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RESUMEN

La caracterizacién de las respuestas fisioldgicas frente a circunstancias asociadas al cambio climatico
como mayor sequia, temperatura y CO, atmosférico elevado es esencial para predecir probables va-
riaciones en las comunidades naturales y establecer mecanismos de gestién. El estudio realizado ha
determinado los principales limitantes de la fotosintesis en tres especies vegetales representativas de
bosques subalpinos. En condiciones de CO, elevado todos los individuos aumentaron su tasa fotosin-
tética y eficiencia en el uso del agua, hecho que puede ayudar a superar el estrés hidrico estival. Los re-
sultados de intercambio de gases, discriminacién isotépica del *C (A*C), fotoquimica, fotoproteccion,
contenido mineral (C, N, P, K, Fe, Mg) y caracteristicas estructurales mostraron grandes diferencias
entre especies observandose un gran efecto de la sequia estival en B. pendula (abedul), mientras que R.
ferrugineum (rododendro) fue notablemente afectada por situaciones de irradiancia elevada y P. unci-
nata (pino negro) lo fue principalmente por la disponibilidad de nitrégeno.

El estudio de los anillos de crecimiento de los drboles de pino negro permitié poner de manifiesto que
su crecimiento en drea basal ha aumentado significativamente en las tltimas décadas. Por el contrario
el crecimiento en grosor se ha mantenido al mismo nivel. Las relaciones crecimiento-clima indican que
la falta de agua en junio tiene un efecto limitante en los arboles jévenes a una altitud de 2050 m snm.
Los drboles mds viejos, 300 afios, no muestran esta limitacién. Las temperaturas demasiado frias del mes
de mayo limita el inicio del crecimiento de los drboles (viejos y jévenes). El final del periodo de creci-
miento esta limitado por las altas temperaturas pero sélo para los arboles jévenes. Hemos puesto de ma-
nifiesto que hay una relacién significativa y positiva entre la longitud del brote, la longitud de las hojas
y el grosor del anillo. También hay una relacién significativa y positiva entre la eficiencia del uso del
agua de las hojas y los anillos. La eficiencia en el uso del agua para los dltimos 500 afios muestra que
desde principios del siglo xx ha habido un aumento exponencial y que se ha traducido en un aumento
significativo y lineal del drea basal.
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SUMMARY

The characterization of physiological responses in front of circumstances associated with climate change
such as increased drought, temperature and elevated atmospheric CO, is essential to predict likely vari-
ations in plant communities and to establish mechanisms of management. The conducted study de-
termined the main photosynthetic limitants of three typically species of subalpine forest.

Under elevated CO, conditions, all individuals’ increased their photosynthetic rates and water use ef-
ficiency, which can help to overcome the summer drought. Gas-exchange results, *C isotopic discrim-
ination (A3C), photochemistry, photoprotection, mineral content (C, N, P, K, Fe, Mg) and structural
attributes showed notable differences between species; a marked effect of summer drought on B. pen-
dula (birch) was observed whereas R. ferrugineum (rhododendron) was mainly affected by elevated ir-
radiance and P. uncinata (mountain pine) by nitrogen availability.

The mountain pine tree-ring study carried out in this research show that growth in basal area (mm?) has
increased significantly in recent decades. By contrast, the growth in thickness has remained at the same
level. Growth climate relationships indicate that the lack of water in June has a limiting effect on young
trees at an altitude of 2050 m asl. Older trees of about 300 years do not show this restriction. Too cold
May temperatures limit the initial growth of the (old and young) trees. The end of the growing period
is limited by high temperatures but only for young trees. We have shown that there is a significant and
positive relationship between the length of shoot, leaf length and thickness of the ring. There is also a
significant and positive relationship between water use efficiency of leaves and rings. A 500 year record
of water use efficiency shows that since the early 20™ century, there is an exponential increase that has
resulted in a significant and linear increase in basal area.

Keywords: photosynthesis, photoprotection, elevated CO,, C isotopic discrimination, dendroecology.

INTRODUCCION

Los modelos de cambio climético prevén para los
ecosistemas forestales europeos un aumento de
la concentracién ambiental de CO, ([CO,]), una
disminucién de las precipitaciones, un aumento
de la temperatura y una mayor exposicién a la
alta irradiancia de luz solar (CHRISTENSEN et
al., 2007, Intergovernmental Panel on Climate
Change IPCC 2007), factores que como resultado
podrian originar cambios en la estructura de la
vegetacion y en la productividad vegetal (CIAIS
et al., 2003). La capacidad de respuesta de las di-
ferentes especies vegetales serd decisiva, ya que
los cambios descritos provocarian su desplaza-
miento fuera de sus actuales dreas de distribu-
cién (GOTTERIED et al., 2012).

Los efectos de incremento de la [CO,] sobre la fo-
tosintesis tienen un papel destacado ya que la ve-
getacion terrestre puede actuar como consumidor
neto de CO, al fijar de 1 a 3 GT de C anuales (ME-
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LILLO et al., 1993). Los bosques cubren aproxima-
damente un 43% de la superficie terrestre y son res-
ponsables de un 70% de la produccién primaria
terrestre aproximadamente, por tanto, el estudio
del impacto del CO, elevado en especies forestales
es de gran relevancia (CEULEMANS & MOUS-
SEAU 1994; KORNER et al., 2005). El conocimiento
de las respuestas de les especies forestales frente al
aumento de la [CO,] es de gran interés ya que en
éstas son mucho més marcadas que no en especies
herbdceas (AINSWORTH & LONG 2005) y varian
enormemente entre especies, genotipos y grupos
funcionales (KARNOSKY 2003). El estrés por défi-
cit hidrico afecta notablemente el funcionamiento
fotosintético provocando un cierre estomético que
minimiza la pérdida de agua, pero que limita la en-
trada de CO, en la planta. También provoca un
efecto inhibitorio en muchos enzimas del metabo-
lismo fotosintético del carbono provocando una
disminucién de la capacidad fotosintética (KAISER
1987), y cuando el estrés es severo puede afectar al
aparato fotosintético (CHAVES et al., 2009).
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El objetivo del estudio ecofisiolégico consistié en
la caracterizacién de las respuestas fotosintéticas
y de fotoproteccién de individuos de pino negro
(Pinus uncinata Ram.), abedul (Betula pendula
Roth) y rododendro (Rhododendron ferrugineum L.)
del Parque Nacional de Aigtiestortes i Estany De
Sant Maurici, frente a circunstancias asociadas al
cambio climadtico a fin de detectar su capacidad de
adaptacion y establecer mecanismos de gestién fo-
restal. Dichas especies son tipicas del estrato sub-
alpino, presentando distintas caracteristicas: el
rododendro es una especie arbustiva de sotobos-
que de hoja perenne, mientras que el abedul y el
pino negro son dos especies arbéreas de hoja ca-
duca y perenne, respectivamente. El estudio se
realizé durante dos afios, concretamente antes y
después del periodo estival a fin de analizar las
respuestas y caracteristicas funcionales y estruc-
turales bajo diferentes situaciones de sequia, tem-
peratura e irradiancia; se incluyé el efecto a corto
plazo de [CO,] elevado.

Otro objetivo consisti6 en caracterizar la presen-
cia y susceptibilidad a las infecciones por paté-
genos en dichas especies en su emplazamiento
natural bajo situaciones de estrés ambiental a fin
de evaluar su capacidad de resistencia y su efecto
sobre la fisiologfa de los individuos afectados.

Los objetivos dendroecolégicos fueron: a) deter-
minar las relaciones crecimiento-clima de drbo-
les j6venes y viejos de pino negro en la zona de
estudio, b) reconstruir la eficiencia del uso de
agua de los drboles a partir del contenido de car-
bono 13 de los anillos anuales de crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

Localidad de estudio y material vegetal

El estudio se realiz6 en dos areas del Parque Na-
cional de Aigtiestortes i Estany de Sant Maurici: la
primera (42° 32" 58.51” N 0° 53’ 19.29” E) est4 si-
tuada cerca del Estany Llebreta a 1617 m de altitud
mientras que la segunda (42° 34’ 21.32” N 0° 56’
32.61” E) estd cerca del Estany Llong a 2050 m de
altitud. Las especies estudiadas fueron el abedul
en la primera drea y el rododendro y el pino negro
en la segunda. La edad media (+1-desviacion es-

tandar) de los pinos es de 130+26 afios. Los abedu-
les son mucho mds jévenes, su edad promedio de
unos 16 afos ya que se trata de abedules estableci-
dos en los canales de aludes generados por ava-
lanchas frecuentes. El clima es entre atldntico y
continental, caracterizado por inviernos largos y ri-
gurosos con nieve la mayor parte del afio y tem-
peraturas bajo cero y veranos cortos con
temperaturas suaves y noches frescas. La tempe-
ratura media anual es de 5.2 ° C y la amplitud tér-
mica media anual es de 16°C. La precipitacién
media anual es entre 1.200-1.300 mm con una pre-
cipitacién media mensual superior a 100 mm. El
nimero medio de dias con precipitacién es de 134,
siendo 53 de ellos en forma de nieve.

Disefio experimental y muestreo

Las mediciones y muestreos en el bosque se reali-
zaron durante 3 semanas de dos campaiias en Julio
y Septiembre de 2011 y 2012, respectivamente.

Estudio de las caracteristicas fisiol6gicas
foliares

Se utilizaron hojas completamente desarrolladas
del afio anterior, orientadas al Sur y de individuos
con una exposicién a la irradiancia solar similar.
Durante las campafias se congelaron muestras en
Nitrégeno liquido y se conservaron en el laborato-
rio en congelador a -80°C. Posteriormente las
muestras fueron trituradas, liofilizadas (Virtis Lyo-
philiser, Freezemobile 6EL, Gardiner, N.Y,, USA)y
conservadas en desecador hasta su andlisis.

Obtencion de los testigos de madera para
el estudio de la discriminacidn isotépica
del C (A 3C) en hojas y lefio

Siguiendo los métodos estandar en dendrocro-
nologfa, se realizé6 un muestreo estratificado de
10 drboles joévenes y otro de 10 arboles viejos en
una zona a mayor altitud. Este muestreo se justi-
fica porque los drboles objeto de los estudios fisio-
l6gicos eran jovenes, de unos 130 afios y otro de
arboles viejos de mds de 300 afios. Se sacaron 3 tes-
tigos por drbol. Los primeros se sitdan a una alti-
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tud de 2050 m snm, los segundos a 2200 m snm.
Del primer grupo de arboles se extrajo un testigo
adicional para llevar a cabo los andlisis del 1*C.

Los anillos de crecimiento fueron datados vi-
sualmente y se midieron. La validacién estadis-
tica de las dataciones y mediciones se realiz6 con
el programa COFECHA (HOLMES, 1983). Segui-
damente, las series de grosor se estandarizaron
ajustando una funcién de crecimiento y obtuvi-
mos las series de indices por divisién entre el
valor predicho por la funcién de crecimiento y el
valor observado. Las series de indices se utiliza-
ron para llevar a cabo el estudio de las relaciones
crecimiento — clima mediante andlisis de correla-
cién utilizando las técnicas de “bootstrap” y de
regresién en componentes principales.

Para el estudio de la dindmica del espesor del ani-
llo en funcién de las caracteristicas de los brotes y
las hojas se muestrearon ramas en julio y en sep-
tiembre los dos afios de camparias del proyecto.
Las ramas contenian todas las cohortes de hojas
vivas y se cortaron a una altura aproximada de la
mitad de la copa de los 10 arboles jévenes utiliza-
dos en los estudios fisioldgicos. Se utilizé una ti-
jera de podar extensible hasta unos 6 m de altura.
Para llevar a cabo el estudio de la eficiencia del uso
del agua en las hojas y su relacién con el lefio, se
utilizaron las mismas ramas que en el punto ante-
rior. Asimismo, se muestrearon bloques de madera
del tronco (1x1x1 cm) conteniendo los tiltimos ani-
llos y el anillo en formacién del afio en curso.

En el laboratorio, las hojas se separaron por cohor-
tes (afios), se midieron, se pesaron (peso fresco) y
se secaron en la estufa a 60°C. Para cada cohorte de
aciculas se determinaron: niimero de aciculas, peso
especifico foliar, longitud de las aciculas, peso por
acicula, porcentaje de braquiblastos con 3 aciculas
y longitud de los brotes. De cada cohorte de acicu-
las, se utilizé un nimero/ peso de ellas para llevar
a cabo la determinacién del contenido de carbono
13 asi como del &°C. El carbono 13 se determiné
también en los anillos del afio en curso y del afo
anterior, asi como de los anillos de los testigos
muestreados con tal fin. Los valores de d'°C se cal-
culan respecto al estdndar PDB (PeeDee Belem-
nite), que corresponde a un f6sil marino del
Cretdcico (Belemnitella americana) de la formacion
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“PeeDee” en Carolina del Sur (EEUU) y se expre-
san en tantos por mil.

()|_;(, _ ( [{}e muestra 1 ] ¥ 1000
estandar —

DondeR_ .. v R . . sonlasproporciones de
13C/12C en la muestra y en el estdndar, respecti-
vamente. La determinacién de la eficiencia del
uso del agua (WUEI) se determind utilizando las
expresiones para la fotosintesis de FARQUHAR

et al., 1982 de la siguiente manera.

j” .:um-j” arbo
&=( ( .l‘t“( bol )
O Carbal

1+
1000

A=a + (b—a) :’ -d (2)

a

wuki - 4 -(G-0) le 3)

8o I

Con los datos de 8%C resultantes del analisis
isotépico, se utilizé la ecuacién 1 para calcular la
discriminacién isot6pica de carbono (A). Para las
plantas C3, A puede ser descrita por la ecuacién
2 (FARQUHAR et al., 1982), donde a es el frac-
cionamiento durante la difusién de CO, a través
de los estomas (4,4 %o), b es la discriminacién de
la RuBP carboxilasa contra el *CO, (~ 27 %o), y
Ci y Ca son las concentraciones de CO, (mol e
mol?) en los espacios intercelulares de la hoja y
en la atmésfera, respectivamente, y d se refiere a
una variedad de factores que influyen en la dis-
criminacién del **C (por ejemplo, la respiracion).
El cociente Ci/Cay Ci se calcularon mediante la
combinacién de las ecuaciones 1y 2, utilizando
83Catm = -10.3665 valor tomado in situ en el sitio
de muestreo y Ca =370ppm.

Datos climaticos

Los datos climdticos utilizados durante el estu-
dio ecofisiolégico fueron aportados por el Dr.
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B. pendula
2011 2012
junio | julio | agosto |septiembre| junio | julio | agosto | septiembre
T2 media (°C) 12,9 14,4 16,9 14,42 14,9 15,8 18,1 12,5
T¢ media maxima (°C) 17,7 19,3 22,4 20,3 19,8 21,1 21,1 17,8
T2 media minima (°C) 8,3 9,5 11,4 9,5 9,7 10,3 12,7 8,0
Precipitacion media (mm) 7515 58,7 77,0 40,65 144,4 74,4 106,3 92,6
Precipitacion media acum. (mm) 177,6 | 209,1 238,8 263,3 491,0 | 566,4 672,7 765,3
Humedad relativa media (%) 70,0 62,0 57,0 61,0 60,7 55,9 48,7 61,8
P. uncinata y R. ferrugineum
2011 2012
junio | julio | agosto |septiembre| junio | julio | agosto | septiembre
T2 media (°C) 7,1 - 14,1 12,1 11,4 12,8 151 10,1
T2 media méaxima (2C) 11,6 - 19,8 18,2 16,6 18,0 21,3 15,0
T2 media minima (5C) 2,6 - 8,2 5,9 6,2 7,6 9,0 5,1
Precipitacion media (mm) 71,2 68,7 51,8 43,7 187,5 66,8 66,0 86,3
Precipitacion media acum. (mm) 460,6 | 529,3 581,1 624,8 562,3 | 629,1 695,1 781,4
Humedad relativa media (%) 70,0 63,0 67,0 - 59,0 54,0 52,0 57,0

Tabla 1. Caracteristicas climdticas durante el periodo de estudio.

Table 1. Climatic characteristics during the studied period

Lluis Camarero del Observatorio Limnolégico de
los Pirineos (LOOP) (CEAB-CSIC) y por la Agen-
cia Estatal de Meteorologia (AEMET) mostran-
dose en la Tabla 1. Debido a que no existen series
largas de observatorios préximos a la zona de es-
tudio y de que los existentes llevan funcionando
unos pocos afios se utilizaron para el estudio
dendroecoldgico series regionales corregidas por la
altitud después de comprobar que existia una
buena correlacién con los datos de las estaciones
locales préximas al sitio de estudio. Las series
largas de temperatura y precipitaciéon se obtu-
vieron del CRU (Climatic Research Unit). Los por-
tales de donde se obtuvieron los datos de clima
fueron: CRU T gridded: web Center for Environmen-
tal Data Archival; Climatic Research Unit (CRU) time-
series (TS) datasets in climate with variations in other
phenomena. [clime.xp.knmi.nl/start.cgi?id=soneone@
somewhere]. Los datos de temperatura y precipi-
tacion (estaciones cercanas) se obtuvieron a par-
tir de la web de la AEMET (Agencia estatal de
meteorologia). [www.aemet.es/es/portadal.

Intercambio de gases y fluorescencia
de las clorofilas

Se determinaron las tasas de fotosintesis neta (A),
conductancia estomatica (g,), transpiracién (E) y
eficiencia en el uso del agua (WUE),) foliares me-
diante el sistema de intercambio de gases LI-6400
(Li-COR, Lincoln, Nebraska, USA), equipado con
una fuente luminosa (LI-COR 6400-02B LED). Di-
chas mediciones puntuales se realizaron al me-
diodfa (11:30am-16:00pm) y bajo dos [CO,]: 370 y
750 ppm. Las demds condiciones ambientales se
establecieron a partir de las que se registraron “in
situ” en julio y septiembre, respectivamente. En
2011 se realizaron curvas de respuesta fotosinté-
tica de las tres especies a variaciones de [CO,]
(A/Ci) y ala irradiancia (A/PPFD). A partir de
las curvas A/Ci se calcularon los cambios en la
capacidad fotosintética maxima (Amax), la velo-
cidad méxima de carboxilacién de la RuBisCo
(Ve,max) y en la tasa médxima potencial del trans-
porte de electrones que contribuye a la regenera-
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ciéon de RUBP (Jmax) segin MCMURTRIE &
WANG, 1993. La limitacion estomatica (1) a foto-
sintesis saturante se calcul6 segtin FARQUHAR &
SHARKEY, 1982. Las curvas A/PPFD permitie-
ron el cdlculo de la tasa fotosintética a luz saturante
(Asat) y del rendimiento cudntico del CO, (®_,)
equivalente al nimero de moles de CO, fijado por
mol de fotones absorbidos, el punto de compen-
saciéon luminoso (PC luz) y la irradiancia de satu-
racién de la fotosintesis (PPFD_ ).

Simultdneamente a la realizacion de las curvas de
respuesta se determiné asimismo la fluorescencia
de las clorofilas de las hojas mediante el sistema de
intercambio de gases Li-Cor 6400 acoplado a la
LFC (Leaf Fluorescence Chamber). De esta forma,
se midieron la eficiencia cudntica del PSII (OPSII),
quenching fotoquimico (qP), la eficiencia de los
centros abiertos del PSII (F'v/F'm) , la tasa de
transporte de electrones (ETR) (GENTY et al., 1989)
y las curvas de respuesta de dichos pardmetros a
las variaciones de CO, i de PPFD. Tras determinar
el tiempo de relajacién de los centros de reaccién
del PSII en las tres especies, se realizé una adapta-
cién de sus hojas a la oscuridad por un periodo de
30 minutos en el abedul, de 40 minutos en rodo-
dendro y de 45 minutos en pino negro, y se obtuvo
el Fv/Fm (rendimiento cudntico méximo del PSII)
mediante fluorimetro modulado Mini-Pam (Walz)
(Walz, Effeltricht, Alemania).

Contenido en clorofilas y reflectancia foliar

El contenido en clorofilas totales se determiné
mediante el analizador portétil SPAD-502 (Mi-
nolta, Osaka, Japan) y la reflectancia foliar
mediante el espectroradiémetro Oceanoptics
USB4000. Se obtuvieron los indices radiométricos
PRI (Photochemical Reflectance Index) (PENUE-
LAS et al., 1995) y SIPI (Structure-Independent
Pigment Index) (PENUELAS & FILELLA, 1998).

Caracteristicas morfolégicas
e hidricas foliares

Se determiné el drea foliar (LA) de los distintos
individuos mediante el equipo portétil CI- 2003
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Laser Leaf Area Meter (CID, Inc) en el caso de
abedul, y mediante escaneo y el programa infor-
madtico de procesamiento de imagen digital
Image J v.1.455 en el caso de rododendro y pino
negro. Se calcularon el porcentaje en Peso Seco
(%PS) la hidratacién foliar (H) como ((Peso
Fresco-Peso Seco)/Peso Seco), el peso especifico
foliar (LMA) equivalente a Peso Seco/LA y sus
componentes Peso fresco/LAy [(Peso seco/Peso
fresco) x 100]) como indicadores, respectiva-
mente del grosor (T) y la densidad foliar (D). El
contenido hidrico relativo foliar (RWC) de mues-
tras tomadas al mediodia se calculé como [(Peso
Fresco-Peso Seco)/ (Peso fresco a saturacién-Peso
Seco)-100], siendo el Peso Fresco a saturacién el
obtenido tras rehidratar las muestras durante 24h
en oscuridad a 4°C).

Discriminacién isotépica del C
y contenido mineral foliar

Las muestras liofilizadas se utilizaron para la
determinacién de la composicién isotépica del
C (8%C) y el contenido total en C y N mediante
analizador elemental (EA1108, Series 1, Carlo
Erba Instrumentazione, Milan, Italy) acoplado a
un espectrémetro de masas (Delta C, Finnigan
MAT, Bremen, Germany) en els Serveis Cienti-
fico-Tecnics (UB). La §"3C de extractos solubles
se determiné segun NOGUES et al. (2004.) La
discriminacion isotépica del C (A3C) se estimé
como: AABBC = 1000-(6a—66p)/(1+6p), donde 8,y
§_son los valores del aire (§°C = -10,37 deter-
minado en el PN) y en la planta, respectiva-
mente (FARQUHAR et al., 1989). El contenido
mineral en P, K, Mg y Fe se determiné segtin
MUNTER et al., 1984 a partir de hojas liofiliza-
das mediante espectrémetro de masas (ICP-MS
PerkinElmer, modelo Elan-6000) en los Serveis
Cientifico-Tecnics de la UB.

Determinacion del contenido en ascorbato

Se llevé a cabo mediante el método de FOYER et
al., 1983 con 4cido metafosférico (6% (w/v)) como
medio de extraccién, centrifugacién a 13.000 rpm
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a 4°Cy lectura del cambio en A, , mediante es-
pectrofotémetro (modelo Cecil Aquarius CE7400).

Estudio y seguimiento
de agentes patégenos

Durante las campafias de 2011 se realizé el
seguimiento de diversas infecciones que se
detectaron previamente durante el disefio ex-
perimental. Se llevé a cabo un estudio de la in-
cidencia y de la severidad de las infecciones
mds destacadas en cada especie vegetal. La in-
cidencia se determiné a nivel de poblaciéon
como proporcién de individuos afectados por
la enfermedad y a nivel de individuo como nt-
mero de hojas infectadas. La severidad hace re-
ferencia al grado de infeccién del patégeno, y
se estudid estableciendo un criterio previo de
diferentes grados de severidad segun el % de
area foliar afectada: (Grado 0: Ausencia de in-
feccion; Grado 1: Infeccion menor al 10%,
Grado 2: Infeccién entre el 10% y el 25%, Grado
3: Infeccién entre el 25% y el 50%, Grado 4: In-
feccién entre el 50% y el 75%, Grado 5: Infec-
cién superior al 75%). El efecto de las
infecciones sobre el proceso fotoquimico de la
fotosintesis se determiné mediante el IMA-
GING-PAM-Walz Chlorophyll Fluorometer y el
fluorimetro MINI-PAM-Walz Photosyntesis
Yield Analyzer, en hojas con distintos grados de
severidad. Asimismo se determiné el contenido
en clorofilas totales de hojas con distintos gra-
dos de infeccién mediante el analizador porta-
til SPAD-502 (Minolta, Osaka, Japan).

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados en hojas se
realiz6 mediante Statgraphics Plus 5.1 (Statgra-
phics v. 15.2.14, Statpoint Inc., Virginia, USA). Se
utilizo el andlisis de la variancia (ANOVA) para
determinar el efecto de la especie, campana
(julio, septiembre), afio y [CO,] sobre los para-
metros. El test Duncan post-hoc se utilizé para
comparaciones miltiples entre medias. La sig-
nificacién estadistica se establecié en p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respuestas ecofisiolégicas de abedul,
rododendro y pino negro

Intercambio de gases y respuestas de la fotosin-
tesis a variaciones de [CO,] y PPFD

Los resultados de medidas puntuales de intercam-
bio de gases foliares obtenidos (Fig. 1), mostraron
tanto en 2011 como en 2012 tasas fotosintéticas (A)
mayores en condiciones de CO, elevado (750
ppm), en las tres especies, especialmente en abe-
dul y pino negro que duplicaron su fotosintesis.
Este efecto a corto plazo del aumento de [CO,] se
atribuye al aumento de disponibilidad de CO, en
los cloroplastos y a la reduccién del proceso fo-
torespiratorio. Bajo condiciones actuales de
[CO,], a finales del verano, en septiembre del
2011 se observé una disminucién de la fotosinte-
sis en abedul mientras que el pino negro mostré
las tasas fotosintéticas mads altas y sin disminu-
cién. En 2012 las tasas fotosintéticas de las tres es-
pecies no se vieron alteradas debido a una mayor
disponibilidad hidrica durante el verano (Tabla 1).
En efecto, en verano de 2011 las precipitaciones
fueron escasas en comparacién con el verano de
2012. Sin embargo, a pesar de que la precipita-
cién total estival fue mayor en 2012, hubo un epi-
sodio de lluvias durante los dfas de medicién en
Julio 2011, hecho que explicaria que los resulta-
dos de intercambio de gases en este mes fueran
similares en ambos afnos. Por otro lado, durante
los 20 dias previos a las mediciones de julio del
2012 las precipitaciones fueron casi inexistentes
(0,5 mm), hecho que puede explicar la menor asi-
milacién observada en rododendro en compara-
cién con la obtenida en septiembre. En esta
especie se observaron siempre las menores tasas
fotosintéticas.

Respecto a la conductancia estomdtica (gs), no se
observaron alteraciones debidas al aumento de
[CO,] en ningtin afo (Fig. 1y Fig. 2). A finales de
verano en 2011, tanto a bajas como altas [CO,], se
observé una disminucién de la g en abedul en
septiembre en respuesta al mayor déficit hidrico
para asi disminuir la pérdida de agua por trans-
piracién. No obstante, en verano de 2012, no se
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observaron diferencias en la g entre estaciones
debido a la mayor disponibilidad hidrica. En las
demds especies estudiadas no hubo variaciones
en g a lo largo del verano, mostrando el rodo-
dendro en general tasas menores.

Los valores de g, pueden ser utilizados como in-
dicadores del grado de estrés hidrico (FLEXAS et
al., 2002). Los resultados indicaron en 2011 un es-
trés moderado a inicios de verano mientras que
en septiembre el estrés fue moderado en pino
negro y severo en abedul y rododendro. A inicios
de verano 2012 el estrés fue severo en rododendro
y moderado para las demds especies, mientras
que en septiembre las tres especies experimenta-
ron estrés hidrico moderado.

El aumento de la fotosintesis y el mantenimiento
de la g a 750 ppm [CO,] provocaron en ambos
aflos un aumento de la eficiencia en el uso del
agua (WUE) en las tres especies. La probable dis-
minucién de la precipitacion estival prevista en
los modelos climaticos podria ser compensada
por el aumento fotosintético por unidad de agua
transpirada. Las menores WUE fueron observa-
das en rododendro.

Los resultados de las curvas A/Ci (Fig. 3) mos-
traron en 2011, una mayor capacidad fotosinté-
tica mdxima (A ) en abedul y pino negro
respecto a rododendro especialmente a inicios de
verano cuando la limitacién estomaética (1) fue
menor debido a una mayor disponibilidad hi-
drica. No se observaron diferencias en la veloci-
dad maxima de carboxilacién de la Rubisco
(Vc,, ) entre pino negro y abedul pero disminu-
yeron en el primero en septiembre. El declive en
Ve, se puede atribuir a una reduccién de la Ru-
Bisco activa y por tanto del contenido en N. Res-
pecto a la tasa méxima de transporte de
electrones (J__ ), no varié en ninguna especie a lo
largo del verano. El rododendro fue la especie
que presentd los valores mds bajosde A__, Ve
¥ J.... debido a su adaptacién a ambientes con
poca irradiancia solar.

Los resultados de las curvas A/PPFD (Fig.4)
muestran en el abedul una disminucién del ren-
dimiento cudntico del CO, (© COZ) alolargo del

Figura 2. Respuestas de la conductancia estomatica (g,) al incremento de los niveles de CO, ambiental (Ca) en hojas de abedul, rododendro y pino negro.

Figure 2. Stomatal conductance (g, ) responses to increased ambient CO, of Birch, Rhododendron and Mountain pine leaves.
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), tasa méxima de trans-

Figura 3. Velocidad maxima de carboxilacién de la Rubisco (V. Cme‘X), capacidad fotosintética maxima (Amax
porte de electrones asociado a la regeneracién de la RuBP (]max) y limitacién estomatica (1), en hojas de abedul, rododendro y pino
negro. Las diferencias significativas (p < 0,05) se han expresado como a,b,c (diferencias entre julio y septiembre); A, B, C (entre es-
pecies) y a, B (entre [CO,].

Figure 3. Maximum velocity of RuBP carboxylation by Rubisco (V. ), photosynthetic capacity (A ), maximum electron transport
rate associated to RuBP regeneration (J | aX) and stomatal limitation (1) of Birch, Rhododendron and Mountain pine leaves. Significant
differences (p < 0.05) are expressed as a,b,c (differences between CO, concentration); A,B,C (between species); &, B (between July

and September).

verano de 2011. Este hecho explicaria también la
menor tasa fotosintética de saturacién (Asat) ob-
tenida y estarfa en concordancia con la disminu-
cién fotosintética (A) ya comentada. No se
detect6 ningtin efecto de la [CO,] sobre dicho pa-
rametro.

Respecto al punto de compensacién luminoso
(PCluz) a 370 ppm [CO,] el pino negro presentd
los valores mas altos seguido del abedul, indi-
cando la necesidad de una mayor intensidad lu-
minica para compensar la fotosintesis con los
procesos respiratorios y fotorespiratorios, mien-
tras que el rododendro precisé una menor canti-
dad de luz para llevarlo a cabo. El abedul
presenté una disminucién de la A, en septiem-
bre tanto a 370 ppm como a 750 ppm [CO,], re-
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sultados acordes con los obtenidos en A y A.
El PPFD de saturacién de la fotosintesis fue
mayor en abedul y pino negro. En rododendro, el
PCluz, la A, y el PPFD_, fueron menores que
en las dos especies arbéreas, resultado previsible
teniendo en cuenta su caracteristica de especie
adaptada a sombra, hecho también relacionado
con el mayor contenido en clorofilas totales en-
contrado (Fig.5) (LICHTENTHALER et al., 2007).

Fotoquimica y fotoproteccion

El proceso fotoquimico de la fotosintesis estudiado
mediante la fluorescencia de las clorofilas (Tabla 2)
mostrd en 2011, en condiciones ambientales de
CO,, un rendimiento cudntico méximo (F, /F ) pa-
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Figura 4. Rendimiento cudntico del CO, (©#CO,), punto de compensacion luminoso (PC Luz), tasa fotosintética de saturacién (A, )
e irradiancia de saturacién (PPFDsat) en hojas de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias significativas (p < 0,05) se han
expresado como a,b,c (diferencias entre julio y septiembre) y A,B,C (entre especies).

Figure 4. Quantum yield of CO, (®CO,), Light compensation point (PC luz), photosynthetic rate at light saturation (A_) and satu-
rating photosynthetic photon flux density (PPFDsat) of Birch, Rhododendron and Mountain pine leaves. Significant differences
(p < 0.05) are expressed as a,b,c (differences between July and September) and A,B,C (between species).

recido entre especies a inicios del verano mientras et al., 1994) a lo largo del verano, siendo severa en
que disminuy6 en abedul en septiembre. En 2012, septiembre (F /F_< 0.75) (BJORKMAN & DEM-
el rododendro fue la especie que mostré una MIG, 1987). En condiciones no estresantes los valo-
mayor inactivacién del PSII (fotoinhibicién, LONG resdeF /F_son cercanos a 0,83y se correlacionan
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Figura 5. Contenido en Clorofilas totales en hojas de abedul,
rododendro y pino negro. Las diferencias significativas (p <
0,05) se han expresado como a,b,c (diferencias entre julio y sep-
tiembre) y A,B,C (entre especies).

Figure 5. Total chlorophyll content of Birch, Rhododendron
and Mountain pine leaves. Significant differences (p < 0.05) are
expressed as a,b,c (differences between July and September)
and A,B,C (between species).

«Ecofisiologfa de distintas especies subalpinas»

con el rendimiento cudntico de la fotosintesis
(DEMMIG & B]ORKMAN, 1987).

También se observaron en las tres especies valo-
res de qP (quenching fotoqul’mico) menores que
0.6, valor critico indicativo de una aceleracién de
la fotoinhibicién (OQUIST et al., 1992). El qP in-
dica la proporcién de centros abiertos del PSIT y
se ve alterado cuando hay un exceso de luz, sa-
turacién de la fotosintesis y posterior cierre de los
centros de reacciéon (MAXWELL & JOHNSON,
2000). Las disminuciones en el F' /F’_ indican
una mayor participacién de los procesos de disi-
pacion térmica del exceso de energia radiante, ex-
presado como 1- F'v/F'm, protegiendo asi el
aparato fotosintético. Este hecho se observé en
rododendro en el afio mds seco (2011) y es atri-
buible a su menor fotosintesis y, por tanto, a un
menor sumidero electrénico en esta especie.

2011
B. pendula R. ferrugineum P. uncinata
e Julio 0.83+0.01 Aa 0.80+0.01 Aa 0.83+0.01 Aa
r/Fm
septiembre 0.77+0.03 Ab 0.78+0.04 Aa 0.82+0.002 Aa
- Julio 0.100.01 Ba 0.09+0.01 Ba 0.20+0.06 Aa
septiembre 0.060.009 Bb 0.07+0.01 Ba 0.12+0.012 Aa
5 Julio 0.20+0.03 Ba 0.16+0.01 Bb 0.65+0.08 Aa*
9 septiembre 0.17+0.002 Ba 0.25+0.03 Ba* 0.50+0.04 Aa*
Julio 0.47+0.03 Ba 0.58+0.02 Aa* 0.28+0.05 Ca
F'v/FFm
septiembre 0.40+0.03 Aa 0.32+0.02 Bb 0.27+0.03 Ba
2012
Julio 0.82+0.01 Aa 0.78+0.01 Ba 0.81+0.01 Aa
Fv/FM
septiembre 0.80+0.01 ABa 0.74+0.03 Ba 0.82+0.01 Aa
- Julio 0.13+0.02 Aa 0.12+0.02 Aa 0.14+0.01 Aa
septiembre 0.09+0.02 Ab 0.060.01 Ab 0.11£0.01 Ab
5 Julio 0.29 0.04 Aa* 0.31+0.04 Aa* 0.31+0.02 Aa
9 septiembre 0.18+0.04 Bb 0.15:£0.02 Cb 0.23+0.02 Aa*
Julio 0.47+0.01 Aa 0.40+0.01 Ba 0.46+0.03 Aa*
F'v/F'm
septiembre 0.49+0.02 Aa* 0.43+0.02 Ba* 0.47+0.002 Aa*

Tabla 2. Parametros de fluorescencia de las clorofilas a 370 ppm [COZ]: rendimiento cudntico maximo (Fv/Fm), rendimiento cudn-
tico del PSII (®PSII), quenching fotoquimico (qP) y eficiencia de los centros de reaccién abiertos del PSII (F'v/F'm) en hojas de abe-
dul, rododendro y pino negro. Diferencias significativas (p < 0,05) se han expresado como A,B,C (entre especies); a,b (entre julio y

septiembre); 0 con asterisco (entre afios).

Table 2. Chlorophyll fluorescence parameters at 370 ppm [CO,]: maximum quantum yield( Fv/Fm), PSII quantum yield (®PSII),
photochemical quenching (qP) and efficiency of the PSII open reaction centres (F'v/F'm). Significant differences (p < 0.05) are ex-
pressed as A,B,C (between species); a,b (between July and September) or with an asterisk (between years).
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Figura 6. Respuestas del rendimiento cudntico del PSII (®PSII), quenching fotoquimico (qP), inversa de la eficiencia de los centros
de reaccién del PSII relacionada con la disipacién térmica (1-F'v/F'm), y transporte de electrones (ETR) al aumento en irradiancia

(PPFD) en hojas de abedul, rododendro y pino negro.

Figure 6. Responses of PSII quantum yield (®PSII), photochemical quenching (qP), inverse of the efficiency of PSII reaction centers
related to thermal dissipation (1-F'v/F'm) and electron transport rate (ETR) to the the increase of irradiance (PPFD) in Birch, Rho-

dodendron and Mountain pine leaves.

Las respuestas de los pardmetros de fluorescen-
cia a distintas intensidades luminicas realizadas
en 2011 (Fig. 6) indican a partir de qué intensidad
de luz las distintas especies presentan limitacio-
nes en los procesos fotoquimicos de la fotosinte-
sis. El rendimiento cudntico del PSII (®PSII)
informa sobre la proporcién de luz absorbida que
se estd utilizando en la fotoquimica del PSII
(GENTY et al., 1992) y se puede utilizar para es-
timar la tasa de transporte electrénico a través
del PSII. En pino negro no se observaron altera-
ciones del ®PSII ni de la tasa de transporte de
electrones (ETR) a lo largo del verano. A finales

del verano, en abedul se dio una marcada dismi-
nucién del ®PSII, a partir de una PPFD de 1.000
pmol m? s en comparacion con julio. La ETR se
saturé a partir de 400 ymol m? s mientras que a
inicios de verano se saturé a partir de 700 ymol
m?2 s, En rododendro se dio una marcada dis-
minucién del ®PSII en septiembre a partir de
100-150 pmol m?s!. La, ETR se saturé a partir de
400 pmol m? s a inicios de verano y a 250 ymol
m2s7a finales de éste.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos de
PPFD_, (Fig.4) y corroboran las mayores limita-

sat
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ciones por exceso de luz en rododendro. También
el abedul presenté problemas en la fotoquimica
derivados del estrés por déficit hidrico.

Bajo condiciones de [CO,] elevado (750 ppm) no
se observaron diferencias entre julio y septiem-
bre en los pardmetros de fluorescencia de abedul
(Fig. 6), mientras que en pino negro se dio un in-
cremento del ®PSII 'y del ETR en julio a altas in-
tensidades de luz, indicando que en ambas
especies la mayor disponibilidad de CO, facilita
el transporte de electrones. En rododendro, a ele-
vado [CO,] no se observé un incremento del
transporte electrénico.

Bajo condiciones de estrés, la alteracion del flujo
fotosintético de electrones provoca un desequili-
brio entre la generacién y la utilizacién de electro-
nes conduciendo a la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que pueden dafiar el
aparato fotosintético (ASADA, 1996). A fin de mi-
nimizar la formacién de ROS y prevenir la fotoin-
hibicién, los tejidos fotosintéticos estdn protegidos
por mecanismos de fotoproteccién, entre ellos el
del ciclo de las xantofilas (DEMMIG-ADAMS &
ADAMS, 1996) que aumentan la tasa de disipacién
del exceso de energia de excitacién. También los
ROS pueden ser detoxificados directamente me-
diante diversas vias enzimdticas y por moléculas
antioxidantes como el ascorbato, a-Tocopherol y
los carotenoides (FOYER AND SHIGEOKA, 2011).

Las tres especies estudiadas mostraron diferen-
cias en fotoproteccién de acuerdo con sus tasas
de asimilacién de CO,. El rododendro, con baja
fotosintesis, mostré valores menores del indice
radiométrico PRI, especialmente al finales de ve-
rano (Fig. 7) que indican una baja eficiencia en la
utilizacién de la radiacién absorbida y una alta
participacién del ciclo de las xantofilas disipando
el exceso de energfa no utilizada en fotosintesis
(PENUELAS & FILELLA, 1998). Nuestros resulta-
dos de PRI en rododendro concuerdan con los ya
discutidos de F' /F’_. Los valores de SIPI reflejan
el contenido en carotenos y xantofilas respecto a
las clorofilas en los tejidos. El pino negro presenté
valores mayores, indicando una mayor capaci-
dad fotoprotectora mientras que el rododendro,
adaptado a la sombra, present6 valores menores.
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Figura 7. Valores de los indices radiométricos PRI y SIPI en
hojas de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias sig-
nificativas (p < 0.05) se han expresado como A,B,C (entre espe-
cies); a,b (momentos del dia para PRI ; entre julio y septiembre
para SIPI).

Figure 7. Values of PRI and SIPI index in Birch, Rhododendron
and Mountain pine leaves. Significant differences (p < 0.05) are
expressed as A,B,C (between species) and a,b (time of the day
for PRL between July and September for SIPT).

El contenido total de ascorbato (AscA) (antioxi-
dante hidréfilo més abundante) se mostré inte-
gramente en estado reducido a lo largo del
estudio, y presenté en ambos afios valores me-
nores en abedul, mientras que el pino negro pre-
sent6 el mayor contenido (Fig. 8). La disminucién
observada en rododendro en septiembre de 2011
refleja condiciones de estrés oxidativo. La mayor
concentracién en pino negro junto con los valores
bajos de F’ /F’_ y de PRI contribuyeron al man-
tenimiento de F /F_ durante el estrés estival.
Mayores tasas fotosintéticas en esta especie apor-
taron una mayor utilizacién de la energfa de ex-
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Figura 8. Contenido en ascorbato reducido (AscA) en hojas de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias significativas
(p =< 0,05) se han expresado como A,B,C (entre especies); a,b (entre julio y septiembre); o con asterisco (entre afos).

Figure 8. Reduced ascorbate (AscA) of Birch, Rhododendron and Mountain pine leaves. Significant differences (p< 0.05) are ex-
pressed as A,B,C (differences between species), a,p (between July and September) or with an asterisk (between years).

citacién y un menor consumo antioxidante. En
abedul, los valores menores de AscAy SIPI se re-
lacionan con su fisiologfa caducifolia invirtiendo
menos recursos en fotoproteccion en estructuras
no permanentes, y mds en fotosintesis. Esta es-
pecie no presenté diferencias en el contenido de
AscA entre julio y septiembre de 2011 y 2012,
mostrando que el sistema antioxidante no se vio
afectado por situaciones de estrés oxidativo.

Relaciones hidricas y parametros
estructurales

Ademas de las diferencias comentadas en g, se
observaron diferencias en otros pardmetros aso-
ciados con las relaciones hidricas entre las tres es-
pecies como consecuencia del incremento de la
sequia estival, especialmente en 2011. El cierre es-
tomadtico, a fin de evitar la desecacién de las plan-
tas limita la asimilacién de CO, pero mantiene
los niveles del contenido hidrico relativo (RWC)
e hidratacién (H) operacionales En nuestro estu-
dio se observé que la H en abedul disminuyé de
manera importante en septiembre de 2011(Fig. 9).
En verano del 2012, no obstante, esta especie pre-
senté un RWC elevado (entre el 80 y el 90%) (Fig
10). Los bajos valores de g_ observados en rodo-
dendro no permitieron mantener unos niveles
adecuados de RWC en 2012. Los cambios en pa-

rametros estructurales también reflejaron las di-
ferencias en relaciones hidrica entre las tres es-
pecies (PENA-ROJAS et al, 2005) (Fig. 9).
Especialmente en la campafia de 2011, més seca,
el abedul mostré una marcada reduccién en el
area foliar (LA) (menor superficie transpirativa)
durante el verano. También el inicio del proceso de
senescencia pudo ser responsable de la pérdida fo-
liar y del declive en g_y A. Las hojas coridceas de
rododendro y las aciculas de pino son morfologias
que aportan resistencia a la sequia (GRATANI &
BOMBELLI, 2000) y pueden ser responsables del
mantenimiento de LA en ambos afios. El LMA,
indicativo del grado de esclerofilia foliar (SA-
LLEO et al., 1997) fue médximo en pino negro se-
guido por rododendro y abedul en ambos afios.
Alo largo del verano, el LMA aument6 en abe-
dul en los dos afios indicando que las hojas in-
crementaron su peso seco a fin de mantener el
contenido hidrico. No se observaron variacio-
nes del LMA ni de sus componentes D y T en
pino negro y en rododendro a lo largo del ve-
rano. El estrés hidrico puede incrementar la
densidad foliar (D) mediante el aumento del
grosor de las paredes celulares y presentando
células de tamafio menor y mds empaquetadas
(NIINEMETS, 2001). Se observé un aumento de
D en abedul durante el verano del 2011. El au-
mento en grosor foliar (T) estd asociado a un
aumento de proteina fotosintética por area
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Figura 9. Valores de drea foliar (LA), peso especifico foliar (LMA), densidad foliar (D), grosor foliar (T) e hidratacién foliar (H) en
hojas de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias significativas (p < 0,05) se han expresado como A,B,C (entre especies); a,b
(entre julio y septiembre); o con asterisco (entre afios).

Figure 9. Relative water content (RWC) of Birch, Rhododendron and Mountain pine leaves. Significant differences (p< 0.05) are ex-
pressed as A,B,C (differences between species), &,B (between July and September) or with an asterisk (between years).
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Figura 10. Contenido Relativo Hidrico foliar (RWC) en hojas
de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias significa-
tivas (p < 0,05) se han expresado como A,B,C (entre especies);
a,b (entre julio y septiembre).

Figure 10. Leaf area (LA), leaf mass per area (LMA), leaf den-
sity (D), leaf thickness (T) and leaf hydration (H) of Birch, Rho-
dodendron and Mountain pine. Significant differences (p< 0.05)
are expressed as A,B,C (differences between species), a,b, (be-
tween July and September) or with an asterisk (between years).

(HANBA et al., 2002). El mayor T en pino negro
en comparacién con las otras dos especies estuvo
relacionado con las mayores tasas fotosintéticas
Y Vmax Obtenidas. El rododendro no mostré al-
teraciones en la estructura foliar a lo largo del es-
tudio. Las especies adaptadas a la sombra son
menos plasticas frente a los cambios en la irra-
diancia en cuanto a la morfologifa y a la capaci-
dad fotosintética se refiere (PORTSMUTH &
NIINEMETS, 2007).

Discriminacion isotépica del 3C y contenido
mineral en hojas

La A®C en materia orgdnica aporta informacién
sobre las caracteristicas fotosintéticas durante el
desarrollo foliar y estd inversamente relacionada
con la WUE (que se define como la relacién entre
acumulacién de biomasa y transpiracién) en
plantas C3. En 2011, los valores de A®*C a lo largo
del verano confirmaron valores mayores de WUE
en pino negro, mientras que los valores menores
se dieron en abedul. En 2012 no hubo diferencias
ni entre especies ni campaiias (Fig. 11).

Los bajos valores de AC y el elevado LMA en
pino negro sugiere una estructura densa del me-
séfilo con fuertes limitaciones a la difusién (FLE-
XAS, et al., 2007) relacionadas con una baja

conductancia interna del CO, y como consecuencia
menor APC. La conductancia del mesdfilo (g_..)
introduce una fuente de variacién adicional al
comparar ABC entre especies. La AC de la frac-
cién soluble indica las caracteristicas fotosintéticas
a corto plazo (dias, horas) y fue en 2011 maxima en
abedul en julio y médximas en rododendro y pino
negro en septiembre (Fig. 11). En 2012 no hubo di-
ferencias ni entre especies ni campafias.

La disponibilidad nutricional edéfica puede ejer-
cer un papel preponderante sobre las respuestas
de las plantas al aumento de [CO,], ya que una li-
mitacién en nutrientes alterarfa la capacidad fo-
tosintética y el crecimiento de las plantas
(SIGURDSSON et al., 2013). El N es el nutriente
requerido en mayores cantidades, constituye mas
del 50% del aparato fotosintético y se puede con-
siderar un indicador de productividad.

Nuestros resultados mostraron que el contenido
en N tanto en materia organica como en la frac-
cién soluble a partir del drea foliar fue, como mi-
nimo, el doble en pino negro que en las otras dos
especies (Fig. 11). En abedul, el contenido en N
soluble correspondié en ambos afios aproxima-
damente a un 10% del N total mientras que en ro-
dodendro correspondié a un 15% y en pino negro
correspondi6 a un 20%. Este hecho se relaciona
con los resultados obtenidos en P.uncinata de
mayor actividad RubisCo (Vc, ), A__ y T.Lare-
lacién C/N fue mayor en pino negro de acuerdo
con CHENG, 2012, que describe que especies con
alto LMA como el pino negro o el rododendro tie-
nen un mayor contenido en C pero menor conte-
nido en N en base a peso seco. También en base
a drea foliar el pino negro mostré valores mayo-
res de contenido en P, Mg, Fe y Mg (Fig. 13), nu-
trientes relacionados con el proceso fotosintético
y que corroboran las mayores tasas de asimila-
cién obtenidas en dicha especie.

Infeccién por patégenos y su efecto
en la fotoquimica

En pino negro se observaron ramas con fascicu-
los secos, con los hongos Cytospora pinastri Fr.,
Lophodermella sulcigena (Link) Tubeuf y Hender-
sonia acicola Munch. et Tub., especialmente en
septiembre. Las infecciones mds notables fue-
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Figura 11. Discriminacion isotpica del *C (A*C) en materia orgénica y en fraccién soluble y concentracién intercelular de CO, (Ci)
en hojas de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias significativas (p < 0,05) se han expresado como A,B,C (entre especies);

a,b (entre julio y septiembre); o con asterisco (entre afios).

Figure 11. 3C isotope discrimination (A®C) of the dry mass and of the soluble fraction of Birch, Rhododendron and Mountain pine
leaves. Significant differences (p< 0.05) are expressed as A,B,C (differences between species), a,b, (between July and September) or

with an asterisk (between years).

ron debidas a royas (Basidiomycota, Uredinales):
Melampsoridium betulinum en abedul y Chrysontyxa
rhododendri en rododendro. Asimismo en rodo-
dendro se observaron las fumaginas Aureobasidium
pullulans, Fumago vagans and Cladosporium sp. asi
como acaros eriéfidos. El efecto de patégenos fo-
liares como royas sobre las relaciones hidricas
(GRIMMER et al., 2012) incluyen reducciones de la
asimilacién de CO, (HAJJT et al., 2009) al afectar ne-
gativamente la conductancia estomatica y el apa-
rato fotosintético (FERNANDEZ-MARTINEZ et
al., 2013; ELENA et al., 2014).

El abedul fue la especie que mostré mas indivi-
duos infectados por roya. En septiembre, la inci-
dencia de la infeccién aumenté tanto en abedul
como en rododendro, hecho asociado al ciclo del
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hongo y a la sequia estival, afectando negativa-
mente a la fotoquimica (declive del F /F ). A
pesar de una severidad de la infeccién menor en
los rododendros, los valores de F, / F_ indicaron
una mayor fotoinhibicién, observandose en julio
valores de Fv/Fm < 0,75 a partir de un grado de
severidad 1,5, y en septiembre un declive toda-
via mds marcado de este pardmetro (Fig. 14). El
abedul experiment6 fotoinhibicién severa en sep-
tiembre a partir de un grado de severidad 3. Res-
pecto al nivel de clorofilas totales observado a
finales de verano, disminuyé con el mayor grado
de infeccién por roya, y lo hizo de una forma més
marcada en rododendro (Fig. 15). Las imdgenes
de fluorescencia de las clorofilas mostraron el
efecto del patégeno en la superficie foliar, obser-
véandose que las regiones con pustulas presenta-
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Figura 12 Contenido en N en materia orgédnica y en fraccién soluble y relacién C /N en hojas de abedul, rododendro y pino negro. Di-
ferencias significativas (p < 0.05) se han expresado como A,B,C (entre especies); a,b (entre julio y septiembre); o con asterisco (entre afios).

Figure 12 Total Nitrogen, soluble Nitrogen content and C/N ratio of Birch, Rhododendron and Mountain pine leaves. Different let-
ters express significant differences (p< 0.05). A,B,C (differences between species), a,b (differences between July and September) and

asterisk (differences between years).

ron menores F /F_ que las regiones libres de
ellas, indicando que el efecto que tienen sobre la
magquinaria fotosintética es localizado (Fig. 16).
Respuesta del pino negro al clima

Andlisis climdtico y evolucién del crecimiento

Para el periodo 1901-2005 se observé un aumento
significativo de las temperaturas (1,48 © C) (ver

Fig. 17) y un ligero aumento (no significativo)
de la precipitacién (4,64 mm) debido al aumento
de las precipitaciones de otofio, en cambio las
de primera muestran una disminucién. E117,5%
de los afios se producen eventos de déficit hi-
drico, y el 2,5% de los afios llegan a ser dridos
(Precip. 3:1 <Temp.), como los afios 1998 y 2003
que fueron mds calurosos. En la Fig.9 se mues-
tra la evolucién del crecimiento en grosor y en
drea basal de los pinos objeto de estudio en este
proyecto.
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Figura 13. Contenido en P, K, Fe y Mg en hojas de abedul, rododendro y pino negro. Las diferencias significativas (p < 0,05) se han
expresado como A,B,C (entre especies); a,b (entre julio y septiembre); o con asterisco (entre afios).

Figure 13. Phosphorus (P), Potassium (K), Iron (Fe) and Magnesium (Mg) content of Birch, Rhododendron and Mountain pine
leaves. Different letters express significant differences (p< 0.05). A,B,C (differences between species), a,b (differences between July
and September) and asterisk (differences between years).
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Figura 14. Rendimiento cudntico maximo del PSII (Fv/Fm) segtin el grado de severidad de la infeccién por roya en hojas de abe-
dul y rododendro. Las diferencias significativas (p < 0,05) se han expresado como A,B,C (entre grados de severidad), y como a,b (entre

julio y septiembre).

Figure 14. Maximum PSII quantum yield (Fv/Fm) at different degrees of severity of rust infection in birch and rhododendron leaves
a,b (differences between severities), o, (differences between July and September). Different letters express significant differences
(p< 0.05). A,B,C (differences between degree of severity), and a,b (between July and September).

Relaciones crecimiento-clima

S6lo comentaremos las relaciones del clima con
las series de crecimiento en drea puesto que son
mas sensibles al clima que las de grosor. Las tem-
peraturas, durante el afio de crecimiento en
curso, son limitantes para el crecimiento de los
arboles jévenes al inicio (mayo) y al final del crec-
imiento (octubre). En el mes de mayo por ser de-

Figura 15. Contenido en clorofilas totales segtin el grado de se-
veridad de la infeccién por roya en hojas de abedul y rodo-
dendro. Resultados obtenidos en septiembre de 2011. Las
diferencias significativas (p < 0,05) se han expresado como A, B,
C (entre especies), y como a, b, ¢, d (entre grados de severidad).

Figure 15. Total chlorophyll content with different severity de-
gree of rust infection in birch and rhododendron leaves meas-
ured in September 2011. Different letters express significant
differences (p< 0.05). A,B,C (differences between species), and
a, b, ¢, d (between severity degree).

masiado bajas (correlacién positiva) y en octubre
por ser demasiado altas (correlacién negativa)
(p<0,05). Para los drboles viejos sélo son limi-
tantes en mayo y en el mismo sentido que los &r-
boles jévenes. Los drboles son sensibles a las
temperaturas del otofio anterior por ser demasi-
ado altas. Es decir, la correlacién positiva entre el
clima y el crecimiento indica que si las temperat-
uras fueran mds altas mayor serfa el crecimiento.
Las altas temperaturas en esta época del afio fa-
vorecen la respiracién y el consumo de las reser-
vas de carbohidratos, causando una disminucién
de los mismos para el inicio del crecimiento del
afio siguiente (ver Fig. 19). Durante el periodo de
crecimiento, las precipitaciones son limitantes
para los drboles jévenes. Su efecto es positivo du-
rante el mes de junio indicando que si lloviera
mas el drea del anillo serfa mayor. Los drboles
viejos no muestran relaciones significativas con
la precipitacion durante los meses de crecimiento
pero si son sensibles a las precipitaciones del mes
de diciembre, al igual que los jévenes. Los indi-
viduos viejos dependen mds de las condiciones
del afio anterior de la formacién del anillo, pues,
unas condiciones idéneas les permiten acumular
un mayor nimero de sustancias de reserva. Las
series de incremento de drea basal se han mos-
trado mds sensibles al clima que las series del
grosor anual de los anillos (Fig. 20).
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Figura 16. Imdgenes de fluorescencia de las clorofilas del rendimiento cudntico maximo (Fv/Fm) en oscuridad medido en ptistulas
(circulos rojos) y en dreas no afectadas (circulos blancos) de hojas de abedul y rododendro con diferentes grados de severidad de in-
feccién por roya. El codigo falso de color bajo las imdgenes tiene un rango entre 0 (negro) y 1 (rosa).

Figure 16. Chlorophyll fluorescence images of maximum quantum yield (Fv/Fm) in a dark-adapted state measured in pustules
(red circles) or not-affected areas (white circles) of birch and rhododendron leaves with different degrees of rust infection. The false
colour code depicted at the bottom of the images ranges from 0 (black) to 1 (pink).

Dindmica de la anchura del anillo en funcion
de las caracteristicas de los brotes o las hojas

Los arboles de pino negro retienen hojas vivas
durante 10 afios. En el estudio realizado desde el
afio 2003 al 2012, si bien es cierto que el peso de
las hojas de las cohortes va disminuyendo con la
edad. La longitud del brote se correlaciona posi-
tivamente con el nimero de hojas que encon-
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tramos, mientras que lo hace negativamente con
la longitud y el peso especifico de estas hojas.
Esto explica que cuanto mads largo es el brote de
un afio, mayor es el nimero de hojas, pero éstas
serdn mads cortas y ligeras. Estas relaciones nos
proporcionan informacién sobre la mecanica de
la formacién de las hojas. En julio, el brote ya estd
casi formado, y las hojas ya estdn, pero todavia
son cortas y pesan poco ya que se estdn for-
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Figura 17. Evolucién de la temperatura desde 1900 a 2011. La linea azul, roja y verde representan las tendencias del aumento de tem-
peratura desde 1901, 1941 y 1981 hasta el afio 2011. Las funciones ajustadas son lineales (Y=a+bX) y todas son significativas (p<0,01),
la tasa de aumento anual viene dada por la pendiente, b, cuyo valor es b=0,0148; b=0,0194 y b=0,0426 (C-afio-1) respectivamente para

los 3 periodos especificados antes.

Figure 17. Evolution of mean annual temperature from 1900 to 2011. Blue, red and green lines represent the trends of temperature
increase from 1901, 1941 and 1981 until 2011. Fitted functions are linear (Y = a + bX) and all are significant (p <0.01), the annual rate
of increase is given by the slope, b, whose value is b = 0.0148; b = 0.0194 and b = 0.0426 (°C - year -1) respectively for the 3 periods

specified above.

mando. En septiembre, las hojas ya estdn com-
pletamente formadas, y su contribucién a la for-
macién de madera se vuelve positiva (Fig. 21).

En cuanto a la accién de la longitud del brote y de
las hojas sobre la anchura del anillo, encontramos
una correlacién positiva entre la longitud del
brote, el ntimero de hojas y la proporcién de
braquiblastos con tres aciculas, tanto al julio
como en septiembre. Esto nos indica que cuanto
mads largo es el brote y mds hojas encontramos, el
anillo del afio correspondiente serd mds ancho.
En cuanto a la longitud de las hojas y el peso de
cada hoja, vemos un cambio entre julio y sep-
tiembre. La correlacién pasa de ser negativa a ser
positiva a lo largo del periodo de crecimiento, lo
que indica que una vez se han formado las hojas
(septiembre) contribuyen positivamente a la for-
macién de madera. La correlacién entre el peso
especifico foliar y la anchura del anillo es nega-

tiva, lo que puede deberse a que si el drbol ded-
ica el material a reforzar las hojas, no lo transmite
a la madera. En general, las funciones que se
ajustan mejor entre pares de variables son lin-
eales excepto en algunos casos en que el ajuste es
mejor con una exponencial o logaritmica, pero
los valores de las correlaciones no son muy sim-
ilares a los ajustes lineales.

Relacion entre la eficiencia del uso del agua (WUE)
registrada en las hojas y en la madera

Se estudiaron las relaciones entre la WUEi
(mmol CO,/mol H,0) del anillo en formacién vs
la WUEI de las hojas para evaluar la correspon-
dencia entre la sefial registrada en las hojas y el
anillo en formacién. Las relaciones son todas sig-
nificativas menos para la cohorte de 2003, las
hojas mds viejas no contribuyen significativa-
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Figura 18. Evolucion del crecimiento anual bruto de los drboles de Pinus uncinata (N=10) muestreados. Gréfico superior, promedio
del grosor anual (mm) y desviacién estandar. Grafico inferior, incremento del drea basal (mm?afio™). El periodo comtn cubierto por

los 10 drboles és de 1914-2011.

Figure 18. Raw data series of Pinus uncinata (N=10) growth. UP: Evolution of the average growth in thickness of the trees (mm) and
standard deviation. DOWN: average growth in basal area (mm?>year ). The common period of the 10 trees is between 1914 and 2011.

mente al registro que queda en el anillo de WUEi.
El resultado también nos indica que las medidas
de la WUEI que se puedan hacer en los anillos
dependen de la contribucién de las hojas de las
diferentes cohortes (afios) hasta un cierto limite
que viene dado por envejecimiento de las hojas.
Las hojas viejas tienen funciones de reserva de
nutrientes e hidratos de carbono principalmente
(Fig. 22).
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La eficiencia del uso del agua (WUE)
a lo largo del tiempo

Los resultados (Fig. 23) muestran que hasta la re-
volucién industrial la WUEi se ha mantenido con
una media constante. Sin embargo, desde princi-
pios del siglo XX, la WUEi muestra una tendencia
exponencial en relacién directa con el aumento
de temperatura.
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Figura 19. Correlacién entre el incremento anual de drea basal (BAI) y las temperaturas medias mensuales para el afio en curso
(meses en letras mintsculas) y el afio anterior (letras mayusculas) para los drboles jévenes (linea roja) de la zona de estudio a una
altitud de 2050 m snm y los viejos (linea azul) a mayor altitud. Las flechas indican los coeficientes significativos (p<0,05).

Figure 19. Correlation between basal area increment (BAI) and monthly mean temperatures (months in lower case) and the previ-
ous year (capital letter) for young trees (red line) of the studied area at 2050 m snm, and the old ones (blue line) at higher altitude.

Significant values are marked with an arrow (p <0.05).

Este aumento en la WUEi es debido al aumento
del CO, y, posiblemente, a las temperaturas. A di-
ferencia de lo que ocurre en zonas con menos llu-
via, en nuestro estudio hay un aumento del
crecimiento en drea basal desde los afios 1970 del

siglo XX (Fig. 18). Una tendencia similar se ob-
serva también en los drboles viejos (figura no
mostrada). El aumento del drea basal es signifi-
cativo (p<0,01; R?=0,530) pero no asi el creci-
miento lineal del grosor de los anillos.

Figura 20. Correlacién entre las series de incremento de drea basal y las precipitaciones mensuales. Los valores significativos estan

sefialados con una flecha. Azul: drboles viejos; Rojo: jovenes.

Figure 20. Correlation between basal area increment and monthly rainfall. Significant values are marked with an arrow (p <0.05).

Blue: old trees; Red: young trees.
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Figura 21. Correlaciones entre la longitud del brote, las variables foliares (longitud de las hojas, ntimero de hojas, peso especifico foliar,
porcentaje de braquiblastos con tres aciculas y peso medio de una hoja) y la anchura del anillo. En color verde las correlaciones corre-
spondientes a los datos de julio de 2012 y en rojo de septiembre de 2012. Los circulos indican las relaciones significativas (p-valor <0,05).

Figure 21. Correlations between shoot length, leaf variables (leaf length, number of leaves, leaf specific weight, percentage of short
shoots with three needles and average weight of a leaf) and the width of the ring. Green: data correlations for July 2012, and red for
September 2012. Circles indicate significant relationships (p-value <0.05).

Figura 22. Relaciones entre la eficiencia en el uso del agua instantanea (WUEi en inglés) (mmol CO,/mol H,0) registrada en la ma-
dera del anillo (10 drboles) del afio 2011 y la WUEi registrada en las 9 cohortes de hojas. Las lineas discontinuas representan el ajuste
de la funcién (lineal) para cada cohorte de hojas, la linea continua (roja) para el conjunto. La WUEi se determin utilizando toda la
biomasa de las hijas y los anillos.

Figure 22. Relationships between instantaneous water use efficiency (WUEi) ( mmol CO,/mol H,0) recorded in the wooden ring
(10 trees) in 2011 and WUE; from 9 cohorts of living needles. The dotted lines represent the adjustment of (linear) function for each
cohort of sheets, the (red) solid line to the set. The WUEi was determined using the total biomass of the needles and wood of the rings.
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Figura 23. Evolucién de la eficiencia en el uso del agua instantdnea (WUEi en inglés) (mmol CO,/mol H,O) registrada en los ani-

llos de crecimiento para los tltimos 500 afos.

Figure 23. Evolution of instantaneous water use efficiency (WUEi) (mmol CO,/mol H,O) recorded in the annual growth rings for

the last 500 years.

CONCLUSIONES

Los resultados de las caracteristicas fisiol6gicas
de las tres especies estudiadas mostraron distin-
tos factores limitantes de su proceso fotosintético
bajo condiciones ambientales relacionadas con el
cambio climadtico. El abedul fue especialmente
afectado por la sequia mostrando una menor
proteccién estructural foliar (menor LMA) y un
descenso en la conductancia estomdtica que
afect6 el proceso fotoquimico. Esta especie fue la
mads susceptible a la infeccién por roya pero el
efecto sobre el aparato fotosintético fue mas no-
table en rododendro. El rododendro estuvo limi-
tado por la alta irradiancia tal y como
demostraron su saturacién fotosintética a bajo
PPFD, los resultados fotoquimicos y las respues-
tas de fotoproteccién. El pino negro mostré las
mayores tasas y capacidad fotosintéticas. El con-
tenido en N foliar y los valores de V. sugieren

que su principal limitante fotosintético es la dis-
ponibilidad de RuBisCo.

Los drboles de pino negro estudiados mostraron
un aumento significativo de su crecimiento en
drea basal y no estan limitados por la falta de agua
durante la estacién de crecimiento. Sélo los drbo-
les jévenes de 130 afios, ven limitado su creci-
miento por la falta de agua en verano (junio). Las
condiciones climaticas del otofio del afno anterior
tienen un efecto limitante sobre el crecimiento del
afio en curso. Las relaciones entre las variables es-
tudiadas (grosor y eficiencia en el uso del agua)
de los brotes y los anillos de crecimiento muestran
una clara transferencia de la sefial climdtica desde
los brotes y las hojas hasta los anillos. La eficiencia
en el uso del agua ha aumentado significativa-
mente desde principios del siglo XX como conse-
cuencia del aumento del CO,. Este aumento se ha
traducido en un mayor crecimiento en drea basal.
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