PAR
registrado no superé los 70 pmol fotén m™ s™'; a claro, cuando el nivel fue superior a los
450 pumol foton m? s™'; y a la zona de borde, cuando el nivel se mantuvo entre ambos
limites. Para las tres categorias, su comprob6 que ambas clasificaciones coincidian en la

mayor parte de los casos.
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Figura VI.11. Una de las especies de matorral mas abundante en las parcelas de estudio fue Ulex baeticus
(a la izquierda). A la derecha, ejemplar de Cistus albidus.

VI1.2.3. Localizacion y seleccion de individuos juveniles de Abies pinsapo. Medidas de

crecimiento y caracterizacion ecofisiolégica.

Todos los individuos juveniles de Abies pinsapo hallados en las parcelas fueron
marcados y localizados respecto al sistema mallado de referencia. En cada uno de ellos
se midi6 el diametro del fuste a nivel basal y la altura, y se hizo una estima de su edad
mediante el conteo de las bracteas internodales que separan los tramos de edad de las
ramas en esta especie, lo que permitié dividirlos en cuatro clases de edad (1-2 savias, 3-
5, 6-10 y més de 10). Para caracterizar su microambiente, también se considero si el
individuo se encontraba bajo el dosel, en la zona de transicion entre el dosel y el claro, o
en el interior del claro, acompafiado por una cobertura de matorral inferior al 50 %
(clase “suelo desnudo”), o superior al 50 % (clase “matorral”) (Figura VI.12). El
crecimiento anual promedio de cada individuo se calculé midiendo la longitud de los
tramos correspondientes a los seis ultimos afios, en dos ramas con distinta exposicion,
siempre que fue posible.

Para realizar el seguimiento de la dindmica estacional de distintas variables
ecofisiologicas, se tomd un subconjunto del total de individuos encontrado,
considerando como criterios de seleccion la edad del individuo, el microambiente en
que se encontraba y su posicion relativa respecto al centro de cada parcela y al eje norte-
sur de la misma, dado que las variaciones en el nivel de recursos y condiciones
microclimaticas pueden ser especialmente significativas a lo largo de este gradiente,

segun Coates (2000). En base a estos criterios, y de forma que estuviesen representados
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de forma equitativa todos los niveles considerados de los factores indicados, se
seleccionaron 55 individuos distribuidos en seis microambientes diferenciados (dosel
norte, borde norte, claro con suelo desnudo, claro con matorral, borde sur y dosel sur),
con una edad comprendida entre los 5 y los 10 afios, resultando 3-4 individuos por
microambiente, en cada una de las tres parcelas. En estos individuos se midieron
distintas variables relacionadas con la fijacion de carbono, el estatus hidrico y la
eficiencia en el uso de recursos (Tabla VL.2). En las Secciones VI.2.7, VL.2.8 y VL.2.9
de este capitulo se encuentra una descripcion detallada de como se registraron estas

variables.

Figura VI.12. Los individuos juveniles hallados en las “parcelas” fueron censados, sefalizados y
localizados respecto al sistema de referencia mallado. A la izquierda, individuos del claro que aparecen
entremezclados con especies del matorral como Ulex baeticus o Rubia peregrina. A la derecha,
individuos localizado también en el claro pero sobre lo que denominamos “suelo desnudo”.

VI1.2.4. Dindmica estacional de variables abidticas: humedad del sustrato y luz

incidente.

Para caracterizar ambientalmente las parcelas, se midieron en tres momentos distintos

del afio, la humedad del sustrato y la cantidad de luz incidente, tanto a ras de suelo
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como a nivel del matorral (a un metro del suelo, aproximadamente). Para describir
adecuadamente la cantidad de agua disponible en el sustrato, se optd por diferenciar
entre el contenido en humedad del propio suelo y el del horizonte mas superficial del
mismo, compuesto por una mezcla de suelo y hojarasca, en los puntos en que hubiese

una clara distincion entre ambos.

Tabla VL2. Variables medidas en una seleccion de individuos juveniles de los seis microambientes
diferenciados y unidades de medida de las mismas.

Variables Unidades
Fotosintesis neta (Ap) pmol CO, m™? 5™
Conductancia estomatica al agua (gs) mol H,0 m™ s
Concentracion intercelular de CO, (Cy) pmol CO, mol ! aire
Eficiencia intrinseca en el uso del agua (IWUE) pmol CO,/ mol H,O
Eficiencia relativa instantanea en el uso de la luz (irLUE) pmol CO,/ umol fotoén
Potencial hidrico xilematico (V) bares
Tasa de crecimiento promedio (elongacion de ramas) cm / afio

Contenido foliar en azlicares libres de bajo peso molecular % (en p.s.)
Contenido foliar en almidon % (en p.s.)

Contenido foliar en carbohidratos no estructurales % (en p.s.)

Las cuatro variables descritas (denominadas en adelante “%H hojarasca”, “%H
suelo”, “PAR incidente” y “PAR suelo”) se midieron respectivamente a primera hora de
la mafiana y en torno al mediodia. Se necesitaron entre 3 y 4 dias consecutivos para
completar el registro de estas variables en cada ocasion. Las medidas se tomaron en
puntos localizados en nodos alternos de la malla superpuesta sobre las parcelas. Para
poder relacionar posteriormente estas variables ambientales con aquéllas medidas sobre
las cuadriculas, los valores encontrados en los nodos se adscribieron a la cuadricula mas
proxima en direccion sur (situada por encima y a la derecha de los nodos empleados;
Figura VI.13, casillas de color gris oscuro).

En las cuadriculas para las que no se disponia de datos experimentales, se asignd
un valor mediante la interpolacion de los valores adscritos a las cuadriculas mas
proximas (las de ambos lados, la inmediatamente superior e inferior, o las situadas

alrededor, segun la posicion de la casilla; Figura VI1.13, casillas de color gris claro).
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Figura VI.13. Representacion esquematica de la forma en que se relacionaron los nodos alternos del
sistema mallado, sobre los que se midieron el PAR incidente y la humedad en el sustrato, con las
cuadriculas empleadas como unidades espaciales de referencia para el resto de variables medidas.

VI.2.5. Analisis espacial de variables abiéticas y bitticas. Empleo de SADIE y de
ClusterShell.

Partiendo de los valores registrados de distintas variables abidticas (las cuatro
relacionadas con el PAR y la humedad del sustrato) y bioticas (presencia de juveniles de
pinsapo, tasa de crecimiento promedio, porcentaje de cobertura de matorral), se empled
el analisis espacial basado en indices de distancia del software SADIE y modulos afines
(SADIEShell v. 1.22., K.F. Conrad ¢ IACR-Rothamsted, Reino Unido, 2001) (Perry et
al. 1996) para obtener indices de agregacion global (I, index of aggregation) y local (v,
index of clustering o indice de agrupamiento). Estos indices permiten conocer,
respectivamente, el patron espacial que muestra cada una de las variables estudiadas, y
en qué¢ medida cada unidad espacial contribuye a la heterogeneidad u homogeneidad
halladas, es decir, el grado de heterogeneidad espacial a pequefia escala con que se

manifiestan estas variables en cada momento del tiempo.
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Ademas, y empleando unicamente datos de presencia/ausencia de juveniles de
pinsapos, adscritos a una malla rectangular, se empled el paquete ClusterShell, afin a
SADIE, para conocer la posicion y composicion de los clusters existentes en el conjunto
de datos suministrado; es decir, los conjuntos de cuadriculas caracterizados por la
homogeneidad en su composicidn, respecto a otras zonas en los que la variable medida

cambia a una escala muy fina.

V1.2.6. Asociacion espacial entre pares de variables. Variacion estacional de la

heterogeneidad espacial a pequefia escala. Empleo de N y de Association Extractor.

Ademas de analizar por separado el patrén espacial de las variables consideradas,
SADIE permite analizar conjuntamente pares de variables que hayan sido tomadas en
las mismas coordenadas, para conocer la existencia de relaciones de
asociacion/disociacion entre ambas (e.g. Maestre y Cortina, 2002), o bien para analizar
distintos registros de una misma variable para ver como cambia ¢sta a lo largo del
tiempo (e.g. Conrad et al. 2006).

En nuestro caso, se empleo la aplicacion N_a.exe (un modulo afin a SADIE) al
objeto de conocer la existencia o no de asociacion entre pares de variables registradas de
forma espacialmente explicita (por ejemplo, la cantidad de agua disponible en el
sustrato y la irradiancia incidente, la humedad del sustrato y la presencia de individuos
juveniles, la irradiancia incidente y el crecimiento anual promedio encontrado en los
individuos, etc.).

Tomando como datos de partida los valores del index of clustering calculados de
forma previa, N_a.exe permite comparar pares de conjuntos de datos, y conocer en qué
medida son similares ambos patrones espaciales, generando en este proceso indices de
asociacion espacial a nivel local y global. Ademas, la aplicacion lleva a cabo
simultdneamente una simulacion mediante aleatorizacién cuyo resultado, en forma de
valores limite correspondientes a distintos niveles de significacion, permite comprobar
estadisticamente la relevancia de los valores obtenidos para ambos indices.

N _a.exe se empled asimismo para comparar una misma variable medida en
distintos momentos del tiempo (la irradiancia incidente, o la humedad disponible en el
sustrato, que fueron medidas en distintas estaciones), lo que permitié concluir sobre la

existencia de cambios significativos en el tiempo para esa variable.
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VI1.2.7. Contenido xilematico en carbohidratos no estructurales.

Se hizo un seguimiento de la dindmica estacional del contenido en carbohidratos no
estructurales (NSC, non-structural carbohydrates), al objeto de evaluar en qué medida
las condiciones microambientales en que se encuentran los individuos juveniles pueden
determinar la cantidad de C fijado y el porcentaje de dicho suministro que estos
individuos podrian destinar a crecer. Este contenido a menudo se interpreta como un
indicador del nivel de suministro de C de que goza cada individuo, y como estimador de
la bondad del microambiente, entendida ésta en términos de los
requerimientos/necesidades energéticas de los individuos.

Las muestras se tomaron en tres momentos distintos del afo: a principios de
mayo, antes de la ruptura de las yemas; a finales de julio, justo tras concluirse la fase de
elongacién de los brotes nuevos; y a principios de noviembre, al finalizar la estacion de
crecimiento. Se tomaron muestras en los tramos de ramas correspondientes a edades de
3 y 4 afios, y en un plazo maximo de seis horas tras su recoleccion, se procedio a
desnaturalizar las enzimas presentes en las muestras siguiendo las recomendaciones de
Popp et al. (1996), mediante choque térmico en un horno microondas (600 W de
potencia, durante 90 s). Posteriormente, las muestras se secaron en una estufa a 75° C
hasta peso constante. Una vez secas, se eliminaron las aciculas y la corteza, y se
redujeron a un polvo muy fino mediante un molino de bolas, diferenciando entre el
xilema correspondiente al tercer y al cuarto afio. Las muestras asi preparadas se
conservaron en un recipiente hermético, sobre un lecho de gel de silice y a 4 °C, hasta
su empleo en los analisis. La muestra analizada finalmente se compuso a partir de una
cantidad conocida del xilema de ambas edades.

La descripcion de como se analizo el contenido en azicares libres de bajo peso
molecular, en almidon y carbohidratos no estructurales totales se encuentra en la

Seccion 11.3.3 del Capitulo 2 de esta memoria, dedicado a “Material y Métodos”.

V1.2.8. Potencial hidrico xilematico.

La descripcion detallada de como se midio el potencial hidrico xileméatico (‘) en los
juveniles seleccionados se encuentra en la Seccion I1.3.5 del citado Capitulo 2. Esta
variable se midid a primera hora de la tarde, los mismos dias en que se tomaron las

medidas de intercambio gaseoso.
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VI.2.9. Medidas de intercambio gaseoso

En los individuos seleccionados (ver Seccion VI.2.3) se midieron las tasas instantdneas
de intercambio gaseoso, al objeto de conocer la variabilidad estacional de variables
como la fotosintesis neta o la conductancia estomatica al agua, y las diferencias que
pudiesen exhibir los individuos localizados en los distintos microambientes, respecto a
su capacidad de fijacion de C y su eficiencia en el uso del agua o de la luz incidente. En
definitiva, para conocer hasta qué punto las caracteristicas de los distintos
microambientes condicionan la cantidad de C fijado por los individuos, y por ende, su
crecimiento y supervivencia a largo plazo.

Estas medidas de intercambio gaseoso, bajo las condiciones propias de cada uno
de los microambientes, se tomaron en las horas centrales de la mafiana. Generalmente
fueron necesarios 3-4 dias consecutivos sin lluvia y con condiciones atmosféricas
similares para completar las medidas en cada ocasion. Mediante el empleo de un IRGA
portatil, modelo LI — 6400 acoplado a una cdmara de coniferas modelo LI — 6400 — 05
(LiCor Inc., Lincoln, Nebraska, EE.UU.), se registraron, simultaneamente, las tasas
instantaneas de fotosintesis (tasa neta de fijacion de C, A,) y de conductancia estomatica
al agua (gs). Este dispositivo también proporcion6 la concentracion intercelular de CO,,
cuyo calculo se detalla en la Seccion I1.3.6.1 del Capitulo 2.

A partir de estas variables “directas”, se calcularon, ademas, el ratio entre la tasa
neta de fijacion de carbono y de conductancia al agua, y el ratio entre la tasa neta de
fijaciéon de carbono y la cantidad de irradiancia PAR incidente. El primero es la
eficiencia intrinseca en el uso del agua (iIWUE, del inglés intrinsic water-use efficiency)
por parte de un individuo, y a diferencia de la eficiencia en el uso del agua (WUE, el
cociente entre el incremento de biomasa aérea (crecimiento) o de C (fotosintesis) y la
pérdida de agua por transpiracion (Lambers et al. 1998)), se considera menos
condicionada por los valores instantdneos de temperatura y humedad ambientales, de
ahi que refleje mas fielmente propiedades fisioldgicas del individuo (Comstock y
Ehleringer, 1992; Jones, 1992; Yu et al. 2005).

El cociente entre la tasa instantanea de fijacién de C y la cantidad de irradiancia
PAR incidente, registradas en paralelo, se puede considerar una medida de la eficiencia
relativa instantdnea en el uso de la luz por parte del individuo, a partir de la ecuacion

propuesta por Gamon et al. (2001). La eleccion de esta variable esta relacionada con la
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decision de tomar las medidas de intercambio gaseoso en el microambiente propio de
cada individuo, cualquiera que fuese el ambiente luminico que lo caracterizase en cada
momento del tiempo. Dado que la cantidad de irradiancia PAR es muy variable entre
microambientes, comparar directamente la cantidad de C fijado por los individuos no es
tan representativo de las caracteristicas propias de los individuos de cada microambiente
como la capacidad de usar este recurso de una forma eficiente bajo distintas condiciones
luminicas.

Se emplearon, siempre que fue posible, tramos de un afio de edad, con aciculas
maduras. Los datos se registraron durante 5 minutos por individuo, con una frecuencia
de 5 segundos. Una vez tomadas las medidas, se escindieron los tramos empleados en
cada caso para medir su area foliar real, y poder asi expresar los resultados obtenidos en

funcidn de la misma.

VI.2.10. Tratamiento grafico y estadistico de los datos.

V1.2.10.1. Anélisis espacial de variables ambientales y no ambientales.

Los resultados de los andlisis espaciales efectuados sobre distintas variables ambientales
(basicamente indices de agregacion y de asociacion locales proporcionados por SADIE
y por Association Extractor (N_a.exe) para los registros del PAR y la humedad del
suelo) se han representado mediante graficos de superficie elaborados con Surfer 8
(Golden Software Inc., 1993-2002.)

La descripcion del patrén espacial de las poblaciones de juveniles se apoyo,
ademas de en SADIEShell y ClusterShell, en el calculo del indice de dispersion de
Blackman (I):

~
Il
><||(’,1,

(13)

donde S? es la varianza, y X el promedio, de cada “poblaciéon” considerada (los
individuos hallados en cada una de las “parcelas”). De acuerdo con este indice, se
considera una distribucion agregada aquella para la que I es significativamente mayor
que la unidad, una distribucion regular si I es significativamente mayor que 1, y una

distribucion al azar cuando I no es significativamente distinto de 1 (Blackman, 1942).
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Para evaluar el grado de asociacion entre la presencia de individuos juveniles de
Abies pinsapo y la presencia de otras especies, se empleo el test de y” sobre una tabla de
contingencia de 2 vias. En cuanto al andlisis espacial de los datos (patrén espacial de
distribucion, evaluacion de la heterogeneidad ambiental a pequena escala, asociacion
entre pares de variables espacialmente explicitas, cuantificacion de la variabilidad
estacional en variables espacialmente explicitas...), se empled el software basado en los

principios de SADIE, con un nivel de significacion del 95%.

V1.2.10.2. Tratamiento de las variables ecofisiolégicas.

Cada una de las wvariables ecofisiologicas registradas (intercambio gaseoso,
concentracion intercelular de CO,, eficiencia en el uso del agua y de la luz, contenido en
carbohidratos no estructurales — azicares libres, almidon y totales — y potencial hidrico),
se analizd mediante un ANOVA anidado de medidas repetidas para explorar la
existencia de diferencias significativas a lo largo del tiempo entre los microambientes de
las tres parcelas. Todos los andlisis incluyeron los microambientes como efecto
principal fijo, y los arboles encontrados en cada hueco como un factor aleatorio anidado
dentro del principal, y fueron llevados a cabo con un GLM. El test post-hoc de Tukey
HSD se empled para realizar comparaciones multiples cuando se encontraron
diferencias significativas entre distintos tiempos. El tratamiento estadistico de los datos
se llevo a cabo con Statistica 7.0 (StatSoft Inc., 1984-2004). El nivel de significacion
fijado en todos los casos fue del 95%. De forma previa a cualquier analisis estadistico,
se comprob6d la normalidad y homocedasticidad de los datos mediante los tests de
Kolmogorov-Smirnov 'y de homogeneidad de las varianzas de Cochran,
respectivamente. En los casos en que no se cumplian ambas condiciones, se procedi6 a
la transformacion de los datos (Zar, 1999).

Para el conjunto de todas las variables ecofisiologicas registradas en cada
momento del tiempo, se efectudé un analisis de componentes principales, al objeto de
generar un espacio de fases en el cual, la posicion de los distintos individuos en el
mismo estuviese determinada por el comportamiento que éstos presentan respecto a las
variables seleccionadas para el andlisis, representativas en su conjunto del
comportamiento ecofisiologico que presentan los individuos hallados en cada
microambiente. Este tipo de andlisis se realizé tomando como casos los valores medios

de las variables registrados por hueco y microhédbitat. Para evitar el empleo de
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informacion redundante, como paso previo se exploraron las correlaciones entre
variables con SigmaPlot 8.0 (Systat Software Inc., 2006), lo que redujo el nimero de
variables a incluir en el andlisis a cinco (tasa neta de fotosintesis, eficiencia intrinseca
en el uso del agua (IWUE), eficiencia intrinseca relativa en el uso de la luz (irLUE),

potencial hidrico xilematico y contenido total en carbohidratos no estructurales).

VI.2.10.3. Analisis conjunto de variables ambientales y espaciales.

Considerando el marcado caracter espacial de los procesos de regeneracion natural, y la
existencia de notables gradientes ambientales en los tres huecos estudiados, se optod por
llevar a cabo analisis que permitiesen incluir todas las variables simultaneamente, y que
recogiesen la fuerte heterogeneidad espacial y temporal de las variables registradas.
Ademas, y teniendo en cuenta la localizacion en el espacio de estos huecos, adyacentes
entre si a lo largo de una misma ladera, se optd por considerarlos para estos analisis
como una Unica unidad espacial continua, aumentando asi el nimero de réplicas y la
potencia estadistica.

En primer lugar, mediante una traslacion lineal de los ejes de coordenadas
preexistentes, correspondientes a cada uno de los huecos, se recalcularon las
coordenadas de las distintas cuadriculas (empleadas como referencia para el registro del
porcentaje de cobertura de matorral y la presencia de otras especies acompanantes), y se
determind la posicion de los individuos juveniles de pinsapo censados respecto al nuevo
sistema de referencia, inico para los tres huecos. Asimismo, se recalculd la posicion
espacial de los puntos de muestreo de las variables ambientales monitorizadas en los
tres momentos del tiempo (disponibilidad de PAR y porcentaje de humedad en el
suelo), asi como de los juveniles seleccionados para el seguimiento de las variables
ecofisiologicas medidas simultaneamente (nuevas coordenadas X e Y) (Tabla VIL.2).

A partir de esta informacion, se obtuvo la “version espacial” del resto de
variables mencionadas, usando nuevamente SADIE. En particular, usamos uno de los
indices generados por este método, el index of clustering (v) o indice de agrupamiento,
que proporciona el grado de agrupamiento de los datos en “parches” (areas donde hay
una mayor concentracion, con valores de V - por convenio, Vi - mayores de 1.5) y en
“huecos” (areas de baja concentracion, con valores de vV — por convenio, Vj — inferiores a
-1.5, y cuya representacion en un mapa de dos dimensiones permite conocer el tipo de

distribucion espacial de la variable estudiada.
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Se llevo a cabo un analisis SADIE independiente para cada una de las variables
consideradas en el estudio, usando el software SADIEShell version 1.22 (Kelvin F.
Conrad e IACR-Rothamsted, 2001) con un mismo nimero de permutaciones (2340
permutaciones). En el caso de la presencia de individuos juveniles de pinsapo y del
resto de especies acompafiantes, se emplearon como datos los valores brutos de
presencia /ausencia (1/0). En el caso del PAR, el porcentaje de humedad en el sustrato,
y el porcentaje de cobertura de matorral, se emplearon los valores enteros de dichas
variables de acuerdo con los requisitos del andlisis con SADIE. El indice de
agrupamiento calculado asi para cada variable (y cada momento del tiempo, en su caso)
se considera en este trabajo su “version espacial”, constituyendo en conjunto el grupo de
variables espaciales, frente a las variables originales, consideradas puramente
“ambientales”.

Para evaluar la existencia de una relacion funcional entre la presencia de
individuos juveniles y las variables “ambientales” y “espaciales” especificadas, se llevod
a cabo una regresion logistica (Hosmer y Lemeshow, 1989; Maestre et al. 2003), y se
realizo la particion de la varianza siguiendo el método de Borcard et al. (1992), para
evaluar la importancia relativa de los distintos grupos de variables. Asi, se desarrollaron
modelos construidos Unicamente sobre variables ambientales (las registradas
originalmente), sobre variables espaciales (coordenadas e indices de agregacion de las
variables ambientales) y sobre ambos conjuntos de variables simultdneamente, al objeto
de conocer la fraccion de la varianza explicada atribuible al efecto “puro” de las
primeras (fraccion a), al efecto “puro” de las segundas (fraccion c), la explicada de
forma compartida por ambos conjuntos (fraccion b), y la varianza no explicada ni por
variables ambientales ni por variables espaciales (fraccion d). Para calcular estas
fracciones, se llevaron a cabo los siguientes analisis: una regresion logistica de la
presencia/ausencia determinada por una matriz de variables ambientales (W, 12
columnas x 727 filas), que extrajo la fraccion de varianza a+b; una regresion logistica
de la presencia/ausencia en funciéon de una matriz de variables espaciales (X, 14
columnas x 727 filas), que proporcioné la fraccion de varianza b+cC; y una regresion
logistica de la presencia/ausencia determinada por W y X simultaneamente, que extrajo
la fraccion de varianza a+b+c. En la Tabla VL3 se indican las variables que
constituyeron las matrices X y W. Los analisis fueron realizados con PASW Statistics
18 (IBM Corporation, 2009). En cada uno de ellos, se emple6 el estadistico R* de

Nagelkerke (Nagelkerke, 1991) para cuantificar la proporcion de variacion explicada.
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Las fracciones individuales se obtuvieron conforme a lo descrito en Legendre y
Legendre (1998). Los andlisis se repitieron para los tres momentos del tiempo
(primavera, verano e invierno). La bondad del ajuste de los distintos modelos
construidos se evalué mediante un contraste y*-cuadrado (Hosmer y Lemeshow, 1989).
Para la construccion de cada modelo, las variables fueron introducidas mediante una
seleccion por pasos hacia delante (forward stepwise selection), empleando como niveles
de significacion a la entrada y a la salida 0.05 y 0.10, respectivamente. Para evaluar la
importancia de cada variable considerada individualmente, se empleo el estadistico de
Wald.

De forma previa a cualquier analisis, se comprobo la normalidad de las variables
independientes — salvo las de tipo binario —, a pesar de no ser una asuncién de la
regresion logistica (Tabachnick y Fidell, 2007). Asimismo, se comprobd la posible
colinearidad entre las variables ambientales, llevando a cabo multiples regresiones

lineales entre pares de variables relacionadas.

Tabla VI.3. En la columna de la izquierda, las variables “ambientales”, medidas en campo. En la
columna derecha, su version “espacial”, el correspondiente indice de agrupamiento obtenido mediante
SADIE. Tanto el PAR (suelo e incidente) como el porcentaje de humedad (en suelo y en hojarasca)
fueron medidos en primavera y verano de 2007, y en invierno de 2008.

Variables “ambientales” (matriz W) Variables “espaciales” (matriz X)
PAR suelo VPAR suelo
PAR incidente VPAR incidente
% H suelo v% H suelo

% H hojarasca

% cobertura de matorral
Presencia de Ulex
Presencia de Rubia
Presencia de Daphne
Presencia de Helleborus
Presencia de Juniperus
Presencia de Rosa
Presencia de Phlomis

v% H hojarasca

v% cobertura de matorral
vPresencia de Ulex
vPresencia de Rubia
vPresencia de Daphne
vPresencia de Helleborus
vPresencia de Juniperus
vPresencia de Rosa
vPresencia de Phlomis
Coordenada X
Coordenada Y

En cuanto a la actividad ecofisioldgica de los brinzales de pinsapo, estimada a
partir de distintas variables fisiologicas medidas en individuos seleccionados en tres
estaciones distintas, se llevo a cabo un andlisis de redundancia (RDA) para conocer
hasta qué punto la forma en que estos individuos se desenvuelven en campo puede

explicarse a través de los grupos de variables ambientales y espaciales antes
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mencionados. Asi, se llevaron a cabo analisis de redundancia (Zuur et al. 2007), en los
que se consideraron todas las variables fisioldgicas como variables respuesta (en
adelante, Y), y se incluyeron las variables ambientales y espaciales de la Tabla VL3
como dos grupos diferenciados de variables explicativas (en adelante, W y X,
respectivamente). Para estos analisis, ambas matrices contaron con un nimero de filas
notablemente inferior (55 frente a las 727 del anterior analisis), al restringirse los datos
a los puntos en que se encontraban los individuos seleccionados para las distintas
medidas.

Para obtener la contribucion relativa de las variables ambientales y espaciales al
comportamiento ecofisiologico registrado, se llevo a cabo una particion de la varianza,
calculandose la varianza total explicada, el efecto puro de W, el efecto puro de X, la
fraccion de varianza explicada compartida por ambos grupos de variables (efecto
compartido) y la cantidad de variacion residual (fraccion de la varianza no explicada).
Este analisis se repiti6 para cada momento de tiempo. Para obtener las distintas
fracciones de la varianza, se llevaron a cabo los siguientes analisis: i, en primer lugar, se
realiz6 un andlisis de redundancia (en adelante, RDA) sobre Y frente a X y W
conjuntamente; a continuacion, se realizaron dos RDA, sobre Y frente a X, y sobre Y
frente a W; finalmente, se aplicd un analisis de redundancia parcial (pRDA) sobre Y
frente a W, tomando X como covariables, y un pRDA sobre Y frente a X, tomando W
como covariables. Usando la suma total de los valores propios que proporciona cada
analisis (equivalente al valor R* de una regresion), pueden calcularse el efecto puro de
X, el efecto puro de Y, el efecto compartido y la variaciéon residual como un porcentaje
de la variacion total (Zuur et al. 2007). Ademas, y para saber qué variable explicativa
considerada individualmente fue la mas importante, los analisis fueron llevados a cabo
empleando una seleccion hacia delante de las variables. Este procedimiento proporciona
los denominados efectos marginales (el valor propio que corresponderia a cada variable
en caso de haberse empleado ésta para la obtencion de un primer y tnico eje (Zuur et al.
2007). En funcidn de estos valores, pueden ordenarse de mayor a menor importancia las
variables que contribuyen significativamente a explicar la varianza hallada en el
comportamiento ecofisioldgico exhibido por los individuos juveniles en funcién de la
probabilidad del test (estadistico F).

Todos los andlisis de redundancia se realizaron con Brodgar, version 2.4.1

(Highland Statistics Ltd., 2005).

324



Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

VI1.3. Resultados.

VI1.3.1. Esfuerzo de muestreo y caracterizacion de las parcelas seleccionadas.

El esfuerzo de muestreo realizado en total en cada parcela, y la distribucion de unidades
espaciales entre el claro, el dosel y la zona de transicion se muestra en la Tabla VI.4.
En la Figura VI1.14 se representa graficamente este reparto entre los distintos ambientes

de las tres parcelas.

Tabla VI.4. Esfuerzo de muestreo bajo dosel, en el claro y en la zona de transicion, y superficie total
muestreada en cada una de las parcelas objeto de estudio.

Parcela 5b Parcela 5 Parcela 6
Total 237 m* 304 m* 288 m’
Dosel 86 m’ 67 m* 138 m?
Claro 102 m? 149 m? 96 m*
Borde 49 m? 88 m’ 54 m?

parcela 5b parcela 5 parcela 6

Figura VI.14. Las tres “parcelas”, colocadas de mayor a menor altitud. Cada unidad del sistema
reticulado equivale a 1 m”. Se muestra la distribucion del dosel (en gris oscuro), del claro (en blanco) y de
la zona de transicion entre ambos (en gris claro).

La distribucion de la cobertura de matorral acompanante, expresada en tanto por
ciento respecto a la superficie de cada unidad de muestreo, aparece en la Figura VI.15.
La mayor densidad de matorral se concentra en el interior de los claros,

fundamentalmente en la zona norte de los mismos (Figura VI.16), lo cual era de esperar

325



Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

considerando que se trata de la zona mas expuesta al sol, y que el matorral esta
dominado por especies heliofilas. En la Figura VI.17, se muestra la distribucion y
abundancia de los juveniles de Abies pinsapo censados en las tres parcelas; la presencia
de las distintas especies de matorral acompafante, con referencia a la reticula
superpuesta a las parcelas, se muestra en la Figura VI.18 (a modo de ejemplo, se
representa solo el caso de la parcela 5b). Obsérvese que las dos especies mas

abundantes son la heliéfila Ulex baeticus y la liana Rubia peregrina (Tabla VL.5).

|
|
parcela 5b | i i
| |
‘ 1 Com >75%
q | | |
| B 50% - 75%
parcela 5 i i i O 25% -50%
| | | O <25%
| | |
q | | |
1
] ] |
parcela 6 ! !
| |
— |
0 10 20 30 40 50 60

Figura VIL.15. Distribuciéon de las unidades espaciales de cada parcela en funcion del porcentaje de
cobertura que supone la presencia tanto de juveniles de pinsapo como de distintas especies de matorral
acompafiante.

Tabla VLS. Abundancia de juveniles de pinsapo, asi como de las distintas especies de matorral presentes,
expresada como porcentaje de unidades espaciales con presencia de la especie respecto del total de
unidades espaciales en cada parcela.

parcela 5b parcela 5 parcela 6
Abies pinsapo 21 27 15
Ulex baeticus 47 63 64
Rubia peregrina 40 49 37
Daphne sp. 7 7 7
Helleborus foetidus 3 4 12
Juniperus oxycedrus 8 4 3
Rosa canina 4 4 8
Cistus albidus + Phlomis sp. 3 5 8
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8 10 12 14 16

Figura VI.16. Porcentaje de cobertura de matorral en las tres parcelas, colocadas de mayor a menor altitud. La mayor densidad de matorral, representada con los tonos mas

oscuros, aparece en el centro de las “parcelas”, coincidiendo con la zona de claro, mas expuesta.
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Figura VL17. Distribucion de la presencia de individuos de juveniles de Abies pinsapo en las distintas “parcelas”, con la misma disposicion y orientacién que en la Figura

VI.16. Los valores indican la cantidad de individuos hallada en cada unidad de muestreo.
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Figura VI.18. Distribucion espacial de la presencia/ausencia de especies de matorral acompafiante en la parcela 5b. A: Presencia de Ulex baeticus; B Rubia peregrina; C:
Daphne sp; D: Helleborus foetidus; E: Juniperus oxycedrus; F: Phlomis sp. y Cistus albidus (en morado) y Rosa canina (en rosa)
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VI.3.2. Dindmica estacional de la luz incidente y la humedad del sustrato.

La cantidad de luz incidente en los claros, asi como el porcentaje de su superficie
afectado por niveles de luz similares a los de pleno sol, oscilaron notablemente con el
paso de las estaciones. El area que recibe los niveles de luz mas altos se encuentra
siempre desplazada hacia el borde norte del hueco, como era de esperar considerando la
geometria solar (Canham et al. 1990), el efecto de la inclinacion y orientacion de la
parcela, y la influencia de los arboles proximos al borde del hueco (Albanesi et al. 2008;

Coates, 2000) (Figura VI.19).

solsticio de verano

solsticio de invierno

<\

Figura VI.19. El recorrido del sol en la boveda celeste varia con el paso de las estaciones. En el
hemisferio norte, el arco trazado es maximo en el solsticio de verano, y minimo en invierno. Obsérvese
como, dada la inclinacién de los rayos solares, la sombra de los arboles situados en el borde sur de la
parcela se proyectaria en direcciones con componente norte, afectando sobre todo a la zona sur de la
misma. Por el contrario, la sombra de los arboles situados en el borde norte de la parcela se proyectaria
hacia fuera de la misma, internandose en el dosel forestal. Por tanto, si el tamafio de la parcela es
suficiente en relacion a la altura de los arboles de su borde, la zona norte de la misma permanece mas
expuesta al sol que la sur..

Oeste

La evolucion estacional de la irradiancia PAR incidente sobre las parcela 5b, 5y
6 se representa en las Figuras VI.20, VI.21 y IV.22, respectivamente. En cada caso, la
fila superior de graficas muestra la irradiancia incidente registrada sobre la superficie
del matorral (aproximadamente a un metro del suelo); la fila inferior, la radiacion
incidente registrada a ras de suelo. Notese como la proyeccion de los rayos solares
tiende a desplazarse hacia la zona norte de las tres parcelas (esquina inferior izquierda
de cada una de las graficas), especialmente en los registros efectuados a un metro sobre

el suelo.
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Con SADIE, se explord el grado de correlacion entre los patrones espaciales
hallados para ambas variables en los distintos momentos, al objeto de conocer en qué
medida las condiciones ambientales de irradiancia eran susceptibles de cambiar
significativamente con el transcurso de las estaciones. Estas correlaciones se exploraron
para los tres posibles pares de conjuntos de datos: la irradiancia registrada en primavera
y en verano, la registrada en verano y en invierno, y la registrada en primavera y en
invierno.

En la irradiancia registrada a un metro del suelo, se hall6 practicamente en todos
los casos una correlacion positiva entre los registros efectuados en estaciones
consecutivas (Tabla VI.6); sin embargo, para la irradiancia registrada a ras de suelo, no
se hall6 correlacion alguna en la mayor parte de las comparaciones efectuadas.

En la Figura VI.23 se muestra, a modo de ejemplo, la evolucion estacional del
contenido de humedad en el suelo hallado en la parcela 6. Al igual que en el caso de la
irradiancia PAR, se han representado, de derecha a izquierda, los registros efectuados en
primavera de 2007, verano de 2007 e invierno de 2008. Las graficas de la parte superior
presentan el contenido de humedad encontrado en cada punto de muestreo, ya se
encontrase €ste sobre sustrato o en la hojarasca acumulada; en la parte inferior, el
contenido de humedad presente en el suelo propiamente dicho. Noétese coOmo, al
contrario que en el caso de la irradiancia PAR, no existe un patrén espacial claro para el
contenido de humedad del suelo, existiendo una fuerte heterogeneidad a pequefia escala.
El patron estacional si es mas evidente, con los niveles de humedad mas bajos y
homogéneos correspondiendo a la época estival.

Al igual que en el caso de la irradiancia, se empled SADIE para explorar el
grado de correlacion entre los patrones espaciales de humedad del suelo, hallados en los
distintos momentos del tiempo, con el objetivo de conocer en qué medida las
condiciones de disponibilidad de agua en el sustrato eran susceptibles de variar
significativamente con el transcurso de las estaciones. Nuevamente, las correlaciones se
exploraron para los tres posibles pares de conjuntos de datos: primavera VS. verano,

verano VS. invierno y primavera VS. invierno.
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Figura VI1.20. Irradiancia PAR registrada en la parcela 5b, en primavera, verano e invierno. En la fila superior, la irradiancia registrada a un metro del suelo. En la fila
inferior, la registrada justo a ras de suelo. Notese la diferencia de escala entre las distintas estaciones.
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Figura VI.21. Irradiancia PAR registrada en la parcela 5, en primavera, verano e invierno. En la fila superior, la irradiancia registrada a un metro del suelo. En la fila inferior,
la registrada justo a ras de suelo. Notese la diferencia de escala entre las distintas estaciones.
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Figura V1.22. Irradiancia PAR registrada en la parcela 6, en primavera, verano e invierno. En la fila superior, la irradiancia registrada a un metro del suelo. En la fila inferior,

la registrada justo a ras de suelo. Notese la diferencia de escala entre las distintas estaciones.
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Figura V1.23. Contenido de humedad en el sustrato registrado en la parcela 6, en primavera, verano e invierno. En la fila superior, la humedad registrada en el sustrato mas
superficial. En la fila inferior, la registrada en el suelo propiamente dicho. Noétese la diferencia de escala entre estaciones.
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Tabla V1.6. Grado global de asociacion espacial entre la cantidad de irradiancia PAR incidente (a ras de suelo y a un metro sobre éste) registrada en las tres fechas de
muestreo. Se indica si existe asociacion positiva (+), asociacion negativa (-), o si tal asociacion no existe (0), asi como el valor de obtenido para X (la distribucion de
asociacion global generada por randomizacion) y la probabilidad p asociada (ajustada teniendo en cuenta la correccion de Dutilleul). Para un nivel de significacion de 0.05,
hay asociacion si p es inferior a 0.025 y disociacion si p es superior a 0.975 (P-V: contraste entre los datos registrados en primavera y verano. V-I: idem para verano e
invierno. P-I: idem para primavera e invierno. En negrita se resaltan los resultados significativos).

parcela Sb
P-v V-1 P-1
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Irradiancia (1 m) + 0.5876 < 0.0001 + 0.68 <0.0001 + 0.4095 0.0001
Irradiancia (0 m) 0 -0.1413 0.8619 0 -0.0003 0.4951 0 0.0143 0.4345
parcela 5
P-v V-1 P-1
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Irradiancia (1 m) + 0.4535  <0.0001 + 0.3904 0.0001 0 0.1118 0.119
Irradiancia (0 m) + 0.2159 0.0213 0 0.0268 0.41 0 0.0706 0.2254
parcela 6
P-v V-1 P-1
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Irradiancia (1 m) + 0.6612 < 0.0001 + 0.5661 <0.0001 + 0.3305 0.0002
Irradiancia (0 m) + 0.5476 < 0.0001 0 0.0701 0.2809 0 0.0616 0.3042
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Para el porcentaje de humedad registrado en el nivel méas superficial del suelo, se
hall6 una asociacidon espacial positiva en la mayor parte de los casos (Tabla VI.7,
resultados “%H hojarasca”). En cambio, en lo referente al contenido de humedad
registrado en el sustrato (“%H suelo™), se encontr6 una asociacioén espacial positiva en
la mayor parte de las transiciones entre primavera y verano, y primavera € invierno,
desapareciendo esta correlacién en la transicion entre el verano y el invierno, que
constituiria asi el cambio estacional mdas significativo en lo que respecta a la
disponibilidad de agua para las raices. El efecto de la presencia de hojarasca en el suelo
fue mas patente en verano y en la parcela situada a menor altitud.

Por tltimo, y nuevamente empleando SADIE, se procedi6 a explorar el grado de
asociacion espacial existente entre los patrones de heterogeneidad espacial hallados para
las variables relacionadas con la irradiancia PAR registrada y la cantidad de humedad
disponible en el suelo en cada momento del tiempo. Los resultados se muestran en la
Tabla VL.8. Como era de esperar, no es posible apreciar un patron espacial claro en la
relacion entre ambos grupos de variables. En general, las parcelas 5 y 5b mostraron un
comportamiento distinto al de la parcela situada a menor altitud. En la primavera,
predominaron las asociaciones de signo positivo, mientras que en verano o hubo
asociacion negativa o no hubo ningun tipo de asociacion. La relacion para la que se
encontraron resultados mas homogéneos fue “PAR incidente vs. %H hojarasca”, que

siempre mostrd asociacion negativa o ningun tipo de asociacion.

VI.3.3. Localizacion espacial de individuos juveniles: patron espacial, relacion con
variables abidticas y bidticas (gradientes de agua y luz, cobertura de matorral

acompafiante). Seleccion de individuos en distintos microambientes.

La localizacion exacta de todos los individuos censados en las parcelas de estudio
aparece en la Figura VI.24. Su distribucion espacial se caracteriza por dos rasgos: i, el
nimero y la densidad de individuos en el claro son superiores a los registrados bajo
dosel (Tabla V1.9); y ii, los individuos aparecen distribuidos a lo largo del eje N-S de
cada parcela, aunque existe una clara preferencia por el borde sur de los huecos, mas
umbrio, frente a la zona norte, expuesta y mas soleada. Como excepcion, el hueco de
posicion intermedia, de contorno mas irregular y en el que el dosel sur no estd
completamente cerrado, lo que podria explicar que la mayor concentracion de pinsapos

no apar€zca €n €sa zona.
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Tabla VI.7. Grado global de asociacion espacial entre la cantidad de humedad disponible registrada en distintos momentos del tiempo, diferenciando entre % H suelo y % H
hojarasca. Se indica si existe asociacion positiva (+), asociacion negativa (-), o si tal asociacion no existe (0), asi como el valor de obtenido para X (la distribucion de
asociacion global generada por randomizacion) y la probabilidad p asociada (ajustada teniendo en cuenta la correccion de Dutilleul). Para un nivel de significacion de 0.05,
hay asociacion si p es inferior a 0.025 y disociacion si p es superior a 0.975 (P-V: contraste entre los datos registrados en primavera y verano. V-I: idem para verano e
invierno. P-I: idem para primavera e invierno. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican: ***, resultados significativos para o < 0.05; *, s6lo
significativos para o = 0.1 - 0.3).

parcela Sb
P-v V-1 P-1
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
% H hojarasca + 0.3605  0.0006%** + 0.4496 < 0.0001%** + 0.3255  0.0007%**
% H suelo + 0.2939  0.0057*** 0 0.1863 0.107 + 0.3545  0.0012%**
parcela 5
P-v V-1 P-1
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
% H hojarasca + 0.6746 < 0.0001*** + 0.4721 < 0.0001%** + 0.5910 < 0.0001***
% H suelo + 0.2705  0.0017%** 0 -0.0305 0.6245 + 0.1374 0.0868*
parcela 6
P-v V-1 P-1
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
% H hojarasca + 0.1413 0.0511* 0 0.0145 0.4324 + 0.4497 < 0.0001%**
% H suelo 0 0.0277 0.376 0 -0.065 0.7712 + 0.228 0.0121 ***
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Tabla VI1.8. Grado global de asociacion espacial entre la humedad disponible y cantidad de irradiancia PAR registradas en distintos momentos del tiempo, considerando las
dos variables distintas medidas para cada factor ambiental (“PAR incidente”, “PAR suelo”, “%H hojarasca”, “%H suelo”). Se indica si existe asociacion positiva (+),
asociacion negativa (-), o si tal asociacion no existe (0), asi como el valor de obtenido para X (la distribucion de asociacion global generada por randomizacion) y la
probabilidad p asociada (ajustada teniendo en cuenta la correccion de Dutilleul). Para un nivel de significacion de 0.05, hay asociacion si p es inferior a 0.025 y disociacion si
p es superior a 0.975. (primavera: contraste entre los datos registrados para cada par de variables en primavera; verano: idem para verano; invierno: idem para invierno. Em
negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican: ***, resultados significativos para o < 0.05; **, resultados significativos s6lo para o = 0.05 -0.1; *,
solo para a = 0.1 - 0.3).

parcela Sb
primavera verano invierno

asociacion X p asociacion X p asociacion X p
PAR incidente vs. %H hojarasca 0 0.1313 0.1318 - -0.4974 > 0.9999*** - -0.4122 > 0.9999%**
PAR incidente vs. %H suelo 0 0.1553 0.1114 - -0.3326 0.9911%** + 0.236 0.0276**
PAR suelo vs. %H hojarasca + 0.3647 0.0002%** - -0.4010 0.9998*** + 0.1454 0.0665*
PAR suelo vs. %H suelo + 0.2457 0.0171%** - -0.3733 0.9964*** + 0.2977 0.0028%***

parcela 5
primavera verano invierno

asociacion X p asociacion X p asociacion X p
PAR incidente vs. %H hojarasca 0 -0.0435 0.7120 0 -0.0743 0.8056 0 0.1499 0.0902
PAR incidente vs. %H suelo 0 0.008 0.4746 0 -0.0576 0.7371 + 0.2153 0.0182%**
PAR suelo vs. %H hojarasca + 0.5015 <0.0001%** 0 0.0051 0.5255 + 0.1417 0.0897*
PAR suelo vs. %H suelo + 0.3194 0.0011%** 0 -0.0394 0.6647 0 0.1232 0.1172

parcela 6
primavera verano invierno

asociacion X p asociacion X p asociacion X p
PAR incidente vs. %H hojarasca - 0.2698 0.9930%** - -0.2131 0.9909%** - -0.5409 > 0.9999%**
PAR incidente vs. %H suelo + 0.2805 0.0037%** 0 -0.0556 0.7315 - -0.5294 > 0.9999%**
PAR suelo vs. %H hojarasca - -0.2047 0.9611%* - -0.2351 0.9956%** - -0.4121 > 0.9999%***
PAR suelo vs. %H suelo + 0.2644 0.0103%*=* 0 -0.0336 0.6406 - -0.3720 0.9998%**
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Figura VI.24. Distribucion espacial de los individuos juveniles censados. Las cuadriculas donde se
encontraron individuos aparecen marcadas con un numero (el valor designa el total de juveniles por
unidad de muestreo). Las marcas rojas sefialan la posicion de los individuos seleccionados para el
seguimiento de variables ecofisiologicas. Las parcelas se han dispuesto de mayor a menor altitud.

En todas las parcelas, los individuos mostraron un patrén de distribucion en
agregados, confirmado tanto a través del calculo del indice de Blackman como mediante

el calculo del indice de agregacion espacial propuesto por SADIE (Tabla VI.10).

VI.3.3.1. Relacidn con la presencia de otras especies y el porcentaje total de cobertura

de matorral.

Se explord la posible correlacion entre el porcentaje de cobertura de matorral presente
en cada unidad de muestreo y la presencia de juveniles de Abies pinsapo, mediante una
prueba Chi cuadrado de dos colas, para las tres parcelas y cuatro porcentajes de
cobertura distintos (inferior al 25 %, entre el 25 y el 50 %, entre el 50 y el 75 %, y
superior al 75 %). En la parcela 5 se hall6 asociacion entre la presencia de juveniles y la
mayor cobertura de matorral. Pero en el resto de parcelas y casos, esta correlacion nunca
fue significativa.

Con SADIE se explord la posible correlacion espacial entre los patrones de
heterogeneidad espacial del par de variables “n° juveniles presentes” y “porcentaje de
cobertura” por unidad de muestreo, halldndose unicamente una asociacién espacial
negativa en las parcelas 5b (para o =0.1) y 6 (para o = 0.05).

También a partir de las frecuencias observadas y una prueba Chi cuadrado de

dos colas, se explor6 la posible correlacion entre la presencia de juveniles de Abies
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pinsapo y la de las especies de matorral acompafiante presente en las parcelas. Solo se
encontré tal relacion con la especie Ulex baeticus en la parcela 5b (x* esperada = 3.84,

y* observada = 13.48, para un nivel de significacion o = 0.05).

Tabla VL.9. Distribucion de los individuos juveniles censados entre la zona de claro, el dosel, y la zona
de transicion entre ambos, expresada como suma de las tres parcelas. (1): Grado de concentracion de los
individuos presentes, expresada como el ratio entre el nimero de individuos censados en cada zona y la
superficie (nimero de unidades espaciales) en que éstos fueron hallados. (2): Densidad poblacional,
calculada como el ratio entre el nimero de individuos hallado y la superficie total muestreada en las
distintas zonas.

niimero sup:;‘fue su tz:‘zi"llcie % superficie concentraciéon densidad de
e e . e e P con de individuos individuos
individuos individuos muestreada resencia ) @)
(m?) (m?) P
claro 151 82 348 23.6 1.8 0.4
borde 42 34 185 18.4 1.2 0.2
dosel 83 42 292 14.4 2.0 0.3

Tabla VI.10. Patron espacial de los individuos juveniles censados en las tres parcelas. I: indice de
dispersion de Blackman; n: nimero de unidades muestrales. I (n-1) en todos los casos estuvo fuera del
intervalo delimitado por los valores de y2 para los que 0.975 > p > 0.025 ([33.17, 72.61]). L,: indice de
agregacion global obtenido con SADIE. P,: probabilidad de que los individuos censados se encuentren
distribuidos al azar entre las unidades muestrales consideradas.

I I (n-1) I, P,
parcela Sb 2.24 518.37 1.464 0.0107
parcela S 1.85 448.58 1.585 0.0050
parcela 6 3.11 756.32 1.768 0.0007

VI.3.3.2. Relacién con variables abi6ticas: gradientes ambientales de luz y de humedad
disponible en el sustrato.

El resultado de los analisis espaciales llevados a cabo con SADIE para explorar el grado
de correlacion espacial entre la presencia de juveniles de Abies pinsapo y la cantidad de
irradiancia incidente a ras de suelo y a un metro de éste aparece en la Tabla VL.11.
Asimismo, se explord el grado de correlacion existente entre la distribucion de los
juveniles de la especie y la cantidad de humedad disponible en el sustrato. En ninguno
de los casos se halld6 un patrén claro de asociacion espacial entre las variables
consideradas, salvo quiza la asociacion positiva con la irradiancia registrada en

primavera en todos los casos.
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VI1.3.3.3. Seleccidn de individuos para seguimiento de variables ecofisioldgicas.

De entre todos los individuos censados en las parcelas de estudio, se seleccionaron
juveniles de edades similares para la monitorizacion de una bateria de variables
ecofisiologicas (ver Seccion VIL.2.3), indicativas del “éxito” de los individuos
localizados bajo distintas condiciones. En la medida de lo posible, esta seleccion fue
representativa de seis microambientes diferenciados a lo largo de un gradiente de
direccion S-N que atraviesa el centro de cada parcela (Figura VI.24): dosel norte y sur,
borde norte y sur, claro con escasa cobertura de matorral y claro con cobertura de

matorral superior al 50%.

V1.3.4. Potencial hidrico xileméatico.

El potencial hidrico xilematico fue medido en los individuos seleccionados al objeto de
explorar las posibles diferencias entre los localizados en microambientes distintos, en
términos de su estatus hidrico y su capacidad de uso y gestion de este recurso Estas
medidas, simultdneas con las de fijacion de C, se tomaron en tres ocasiones,
coincidiendo con la primavera, el pleno verano y el invierno.

Se hallaron diferencias significativas asociadas a los distintos momentos de
medida (p = 0.000), con los valores mds negativos registrados en la época estival,
aunque no se encontraron diferencias significativas entre los distintos microambientes

(Figura VI.25.F, Tabla VL12).

V1.3.5. Medidas instantaneas de intercambio gaseoso

VI.3.5.1. Conductancia estomatica al agua.

De manera similar a lo ocurrido con el potencial hidrico se encontraron diferencias
significativas respecto al tiempo, pero no entre microambientes, siendo el efecto de la
estacion independiente del microambiente considerado (Tabla VI.12). La llegada del
verano supuso un descenso dramatico de las tasas de conductancia en todos los
microambientes (Figura VL25.B). Con el invierno, las tasas nuevamente se
recuperaron, llegando a superar a las registradas en primavera en las zonas mas

expuestas.
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Tabla VI.11. Grado global de asociacion espacial entre la presencia y distribucion de los juveniles censados (la variable “conteo pinsapos”) y los valores de humedad
disponible y cantidad de irradiancia PAR registrados en distintos momentos del tiempo, considerando las dos variables distintas medidas para cada factor ambiental (“PAR
incidente”, “PAR suelo”, “%H hojarasca”, “%H suelo”). Se indica si existe asociacion positiva (+), asociacion negativa (-), o si tal asociacion no existe (0), asi como el valor
de obtenido para X (la distribucion de asociacion global generada mediante aleatorizacion) y la probabilidad p asociada (ajustada teniendo en cuenta la correccion de
Dutilleul). Para un nivel de significacion de 0.05, hay asociacion si p es inferior a 0.025 y disociacion si p es superior a 0.975. (primavera: contraste entre los datos registrados
para cada par de variables en primavera; verano: idem para verano; invierno: idem para invierno. En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican:

*** resultados significativos para o < 0.05; **, resultados significativos s6lo para oo = 0.05 - 0.1; *, s6lo para o = 0.1 - 0.3).

parcela Sb
primavera verano invierno
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Conteo pinsapos vs. PAR incidente + 0.1535 0.0594* 0 -0.0106 0.5486 0 -0.0578 0.7136
Conteo pinsapos vs. PAR suelo + 0.3246 0.0005%** - -0.3431 > 0.9999%** + 0.2883 0.0009%**
Conteo pinsapos vs. %H hojarasca + 0.3688 0.0001%** 0 -0.0146 0.5693 + 0.2833 0.0007%**
Conteo pinsapos vs. %H suelo + 0.1502 0.046%* 0 0.0513 0.3167 + 0.3827 0.0001***
parcela 5
primavera verano invierno
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Conteo pinsapos vs. PAR incidente + 0.3449  <0.0001*%** + 0.2527 0.0014%** 0 0.0807 0.1502
Conteo pinsapos vs. PAR suelo 0 0.0018 0.4989 - -0.1668 0.9734%* -0.1082 0.9019*
Conteo pinsapos vs. %H hojarasca 0 -0.0076 0.5367 0 0.0498 0.2486 0 -0.0523 0.7157
Conteo pinsapos vs. %H suelo - -0.1421 0.9464* + 0.131 0.0422%* 0 -0.0633 0.7657
parcela 6
primavera verano invierno
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Conteo pinsapos vs. PAR incidente + 0.1098 0.1224* 0 0.0144 0.4346 - -0.1819 0.9836%**
Conteo pinsapos vs. PAR suelo 0 0.0876 0.1889 + 0.1196 0.1004* 0 -0.0973 0.8502
Conteo pinsapos vs. %H hojarasca 0 0.0863 0.1831 0 -0.0838 0.8428 + 0.3945 < 0.0001***
Conteo pinsapos vs. %H suelo 0 0.0588 0.2662 0 -0.02 0.5932 + 0.3748 < 0.0001***
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VI.3.5.2. Tasa neta de fijacion de C.

A diferencia de las variables descritas anteriormente, en este caso Se encontraron
diferencias significativas no so6lo en el tiempo sino también entre los distintos
microambientes. No obstante, el efecto del microambiente sobre las tasa de fijacion de
C no fue independiente de la estacion del afio, como indica un efecto de interaccion
significativo (Tabla VI.12). Las tasas de fijacion de C fueron, considerando el conjunto
de los distintos microambientes, maximas en primavera, disminuyeron notablemente en
verano, y volvieron a incrementarse moderadamente en invierno (Figura VI.25.A),
aunque no alcanzaron los valores registrados en primavera, salvo en el dosel norte. La
variabilidad entre microambientes fue asimismo maxima en primavera (en el caso del
microambiente “dosel norte”, el valor medio registrado en esta estacion fue incluso su
minimo anual), pero se vio muy reducida en las otras estaciones. En cualquier caso, las
mayores tasas de fijacion de C se hallaron asociadas a los microambientes mas soleados

y expuestos.

V1.3.5.3. Concentracion intercelular de CO..

El registro estacional de esta variable no exhibi6 el mismo patrén estacional que las
anteriores, si bien se encontraron diferencias significativas respecto al tiempo y entre los
distintos microambientes, asi como derivadas de la interaccion entre ambos factores
(Tabla VI.12). Asi, la llegada del verano Uinicamente supuso un descenso significativo
de la concentracion intercelular de CO, para los microambientes mas soleados y
expuestos (borde norte y zonas de claro con distinta cobertura, Figura VI.25.E), en

consonancia con el patrén exhibido por las tasas de fijacion de C.

V1.3.5.4. Ratio fotosintesis vs. conductancia: eficiencia intrinseca en el uso del agua.

En lo que respecta a la eficiencia intrinseca en el uso del agua (iWUE, intrinsic water
use efficiency), de nuevo se encontr6é un efecto significativo de la interaccion entre el
microambiente y fecha de muestreo considerada, ademas de hallarse diferencias
significativas a lo largo del tiempo y entre los distintos microambientes (Tabla VI.12).

Asi, si bien las tasas registradas en primavera y en invierno son muy similares, en el
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registro estival es muy patente la diferencia entre los microambientes orientados al sur,
mas sombreados, en los cuales se produce un descenso en la eficiencia del uso del agua,
y las posiciones orientadas al norte, mas expuestas, donde la eficiencia en el uso del

agua aumenta considerablemente durante la época estival (Figura V1.25.D).
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Figura VI.25. Tasa neta de fijacion de carbono (A), tasa instantanea de conductancia estomatica al agua
(B), eficiencia instantanea relativa en el uso de la luz (C), eficiencia intrinseca en el uso del agua (D),
concentracion intercelular de CO, (E) y potencial hidrico xilematico (F) en individuos juveniles
localizados en los distintos microambientes (dispuestos conforme al gradiente N-S que atraviesa el centro
de cada parcela). Estas variables se registraron en tres estaciones distintas (D: dosel; B: borde; A: zona
abierta de claro; mat: cobertura de matorral superior al 50%; des: cobertura de matorral inferior al 50%).
Las barras de error representan el error estandar.
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V1.3.5.5. Ratio fotosintesis vs. PAR: eficiencia instantanea relativa en el uso de la luz.

Para la eficiencia instantanea relativa en ¢l uso de la luz (irLUE, instantaneous relative
light use efficiency), se hallaron diferencias significativas en el tiempo (con los mayores
valores en invierno, Figura IV.25.C), asi como las debidas a la propia seleccion y
localizacion de los huecos, que no se confirmaron a posteriori (Tabla VI.12). A pesar
de que no se hallaron diferencias significativas entre los distintos microambientes, si se
hallaron para la interaccion “tiempo x microambiente”. En primavera y verano, la
eficiencia en el uso de la luz fue menor, sin encontrarse diferencias significativas entre

estas fechas.

Tabla VI.12. Resultado del analisis estadistico para las diferencias entre microambientes, asi como entre
huecos (considerando este factor anidado dentro del anterior) para las tasas instantaneas de fijacion neta
de C (A,), de conductancia estomatica al agua (gs), la concentracion intercelular de CO,, la eficiencia
intrinseca en el uso del agua (iIWUE), la eficiencia instantanea relativa en el uso de la luz (irLUE, del
inglés “instantaneous relative light-use efficiency) y el potencial hidrico xilematico (¥). (GLM con
ambos factores anidados y analisis de medidas repetidas, seguido de un test a posteriori Tukey HSD).
Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p. En
negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a
posteriori.

efecto A, g C; iWUE irLUE ¥
6.23 1.76 7.14 6.145 1.37 1.06
(5) (5) (5) (5) (5) (5)
0.000* 0.149  0.000% 0.000% 0.261 0.405
1.98 0.54 1.98 2.085 2.23 2.23
(1D (11) (11) (11) (11) (11)
0.064 0.862 0.064  0.051 0.038  0.041
31.94  20.11 11.97 6.478 16.77  91.23

Microambiente

Huecos(microambiente)

Tiempo
P (2 (2) (2) (2) (2) (2)
0.000* 0.000* 0.000* 0.003* 0.000* 0.000*
Tiempo*microambiente 2.6 1(10) 43 4.483 2.19 1.235

(10) (10) (10) (10) (10)
0.010*  0.453  0.000* 0.000* 0.029* 0.289

2.66 1.25 242 2.374 4.63 1.86

(22) (22) (22) (22) (22) (22)
0.001*  0.239  0.000* 0.004* 0.000% 0.032%

Tiempo*huecos(microambiente)

V1.3.6. Determinacion de carbohidratos no estructurales en el xilema.

VI1.3.6.1. AzUcares solubles.

No se encontraron diferencias significativas respecto a la concentracion de azuicares
solubles libres, de bajo peso molecular, ni entre microambientes ni a lo largo del tiempo

(Tabla VIL13, Figura VL26.A). La mayor variacion la experimentaron los
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microambientes situados en el borde de los huecos en el paso de la primavera al verano,

aunque ¢ésta no fue significativa en ningtn caso.

V1.3.6.2. Almidon.

Al igual que en el caso anterior, tampoco se encontraron diferencias significativas entre
los distintos microambientes en lo que respecta al contenido en almidén (Tabla VI.13);
sin embargo, el patron estacional de este compuesto fue evidente, encontrandose
diferencias significativas respecto al tiempo, entre los niveles registrados en primavera y
verano, y los de verano e invierno. Como era de esperar, en todos los microambientes,
la concentracion de almidon fue maxima en primavera, disminuyendo ostensiblemente
con el paso del tiempo y permaneciendo ya los niveles bajos hasta el final de la estacion
de crecimiento, aunque con diferencias entre microambientes. Asi, los test a posteriori
efectuados (Tukey HSD) revelaron que no hubo diferencias significativas entre las
distintas fechas de muestreo en los micrombientes localizados bajo el dosel, y que, sin
embargo, se hallaron diferencias significativas entre los niveles registrados en
primavera y en verano en los microambientes correspondientes a las zonas con mayores
niveles de irradiancia, y con mayores tasas de fijacion de C y crecimiento: las zonas de
transicion norte y sur (“B norte” y “B sur”) y el claro (“A mat” y “A des”). Para estos
ultimos incluso existieron diferencias entre el inicio y el final de la estacion de

crecimiento, en otofio.

VI1.3.6.3. Carbohidratos no estructurales totales.

En lo que respecta al contenido en carbohidratos no estructurales totales, los
analisis estadisticos revelaron la ausencia de diferencias significativas entre
microambientes (Figura V1.26.C, Tabla VI.13). Si se hallaron diferencias debidas a la
propia seleccion y localizacion de los huecos estudiados (el factor anidado en los
analisis), aunque éstas no se confirmaron a posteriori.

Por otro lado, estos niveles de carbohidratos totales mostraron en general un
comportamiento similar al del almidon, con un descenso significativo en el tiempo que
media entre el inicio y el final de la elongacion de los brotes. Sin embargo, desde ese
momento y hasta el final de la estacion de crecimiento no se produjo un aumento

significativo en la concentracién de carbohidratos totales, hallandose diferencias

346



Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

significativas entre los valores registrados en primavera y otofio. El test a posteriori
efectuado (nuevamente Tukey HSD) puso de manifiesto la existencia de diferencias
significativas entre el inicio y el final del periodo de elongacion de brotes, inicamente

en los microambientes “B norte”, “B sur” y “A mat”.
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Figura VI.26. Concentracién de azlicares solubles (A), almidén (B) y carbohidratos no estructurales
totales (C), en el xilema de 3 y 4 aflos de individuos juveniles localizados en los distintos microambientes.
Estas variables se registraron en tres momentos distintos de la estacion de crecimiento. (D: dosel; B:
borde; A: zona abierta de claro; mat: cobertura de matorral superior al 50%; des: cobertura de matorral
inferior al 50%). Las barras de error representan el error estandar.

VI.3.7. Crecimiento primario en ramas.

Las medidas de crecimiento se tomaron en septiembre de 2008 en todos los individuos
juveniles censados en las tres parcelas. La tasa de crecimiento anual promedio se
calcul6 a partir del crecimiento experimentado por cada individuo en los seis ultimos
anos, medido en dos ramas con distinta orientacion.

Para aquellos individuos empleados en el seguimiento de variables relacionadas

con el intercambio gaseoso, esta variable fue analizada con un GLM, siendo el factor
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principal los distintos microambientes, y la pertenencia de los individuos muestreados a
uno u otro hueco, un factor anidado dentro de éste. Este analisis reveld diferencias
significativas entre microambientes (Tabla VIL.14), con las mayores tasas de
crecimiento promedio en los microambientes de claro (“A mat” y “A des”) y en el borde

norte (“B norte”) (Figura VI1.27).

Tabla VI.13. Resultado del analisis estadistico para las diferencias entre microambientes, asi como entre
huecos (considerando este factor anidado dentro del anterior) para las concentraciones de azlicares libres
(glucosa + fructosa + sacarosa), almidon y carbohidratos no estructurales totales (NSC = azucares libres +
almidén) (GLM con ambos factores anidados y andlisis de medidas repetidas, seguido de un test Tukey
HSD). Para cada factor se muestra el valor de F (entre paréntesis los grados de libertad) y el valor de p.
En negrita se resaltan los resultados significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a
posteriori.

efecto Azucares solubles Almidén NSC totales

Microambiente 0.030 (5) 1.06 (5) 0.41 (5)
1 0.408 0.834

Huecos(microambiente) 1.868 (9) 1.45(9) 2.86 (9)
0.109 0.225 0.020

Tiempo 1.433 (2) 46.07 (2) 16.48 (2)
0.249 0.000* 0.000*

Tiempo*microambiente 1.459 (10) 0.87 (10) 1.23 (10)
0.186 0.567 0.301

Tiempo*huecos(microambiente) 0.442 (18) 0.72 (18) 0.35(18)
0.969 0.771 0.991

Tabla VI.14. Resultado del analisis estadistico para las diferencias entre microambientes, asi como entre
huecos (considerando este factor anidado dentro del anterior) para las tasas promedio de crecimiento
anual (ANOVA anidado seguido de un test de Tukey HSD). En negrita se resaltan los resultados
significativos. Los asteriscos indican la existencia de diferencias a posteriori.

gl F p
Microambiente 5 5095 0.001*

Hueco (microambiente) 11 1.535 0.159

Ademas, se explord la posible relacién entre esta variable y algunas de las
relacionadas con la fijacion de carbono: fotosintesis, contenido total en carbohidratos no
estructurales y eficiencia intrinseca en el uso del agua. Se hall6 una correlacién
significativa para las tasas de fotosintesis neta registradas en primavera y en verano, y
para la eficiencia intrinseca en el uso del agua registrada en primavera (Figura VI1.28).
Respecto al contenido en carbohidratos de reserva, en todos los casos se hall6 una
relaciéon negativa, aunque solo fue significativa en el registro efectuado en otofo-

invierno, al final de la estacion de crecimiento.
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Figura VI.27. Crecimiento promedio de los individuos seleccionados, agrupados conforme a los
microambientes en que se hallasen. En gris oscuro, el crecimiento en los microambientes localizados bajo
dosel (D). En gris medio, el de los microambientes de la zona de transicion (B). En gris mas claro, el
crecimiento de los individuos hallados en los microambientes del claro (A): suelo desnudo (“des”, %
cobertura de matorral inferior al 50%, y cobertura de matorral superior al 50 % (“mat”).
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Figura VI1.28. Relaciones funcionales entre la tasa promedio de crecimiento anual y la tasa instantanea
neta de fijacion de C y la eficiencia intrinseca en el uso del agua en primavera, asi como con el contenido
total en carbohidratos no estructurales, al inicio y al final de la estacion de crecimiento.
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Al objeto de explorar el grado de correlacion entre la tasa de crecimiento y el
patrén espacial de disponibilidad de recursos clave, se empled la metodologia SADIE
sobre la distribucion espacial de estos recursos y de la tasa de crecimiento promedio,
considerando la posicion de los individuos censados en cada uno de los tres huecos
(segun coordenadas x e y). Este andlisis permitié concluir acerca del grado de
correlacion espacial entre los patrones de heterogeneidad a pequefia escala encontrados

para ambas variables. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI.15.

VI.3.8. Ordenacion multivariante del comportamiento ecofisiolégico de individuos

localizados en distintos microambientes.

Para tratar el conjunto de variables relativas al comportamiento ecofisiologico de los
individuos desde un punto de vista integrador y sintético, que extrajese la informacion
mas relevante y permitiese un tratamiento grafico igualmente sindptico, se llevo a cabo
un analisis de componentes principales sobre las variables relacionadas con el
intercambio gaseoso, el estatus hidrico y de suministro de carbono. El objetivo de este
analisis era evaluar la posibilidad de generar un espacio de fases en el cual, la posicion
de los distintos individuos, adscritos a distintos microambientes, estuviese determinada
por el comportamiento que éstos presentan respecto a las variables seleccionadas para el
analisis, esto es, por su comportamiento ecofisioldgico.

Como paso previo al analisis de componentes principales, se exploraron las posibles
correlaciones entre las distintas variables, para reducir el nimero de variables a emplear
y evitar informacion redundante. La notable correlacion encontrada en los tres
momentos del tiempo entre el contenido total en carbohidratos y el contenido en
azlcares libre y almidon, asi como entre la eficiencia intrinseca en el uso del agua y la
concentracion intercelular de CO, (Figura VIL.29), derivada de las relaciones
funcionales existentes entre las mismas (e.g. el contenido total de carbohidratos se
calcula como la suma del contenido en aztcares libres y almidon), nos permiti6 eliminar
del andlisis tres variables del conjunto original de nueve: la concentracion en azuicares

libres y almidon del xilema, y la concentracion intercelular de CO,.
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Tabla VI.15. Grado global de asociacion espacial entre el crecimiento promedio experimentado por los juveniles censados en los ultimos seis afios (la variable “conteo
crecimiento promedio”) y los valores de humedad disponible y cantidad de irradiancia PAR registrados en distintos momentos del tiempo, considerando las dos variables
distintas medidas para cada factor ambiental (“PAR incidente”, “PAR suelo”, “%H hojarasca”, “%H suelo”). Se indica si existe asociacion positiva (+), asociacion negativa
(-) o si tal asociacion no existe (0), asi como el valor de obtenido para X (la distribucion de asociacion global generada por randomizacion) y la probabilidad p asociada
(ajustada teniendo en cuenta la correccion de Dutilleul). Para un nivel de significacion de 0.05, hay asociacion si p es inferior a 0.025 y disociacion si p es superior a 0.975.
(primavera: contraste entre los datos registrados para cada par de variables en primavera; verano: idem para verano; invierno: idem para invierno. En negrita se resaltan los
resultados significativos. Los asteriscos indican: ***, resultados significativos para o < 0.05; **, resultados significativos s6lo para oo = 0.05 - 0.1; *, s6lo para o = 0.1 - 0.3).

parcela 5b
primavera verano invierno
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Crecimiento promedio vs. PAR incidente + 0.328 0.0002%** + 0.2585 0.0013%** + 0.2094 0.0183%**
Crecimiento promedio vs. PAR suelo + 0.3495 0.0003*** 0 -0.108 0.8688 + 0.286 0.0004***
Crecimiento promedio vs. %H hojarasca + 0.2612 0.0036*** 0 -0.092 0.8213 0 0.032 0.3667
Crecimiento promedio vs. %H suelo 0 0.0832 0.1825 0 0.0401 0.3597 + 0.4681 <0.00071*%**
parcela 5
primavera verano invierno
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Crecimiento promedio vs. PAR incidente + 0.3598 < 0.0001*** + 03772 <0.0001*** + 0.1837 0.0082%**
Crecimiento promedio vs. PAR suelo 0 -0.0557 0.753 - -0.1018 0.8978* 0 0.0101 0.4508
Crecimiento promedio vs. %H hojarasca - -0.1987 0.9976%** 0 -0.0353 0.687 - -0.1147 0.9332*
Crecimiento promedio vs. %H suelo - -0.1972 0.995%%=* 0 -0.016 0.5899 0 -0.0327 0.6718
parcela 6
primavera verano invierno
asociacion X p asociacion X p asociacion X p
Crecimiento promedio vs. PAR incidente 0 0.1193 0.1408 0 0.0754 0.2164 0 -0.0422 0.6568
Crecimiento promedio vs. PAR suelo 0 0.0689 0.2798 + 0.1595 0.0814* 0 0.1114 0.1576
Crecimiento promedio vs. %H hojarasca 0 -0.1022 0.8169 0 0.0099 0.4611 + 0.1625 0.0473%*
Crecimiento promedio vs. %H suelo 0 0.03 0.3905 0 0.033 0.351 + 0.15 0.0701*
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Figura VI.29. Ejemplos de la exploracion previa de interdependencia entre variables del conjunto de las
mismas que podrian emplearse en el analisis multivariante. 1. Analisis de regresion entre la concentracion
de carbohidratos no estructurales totales, y de azlicares libres, en xilema, encontradas en primavera. 2.
Analisis de regresion entre la eficiencia intrinseca en el uso del agua y la concentracion intercelular de
CO,, registradas en verano.

Ademas, se considerod innecesario emplear la conductancia estomatica al agua
ademas de la fotosintesis y la eficiencia intrinseca en el uso del agua. Las cinco
variables que finalmente intervinieron en los andlisis fueron la fotosintesis neta, la
eficiencia intrinseca en el uso del agua, la eficiencia instantdnea relativa en el uso de la
luz, el potencial hidrico xilematico y el contenido total en carbohidratos no
estructurales.

Se realizaron tres andlisis de componentes principales, uno para cada momento
del tiempo en que se registraron las distintas variables. Como casos, se consideraron los
valores promedios obtenidos por microambiente y hueco a partir del conjunto original
de individuos juveniles. Los resultados obtenidos muestran que este tipo de andlisis
consigui6 explicar mas del 80% de la varianza encontrada en primavera y verano,
aunque solo explico un 65% en otofo-invierno (Tabla VI.16).

En primavera, los dos primeros ejes consiguieron explicar cerca del 90% de la
varianza presente en el conjunto de datos original (Tabla VI.16). Las variables que mas
peso mostraron sobre el primer eje fueron las eficiencias en el uso del agua y de la luz,
la fijacion neta de carbono y el potencial hidrico; esto permitiria interpretar este eje
como un gradiente de aptitud ecofisioldgica (fitness). El segundo eje mostrd una fuerte
correlacion con el contenido total en carbohidratos no estructurales, por lo que puede
interpretarse como indicativo del estado del metabolismo del carbono en los arboles
(movilizacion y utilizacion de reservas). Los individuos localizados en los distintos

microambientes, representados en este espacio de fases (Figura VI.30) mostraron una
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segregacion acorde a las condiciones ambientales que determinan cada uno de ellos.
Sobre el primer eje, los individuos del dosel norte son los que mostraron una menor
aptitud (presentaron los valores mas negativos sobre el primer componente principal).
En el resto de microambientes, los individuos presentaron una aptitud similar aunque
los mayores valores se encontraron en las zonas de transicion y en el interior del hueco,

en presencia de elevada cobertura de matorral.

Tabla VI.16. Resultados del Analisis de Componentes Principales sobre las variables relativas al
comportamiento ecofisioldgico de los individuos. Porcentaje de varianza explicada conjuntamente por los
dos primeros componentes principales (PC1 y PC2) y coeficientes de peso de las variables originales
sobre éstos.

primavera verano invierno
Varianza explicada 88.78 % 88.10 % 64.35 %
PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2
A, 0.8610 -0.4208 -0.9366 0.3179 -0.7830  0.2585
Peso de iWUE 09586 -0.2377 -0.9400 0.2323 -0.9904 0.0108
las variables 3

sobre los irLUE 0.9015 -0.0770 -0.1734 0.8797 0.1900 -0.8259
nuevos ejes b 0.8422 0.2802 0.8128 0.5097 -0.3955 -0.6853

Total NSC 0.5171 0.8193 03114 08171 -0.3797 -0.2608

Al pasar de la primavera al verano, la eficiencia en el uso de la luz deja de tener
peso en el primer eje (Tabla VI.16), quedando solo la tasa neta de fijacion de C y la
eficiencia en el uso del agua como las variables mas importantes, con correlacion
negativa con el mismo; el potencial hidrico mantiene su elevado peso positivo. Por ello,
este primer eje puede interpretarse como un gradiente que ordena los individuos segin
la intensidad del estrés estival que experimentan (e.g. mayor estrés hidrico, menor
conductancia estomatica, menor fijacion de C). Al segundo eje contribuyen
principalmente la eficiencia en el uso de la luz y el contenido en carbohidratos. Este eje
segrega del resto a los microambientes cuyos individuos se encuentran menos
estresados (Figura VI.30, véase posicion de “dosel norte™), en los que subsistiria cierta
actividad residual pese al déficit hidrico general (mayor apertura de estomas y fijacion
de C). En cualquier caso, y al igual que en primavera, ambos ejes consiguieron explicar
cerca del 90% de la varianza.

Con la llegada del invierno, A, y iWUE mantienen coeficientes de carga muy
negativos sobre el PC1, pero ¥ deja de ser importante. En el caso del PC2, la elevada
contribucion de irLUE se mantiene, pero no la del contenido en carbohidratos no

estructurales, que pasa a tener mas peso sobre el primer eje que sobre el segundo.
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Figura VI.30. Resultados del analisis de componentes principales efectuado a partir de las variables
bidticas registradas en tres épocas distintas del afio. A la izquierda, el peso de las distintas variables en la
interpretacion de los nuevos ejes. En la parte derecha, la representacion de los distintos casos en el
espacio de fase generado para cada momento. (D: dosel, B: borde, A: claro, mat: cobertura de matorral
superior al 50%, des: cobertura inferior al 50%. A,: fotosintesis instantdnea neta, gs: conductancia
estomatica al agua, iWUE: eficiencia intrinseca en el uso del agua, irLUE: eficiencia instantanea relativa
en el uso de la luz, ¥: potencial hidrico xilematico, NSC: carbohidratos no estructurales totales).
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VI.3.9. Andlisis de regresion logistica y particion de la variacion encontrada para la

presencia de individuos juveniles de pinsapo.

Para evaluar la posible relacion funcional entre la presencia de individuos juveniles y
las variables “ambientales” registradas (representativas del PAR y de la humedad
edafica), de manera que se incluyese también la distribucion espacial de éstas (lo que
hemos denominado variables “espaciales”), se llevdo a cabo una regresion logistica,
realizandose a posteriori una particion de la varianza para conocer la importancia
relativa de ambos grupos de variables.

El andlisis que consigui6o explicar un mayor porcentaje de varianza en los tres
momentos del tiempo fue la regresion logistica llevada a cabo con variables ambientales
y espaciales simultineamente (Tabla VI.17). A pesar de que los tres modelos
construidos consiguieron un buen ajuste de los datos (de acuerdo con la bondad del
ajuste proporcionada por la prueba de Hosmer y Lemeshow, que arrojé un nivel de
significacion superior a 0.05), en los tres momentos del tiempo el porcentaje de varianza
que el modelo no es capaz de explicar (la fraccion d) fue muy superior a la fraccion
explicada.

La fraccion ¢ de variacion, explicada por las variables de caracter espacial, fue
en todo momento muy superior a la fraccion a, correspondiente a las variables
ambientales “puras”. La fraccion b, correspondiente a la variacion que es explicada
conjuntamente por ambos tipos de variables, fue negativa, lo que puede ser indicativo
de distintas circunstancias: i, X y W tienen un efecto fuerte y directo sobre Y ii, existe
una fuerte correlacion entre X y W; iii, X y W ejercen sobre Y efectos de signo
contrario; iv, ambos grupos de variables tomados en conjunto explican Y mejor que
considerados por separado (Legendre y Legendre, 1998).

En la Tabla VI.18 se muestran las variables consideradas buenas predictoras de
la presencia /ausencia de juveniles para los tres modelos construidos en cada momento
del tiempo (estadistico de Wald, p < 0.05). Entre las variables "ambientales", destaco el
porcentaje de cobertura existente, significativa en las tres estaciones. El porcentaje de
humedad del suelo fue significativo unicamente en invierno. Entre las variables
"espaciales", destacaron la heterogeneidad espacial a pequefia escala (indice de
agregacion, V) de la especie mas abundante, Ulex baeticus, y de Juniperus, asi como la
posicion dentro del hueco (coordenadas X e Y). La heterogeneidad espacial a pequena

escala del ambiente luminico fue significativa en primavera y verano. La cantidad de
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irradiancia per se y la presencia del resto de especies no fueron seleccionadas como

variables predictoras en ningin momento del tiempo.

(T3 L)

Tabla VI.17. Resultados de los distintos analisis de regresion logistica. El simbolo indica que no se

obtuvo ningun resultado para esos analisis en particular.

Fraccion de variacion Fecha de muestreo
variables ambientales . .
(ath) primavera verano invierno
x - - 7.367
gl - - 8
p - - 0.498
R’ - - 0.010
varianza explicada - - 1%
variables espaciales . L
(b+c) primavera verano invierno
x 9.934 15.403 10.649
gl 8 8 8
p 0.270 0.052 0.222
R’ 0.146 0.134 0.110
varianza explicada 14.6 % 13.4% 11 %
variables ambientales y espaciales . .
(atb+e) primavera verano invierno
$ 9.113 12.354 5.747
gl 8 8 8
p 0.333 0.136 0.676
R? 0.160 0.137 0.127
varianza explicada 16 % 13.7% 12.7%

V1.3.10. Andlisis de redundancia y particion de la variacion hallada para las variables

de indole ecofisiologica.

En la Tabla VI.19 se muestran los resultados de los andlisis de redundancia y de
redundancia parciales para el conjunto de variables bioticas, detallindose el porcentaje
de la varianza explicada atribuible en cada momento del tiempo a variables ambientales,
a variables espaciales, y a ambos grupos considerados conjuntamente. El analisis en el
que se incluyeron variables ambientales y espaciales simultdneamente (RDA sobre Y
frente a X y W) fue el que consiguid explicar un mayor porcentaje de varianza (en torno
a un 60%, en los tres momentos del tiempo). La fraccion de varianza no explicada fue
esta ocasion bastante inferior a la hallada en el caso de la presencia/ausencia de

individuos.
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Tabla VL.18. Variables significativas en los distintos modelos construidos, estadistico de Wald y la probabilidad asociada (p). Entre paréntesis se indica el signo de la relacion
entre cada variable predictora y la variable respuesta.

primavera verano invierno
variable Wald p variable Wald p variable Wald p
a;ﬁ)ri?l:’glses - - - - - - % H suelo (+) 4927 026
coordenada X (+) 21.013 .000 coordenada X (+) 16.721  .000 coordenada X (+)  9.976  .002
coordenada Y (+) 34.510 .000  coordenada Y (+) 19.366  .000 coordenada Y (+)  23.498 .000
v% cobertura (+) 15.433 .000  v% cobertura (+) 6.994 .008 v% cobertura (+)  14.255 .000
variables VPAR incidente (+) 11.868 .001  VPAR incidente (-) 18.656  .000
espaciales vpresUlex (-) 10.787 .001  vpresUlex (-) 12.964  .000 vpresUlex (-) 13.561 .000
vpresJuniperus (-) 7.105 .008  vpresJuniperus (-) 6.513 011 vpresJuniperus (-)  4.781  .029
VPAR suelo (+) 4.893 .027 VvPAR suelo (+) 4.478 .034
v% H suelo (+) 7.984  .005
variables
ambientales  coordenada X (+) 21.372 .000  coordenada X (+) 17.522  .000 coordenada X (+)  8.448 .004
y espaciales
coordenada Y (+) 35.068 .000 coordenada Y (+) 25.082  .000 coordenada Y (+)  24.947 .000
vpresUlex (-) 11.018 .001  vpresUlex (-) 17.560  .000 vpresUlex (-) 15.573 .000
VPAR incidente (+) 8.294 .004 VvPAR incidente (+) 15.666  .000
vpresJuniperus (-) 8.925 .003  vpresJuniperus (-) 7.982 .005 vpresJuniperus (-)  6.113  .013
vpresRubia (+) 4.068 .044
VPAR suelo (+) 6.976  .008
% cobertura (+) 13.558 .000 % cobertura (+) 11.378  .001 % cobertura (+) 20.651 .000
% H suelo (+) 10.865 .001
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Las variables de caracter espacial explicaron un mayor porcentaje de la variacion
observada en el comportamiento ecofisioldgico de los individuos, aunque también un
porcentaje significativo de la varianza fuese explicado por variables puramente
ambientales, siendo en invierno cuando ocurre la mayor diferencia entre ambos grupos
de variables.

En la Tabla VI.20 se muestra la particion de la varianza obtenida de los analisis,
indicandose las distintas fracciones de la varianza explicada y no explicada por éstos.
En primavera e invierno, el porcentaje relativamente elevado de varianza compartida
hallado indica que las variables ambientales covariaron sensiblemente con las espaciales

en esas ¢épocas del afio.

Tabla VI.19. Resultados de los distintos analisis de redundancia y de redundancia parcial llevados a
cabo para las variables bioticas (intercambio gaseoso, crecimiento, potencial hidrico y contenido en NSC;
las variables ambientales y espaciales son las que aparecen en la Tabla VI.3. La variacion total es 1. Los
porcentajes se han obtenido dividiendo varianza explicada por la varianza total.

varianza explicada (%)

tipo de analisis variables explicativas
primavera verano invierno

1 RDA, Y vs. Xy W  variables ambientales y espaciales 60.0 % 56.6 % 60.2 %
2 RDA,Y vs. W variables ambientales 37.7% 26.4 % 31.9%
3 RDA, Y vs. X variables espaciales 41.7% 28.8% 43.9%
4 pRDA, Y vs. W, variables a_umblentales, . 18.3 % 278% 16.3 %

X como COV con espaciales como covariables

pRDA, Y vs. X, W variables espaciales, o o o
3 como COV con ambientales como covariables 22.2% 302% 283 %

Tabla VI.20. Particion de la varianza obtenida con los distintos analisis de redundancia. Los
componentes & y b coinciden con las varianzas explicadas en los pasos 4 y 5 de la Tabla VL.19,
respectivamente. El componente C es igual a la diferencia entre la varianza del paso 3 y la del paso 5; d se
calcula como la diferencia entre la varianza total (igual a 1) y la varianza explicada en el paso 1 de la
misma tabla.

varianza explicada (%)

componente fuente de variacion . L.
primavera verano invierno
a Ambientales (efecto puro) 18.3% 27.8% 16.3%
b Espaciales (efecto puro) 22.2% 30.2% 28.3%
¢ Compartida 19.5% -1.4% 15.6%
d Residual 40.0% 43.4% 39.8%
total 100.0% 100.0% 100.0%

En la Tabla VL.21 se muestran las variables que fueron significativas para los
tres modelos construidos en cada momento del tiempo (p < 0.05). Entre las variables
"ambientales", destaca el porcentaje de cobertura existente, con un efecto significativo

en todas las estaciones aunque para distintos analisis. El porcentaje de humedad en el
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suelo fue significativo inicamente en verano, para pRDA Y vs. W, tomando X como
covariables. Entre las variables "espaciales", destacaron la heterogeneidad espacial a
pequeia escala (indice de agregacion, V) de Juniperus, asi como la coordenada X del
punto en que se midieron las variables bidticas. La disponibilidad de PAR, o bien Ila
heterogeneidad espacial a pequefia escala de este recurso, fueron siempre significativas,

aunque en distintos analisis.

VI1.4. Discusion.

VI.4.1. La importancia de los huecos del dosel forestal para los procesos de
regeneracion natural del bosque: el papel de la heterogeneidad espacial en la dinamica
forestal a distintas escalas.

La heterogeneidad ambiental que introduce en el bosque la aparicion de huecos en el
dosel constituye un factor esencial de los procesos de regeneracion natural del mismo,
que se manifiesta a distintas escalas espaciales y temporales. Por un lado, a escala de
paisaje, la dinamica de huecos modula la estructuracion y el desarrollo del sistema, de
modo que, desde esta perspectiva, un bosque maduro puede considerarse un mosaico en
el que se encuentran representados distintos estadios que cambian ciclicamente con el
paso del tiempo: hueco, fase de construccion o ensamblaje y estadio maduro (Watt,
1947; Whitmore, 1975). Este bosque en permanente cambio es lo que se denomina
“complejo de regeneracion” (Watt, 1947) o “ciclo de crecimiento forestal” (Whitmore,
1975). Por otro lado, multitud de estudios han puesto de manifiesto la importancia de
los huecos del dosel forestal para el mantenimiento y el incremento de la diversidad de
especies (ver, por ejemplo, Fenner (1985), Denslow (1987), Whitmore (1989), Brokaw
y Scheiner (1989), Poulson y Platt (1989), Busing y White (1997), Coates y Burton
(1997) o Gray et al. (2002)), considerandose que la dinamica de huecos y la hipétesis
del gap partitioning explican la persistencia en el espacio y en el tiempo de especies
forestales con distintas estrategias vitales. Ello se debe a que la heterogeneidad espacial
a pequena escala ligada a la apariciéon de estos huecos constituye una dimension
fundamental del nicho de regeneracion de las distintas especies arboreas que conforman
el bosque. Asi, los individuos juveniles de estas especies, que pueden presentar muy
distintas caracteristicas autoecologicas, pueden distribuirse entre los micrositios que se

generen a lo largo del gradiente ambiental y de recursos que caracteriza estos sistemas.
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Tabla VI.21. Variables significativas en los distintos modelos construidos, ordenadas conforme a los efectos marginales (valores propios), indicativos del porcentaje de
varianza explicada atribuible a cada variable considerada individualmente. También se muestra el valor del estadistico F y el nivel de significacion p.

primavera verano invierno
valor valor . valor
variable . p variable . p variable . p
propio propio propio
PAR incidente 0.05 3.053  0.012
Variables - - - - % H hojarasca 0.03 2086 0046 % cobertura 0.04 2831 0.025
ambientales
presUlex 0.02 2.189  0.051
coordenada X 0.05 0.044 0.036
Variables VPAR suelo 0.04 2.944 0.019 ) coordenada X 0.10 6.596 0.001
vpresJuniperus 0.04 -0.011  0.008 .
espaciales v% Cobertura 0.03 2956 0.013 vpresJuniperus 0.02 1.394 0.026
vpresRosa 0.01 1.634  0.015
presJuniperus 0.16 9.795  0.001
) coordenada X 0.17 10.925  0.001
vpresJuniperus 0.10 2.753  0.019
. % cobertura 0.09 5.029  0.001 coordenada Y 0.04 3.197 0.01
e 76 cobertura 007 28730017 denada X 0.05 2.005  0.053 ul 0.04 2669  0.027
i coordenada . . . vpresUlex . . .
ambientales y vpresRosa 0.05  3.581  0.008 _ o
espaciales vpresJuniperus 0.04 2.597 0.021  VvPAR incidente 0.03 3.215 0.01
presUlex 0.04 2.562  0.03 .
vpresJuniperus 0.03 2.724 0.026
VPAR suelo 0.04 3.242  0.009
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No obstante, la hipotesis del gap partitioning puede considerarse tinicamente un
caso particular de la teoria del nicho de regeneracion, en el que los recursos y las
condiciones microclimaticas son los factores principales a tener en cuenta, y tanto los
huecos como los micrositios que aparecen actian como “filtros” estructurales que
determinan el patron de recursos a diferentes escalas espaciales (Gray y Spies, 1997). Es
decir, el potencial para el mantenimiento de la diversidad de especies forestales ligado a
la heterogeneidad espacial depende de las interacciones entre distintas fuentes de
heterogeneidad operando a diversas escalas espaciales (Gray y Spies, 1997): la
variabilidad a una escala muy fina (menos de un metro cuadrado) de las condiciones
ambientales bajo el dosel forestal se superpone a la variabilidad a una escala mas
gruesa, representada por los huecos del dosel y otras grandes perturbaciones (Beckage y
Clark, 2003). En otras palabras, si la dindmica de huecos a la escala de uno a varios
arboles es importante, los procesos que tienen lugar a una escala mas fina, a nivel del
microambiente que percibe cada plantula, asi como a una escala mas gruesa, como la
del paisaje, juegan también un papel importante en la dindmica de la comunidad (Spies
y Franklin, 1989). Por ello, en el estudio de los procesos de regeneracion natural de
especies forestales ligados a la existencia de huecos en el dosel forestal debe
considerarse la estructura espacial de estos sistemas, con los gradientes ambientales y de
recursos que los caracterizan a distintas escalas, asi como las posibles interacciones
entre estos elementos y las especies presentes, de cara a explicar los mecanismos
ecologicos que subyacen a estos procesos.

Todo lo anterior, unido al hecho de que se tengan pocos datos referidos al patrén
espacial de reclutamiento de A. pinsapo (Arista, 1994; Arista, 1995), a pesar de la
importancia que los mecanismos de regeneracion tienen de cara a la persistencia de
especies relictas (Garcia et al. 2000; Castro et al. 2004; Camarero et al. 2005), justifica
el énfasis en la perspectiva espacial considerada en este estudio, no s6lo para abordar la
descripcion de la distribucion espacial de los individuos juveniles de pinsapo o su éxito
medido en términos del comportamiento ecofisioldégico que exhiban, sino también para
la caracterizacion de los condiciones microclimaticas de los lugares en los que se han
establecido, con la intencién de conocer la posible relacion entre estos elementos en el

marco de los procesos de regeneracion natural.
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VI.4.2. El analisis espacial como aproximacion para el estudio de los procesos de
regeneracion natural. Caracterizacion espacial de los gradientes ambientales de

recursos.

Las condiciones fisicas existentes en los huecos del dosel son completamente distintas a
las que puedan encontrarse bajo el dosel (ver, por ejemplo, Whitmore, 1975; Lee, 1978;
Denslow, 1980b; Poulson y Platt, 1989). Asi, la aparicion de estos huecos trae consigo
generalmente un incremento en los niveles de luz, humedad del sustrato y
disponibilidad de nutrientes para el sotobosque (Pearcy, 1983; Canham, 1988b;
Denslow et al. 1990; Pacala et al. 1994). La variacion en los niveles de luz esta
determinada principalmente por el tamafio del hueco generado (Denslow, 1980a,1980b;
Brokaw, 1985; Canham et al. 1990; Abe et al. 1995), de modo que en los huecos mas
grandes aumenta la probabilidad de regeneracion de especies intolerantes a la sombra en
el sotobosque (Yamamoto, 2000).

A su vez, el propio sotobosque puede modificar la heterogeneidad de los
recursos disponibles a una escala tan fina que afecte al establecimiento y supervivencia
de las plantulas (Korstian y Coile, 1938; Harmon y Franklin, 1989, Veblen, 1989;
Facelli, 1994; Lorimer et al. 1994; Berkowitz et al. 1995; George y Bazzaz, 1999a,
1990b). Asi, por ejemplo, en bosques templados la vegetacion del sotobosque crea
micrositios sombreados sobre el suelo del bosque, y al mismo tiempo puede agotar la
humedad y los nutrientes disponibles en el mismo (Gray y Spies, 1997). En ambientes
mediterraneos, la presencia de matorrales reduce la radiacion solar incidente y la
temperatura del suelo, e incrementa la humedad del suelo y del aire, lo que podria
mejorar el estatus hidrico de las plantulas establecidas bajo ellos (Castro et al. 2002,
2004).

Existen en la literatura cientifica numerosos trabajos dedicados al estudio de los
procesos de regeneracion de especies forestales ligados a la existencia de huecos en el
dosel forestal (véanse, por ejemplo, Gray y Spies (1997), Coates (2000), Beckage y
Clark (2003) o Albanesi et al. (2008)) o a la influencia de distintas variables bioticas o
abioticas en los mismos (e.g. Castro et al. 2004 o Goémez-Aparicio et al. 2005). Sin
embargo, son pocos los que hayan abordado la perspectiva espacial de estos procesos,
incluyendo por ejemplo la descripcion del patron espacial de la especie objeto de
estudio, o la distribucioén espacial de los recursos clave a lo largo de los gradientes

ambientales que definen estos sistemas.
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En nuestro caso, se procedio a la descripcion de los gradientes ambientales
caracteristicos, mediante el registro de la irradiancia PAR incidente y los niveles de
humedad disponible en el sustrato en las parcelas de estudio. La representacion grafica
de los valores registrados de irradiancia PAR en tres momentos del tiempo muestra
claramente el fuerte gradiente existente en las tres parcelas, al menos en lo referente a la
irradiancia registrada a un metro del suelo, que es la que perciben los individuos del
sotobosque y los brinzales de pinsapo de cierto porte; la situacion cambia radicalmente
para la irradiancia registrada a ras de suelo, la que perciben las semillas y las plantulas
de menor tamafio, con niveles especialmente bajos y homogéneos durante el invierno
(Figuras IV.20, VI.21 y V1.22).

La exploracion del grado de correlacion entre los patrones espaciales hallados en
las distintas estaciones puso de manifiesto que el paso de la primavera al verano fue el
cambio menos drastico en lo referente al ambiente luminico, como demuestra la
asociacion positiva hallada en la mayor parte de los casos. La correlacion positiva
hallada para la irradiancia registrada a un metro del suelo (Tabla IV.6), sugiere que, en
general, el ambiente luminico que perciben los individuos del matorral y los juveniles
de cierto porte en el lugar en que se encuentren no sufre variaciones notables con el
paso de las estaciones, en el sentido de que, en aquellos puntos en los que hay menos
luz en invierno, tiende a haber también menos luz en primavera y verano, y viceversa.
Por su parte, la ausencia de correlacion en la irradiancia registrada a ras de suelo podria
explicarse por la conjuncion del cambio en el angulo de inclinacion solar con la propia
distribucion del matorral. En cualquier caso, estos andlisis de asociacion espacial
pusieron de manifiesto que el cambio en el ambiente luminico asociado al paso de las
estaciones es mas acusado a ras de suelo que a un metro sobre el mismo; esto es, que el
ambiente luminico que en cada punto perciben los individuos de cierto porte cambia con
el paso del tiempo menos drasticamente que el que perciben los individuos de menor
porte. Asi, si bien la irradiancia incidente sobre los huecos sigue un mismo patrén
espacial a lo largo del afio (corregido por el angulo de incidencia), caracterizado por un
fuerte gradiente desde el interior del dosel hacia la zona abierta y una preferencia por el
borde norte de los huecos, la presencia del matorral en combinacidén con lo anterior
altera el ambiente luminico a ras de suelo, que pasa a ser espacialmente mas
homogéneo, pero temporalmente mas heterogéneo, con mayores cambios estacionales.

Los niveles de irradiancia incidente bajo el dosel fueron muy similares,

independientemente del punto considerado. Igualmente sucedid con los niveles
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registrados en los claros (Figuras V1.20, VI.21 y VIL.22). Sin embargo, en las zonas de
transicion entre el dosel y el claro, existen manifiestas diferencias entre las
orientaciones norte y sur de las distintas parcelas, estando los mayores niveles de
irradiancia claramente desplazados hacia el borde norte de los huecos, a pesar de que la
zona de estudio no se encuentre a una gran latitud (Coates, 2000). Estas diferencias,
consecuencia directa de la propia geometria solar (Canham et al. 1990) no se encuentran
mas atenuadas debido seguramente al tamafio no excesivamente grande de los claros
(Coates, 2000), lo que hace que haya una mayor influencia de la orientacion de la
ladera, la inclinacion de la pendiente y la presencia de los arboles que bordean el hueco
(Albanesi et al. 2008).

En lo que respecta a la humedad del suelo, y al contrario que en el caso de la
irradiancia PAR, es de destacar la ausencia de un patrén espacial claro (Figura 1V.23),
existiendo una fuerte heterogeneidad a pequefia escala impuesta, presumiblemente, por
la interaccion entre la irradiancia incidente en cada momento (resultado de la posicion
de cada punto respecto al dosel), la presencia de matorral acompafante y la variabilidad
en propiedades del suelo (como la textura, el contenido de materia organica...) que
modifican la capacidad de retencién de agua del mismo. Esto explicaria el patron
observado en la disponibilidad de este recurso, irregular a una escala muy fina. En
cualquier caso, este patron es practicamente imperceptible en la época estival, en la que
se observaron los valores mas bajos y mas homogéneos desde el punto de vista espacial,
como era de esperar considerando la tipica sequia estival que se produce afio tras afio.
Por otro lado, el analisis de asociacion espacial entre los valores registrados en las
distintas estaciones mostrd que el cambio estacional més significativo (cuando deja de
haber asociacion espacial entre los patrones registrados) tiene lugar entre el verano y el
invierno (Tabla IV.7), lo que seria consecuencia de los notables diferencias existentes
en la disponibilidad de agua en el sustrato entre ambas estaciones (por la recarga del
suelo con la lluvias otofiales) sumada a la influencia de otros factores antes
mencionados. Por su parte, el mayor efecto de la presencia de hojarasca en el hueco
situado a menor altitud podria deberse a una mayor acumulacién de hojarasca en el
mismo.

Finalmente, el mismo tipo de andlisis, efectuado esta vez sobre los registros que,
en cada estacion, se habian hecho de las distintas variables monitorizadas, mostrd
resultados muy heterogéneos, de los que dificilmente puede extraerse un patréon que

relacione la disponibilidad de agua con la de luz en las parcelas de estudio (Tabla
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VIL.8). Esto es consecuencia de la existencia de factores de control propios de la luz
(e.g., (el cambio estacional en la irradiancia incidente), del agua (e.g. la heterogeneidad
textural del suelo o el cambio estacional en las precipitaciones) asi como factores que
afectan a ambas variables (e.g., la posicion respecto al dosel forestal o la presencia de
matorral con diferente nivel de cobertura). y ponen de manifiesto la dificultad que
entrafa la caracterizacion de los microambientes en las parcelas, dado que los recursos
clave estudiados presentan una heterogeneidad acusada, mayor desde una perspectiva
espacial o temporal en funcion de las distintas estaciones. Esto refuerza la hipotesis de
que es necesario considerar la descripcion de su distribucion espacial y su variacion con
el paso del tiempo, de cara a la interpretacion de otras variables como la presencia de
juveniles o su comportamiento ecofisioldgico; y justifica el hecho de que se optase por
1) estudiar la posible relacion entre la distribucion espacial de los juveniles censados y la
distribucion espacial de estos recursos clave, y ii) diferenciar entre seis microambientes
distintos, dispuestos a lo largo del eje norte-sur de cada parcela y caracterizados por su
posicion respecto al dosel y el porcentaje de cobertura del suelo por parte de especies
del matorral, para la seleccion de juveniles sobre los que medir las distintas variables

ecofisiologicas.

V1.4.3. El patron espacial de distribucion de juveniles censados: la influencia del
ambiente luminico, la disponibilidad de agua y la presencia de matorral.

La distribucion de los juveniles censados en las parcelas de estudio (Figura V1.24), que
adoptd un patron espacial en agregados e indicd6 una mayor concentracion de los
mismos en las zonas de claro, aunque con preferencia por el borde sur, menos expuesto
que el opuesto, confirma hallazgos de trabajos de investigacion previos, que sugerian
una cierta dependencia de niveles de irradiancia altos por parte de los procesos de
regeneracion natural del pinsapar (Arista, 1995). No obstante, no es posible concluir que
exista un patron claro de asociacion espacial entre esta distribucion y las variables
relacionadas con la disponibilidad de agua y luz que sea consistente en las parcelas
(Tabla VI.11), salvo quiza la asociacion positiva con la irradiancia PAR registrada en
primavera (cuya coincidencia temporal con los niveles térmicos e hidricos adecuados es
necesaria para el crecimiento), y la asociacion negativa con la irradiancia a ras de suelo
en verano hallada en dos de las tres parcelas (que podria contribuir al incremento en los

niveles de evaporacion del suelo y la menor disponibilidad hidrica para las plantulas de
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menor porte), por lo que habria que considerar, ademas del efecto combinado de ambos
recursos, la injerencia de otros factores, no abordados explicitamente, que también se
expresan a una escala espacial muy fina (como la dispersion de la lluvia de semillas o
las caracteristicas del sustrato, por ejemplo). Del mismo modo, esto explicaria que no se
haya podido extraer una relacion sencilla entre la presencia de juveniles y el porcentaje
de cobertura de matorral o la presencia/ausencia de las distintas especies que lo forman.
En este sentido, otros trabajos previos relativos a la especie han considerado una mayor
intensidad de la lluvia de semillas (Arista, 1995), mejor capacidad de germinacion
(Arista, 1993b) y mayores tasas de supervivencia de las plantulas de pinsapo en las
zonas de hueco (Arista, 1994). En cualquier caso, parece obvio que la injerencia de
distintos factores, operando a distintas escalas espaciales y temporales, influyen sobre la
distribucion espacial de plantulas y juveniles de la especie, que queda asi “desacoplada”
de los patrones espaciales que puedan establecerse inicialmente con la dispersion de las

semillas (Augspurger y Kitajima, 1992).

V1.4.4. Diferencias en el desempefio ecofisiolégico de individuos localizados en

distintos microambientes.

Las distintas condiciones de suministro hidrico y luminoso existentes en los
microambientes diferenciados tuvieron, como era de esperar, una clara influencia sobre
el desempefio de cada individuo, a juzgar por la existencia de claras diferencias respecto
a las wvariables ecofisiologicas consideradas entre individuos localizados en
microambientes distintos (Figura VIL.25). Asi, para algunas de las variables
relacionadas con el intercambio gaseoso y la disponibilidad de luz (tasa neta de fijacion
de C, concentracion intercelular de CO,, eficiencia intrinseca en el uso del agua),
ademas de encontrarse diferencias significativas con el paso de las estaciones, también
se hallaron diferencias entre microambientes, sobre todo entre los que ocupan
posiciones mas expuestas, soleadas, y los que se hallan en la umbria. De hecho, los
individuos situados en los primeros (especialmente los de “A mat” y “B norte”)
mostraron las mayores tasas netas de fijacion de C, sobre todo en primavera, como
consecuencia de los mayores niveles de irradiancia PAR incidente, y la mayor eficiencia
en el uso del agua y las menores tasas de concentracion intercelular de CO, en la época
estival, consecuencia de la confluencia de niveles altos de irradiancia con el cierre

estomadtico parcial que provocarian la sequia estival y la menor disponibilidad de agua
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en el sustrato. El hecho de que, sin embargo, no se hallasen diferencias entre
microambientes en lo que respecta a la eficiencia intrinseca en el uso de la luz, que
unicamente vario de forma significativa entre estaciones, pone de manifiesto la mayor
influencia sobre esta variable de los niveles de irradiancia incidente, y la aparente menor
plasticidad en el uso de este recurso por parte de los individuos de esta especie.

Por su parte, el descenso observado en la concentracion intercelular de CO, en
los microambientes mas expuestos con la llegada de la época estival estaria
fundamentalmente relacionado con una disminucion de la tasa de fotosintesis ligada al
desarrollo de procesos de fotoinhibicion dinamica (Lambers et al. 1998), simultancos a
una disponibilidad hidrica limitada, dado que, por su parte, el descenso estacional en las
tasas de conductancia estomatica fue similar a lo largo de todo el gradiente ambiental.

En lo que respecta a las variables mas directamente relacionadas a priori con la
disponibilidad de agua, como el potencial hidrico xilemadtico, indicativo del estatus
hidrico del individuo, y la conductancia estomadtica al agua, el hecho de que se hallase
en todos los casos una fuerte estacionalidad, con los menores potenciales (valores mas
negativos) y las menores tasas de conductancia en verano, de forma muy similar para
individuos localizados en microambientes totalmente distintos (Figura VI.25), tendria
que ver logicamente con la intensidad de la sequia estival tipicamente mediterranea. Por
su parte, el patron irregular a una escala muy fina de humedad en el sustrato hallado
atenuaria las posibles diferencias entre microambientes en primavera e invierno.

Es de destacar la elevada tasa de fijacion de C registrada en primavera en los
brinzales localizados en el hueco asociado al matorral (““A mat”), probablemente debido
a que se estan dando simultdneamente condiciones adecuadas de irradiancia y
disponibilidad hidrica, y el contraste que suponen los valores registrados en otras zonas
menos expuestas, como los microambientes de dosel. Por otro lado, durante el verano se
registraron los menores valores en la zona de suelo desnudo (“A des™) y en las zonas de
dosel y borde sur (“B sur”, “D sur”), lo que podria deberse a una parada de la actividad
fotosintética asociada a la menor disponibilidad hidrica durante este periodo
(especialmente en el suelo desnudo) y a los menores niveles de irradiancia de los
microambientes que quedan menos expuestos, al abrigo del dosel. La recuperacion de
los niveles de conductancia con la llegada del invierno y una mayor disponibilidad de
agua en el sustrato, sugiere que la mayor disponibilidad de luz en determinados

microambientes permitiria un incremento en la tasa de fijacion de C.
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El patron estacional hallado para la eficiencia intrinseca en el uso del agua
contrasta con el hallado tanto para el potencial hidrico xilemdtico como para la
conductancia estomatica al agua, de lo que se deduce que los niveles de irradiancia
incidente asi como la activacion de la maquinaria fotosintética por parte de ésta juegan
un papel fundamental en la resolucion del tradeoff sobre el par de recursos agua-luz que

se establece para estos individuos.

VI.4.5. Estado de suministro de C y crecimiento primario en individuos localizados en

microambientes distintos.

La reserva no estructural de carbono en organismos vegetales (la fraccion labil del
mismo) comprende distintas clases de compuestos: carbohidratos, lipidos, acidos
organicos, fenoles, taninos y una multitud de metabolitos secundarios (Chapin et al.
1990). En principio, la mayoria de estos compuestos puede ser considerada como una
reserva potencial de C (Glerum y Balatinezc, 1980). En especies forestales, esta reserva
suele hallarse en forma de almidon, azucares solubles y lipidos, fundamentalmente
triacilglicerol (Fischer y HOoll, 1991, 1992), siendo particularmente abundantes los
azucares de bajo peso molecular (glucosa, fructosa, sacarosa, etc.) y el almidén. En el
caso particular de las coniferas, los carbohidratos no estructurales, como el almidon, y
los lipidos, han sido identificados como la principal reserva de C (Sinnott 1918; Kramer
y Kozlowski, 1979), siendo el almiddn el principal de estos compuestos (Webb 1981).
La concentracion de carbohidratos no estructurales constituye un buen indicador
del estado de aprovisionamiento de C en organismos vegetales (Kdrner, 2003), ya que
¢ésta se incrementa o decrece en funcidon del equilibrio en la relacion fuente-sumidero
para el carbono (fotosintesis vs. gastos respiratorios y de crecimiento - Mooney 1972;
Chapin et al. 1990); es decir, el tamafio de este pool es el resultado medible del
equilibrio entre el suministro de C via fotosintesis y la demanda para el crecimiento y el
metabolismo (Chapin et al. 1990). La importancia funcional de estos compuestos reside
en que constituyen, junto con reservas de otro tipo, el capital con que cada arbol cuenta
para el crecimiento tras la dormancia, y en que, aunque no todo el carbono
“almacenado” estd disponible para el individuo, estos reservorios actian como un
tampon capaz de amortiguar los problemas derivados de situaciones en las que la
demanda excede el suministro de carbono (Chapin et al. 1990), por ejemplo, una

actividad fotosintética insuficiente a causa del mal tiempo o la pérdida de follaje.
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La dinamica estacional en la concentracion de estos compuestos esta muy
relacionada con las funciones que desempefian, y con las caracteristicas de las distintas
especies y su fenologia. En climas templados, los carbohidratos de reserva pueden
disminuir hasta incluso agotarse en la época de dormancia, cuando el individuo se ve
desprovisto de tejidos fotosintéticos (en especies caducifolias) o éstos estdn inactivos
(especies perennes) (Hoch et al. 2003). En el caso particular de las coniferas, Kramer y
Kozlowski (1979) y Piispanen y Saranpdd (2001) han sugerido que esta variacion
estacional es mas pronunciada que en especies caducifolias, dado que éstas han de
almacenar grandes reservas de C para permitir la generacion de follaje y de los anillos
de crecimiento con la llegada de la primavera. También en la fase de maximo
crecimiento (a finales de primavera y principios de verano) puede producirse un fuerte
disminucion en la concentracion de carbohidratos no estructurales, cuando la demanda
de C puede exceder el suministro via fotosintesis, y es preciso movilizar estas reservas
para satisfacer la demanda (Hoch et al. 2003).

A pesar de estas variaciones estacionales, l6gicamente relacionadas con la
fenologia, los organismos vegetales tienen una libertad de accion limitada respecto al
agotamiento de estos reservorios, existiendo ciertos limites por debajo de los cuales
estas reservas se mantienen intactas, salvo en situaciones de verdadera emergencia para
esto. El déficit de agua, por ejemplo, afecta a la contribucion de los azlicares solubles y
el almidon al pool total de carbohidratos (Correia et al. 2006), inhibiendo la sintesis de
almidoén y provocando un cambio en la particion de los carbohidratos de nueva sintesis
hacia azucares solubles (Freeden et al. 1991; Zrenner y Stitt, 1991; Quick et al. 1992).
Estos compuestos, por sus propiedades osmorreguladoras, se han hallado en mayores
concentraciones durante la época estival en distintas especies, como estrategia para
aminorar los efectos de la sequia a través de la retencién osmotica de agua en los tejidos
(Morgan, 1984; Chaves et al. 2003).

Con el propodsito de conocer el estado de suministro de C en los individuos
juveniles seleccionados para el seguimiento de variables de tipo ecofisiologico, se
evalu6 la concentracion de carbohidratos no estructurales (totales) en épocas en las que
la demanda de éstos varia a causa de la fenologia de la especie. En particular, se ha
determinado la concentracion de azuicares libres solubles, de bajo peso molecular
(glucosa, fructosa, sacarosa), de almidén, y de carbohidratos no estructurales totales
(como la suma de los dos anteriores), en tres momentos diferentes del tiempo: a

mediados de primavera, justo antes de la ruptura de las yemas con los nuevos brotes; a
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mediados de verano, momento en el que la sequia estival provoca el fin de la elongacion
de los nuevos brotes; y a mediados de otofio, cuando la bajada de las temperaturas
propia de la época pone fin a la estacion de crecimiento. El objetivo era, a través de la
medida de la concentracion de estos reservorios en cada momento del tiempo, conocer
las reservas con que afrontan el invierno, la demanda de carbono para el crecimiento
primario y el consumo que tiene lugar a lo largo de la estacion de crecimiento completa.
Por otro lado, es de destacar que estos reservorios se midieron en el xilema, y no en el
tejido foliar, si bien es cierto que existen evidencias de una evolucion estacional similar
del comportamiento de estos reservorios en ambos tipos de tejidos en A. alba y otras
especies de coniferas (Hoch et al. 2003), que podria deberse a la proximidad fisica del
xilema empleado a los sumideros de C que constituyen los propios brotes.

La ausencia de diferencias significativas entre distintos microambientes o entre
distintos momentos del tiempo en lo que respecta al contenido en azucares libres,
sugiere que no se produjo, en ningun microambiente, una acumulacidon de este tipo de
compuestos por su cardcter osmorregulador para afrontar la sequia estival (lo que
concuerda con resultados previos que pusieron de manifiesto la ausencia de patron
estacional en el potencial osmotico — Linares, 2008). Esto apuntaria a que quiza esta
época de carestia hidrica no fue tan severa para la especie como cabria esperar en un
principio, o mds probablemente a la incapacidad de la especie para ejercer esta
regulacion, lo que podria a su vez impedir la inhibicion de la fotosintesis durante la
época estival por procesos de retroalimentacion (Goldschmidt y Huber, 1992; Souza et
al. 2004).

La evolucion estacional del contenido en almidon, altamente significativa,
mostro, en primer lugar, la maxima concentracion de este compuesto en primavera,
como resultado probable de la existencia de condiciones O6ptimas para el desarrollo de la
actividad fotosintética. El brusco descenso experimentado a finales de la primavera es
fruto de la movilizacion de este recurso para destinar el carbono necesario a crecimiento
estructural en la fase de elongacion de tallos (Hoch et al. 2003). Posteriormente, los
niveles de almidon, aunque experimentaron un ligero incremento, como provision de
reservas al individuo para afrontar el invierno, permanecieron ya bajos hasta el final de
la estacion de crecimiento, y no se recuperaron los niveles registrados inicialmente,
posiblemente por la limitacion en la fijacion de C impuesta por la sequia estival (Figura
VI.26.B). Las diferencias significativas encontradas entre los niveles registrados al

inicio y al final del periodo de elongacion de brotes correspondieron a los
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microambientes con mayores niveles de irradiancia, y con mayores tasas de fijacion de
Cy crecimiento.

La evolucion temporal del contenido en carbohidratos no estructurales totales
fue muy similar a la experimentada por los niveles de almidén, lo que es logico si
consideramos el mayor contenido promedio de este compuesto respecto al de los
azucares solubles, y el hecho de que frente a la escasa variacion detectada en el
contenido en azucares solubles, el patron estacional detectado en el contenido de
almidon fue altamente significativo (Figura V1.26). Asi, los niveles de carbohidratos no
estructurales totales mostraron en general un comportamiento similar al del almidén,
especialmente acusado en los microambientes “B norte”, “B sur” y “A mat”, para los
que se hallaron diferencias entre el inicio y el final del periodo de elongacion de brotes.
Estos resultados sugieren de nuevo que el efecto de estimulo de la luz sobre la
elongacion de brotes (crecimiento primario) de los juveniles es mas complejo que su
simple accion directa y coetanea sobre la fotosintesis. Durante el periodo primaveral, en
los microambientes mds expuestos concurren adecuacion térmica y disponibilidad
hidrica, pero también una mayor irradiancia incidente respecto al resto de
microambientes, motivo por el que se registraron las mayores tasas de fijacion de C en
estos microambientes mas expuestos. Pero el crecimiento en estos microambientes
también se veria incentivado adicionalmente merced al consumo proporcionalmente
mayor de las reservas de carbohidratos de reserva que se ha observado en los mismos.

Esta argumentacion es coherente, en general, con los resultados de crecimiento
primario en ramas (Figura IV.27), que fue significativamente mayor en los individuos
localizados en los microambientes mas expuestos. Ademads, la tasa de crecimiento se
correlacion6 positivamente con la fijacion de C en los muestreos de primavera y verano,
y con la eficiencia intrinseca en el uso del agua en el de primavera; pero negativamente
con el contenido en carbohidratos totales medido al finalizar la estacion de crecimiento
(Figura VI1.28). Por tanto, los individuos de las zonas mas expuestas son los que mas
crecieron y mas carbono fijaron, pero también los que mas reservas movilizaron en el
periodo de actividad vegetativa, afrontando el invierno con las reservas mas mermadas.
Por su lado, los individuos de las zonas menos expuestas, frecuentemente suprimidos,
mostraron un menor crecimiento junto con un mayor contenido en carbohidratos no
estructurales totales al finalizar la estacion de crecimiento. Esto concuerda con estudios
previos que han hallado una mayor inversion en reservas en condiciones de baja

irradiancia (Kobe, 1997; Canham et al. 1999); estos estudios plantean la hipotesis de
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que existe un tradeoff entre el crecimiento de biomasa aérea y el almacenamiento de
carbohidratos de reserva (Kozlowski, 1992; Canham et al. 1999), ¢ incluso que
variaciones en la alocaciéon de carbohidratos constituyen un mecanismo para la
variacion interespecifica en la supervivencia bajo condiciones de baja irradiancia (Kobe,
1997). Cuando el crecimiento de los individuos que menos C fijan y que menos crecen
se ralentiza hasta el punto de convertir esa situacion de supresion en algo cronico,
disminuyen por lo general los costes derivados del gasto respiratorio (Veneklas y den
Ouden, 2005), lo que podria contribuir a afianzar esos mayores reservorios en
individuos raquiticos con el paso del tiempo. No obstante, a pesar de que existe la
relacion inversa entre el contenido en carbohidratos y la tasa de crecimiento promedio,
el hecho de que no se hallaran diferencias significativas entre microambientes podria
deberse a que los individuos que mas crecen son lo que mas carbono fijan, parte del cual
puede facilmente constituir reservas notables de carbohidratos en estos individuos.

Por otro lado, y a pesar de que no pueda deducirse un patron evidente de
asociacion espacial entre la tasa de crecimiento y el patron espacial de recursos clave, es
de destacar que la distribucion espacial de la irradiancia incidente a nivel del suelo no
explique en casi ningun caso las diferencias halladas en la tasa de crecimiento de
individuos localizados en distintos microambientes, siendo la irradiancia incidente
registrada a un metro del suelo mucho mas explicativa de este fendmeno. Asi, el
ambiente luminico que perciben los individuos a un metro del suelo explica en mayor
medida el crecimiento experimentado por individuos localizados en distintas
microambientes, siendo incluso mejor que otras variables como la disponibilidad hidrica

en el sustrato.

VI1.4.6. Aproximacion al comportamiento ecofisioldgico de individuos localizados en

distintos microambientes.

El analisis de componentes principales realizado sobre una bateria de variables
ecofisiologicas aportd una vision de conjunto de las diferencias que existen entre
individuos localizados en distintos microambientes, en base a su desempefio en las
condiciones en que se encuentran. El hecho de que este tipo de analisis haya conseguido
explicar un porcentaje de varianza mayor en primavera y verano que en invierno podria
ser indicativo de que, en lo referente al comportamiento ecofisioldgico, existen mayores

diferencias entre microambientes en las dos primeras estaciones, lo cual es logico
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considerando la dormancia y ralentizacion de procesos que tienen lugar con la bajada de
temperaturas invernal.

El ACP realizado sobre los datos de primavera ordend los microambientes segin
dos gradientes principales que se han interpretado como indicativos de aptitud
ecofisioldgica o fitness y movilizacion/utilizacion de reservas (PC2). Asi, los individuos
para los que se registraron las mayores tasas de fijacion de C son los que presentaron
una mayor aptitud conforme a estos resultados, mientras que los individuos localizados
en el microambiente de dosel norte se segregd claramente del resto en el espacio de
fases PC1-PC2, denotando una menor aptitud ecofisioldgica y movilizacion de reservas.
Esto a su vez concuerda con el pobre crecimiento promedio mostrado por estos
individuos, el minimo de los registrados (Figura V1.30).

En verano, el ascenso de las temperaturas y la menor disponibilidad hidrica
hacen que tenga mas peso sobre el primer eje la eficiencia en el uso del agua, aunque en
sentido inverso, en detrimento de la eficiencia en el uso de la luz, como era de esperar si
consideramos el tradeoff existente entre ambas, que se desencadena cuando existe
limitacion en algun recurso clave, como en este caso la disponibilidad hidrica. Este
primer eje, determinado asimismo por la fijacion de C, también en sentido inverso, y
por el potencial hidrico, se interpreta como un indicador del grado de estrés ambiental,
fundamentalmente hidrico,) y la forma en que los individuos afrontan esta situacion. El
segundo eje, sobre el que pesaron mas la eficiencia en el uso de la luz y el contenido en
carbohidratos, se podria interpretar como indicativo de la actividad residual que
desarrollan individuos de ambientes menos estresante en este periodo.

La segregacion de microambientes hallada durante la época estival es indicativa
de las notables diferencias que existen entre los individuos adscritos a uno u otro
microambiente en esta época del ano. Los individuos de las zonas mas soleadas y
expuestas (“B norte” y “A mat”) son los que exhiben una mayor eficiencia en el uso del
agua y una mayor tasa de fijacion de C. El hecho de que los niveles de PAR se
desplacen hacia la zona norte de las parcelas (Figuras V1.20, VI.21 y V1.22) hace que
los individuos con orientaciéon sur (microambientes “D sur”, “B sur” y “A des”)
muestren menores tasas de fijacion de C y una menor eficiencia en el uso del agua,
motivo por el que se segregan de los microambientes antes citados. Por su parte, los
individuos localizados en el dosel norte, al encontrarse menos estresados desde el punto
de vista hidrico, parecen desarrollar cierta actividad residual relacionada con el

contenido en carbohidratos, que les permite diferenciarse de otros microambientes.
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En invierno, el principal cambio en la interpretacion se debe al contenido en
carbohidratos no estructurales, que pasa a tener mas peso en el primer eje que sobre el
segundo, lo que podria estar reflejando la importancia que tiene la disponibilidad de
reservas de cara a afrontar esta estacion. Ademas, las bajas temperaturas de este periodo
ponen fin a la segunda fase (periodo otonal) del crecimiento secundario (Woodward,
1987), por lo que cualquier extra en la produccion de fotosintatos puede destinarse a la
generacion y/o mantenimiento de estas reservas. Estos cambios permiten distinguir
claramente a los individuos del borde norte, seguramente por el desplazamiento de los
mayores niveles de PAR incidente hacia este microambiente (Figura V1.22), y con ello
la posibilidad de fijar carbono. Por su parte, la segregacion de individuos del dosel norte
estaria relacionada con la mayor reserva de carbohidratos (son los individuos que
mostraron un menor crecimiento). El resto de microambientes, agregados y separados
de los dos mencionados, parecen albergar individuos que se encuentran menos activos

durante la época invernal, a juzgar por su posicion en este espacio de fases.

V1.4.7. Influencia del medio ambiente abiético y bi6tico en la distribucion de juveniles

de pinsapo: una aproximacion mediante analisis de regresion logistica.

Los multiples andlisis realizados previamente, que trataban de hallar la posible relacién
existente entre la distribucion de los juveniles de pinsapo y la variabilidad espacial y
temporal de los principales recursos clave, carecian de una perspectiva global, en la que
se considerasen las distintas variables simultdneamente.

Los andlisis de regresion logistica brindan la posibilidad de describir la
ocurrencia y distribucion de los individuos censados empleando todas las variables
registradas simultdneamente. Ademads, han permitido considerar la inclusion de la
version “espacial” de estas variables - el patron de distribucion espacial que han
mostrado en las distintas estaciones- , y de la propia posicion del individuo respecto al
sistema de referencia (“coordenada X y coordenada Y”), lo que consiguid explicar en
mejor medida el patron espacial de la regeneracion natural en las parcelas de estudio.
Asi, la particion de la varianza realizada mostré que, a pesar de que el analisis no
consiguid explicar un porcentaje muy importante de la misma, los modelos que han
considerado en conjunto las variables “ambientales” y “espaciales” explicaron un
porcentaje significativo de la misma. Es mads, las variables “espaciales” siempre

explicaron por si mismas un porcentaje muy superior al obtenido con las variables
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“ambientales” puras, lo que indica que, mas que la disponibilidad de recursos registrada
puntualmente, es la distribucion espacial a microescala de recursos clave lo que
determina en mayor medida el éxito o el fracaso en el establecimiento de nuevos
individuos. No obstante, el hecho de que exista un notable porcentaje de varianza “no
explicada” tiene que ver con la injerencia de otros factores, no abordados explicitamente
en este estudio. Por otro lado, y al igual que lo sucedido con los analisis de
componentes principales realizados, estos analisis consiguieron explicar el mayor
porcentaje de la varianza en primavera, seguido del verano y del invierno, lo que sugiere
que, si bien la posicion a priori de un individuo viene determinada por el azar (el lugar
en el que caiga el pifidén en octubre-noviembre, segin Arista y Talavera (1994)), mas
importante para el éxito o fracaso de ese individuo son las condiciones que encuentre
cuando germine (Arista, 1993b), y en las sucesivas primaveras. Ademas, esto podria ser
de nuevo indicativo de que las diferencias existentes entre microambientes son mas
acusadas en primavera que en el resto de las estaciones, en las que se produce una
relativa homogeneizacion de las condiciones ambientales, por escasez de luz en
invierno, por ejemplo, o de disponibilidad hidrica en verano.

En cuanto a las variables consideradas buenas predictoras de la distribucion de
juveniles, en base a los resultados de estos analisis, cabe destacar la importancia del
matorral presente en las parcelas de estudio — entre las variables ambientales destaco el
porcentaje de cobertura de matorral existente, y entre las variables “espaciales”, la
distribucion de una de las especies de matorral mas abundantes, Ulex baeticus. En
primavera y verano fue significativa, ademas, la heterogeneidad espacial del ambiente

luminico, lo que sugiere el papel clave que desempefia este recurso en ambas estaciones.

VI1.4.8. Influencia del medio ambiente en el desempefio de juveniles de pinsapo en

huecos naturales del dosel forestal.

De forma andloga a los analisis de regresion logistica, los andlisis de redundancia y de
redundancia parcial efectuados permitieron conocer el papel que juegan distintas
variables abidticas y bioticas en el desempefio de juveniles de pinsapo, caracterizado
mediante el seguimiento de distintas variables de indole ecofisioldgica en una seleccion
de individuos localizados en distintos microambientes.

Al igual que en el apartado anterior, se incluyeron en estos analisis, como

variables independientes, las variables ambientales “puras”, de cardcter bidtico (como el

375



Heterogeneidad ambiental y regeneracion natural

porcentaje de cobertura de matorral, o la presencia de individuos de otras especies) y
abidtico (relacionadas con la disponibilidad de agua y de luz), y las denominadas
“variables espaciales”, con la intencion de considerar en los andlisis la distribucion
espacial de las variables antes mencionadas, ademas de la posicion dentro del hueco
(coordenadas X e Y).

De entre los distintos analisis llevados a cabo, los que consiguieron explicar un
mayor porcentaje de la varianza hallada fueron aquellos que consideraron
conjuntamente variables ambientales y espaciales, lo que supone una muestra mas de la
importancia de considerar la distribucion espacial de las variables estudiadas. De hecho,
y al igual que en los andlisis de regresion logistica, las variables “espaciales”
consideradas por separado consiguieron explicar el fitness exhibido por los individuos
en mayor medida que las ambientales “puras”, aunque también éstas consiguieron
explicar un porcentaje significativo de la misma. El hecho de que la fraccion de
varianza no explicada sea bastante inferior al caso de la presencia/ausencia de
individuos pone de manifiesto que, en lo que respecta a las variables bioticas,
indicativas del fitness de los individuos seleccionados, existe una menor variabilidad
intrinseca de los datos y los resultados pueden explicarse en mayor medida por las
variables ambientales y espaciales contempladas en este estudio.

En lo que respecta a la fraccion de varianza explicada, nuevamente se observa
que en el comportamiento de los individuos no sélo influyen las variables
“ambientales”, sino que también lo hacen, incluso en mayor medida, las variables que
recogen la heterogeneidad espacial a pequefia escala de los factores ambientales y de la
presencia y abundancia de otras especies. El hecho de que la fraccion de varianza
explicada de forma compartida por ambos grupos de variables muestre diferencias entre
estaciones sugiere de nuevo la importancia de los cambios que experimenta la
distribucion espacial de los recursos clave en distintas épocas del afio, dependiente de la
existencia o no de gradientes ambientales claros en las mismas. En este sentido,-durante
el verano, el incremento generalizado de los niveles de luz en buena parte de las
parcelas, y la drastica reduccion de la humedad del sustrato en practicamente todos los
puntos, hace que se atentien los gradientes de recursos caracteristicos que tanto influyen
en el desempefio de los individuos adscritos a los distintos microambientes en
primavera e invierno, de forma que el patrén espacial de los recursos no covaria en esta

estacion con la variacion de la componente puramente ambiental de dichas variables.
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Entre las variables que resultaron significativas en los distintos momentos del
tiempo (Tabla IV.21), destacan por su importancia el porcentaje de cobertura de
matorral, la irradiancia PAR y la presencia de distintas especies de matorral, sobre todo
de las mas abundantes. El porcentaje de humedad sélo fue significativo en verano, lo
que pondria de manifiesto hasta qué punto el comportamiento ecofisioldgico en esta
época del afio estaria determinado por el déficit hidrico. La ausencia de significacion de
esta variable en primavera e invierno sugiere que las condiciones de suministro hidrico
no son tan determinantes en esos periodos.

El hecho de que el PAR incidente y el porcentaje de humedad sean las variables
ambientales con significacion en el verano, y no su distribucion espacial, refleja la
ausencia de un gradiente espacial por homogeneizacion en las condiciones luminicas e
hidricas durante este periodo. Asi, el exceso de luz y el déficit hidrico per se limitarian
la actividad fisiologica de los individuos de A. pinsapo en la época estival. Por su parte,
la abundante presencia de Ulex contribuiria a aliviar el estrés fisiologico experimentado
en este periodo, atenuando el exceso de luz y aumentando localmente la disponibilidad
hidrica, de ahi que esta variable sea también significativa en este analisis.

En primavera, las variables que mejor explicaron el comportamiento
ecofisiologico observado fueron el patron de agregacion de la irradiancia y de la
cobertura de matorral, reflejando la primera de ellas la importancia que en esta estacion
cobra la distribucion espacial de este recurso clave, que estaria relacionada con la
existencia de patrones espaciales observables a la escala y resolucién consideradas en
este trabajo. La irradiancia y el porcentaje de cobertura tendrian un efecto contrario, de
forma que la presencia de matorral en una unidad de muestreo y las adyacentes
modularia el patron espacial de la irradiancia registrada a ras del suelo y, como
consecuencia, la disponibilidad de adecuados niveles de luz para los juveniles. De forma
analoga, la distribucion espacial de la irradiancia PAR y la presencia de Ulex fueron las
variables mds importantes en invierno. El cambio en el dngulo de inclinacion solar
explicaria que, en este caso, la variable significativa sea la irradiancia registrada a un

metro, y no a ras del suelo.
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VI1.5. Conclusiones.

- Los registros efectuados de los principales recursos clave han puesto de manifiesto los
distintos tipos de gradientes ambientales que caracterizan los huecos naturales del dosel
del pinsapar y las zonas circundantes a ¢éstos, confirmando la existencia de los
microambientes previamente definidos.

- Los registros de la irradiancia PAR incidente a un metro del suelo mostré una notable
heterogeneidad espacial, con un gradiente caracteristico desde la zona cubierta por el dosel
hasta la zona de claro, que fue especialmente patente en primavera y verano.

- Se hall6 en casi todo momento una distribucion irregular, a una escala muy fina, de la
humedad del sustrato, determinada por la posicion respecto al dosel, las caracteristicas del
sustrato y la presencia del matorral en cada punto de muestreo.

- La distribucion espacial de los individuos juveniles censados reveld6 un patréon en
agregados, con mayor concentracion de individuos en el claro, y una preferencia por el
borde sur de los huecos para el establecimiento de plantulas.

- Los andlisis efectuados sobre las distintas variables ecofisiologicas son coherentes con
los registros espaciales y temporales de los recursos clave. Asi, para las variables
relacionadas con la disponibilidad hidrica, se encontré un fuerte patron estacional, debido
fundamentalmente a la sequia estival. Para las variables relacionadas mas directamente
con la disponibilidad de luz, el patron espacial fue mas evidente, registrandose los
mayores valores en los microambientes mas soleados y expuestos.

- La variable que reflejo6 mejor las diferencias entre los microambientes a lo largo del
transecto norte-sur de las parcelas fue la eficiencia intrinseca en el uso del agua, reflejando
simultaneamente la disponibilidad de agua y de luz en los distintos microambientes.

- El analisis de componentes principales efectuado consigui6 segregar los microambientes
en términos del comportamiento ecofisiologico de los individuos presentes en cada uno de
ellos, variando la importancia relativa de las distintas variables consideradas en funcion de
la estacion.

- Los analisis de regresion logistica y de redundancia (total y parcial) efectuados han
puesto de manifiesto asimismo la importancia de considerar la distribucion espacial de
todas las variables estudiadas, toda vez que los analisis que explicaron un mayor
porcentaje de la varianza hallada fueron aquellos que consideraron conjuntamente las

variables “ambientales” y “espaciales”.
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- En lo que respecta a la influencia de las variables ambientales y espaciales en—la
distribucion espacial de los individuos censados, el mayor porcentaje de varianza
explicada por la regresion logistica en primavera sugiere que lo fundamental en el
establecimiento y supervivencia de los individuos, ademas de que el pifion
correspondiente caiga en uno u otro lugar, son las condiciones microclimaticas que
encuentran durante esta época del afio.

- La existencia de valores altos de varianza compartida por las componentes ambiental y
espacial en invierno y primavera por los analisis de redundancia refleja la existencia de
gradientes fuertemente acusados en estos periodos, asociados a la covariacion de ambas
componentes. En verano sigue existiendo una fuerte importancia de la componente
espacial de dichas variables, que estd en este caso determinada por la homogeneidad que
establece la sequia estival y la elevada disponibilidad luminica.

- Los niveles de luz propios de la primavera y el verano tienen sobre los individuos
establecidos en los microambientes mas expuestos una influencia muy positiva, a juzgar
por las mayores tasas de crecimiento halladas en estos individuos, que contrastan con las

registradas en individuos localizados bajo el dosel, fuertemente suprimidos.
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VII. Discusion general.

VII.1. La ecofisiologia del pinsapo y el interés de su comparacién con A. alba.

Los pinsapares del sur de la Peninsula Ibérica constituyen relictos de bosques templados
de coniferas que en la actualidad se encuentran sometidos a condiciones climaticas de tipo
mediterraneo. Se tiene un notable conocimiento sobre la dinamica reciente de estas masas
forestales, en las que se han advertido tendencias de decaimiento por causas diversas en
las distintas localizaciones en que se encuentran (e.g. contaminacion atmosférica, periodos
sucesivos de sequia, ataque por hongos patdgenos), pero no se conoce en profundidad
como funciona la autoecologia de la especie en ausencia de perturbacion y menos atn
frente a condiciones alteradas, o dicho de otro modo, por qué A. pinsapo no exhibe
respuestas con éxito desde el punto de vista de la supervivencia frente a los factores de
estrés antes mencionados.

En esta Memoria se describen los experimentos llevados a cabo para evaluar la
respuesta de esta especie ante variaciones controladas en la disponibilidad de recursos
clave, asi como el seguimiento de individuos juveniles en una poblacion natural de la
misma, realizado para completar su perfil ecofisioldgico, contrastar la solidez de las
evidencias halladas en los experimentos citados, y conocer en qué medida la
heterogeneidad ambiental a pequena escala (tanto espacial como temporal) determina el
éxito de los procesos de regeneracion natural de la especie.Por otro lado, en estos
experimentos de laboratorio se han empleado como objeto de estudio individuos juveniles
tanto de A. pinsapo como de A. alba, la otra especie de abeto circunmediterraneo presente
en la peninsula Ibérica (Lopez y Amaral, 1986). El interés de esta comparacion radica
fundamentalmente en el hecho de que esta otra especie sea el principal exponente del
grupo de abetos circunmediterraneos del norte, en el que se incluyen especies de rasgos
mas modernos que se diferenciaron con posterioridad al grupo de abetos del sur (ver, e.g.
Liu, 1971; Farjon y Rushforth, 1989). Existen ademéas notables diferencias entre ambas
especies en lo que respecta al tamafio y el acervo genético de sus poblaciones, la extension
de su area de distribucion y el rango de condiciones ecologicas que actualmente soportan
(Scaltosoyiannes et al. 1999; Konnert y Bergmann, 1995; Scarascia-Mugnozza et al. 2000;
Arista, 1995; Aussenac, 2002; Robakowski et al. 2004). A este respecto, y bajo la

hipdtesis de que en el proceso de especiacion que origind ambas especies pudieron
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seleccionarse diferentes tipos de rasgos (tolerancia a la sombra, capacidad de regulacion
del intercambio gaseoso, eficiencia en el uso del agua y de la luz) en funcién de las
distintas condiciones ecoldgicas que experimentarian en sus rangos de distribucion, los
experimentos planteados en este trabajo han logrado poner de manifiesto la existencia de

tales diferencias en lo que respecta al comportamiento ecofisioldgico de las mismas.

VIL2. La luz como factor ambiental determinante de la autoecologia de ambas

especies.

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados son consistentes con los hallazgos
de trabajos de investigacion previos, relativos a la notable tolerancia a la sombra de ambas
especies (Arista, 1995; Robakowski et al. 2004), si bien indican que ésta es incluso mas
evidente en A. alba, como ponen de manifiesto la mayor eficiencia en el uso de la luz a
baja irradiancia y las mayores concentraciones de pigmentos y el menor ratio Chl a: Chl b
hallados en esta especie, el menor valor del ratio SLA encontrado en A. pinsapo, los
patrones de reparto de biomasa y las diferencias halladas en lo que respecta a los
parametros fotosintéticos derivados a partir de las curvas P-I. No obstante, la presencia de
la sefial luminica constituye un factor imprescindible para el desarrollo de ambas especies,
habiéndose comprobado en dichos experimentos como el suministro de una dosis de
irradiancia insuficiente provoca la ruptura de la dominancia apical, asi como cambios de
distinta indole a nivel morfologico (en los patrones de alocaciéon de biomasa, hacia una
mayor inversiéon en biomasa aérea y foliar), bioquimico (incremento en la concentracion
de pigmentos fotosintéticos) y funcional (variaciones en las curvas P-I y en los parametros
derivados de las mismas, e.g. las tasas maximas de fotosintesis neta y el punto de
saturacion para la luz). Se ha hallado incluso una fuerte dependencia de la sintesis de
carbohidratos no estructurales respecto a la sefial luminica, mayor que respecto a la
disponibilidad hidrica, reflejada no so6lo en los bajos niveles de estos compuestos
observados en el tratamiento a baja irradiancia, sino también en la “inmovilidad” de este
tipo de reservas bajo estas condiciones. Esto, unido al escaso crecimiento observado en los
individuos adscritos a este tratamiento, sugiere que el mismo constituia una verdadera
limitacion del input energético necesario para el desarrollo de los mismos.

Por otro lado, los resultados del seguimiento de individuos juveniles de A. pinsapo
en huecos naturales del dosel forestal vienen a resaltar el papel crucial que juega la luz en

los procesos de regeneracion natural de la especie, al hallarse una mayor concentracion de
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plantulas y brinzales en la zona del claro, y unas mayores tasas de crecimiento en los
microambientes mas expuestos. Esto confirma la idea de que, si bien los niveles de
irradiancia incidente en la parte superior del dosel deben ser relativamente altos a lo largo
del afo en comparacion con otros sistemas, considerando la localizacion geografica de las
poblaciones del estudio, el sotobosque de estas masas de pinsapar es notablemente
sombrio, especialmente si tenemos en cuenta el predominio de masas monoespecificas,
con un dosel cerrado y compacto, y caracterizadas por una elevada densidad de pies por
hectérea, por lo que la apertura de claros y el consiguiente incremento de los niveles de luz
en los estratos inferiores juega un papel fundamental en la dindmica de reclutamiento de

nuevos individuos de la especie.

VIL.3. Estrategia de uso de los recursos y tolerancia al estrés.

En la primera parte de esta Memoria se han llevado a cabo una serie de experimentos
conducentes a comparar dos especies de abetos filogenéticamente emparentadas desde el
punto de vista de su ecofisiologia, bajo la hipotesis de que entre ambas han de existir
marcadas diferencias resultado del proceso de especiacion que las origind, que estarian
relacionadas con las distintas condiciones ecoldgicas existentes durante ese proceso y en
su actual rango de distribucion. Entre ambas especies existen ademas notables diferencias
en lo que respecta a su extension geografica, el tamafio de sus poblaciones y el acervo
genético de las mismas, que podrian modular a su vez el comportamiento ecofisiologico
de estas especies, teniendo en cuenta que, por un lado, la plasticidad fenotipica tiende a
estar positivamente asociada con una distribucion ecologica mas amplia (Valladares et al.
2000), y que a este proceso también puede contribuir la variabilidad genética existente en
las poblaciones de una especie (Balaguer et al. 2001). En este sentido, al considerar el
extenso ambito de distribucion de A. alba, el tamafio de sus poblaciones y la diversidad
genética de las mismas, podria atribuirse a esta especie una mayor plasticidad fenotipica a
priori. Ademas, A. alba en su actual rango de distribucion parece hallarse por lo general
bajo unas condiciones ecoldgicas mas favorables para su desarrollo que A. pinsapo, en
cuyo estrecho rango de distribucidon sus poblaciones se encuentran por completo inmersas
en condiciones tipicamente mediterrdneas, en principio menos favorables para el
desenvolvimiento de una especie de abeto. Por todo lo anterior, en esta Tesis Doctoral se
propuso testar la hipdtesis de Lortie y Aarssen (1996), seglin la cual la especializacion en

ambientes favorables incrementa la plasticidad y viceversa. En relacion con esta hipdtesis,
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cabria suponer que A. alba mostrase un comportamiento mas plastico en el uso de
distintos recursos, como especie que, al estar presente en un amplio rango de distribucion,
experimenta asimismo distintas condiciones ecologicas, y por el contrario que A. pinsapo,
de menor tamafio poblacional y un reducido ambito de distribucidon, mostrase un
comportamiento mas moderado y un uso mas conservativo de los distintos recursos.

Sin embargo, la especie que mostrd un mayor rango de variacion de las variables
consideradas en cada caso, sugiriendo asi una mayor plasticidad, fue A. pinsapo,
especialmente en aquéllas relacionadas con la regulacion del intercambio gaseoso. A. alba,
por su parte, fue la especie que exhibié un comportamiento mas conservativo en el uso de
distintos recursos, al presentar en todo momento una respuesta mas modulada, basada en
variaciones mas progresivas y de menor magnitud de las variables consideradas. En esta
especie, a diferencia de A. pinsapo, se hall6é no s6lo una mayor proporcion entre las tasas
registradas de fotosintesis neta y de conductancia estomatica al agua, sino también un
mayor acoplamiento temporal entre las mismas, que dot6 a los individuos de esta especie
de una mayor capacidad de homeostasis. Este comportamiento mas conservativo resultd
ademds en una mayor eficiencia en el uso tanto del agua como de la luz en términos
generales, y por ello en un mejor desenvolvimiento de los individuos de esta especie ante
cambios en el ambiente luminico e hidrico. Por todo lo anterior, se da la paradoja de que el
comportamiento mas “plastico” exhibido por A. pinsapo solo resulté en un mayor éxito
(fitness) de sus individuos en circunstancias en las que ninguno de los recursos clave fue
limitante. En caso de que alguno de estos recursos, o ambos simultdneamente, tuvieran su
disponibilidad limitada, el comportamiento mas moderado y conservativo mostrado por A.
alba resultaria mas ventajoso para el desenvolvimiento de los individuos de esta especie
en condiciones de estrés.

La aplicacion experimental de estas condiciones de estrés por déficit hidrico y
energético afectd tanto a las variables relacionadas con el intercambio gaseoso, como al
estatus hidrico y la sefal isotopica, actuando en sentidos opuestos sobre la eficiencia en el
uso del agua y de la luz. Estos resultados indican la existencia de un claro tradeoff entre
ambas, siendo éste de mayor intensidad en A. pinsapo como consecuencia de su menor
eficiencia tanto en el uso del agua como de la luz. Esto unido a los menores valores de las
concentraciones de NSC halladas en esta especie sugiere una menor tolerancia al estrés en
comparacion con A. alba. Por su parte, las variaciones experimentadas en las tasas de
intercambio gaseoso por ambas especies fueron tendentes a maximizar la cantidad de C

fijado mediante la fotosintesis en relacion con la cantidad de agua perdida via
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conductancia estomatica ante cambios en las condiciones ambientales. Los mayores
valores de este ratio encontrados en A. alba ponen de manifiesto una vez mas la mayor
capacidad de regulacion de esta especie ante cambios en las condiciones ambientales.

En cualquier caso, el conjunto de resultados obtenidos sugiere que, a pesar de que
puede pensarse a priori que A. pinsapo, por su estrecho rango de distribucion, esta
sometida a unas condiciones ecoldgicas mas homogéneas que las experimentadas por A.
alba, lo cierto es que la heterogeneidad ambiental a pequea escala existente en sus
poblaciones, tanto temporal, ligada a la estacionalidad e impredecibilidad del clima
mediterraneo, como espacial, ligada a los procesos de regeneracion natural, ha debido
promover la plasticidad en determinados rasgos dentro de sus poblaciones (Valladares et
al. 2002), en coherencia con la hipotesis de que la seleccion en ambientes heterogéneos
conduce a la coexistencia de genotipos con mayor plasticidad fenotipica (Balaguer et al.
2001). En este sentido, y dado que esta especie se encuentra sometida de forma estacional
a bajos niveles de disponibilidad hidrica, cabria esperar que exhibiese una mayor
plasticidad en rasgos relacionados con la tolerancia al estrés hidrico, e incluso con una
mayor eficiencia en el uso de este recurso. No obstante, y si bien se ha observado una
notable capacidad de respuesta ante cambios en las condiciones de suministro hidrico, los
individuos de esta especie fueron menos eficientes en el uso del agua que los de A. alba.
Asi, es posible que el reducido tamano de las poblaciones de A. pinsapo consideradas y el
bajo nivel de heterocigosidad observado en las mismas, junto con la mayor plasticidad en
el comportamiento respecto a este recurso, hayan constituido sendos limites ecologicos al
desarrollo de estos procesos de seleccion y promocion de rasgos (Valladares et al. 2002;
Ackerly, 2003; Jump y Pefiuelas, 2005), lo que habria impedido la seleccion de genotipos
mas eficientes en el uso del agua, y explicaria el comportamiento menos exitoso de esta
especie frente a A. alba en condiciones de limitado suministro hidrico, cuya estrategia
basada en un uso mas conservativo de este recurso resultaria asi adaptativa (Valladares et
al. 2000). Por otro lado, no hay que olvidar que en las extensas y diversas poblaciones de
A. alba pueden darse con mas facilidad estos procesos de seleccion de genotipos mejor
adaptados a distintas condiciones ambientales, y que en los distintos experimentos
descritos se han empleado individuos juveniles de esta especie provenientes de
poblaciones del norte de Espafia, localizadas en el limite meridional de la distribucion de
esta especie, donde se habrian seleccionado individuos con una mayor resistencia a la

sequia que en poblaciones mas septentrionales (Aussenac, 2002).
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Las caracteristicas ecofisiologicas de A. pinsapo observadas a lo largo de esta
Memoria apuntan finalmente a que los requerimientos ecologicos de esta especie se
corresponden en gran medida con las condiciones ambientales del pinsapar, no siendo
éstas tan limitantes para el desarrollo de la especie como pueda pensarse en un principio,
si consideramos, por ejemplo, la importancia de las precipitaciones totales recibidas cada
afo, los niveles de irradiancia incidente o la existencia de procesos espaciales a pequefia
escala, que constituyen una fuente de heterogeneidad ambiental que a su vez favorece un
adecuado desarrollo de los procesos de regeneracion natural de la especie. De hecho, los
pinsapares de la Sierra de Las Nieves han experimentado un notable incremento en su
extension en las ultimas décadas, como consecuencia de la prohibicion de practicas
tradicionales de aprovechamiento del monte y la proteccion de estos bosques derivada de
su declaracion como Parque Natural (Linares y Carreira, 2009). No obstante, la
conservacion de este ecosistema puede verse amenazada en caso de que se intensifiquen
las condiciones de estrés hidrico ya existentes, dado que el reducido tamafio de estas
poblaciones, su aislamiento geografico y su limitado acervo genético reducen la
posibilidad de que puedan seleccionarse en el futuro genotipos mas eficientes en el uso del

agua (Jump y Pefiuelas, 2005).

VII.4. Consideraciones ecologicas para la gestion de los pinsapares ante potenciales
amenazas en el marco del Cambio Global: importancia de la heterogeneidad

ambiental a microescala para la dinamica natural de regeneracion del pinsapar.

La politica de gestiéon a que se han visto sometidos los pinsapares de la Sierra de las
Nieves en las tltimas décadas, caracterizada por la ausencia de actividades de intervencion
en la masa forestal y la prohibicion de practicas tradicionales de aprovechamiento del
monte, ha generado con el paso del tiempo bosques con una elevada densidad de pies por
hectdrea y una notable competencia intraespecifica por factores ecologicos clave
(fundamentalmente agua y luz) (Linares y Carreira, 2009), en los que es muy significativa
la proporcién de individuos suprimidos que no llegan a alcanzar la parte superior del dosel
forestal. Estas poblaciones muestran ademads claros sintomas de declive, relacionados con
la incidencia de periodos sucesivos de sequia y la propia estructura forestal (Linares y
Carreira, 2009), que incrementan la susceptibilidad ante el ataque de un hongo patdgeno
de raiz (Heterobasidion annosum) especifico de este abeto (Sanchez et al. 2007a). La

confluencia de estos factores genera un patron de mortalidad en rodales (Sanchez et al.
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2005) que constituye a su vez una fuente de heterogeneidad espacial a pequena escala, al
producirse huecos que rompen la continuidad del dosel, en los que se incrementan
notablemente tanto los niveles de irradiancia incidente como las tasas de evaporacion. En
estas circunstancias, podria intensificarse la competencia con otras especies forestales
presentes en el pinsapar, como Pinus spp. y Quercus spp., especialmente en la banda
altitudinal inferior, donde son mas abundantes.

Al objeto de poder efectuar propuestas de manejo que atajasen los problemas de
mortalidad y declive observados en estas poblaciones, y contribuir asi a la conservacion de
un ecosistema de tanto interés, era necesario abordar en profundidad la ecofisiologia de la
especie y su dinamica natural de regeneracion, motivo por el que se decidido completar el
perfil ecofisiologico de la misma realizando un seguimiento a individuos juveniles
localizados en huecos naturales del dosel forestal de dimensiones proximas a los
producidos por el ataque del hongo.

Los resultados obtenidos apuntan a que la generacion de huecos en el dosel, al
menos los de tamafo similar a los estudiados en este trabajo, no constituye a priori un
factor de riesgo que pueda comprometer los procesos de regeneracion natural del pinsapar,
a juzgar por las mayores tasas de crecimiento registradas en los microambientes mas
expuestos. Al contrario, la moderada tolerancia a la sombra de las plantulas y brinzales de
pinsapo podria jugar a su favor, dado que esta caracteristica les permitiria, por un lado,
resistir bajo el dosel durante un tiempo considerable (Arista, 1995), y por el otro,
aprovechar el incremento de los niveles de PAR que tiene lugar con la apertura de un
claro. Esto es coherente con trabajos previos que han puesto de manifiesto que incluso las
especies forestales tolerantes a la sombra requieren de la apertura de huecos para alcanzar
la parte superior del dosel de bosques maduros (Spies y Franklin, 1989), y con resultados
obtenidos en esta Memoria, que resaltan el papel determinante de la sefial luminica en el
desenvolvimiento de la especie.

Por otro lado, el hecho de que este patron espacial de “aptitud ecofisiologica™ no
coincida con la distribucion espacial de los individuos censados en la zona de los huecos,
sugiere que, entre otros factores, la presencia de distintas especies de matorral heliofilo
podria haber contribuido al éxito de las plantulas y juveniles de pinsapo establecidos en
estos microambientes, ejerciendo un efecto “nodriza” (Castro et al. 2002). Teniendo en
cuenta los bajos niveles de luz registrados a ras de suelo, y la distribucion irregular de la

humedad disponible en el mismo, la existencia de este tipo de procesos viene a reforzar la
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hipotesis de que las relaciones de facilitacion predominan en los entornos adversos
(Callaway, 1995).

En lo que respecta a la competencia con otras especies forestales, algunos estudios
llevados a cabo en huecos pequefios del dosel de bosques maduros sugieren que, en
ausencia de perturbaciones externas, la situaciébn se veria dominada por especies
moderadamente tolerantes a la sombra, mientras que especies menos tolerantes adquiririan
un papel mas preponderante en el dosel en caso de grandes perturbaciones, como los
incendios (Barden, 1979, 1981). En nuestro caso, el fuego ha provocado histéricamente la
destruccion de una extensa superficie de pinsapar, y ha dificultado enormemente los
procesos de regeneracion natural en zonas incendiadas, ya que los pifiones del pinsapo no
germinan tras el paso de un incendio, ni sus troncos son capaces de rebrotar (Blanca et al.
1999). Ademas, los huecos que genera el fuego, tipicamente de mayores dimensiones
(Spies y Franklin, 1989), podrian verse colonizados de forma mads significativa por
especies de los géneros Quercus o Pinus, mejor adaptadas a condiciones mas calidas y
secas. Estas especies no s6lo son mucho mas resistentes a la sequia: algunas también
tienen también la capacidad de rebrotar tras un incendio, como Q. rotundifolia o Q.
faginea (Pérez Latorre, 1993 , Pausas et al. 2004); otras, como Pinus spp., de crecer a gran
velocidad en el suelo desnudo que sigue a un incendio (Ceballos, 1938 ), y son por ello
empleadas frecuentemente como especies pioneras en procesos de regeneracion forestal,
para prevenir la pérdida de suelo por erosion y facilitar el establecimiento de especies
lefiosas propias de etapas posteriores de la sucesion (Barbero et al. 1998). Pero estas
especies so6lo son significativamente abundantes por debajo de los 1100 metros, y se cree
que no podrian competir con el pinsapo a mayor altitud (Arista, 1995).

A pesar de que los huecos naturales generados por la afeccion del hongo son en
principio de pequefio tamafio, no hay que olvidar la posibilidad de que tengan lugar
procesos de expansion y de coalescencia de estos huecos con el tiempo (Worrall et al.
2005), sobre todo considerando la densidad de pies de las masas afectadas, la naturaleza
contagiosa de la afeccion por el patdogeno, y el hecho de que se manifieste generando un
patrén de mortalidad en rodales. El desarrollo de procesos espaciales de este tipo podria
contribuir a que las perturbaciones fuesen mayores en el espacio y mas persistentes en el
tiempo (Worrall et al. 2005), favoreciendo asi a las especies antes mencionadas, lo que
hace de esta enfermedad un factor de riesgo real a considerar en la gestion de estos
pinsapares. Por ello, seria necesario, por un lado, prever la velocidad a la que podrian

producirse estos cambios y predecir la evolucion que cabe esperar en las masas forestales
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existentes actualmente, a la vista de la incidencia, recurrencia y virulencia de los ataques
del hongo, y por el otro, realizar experimentos en los que interviniesen simultaneamente
esas otras especies forestales presentes en el pinsapar, al objeto de conocer su
comportamiento ecofisiologico y capacidad de respuesta bajo distinto tipo de condiciones,
y poder dimensionar la amenaza real que suponen para la conservacién del pinsapar a
largo plazo.

Asimismo, hay que tener en cuenta que en los huecos del dosel forestal pueden
darse simultadneamente los mayores niveles de irradiancia con una menor disponibilidad de
recursos hidricos, lo que constituye el escenario perfecto para el desarrollo de procesos de
tradeoff que sin duda pondrian en entredicho la capacidad de pervivencia de la especie. De
hecho, los resultados obtenidos en esta Memoria demuestran la elevada dependencia de la
misma tanto de un cierto umbral de irradiancia incidente como de un elevado consumo de
recursos hidricos, y su menor capacidad para responder con éxito ante situaciones de
escasa disponibilidad en ambos recursos simultdneamente.

Finalmente, es necesario recordar que trata de una especie relicta, que no afronta
actualmente un amplio rango de condiciones ambientales y que ademas presenta una
distribucion muy limitada, con poblaciones situadas muy cerca de su limite climatico de
distribucion, y creciendo por ello en condiciones sub-Optimas, lo que hace pensar que
pueda ser especialmente sensible a los cambios en las condiciones climdticas que podrian
producirse en el marco del Cambio Global (Gaston, 2003), dado que todas las predicciones
auguran una intensificacion de las condiciones climaticas tipicamente mediterraneas en la
region (IPCC 2007). Asi, seria de esperar el incremento en la temperatura media, y con
ello, el déficit de presion de vapor, lo que haria aumentar de forma sustancial el consumo
de recursos hidricos por parte de esta especie, considerando las altas tasas de conductancia
estomatica y su menor capacidad de regulacion del intercambio gaseoso. En caso de que,
ademads, las sequias se hagan mads intensas y prolongadas, las precipitaciones anuales
varien tanto en cantidad como en su distribucion temporal y puedan incluso empeorarse
las condiciones de suministro hidrico durante la primavera, los procesos de regeneracion
natural se verian seriamente amenazados (Aussenac, 2002), y disminuirian sensiblemente

las probabilidades de conservacion de estas poblaciones naturales a largo plazo.
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Conclusiones generales

VIII. Conclusiones generales.

1. Los experimentos realizados en condiciones controladas con individuos juveniles de
Abies pinsapo y de Abies alba muestran que ambas especies exhiben comportamientos
similares fundamentalmente en lo que respecta a sus respuestas de aclimatacion ante
niveles de irradiancia mas bajos, incluyendo la evolucién temporal del contenido en
pigmentos, la composicion isotdpica del tejido foliar nuevo y las tasas de intercambio

£aSe080.

2. No obstante, se han puesto de manifiesto las notables diferencias ecofisiologicas
existentes entre las mismas, especialmente en relacion al distinto grado de tolerancia a la
sombra (mayor en A. alba), la eficiencia en el uso del agua y la luz en condiciones de
estrés hidrico y energético (mayor en A. alba en ambos casos), la intensidad del tradeoff
en el par de recursos agua Vvs. luz (mayor en A. pinsapo), el distinto grado de ajuste entre
las tasas de fotosintesis neta y las de conductancia estomatica al agua (mayor
desproporcion entre ambas en A. pinsapo), y la distinta capacidad de regulacion de las
tasas de intercambio gaseoso y de maximizacion de la relacion entre la cantidad de C

fijado y de agua perdida en distintas circunstancias (mayor en ambos casos en A. alba).

3. Este conjunto de diferencias ecofisiologicas apunta a que A. alba es la especie con
mayor capacidad de homeostasis frente al tipo de cambios en las condiciones de

suministro hidrico y ambiente luminico que se simularon en los experimentos.

4. El trabajo realizado en poblaciones naturales de A. pinsapo confirma que el
establecimiento de nuevas cohortes de individuos en el pinsapar depende de la
disponibilidad de nichos de regeneracion con niveles de irradiancia suficientemente
elevados. Asi, en este trabajo se ha documentado el papel crucial de la apertura de claros
en el dosel sobre el regenerado de estos bosques, como indican la mayor abundancia de
plantulas y brinzales en el interior de los huecos asi como las mayores tasas de crecimiento

de estos ultimos en los microambientes mas expuestos.

5. No obstante, la confluencia en estos huecos de mayores niveles de irradiancia con una

menor disponibilidad de recursos hidricos podria desencadenar situaciones de tradeoff de
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cierta intensidad, en las que hemos visto que la especie no se desenvuelve adecuadamente,
comprometiendo la capacidad de regeneracion natural del bosque, y abocar a estas

poblaciones a una situacion critica.

6. El conjunto de estas evidencias sugiere ademas que, en caso de que como consecuencia
del Cambio Climatico, tenga lugar un empeoramiento de las condiciones climaticas de tipo
mediterraneo que las poblaciones naturales de pinsapo actualmente soportan (mayores
variaciones inter-anuales en el patrén de precipitacidn, menores precipitaciones, sequias
mas intensas y prolongadas, incremento de la temperatura media del aire y por tanto del
déficit de presion de vapor...), los procesos de regeneracion natural de esta especie pueden
verse seriamente amenazados, no sélo por la fuerte dependencia de los juveniles respecto a
un elevado consumo de recursos hidricos, sino también por su baja eficiencia en la gestion

de los mismos.
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“No one means all he says, and yet very few say all they mean, for words are
slippery and thought is viscous.”

Henry Adams





























