PERSISTENCIA DEL PINO CANARIO TRAS UNA
PERTURBACION DE GRAN MAGNITUD (PERSPICAN)

Victor CHANO, Jost CARLOS MIRANDA, CARMEN COLLADA,
Luis GiL, RosaNA Lorez, UNAI LOPEZ DE HEREDIA,
P1LAR PrtA, ALVARO SOTO!

RESUMEN

El pino canario (Pinus canariensis), especie endémica de las Islas Canarias, presenta dos situaciones
muy dispares en los Parques Nacionales donde esta presente. Asi, mientras es la especie dominante en
el PN de la Caldera de Taburiente, ocupa una posicién marginal en el PN del Teide, aunque el Parque
Natural de la Corona Forestal que lo circunda esta asimismo dominado por esta especie.

Los pinares del archipiélago estdn sometidos a incendios recurrentes y, si bien el pino presenta una
buena adaptacién a los mismos, mediante la reproduccién sexual y el rebrote, una excesiva frecuencia
e intensidad de los incendios puede comprometer su futuro. Ademads, como las erupciones del s. XX o
la de 2011 frente a El Hierro pusieron de manifiesto, no es descartable que un evento volcanico intenso
pueda afectar en el futuro a las islas, incluyendo los Parques Nacionales, y arrasando las formaciones
boscosas.

El proyecto PERSPICAN (PErsistencia del Pmo CaNario tras una perturbacién de gran magnitud)
exploré las excepcionales caracteristicas de esta especie, que permiten la supervivencia y regeneracioén
de sus masas tras este tipo de eventos y que pueden ser clave en el contexto del cambio climatico.
Se examinaron las bases moleculares que subyacen a su capacidad de cicatrizaciéon y rebrote,
fundamentales para la supervivencia de los individuos. Se analizé también el comportamiento de
distintas procedencias para responder al estrés por bajas temperaturas, uno de los principales factores
limitantes en las localizaciones a mayor altitud.

Este proyecto contribuye a la puesta en valor de esta especie, a menudo despreciada precisamente por
su abundancia y capacidad de regeneracién. Los resultados son también relevantes para la elaboracién
de un plan de contingencia referido a la seleccién de material que pudiera ser necesario para facilitar la
regeneracion del pinar tras un evento catastréfico, sobre todo en su limite altitudinal.

Palabras clave: Pino canario, Pinus canariensis, Regeneracion, Cicatrizacion, Rebrote, Estrés abiético.
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PERSISTENCE OF CANARY ISLAND PINE AFTER A
MAJOR DISTURBANCE (PERSPICAN)

ABSTRACT

The Canary Island pine (Pinus canariensis), a species endemic to the Canary Islands, presents two very
different situations in the National Parks where it is present. Thus, while it is the dominant species in
the Caldera de Taburiente National Park, it occupies a marginal position in the Teide National Park,
although it is the dominant species in the surrounding Forest Crown Natural Park.

The pine forests of the archipelago are subjected to recurrent fires. Although this species is well adapted
to wildfire, through sexual reproduction and resprouting, an excessive frequency and intensity of the
fires may compromise the future of these forests. Furthermore, as the eruptions of the 20th century
or the 2011 eruption close to El Hierro revealed, a future intense volcanic event affecting the islands,
including the National Parks, and wiping out the forest formations cannot be ruled out.

The PERSPICAN project (PERSistence of the CANary Island Plne after a major disturbance) explored
the exceptional characteristics of this species, which allow the survival and regeneration of its stands
after catastrophic events and which may be key in the context of climate change. The molecular bases
underlying its capacity for healing and resprout, which are fundamental for the survival of individuals,
were examined, as well as the behavior of different provenances to respond to low temperatures, a
main limiting factor at higher altitudes.

This project tries to highlight the importance of this species, often neglected precisely because of its
abundance and regeneration capacity. The results are also relevant for the elaboration of a contingency
plan in order to select adequate material that could be necessary to facilitate the regeneration of the
pine forest after a catastrophic event, especially in its altitudinal limit.

Keywords: Canary Islands pine, Pinus canariensis, Regeneration, Healing, Resprout, Abiotic stress.

endemismos vegetales y animales. Dentro de la
Red de Parques Nacionales, el pino canario es la
especie principal, determinante de la masa forestal
del P. N. de la Caldera de Taburiente. Gracias a su
potente sistema radical, el pino es capaz de arraigar
en las laderas y puntos desprovistos de vegetacion,

INTRODUCCION

El pino canario (Pinus canariensis Chr. Sm. ex DC
von Buch.) es la principal especie forestal del archi-
piélago canario ademds de ser uno de sus endemis-

mos mas notables. Este pino ocupa un amplio ran-
go de ambientes, desde localidades aridas en el sur
de Gran Canaria, donde convive con especies de
matorral termo-esclerdfilo, hasta laderas de orien-
tacion Nordeste sometidas a los vientos himedos
dominantes donde convive con el monteverde, e
incluso las laderas del Teide, donde llega a los 2400
m de altitud. El pino canario llega a formar densas
masas en las que se constituye como la principal
especie de un ecosistema que alberga numerosos
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ayudando a la consolidacién de los suelos. Esto
resulta trascendental en un ecosistema como el de
Taburiente, que estd sometido a una continua ac-
cién de desgaste de sus paredes, observable en los
continuos derrumbes que arrastran materiales has-
ta el fondo de la Caldera. Su presencia en el P. N.
del Teide se ve reducida a unos pocos ejemplares,
si bien en los tltimos tiempos se estd produciendo
una expansién desde las densas masas que forman
parte de la zona de pre-Parque que constituye el
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Parque Natural de la Corona Forestal. Las condi-
ciones climaticas previstas para los préoximos afios
facilitarfan este proceso colonizador.

Por otra parte, las islas Canarias son la tinica
regién de Espafia con vulcanismo activo don-
de ha habido erupciones volcanicas recientes y
hay riesgo de que se produzcan mas en el futu-
ro, como bien se ha puesto de manifiesto con la
erupcién al sur de la isla de El Hierro en octubre
de 2011 y el seismo de magnitud 5.1 en diciembre
de 2013. Tenerife, La Palma, Lanzarote y el Hie-
rro han sufrido erupciones en los tltimos siglos
y son volcanicamente activas y tanto el P. N. del
Teide como el P. N. de la Caldera de Taburiente
son claros ejemplos del efecto del vulcanismo.
El P. N. de El Teide esta constituido por las co-
ladas de las distintas erupciones de este volcan
y que se extendieron por las dorsales del edificio
Cafiadas (ANCOCHEA et al. 1999). La tltima
erupcion del Teide fue hace 1240 afios (CARRA-
CEDO et al. 2003), pero hasta hace relativamente
poco tiempo, siguié habiendo actividad volcani-
ca en las cercanias del Parque Nacional (volcan
Chinyero en la dorsal de Abeque en 1909). Por
su parte, la Caldera de Taburiente es el resultado
de una erupcién extremadamente agresiva, cuyo
colapso mas reciente tuvo lugar hace c. 560.000
anos (GUILLOU et al. 2001). En La Palma, el vul-
canismo sigue activo en la zona sur, como atesti-
gua la erupcién en 1971 del volcan de Teneguia.

A la vista de los registros mencionados en el
apartado anterior, no es descartable que en un
futuro se produzca un evento catastréfico de na-
turaleza volcéanica, quizd acompanado de un in-
cendio incontrolable que deje en alguna de estas
zonas un ambiente extraordinariamente xérico,
sin cobertura vegetal y con un suelo extremada-
mente seco, sin capacidad de retencién de agua,
caracteristicas que podrian verse acentuadas por
el cambio climético. La rapida recuperacién de
los ecosistemas seria de maxima prioridad en tal
caso, y evidentemente el pino canario jugaria un
papel protagonista en la recolonizacién del am-
biente hostil resultante.

El pino canario presenta dos estrategias de res-
puesta frente a estas circunstancias (CLIMENT
et al., 2004). Por un lado, y como otros pinos
adaptados a incendios recurrentes, forma conos

serotinos, que permanecen cerrados en el arbol
durante afios, y sélo se abren tras haber alcanza-
do temperaturas muy altas, como pueda ocurrir
en un incendio. Pero ademads presenta una carac-
teristica muy singular entre las coniferas, s6lo
compartida entre las pindceas por otros pinos de
ambientes volcanicos, como es la capacidad de
rebrote desde el tronco, recuperando la copa y la
capacidad fotosintética en poco tiempo. Esta ca-
pacidad de rebrote también esta asociada a una
capacidad de cicatrizacién muy superior al resto
de pindaceas, pudiendo cerrar heridas de gran ta-
mafio como las que pueden causar los piroclas-
tos desprendidos en una erupcién. Rebrote y
cicatrizacién, unidos a la proteccién ejercida por
la gruesa corteza, dotan al pino canario de una
excepcional capacidad de persistencia indivi-
dual tras el traumatismo. Sin embargo, el consu-
mo de reservas que implica puede comprometer
por un tiempo prolongado la capacidad de resis-
tencia frente a ulteriores estreses, como ilustra la
elevada mortandad por sequia en 2012 tras los
devastadores incendios de 2007. Los escenarios
previstos de cambio climatico para los préximos
afnos, con un aumento generalizado de las tem-
peraturas, una mayor frecuencia e intensidad de
las olas de calor, asi como una mayor duracién
y severidad de los periodos de sequia (AEMET,
2021), favoreceran el desarrollo de estos incen-
dios recurrentes, asi como su intensidad.

El principal objetivo del proyecto PErRsPICAN
(Persistencia del pino canario tras una pertur-
bacién de gran magnitud) ha sido caracterizar
la respuesta de los recursos genéticos del pino
canario presentes en los Parques Nacionales del
Teide y de la Caldera de Taburiente, frente a un
eventual suceso catastréfico (erupcién volcanica
o incendio de gran magnitud e intensidad), cen-
trandose tanto en la respuesta dirigida a la persis-
tencia de los individuos mediante cicatrizacién
y rebrote (analizando los patrones de expresién
genética, control hormonal, consumo de reservas
y los efectos de la herida y defoliacién sobre la
fisiologia de la raiz, etc.) como en el comporta-
miento frente a las nuevas condiciones de estrés
abidtico resultantes tras la perturbacion, prestan-
do especial atencién a los individuos situados en
localizaciones excepcionales por su altitud, que
deben afrontar simultdneamente condiciones de
sequia y frio extremos.
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MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Para los distintos experimentos se emplearon
ejemplares de pino canario procedentes de semi-
lla, establecidos en las instalaciones de la ETSI
Montes, Forestal y del Medio Natural de la Uni-
versidad Politécnica de Madrid. Los pifiones se
germinaron en bandeja, sobre perlita, y las plan-
tulas se transfirieron a contenedores cénicos de
650 ml. con un sustrato de turba:vermiculita 3:1
(v/v). Tras el primer afio en invernadero, se tras-
ladaron al exterior, en contenedores de 3 litros o
se plantaron directamente en eras acondiciona-
das al efecto.

Con objeto de analizar el desarrollo anatémico
de la cicatrizacién, se realizaron heridas de tipo
ventana a mitad de fuste en 12 plantas de 3 afios,
retirando la corteza, el cambium vascular y las
capas mas superficiales del xilema secundario.
Las heridas tenfan una altura de 4 cm y abarca-
ban la mitad de la circunferencia del tallo. Otras
12 plantas fueron completamente anilladas, reti-
rando corteza y cambium en una altura de 2 cm.

Para el andlisis de la expresién genética asociada
a los procesos de cicatrizacién y rebrote induci-
dos por traumatismos en el fuste, se realizaron
heridas similares en plantas de 5 afios.

Para cada uno de estos anélisis transcriptémicos
se tomaron muestras de al menos tres individuos
no relacionados en cada punto de muestreo. El
material seleccionado se congel6 inmediatamen-
te en nitrégeno liquido y se conservé a -80°C has-
ta la extraccién del ARN.

Cuando las plantas contaban con 5 afos, se rea-
lizé un experimento de defoliacién completa, en
algunos casos acompanada de la ejecucién de he-
ridas en el fuste, ocupando alrededor del 10% de
la superficie total del mismo, durante dos afios
consecutivos, con objeto de comprobar el efec-
to producido por una perturbacién recurrente
sobre un arbol con las reservas ya reducidas, en
comparacién con plantas control, no heridas ni
defoliadas.

La respuesta al frio se analiz6 en plantas de dos
savias procedentes de:
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— Arguineguin (Gran Canaria), correspondien-
te a la estaciéon mas xérica del area de distribu-
cién.

— PN El Teide (Tenerife).

— PN Caldera de Taburiente (La Palma).

Observaciones anatémicas

Se obtuvieron secciones de 20 um de grosor de
los tallos seleccionados empleando un micréto-
mo Leica SM2400 (Leica Biosystems, Nussloch,
Alemania). Las secciones se trataron con hipoclo-
rito s6dico, se lavaron con agua destilada 2-3 ve-
ces y se tiferon durante dos minutos con safrani-
na 1% (v/v) y durante un minuto con azul alcian
1% (p/v), para su observacion bajo luz visible, o
bien se trataron con floroglucinol 1% (p/v) y HC1
35% para su observacién bajo luz ultravioleta.

Anilisis fisiolégicos

Se registraron las variaciones diametrales diarias
del tronco de los arboles heridos y/o defoliados
mediante sensores de desplazamiento (LVDT).
Se analiz6 el consumo de reservas durante la
recuperacion, estimando las variaciones de los
carbohidratos no estructurales (siguiendo la
metodologia descrita por OLEKSYN et al. 2000).
Ademas, tanto en las aciculas como en las raices
y en sus respectivas fracciones solubles en agua,
asi como en exudados de floema, se analiz6 la
composicién isotépica del carbono (d®C) me-
diante un espectrémetro de masas (Delta S, Fin-
nigan MAT, Bremen, Alemania), para trazar el
destino de los nuevos carbohidratos sintetizados
tras el rebrote.

Para evaluar la respuesta al frio de las distintas
procedencias se utilizaron plantas de dos savias
en contenedor. Se evalué la evapotranspiracion
gravimétricamente, como se describe en LOPEZ
et al. (2015), en distintos momentos de la tempo-
rada otono-invierno, cuando se alcanzaron tem-
peraturas por debajo de 0°C en varias ocasiones.

Se cuantific6 el grado de ajuste osmético cons-
truyendo curvas presién-volumen y se realiza-
ron mediciones de intercambio gaseoso y fluo-
rescencia de la clorofila con los equipos Li-6400
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y Li-6400-40 (Li-Cor, Lincoln, NE, USA), como se
describe en LOPEZ et al. (2015).

Analisis transcriptémicos

Se extrajo ARN de las distintas muestras recogi-
das y conservadas a -80°C usando CTAB y preci-
pitacién con CILi siguiendo el método descrito
por CHANG et al. (1993).

Para la construcciéon de genotecas se siguid el
protocolo descrito en CHANO et al. (2017). Las
genotecas se secuenciaron por pirosecuenciacion
empleando un sistema Roche 454 Genome Se-
quencer FLX Titanium (Roche /454 Life Sciences,
CT, USA). Las lecturas obtenidas se ensamblaron
usando el programa bioinformatico Newbler
v.2.5 (Roche/454 Life Sciences, CT, USA). Las
secuencias se anotaron en funcién de las homo-
logias obtenidas mediante el programa BlastX
(ALTSCHUL et al. 1990) frente a la base de datos
de Viridiplantae de RefSeq (NCBI).

El nivel de transcripcién de los genes se evalud
mediante microarrays de uno y dos colores, di-
seflados especificamente para cada caso (Agilent
Technologies, Palo alto, CA, USA). Los microa-
rrays se hibridaron en el Servicio de Genémica
del Centro Nacional de Biotecnologia.

Ademas, los perfiles de expresion obtenidos
se validaron mediante PCR cuantitativa (qRT-
PCR), realizada en un termociclador CFX96™
Real-Time PCR Detection System (Biorad, USA),
empleando el método delta-delta-CT corregi-
do segtn la eficiencia de la PCR para cada gen
(PFAFFL, 2001).

RESULTADOS

Funcionalidad del tallo y consumo de reservas
en respuesta al traumatismo

Se simularon los dafos producidos por eventos
traumaticos recurrentes mediante la defoliacién
completa, acompafada o no por la realizacién de
heridas en el fuste, en dos anos consecutivos y se
obtuvieron datos relativos a la funcionalidad del
tallo a partir del registro continuado de las va-
riaciones diametrales del tronco. En ambos anos

de medicién se encontraron amplias diferencias
en crecimiento entre los controles y ambos gru-
pos de arboles tratados a partir del dia 43 tras el
primer tratamiento (Figura 1). Sin embargo, tan-
to los arboles defoliados como los defoliados y
heridos presentaron crecimientos similares. Las
diferencias con el grupo de control se mantienen
de forma constante en el resto del experimento,
salvo en los periodos de parada vegetativa en los
que no existe un crecimiento neto.
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Figura 1. Incremento diametral medio acumulado por grupo
durante 2015 y 2016.

Figure 1. Cumulative diametric increase per group during
2015 and 2016.

También se analizaron los valores de maxima con-
traccién diaria, MDS (maximum daily shrinkage),
que ofrece una aproximacion de la deshidratacién
diaria debida a la transpiracién. Como se espera-
ba, tras los tratamientos se observa una disminu-
cién drastica de dicha variacion diaria. Esta dife-
rencia entre los grupos tratados y los controles se
manifiesta 2 y 3 dias después del tratamiento y
durante 59 y 78 dias en el primer periodo y segun-
do periodo de tratamiento respectivamente (salvo
por unos dias en los que hubo precipitaciones in-
tensas en el primer ano) (Figura 2).

Se analizé asimismo el consumo de reservas
producido por los procesos de cicatrizacion y re-
brote. Para ello se muestrearon en momentos di-
ferenciados de la recuperacién aciculas, xilema,
floema y raices, para estimar las variaciones de
los carbohidratos no estructurales y de los iséto-
pos estables del carbono (d"*C) en dichos tejidos
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Figura 2. Valores medios de la maxima contraccion diaria (MDS) durante el periodo anterior y posterior al tratamiento de defolia-
cion y herida en 2015 y 2016. El asterisco rojo indica el momento de defoliacién y/o herida.

Figure 2. Average values of maximum daily shrinkage (MDS) during the period before and after defoliation and wound treatment
in 2015 and 2016. Red asterisk indicates the time of defoliation and/or wounding.

(Figura 3). Los valores de carbohidratos no es-
tructurales muestran diferencias entre tratamien-
tos y tejidos. En lo referente a azticares solubles
en agua, en general no existen diferencias entre
los controles y los dos tratamientos. Este tipo de
aztcares son los de rapida metabolizacién. Es en
el almidén, un carbohidrato que no se metaboli-
za de una manera tan rapida y cumple funciones
de almacén de reservas, donde se encuentran las
mayores diferencias. Se constaté que los arboles
tratados llegaron a agotar las reservas de almi-
doén de las que disponian en el floema del tronco,
pero fueron capaces de recuperarlas durante el
invierno siguiente. Sin embargo, no ocurrié lo
mismo en las raices. En este 6rgano, en los ar-
boles tratados, el porcentaje de almidén cae por
debajo de los valores de los arboles de control a
partir del momento en que los drboles han ge-
nerado una nueva masa foliar suficiente para
recuperar la actividad fotosintética. A partir de
dicho momento el almidén en raices se sigue mo-
vilizando y no llega a recuperar completamente
los valores que presentan los drboles de control.
Mas aun, 3 de los 6 arboles que fueron tratados
con una defoliacién mas traumatismo, agotaron
sus reservas, y seguian agotadas al inicio del si-
guiente periodo vegetativo.

Los valores de is6topos estables de carbono en
los diferentes tejidos, se modifican a partir del
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primer muestreo tras el tratamiento. Las nuevas
aciculas surgidas a partir de los rebrotes son de
morfologia juvenil (insercion aislada), y pare-
cen generar unos fotosintatos con un d*C me-
nor que el de las aciculas de morfologia adulta
(braquiblasto) de los arboles control. Esto ge-
nera que los exudados del floema e incluso la
fraccién soluble en agua de las raices presenten
también la influencia de estos fotosintatos, al
tener estos ultimos menor contenido de C (Fi-
gura 4). También se puede apreciar que la nueva
biomasa foliar estd generada a partir de unos
carbohidratos con menor d®C, y por lo tanto
en su mayor parte es producida por los nuevos
fotoasimilados, y no por las reservas almacena-
das en las raices, que tienen un mayor d*C (MI-
RANDA et al. 2020).

Se evalué la tasa fotosintética y la conductan-
cia estomatica de estas nuevas hojas, en com-
paraciéon con las aciculas adultas, insertas en
braquiblastos (Figura 5). Tras la repeticién del
tratamiento en el segundo afo, se realizaron las
mediciones de respiracién en tronco. Los resulta-
dos muestran una mayor respiracién del grupo
control, debido a su mayor actividad metabdlica
(Figura 6). A diferencia de los grupos tratados,
los arboles control contintian creciendo a lo largo
de todo el periodo vegetativo, teniendo un cam-
bium mas activo.
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Figura 3. Valores de concentracion medio de aztcares solubles (AS) y almidon (Al) en aciculas floema y xilema de tronco y raices en
los 5 momentos de muestreo. 1: aplicacion de tratamientos, 2: rebrote de yemas, 3: nuevos ramillos, 4: recuperacioén de crecimiento
radial, 5: siguiente periodo vegetativo. Las letras mintsculas indican diferencias entre tratamientos en cada muestreo. Las letras ma-
ytsculas indican las diferencias entre los distintos muestreos en cada tratamiento. Las barras verticales indican los errores estandar.

Figure 3. Mean soluble sugar (AS) and starch (Al) concentration in needles, stem phloem, stem xylem and roots on the 5 sampling
times. 1: treatment application, 2: resprouting buds, 3: new shoots, 4: growth resumption, 5: next growing season. Lower case letters
indicate differences between treatments in each sampling time. Capital letters indicate differences between sampling times in each
treatment. Vertical bars indicate standard errors.
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Figura 4. Valores de d”°C medio en aciculas, fraccién soluble de aciculas, exudados de floema, raices y fraccion soluble en agua de
raices en los 5 momentos de muestreo. 1: aplicacién de tratamientos, 2: rebrote de yemas, 3: nuevos ramillos, 4 recuperacién de
crecimiento radial, 5: siguiente periodo vegetativo. Las letras mintsculas indican diferencias entre tratamientos en cada muestreo.
Las letras maytsculas indican las diferencias entre los distintos muestreos en cada tratamiento. Las barras verticales indican los

errores estandar.

Figure 4. Mean dC values in needles, needle soluble fraction, stem phloem exudates, roots and root soluble fraction on the 5 sam-
pling times. 1: treatment application, 2: resprouting buds, 3: new shoots, 4: growth resumption, 5: next growing season. Lower case
letters indicate differences between treatments in each sampling time. Capital letters indicate differences between sampling times

in each treatment. Vertical bars indicate standard errors.

Anilisis anatémico del proceso
de cicatrizacién

En el caso de las heridas de ventana, en las cua-
les la conexién floematica se mantiene a ambos
lados de la herida, la cicatrizaciéon se produce
fundamentalmente desde los bordes laterales.
En ramas o fustes jovenes, que atin conserven el
cortex, la primera respuesta a la herida consiste
en la suberizacion y lignificacion de células del
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parénquima cortical, por debajo del borde de
la herida. Se trata de una barrera que dificulta
la expansiéon de posibles organismos patoge-
nos. A continuacién, mds al interior, se genera
una peridermis traumatica, a través del cortex,
que conecta con la peridermis original y con el
borde de la herida. En este borde se comienza a
generar el tejido de cicatrizacién a través de la
proliferacién del cambium vascular. Las nume-
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Figura 5. Valores medios de la conductancia estomatica y la tasa fotosintética, tomadas en distintos momentos de la recuperacion.

Las barras verticales indican la desviacion estandar.

Figura 5. Average values of the stomatic conductance and photosynthetic rate, taken at different times during recovery. Vertical bars

indicate standard deviations.
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Figura 6. Valores medios de la respiracion del tronco tomados
tras el segundo tratamiento. Las barras verticales indican la
desviacion tipica.

Figure 6. Mean values of stem respiration measured after the
second treatment application. Vertical bars indicate standard
deviation.

rosas divisiones anticlinales hacen que la linea
cambial se curve hacia la superficie de la herida.
La tasa de divisién anticlinal estd negativamente
relacionada con la distancia al borde de la heri-
da. Simultaneamente, las primeras divisiones
periclinales dan lugar a una proliferacion cen-
trifuga de tejido parenquimatico, que desarrolla

en su extremo una peridermis; esta peridermis
conecta con la peridermis traumadtica cortical
antes mencionada. A continuacién, el cambium
vascular comienza a generar primero xilema y
posteriormente floema, generando un borde de
cicatrizacion que va creciendo directamente so-
bre la superficie de la herida, pero en su mayor
parte sin conectar con ésta. El proceso de cierre
de la herida puede prolongarse durante bastan-
tes anos, en funcién del tamafo de la herida y del
estado fisiologico del arbol. En dltima instancia,
ambos bordes contactan y se fusionan, volvién-
dose a cerrar la linea cambial. La parte ventral de
este tejido cicatricial, en contacto con la superfi-
cie de la herida, presenta una gran proporcién de
células parenquimaticas (Figura 7). En el tejido
cicatricial la orientacion de las células (a menu-
do, malformadas) también se ve distorsionada
(Figura 8). A diferencia de otros trabajos, incluso
en coniferas, no hemos detectado crecimiento de
tejido cicatricial a partir del floema ni de los ra-
dios (CHANO et al. 2015).

Por el contrario, en las heridas por anillado, en
las que la conexién floematica se ve interrumpi-
da entre ambos margenes, inferior y superior, la
cicatrizacion se produce principalmente desde el
borde superior. En primera instancia, se aprecia
coémo se hincha la parte superior, al verse inte-
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Figura 7. Corte transversal de una herida ya cerrada, mostrando gran cantidad de parénquima en el tejido cicatricial.

Figure 7. Cross section of a closed wound, showing a high proportion of parenchyma in the healing tissue.

rrumpido el flujo floematico. A continuacion, se
genera un callo en el borde superior, analogo al
descrito para las heridas de ventana. Este callo
avanza hacia el borde inferior de la herida, en
el que no se produce ningtin crecimiento; por el
contrario, se aprecia una contraccién radial en el
mismo. En los arboles que mejor cicatrizan se for-
man sobre este callo una serie de protuberancias,
que terminan desarrollando unas estructuras co-
lumnares, que son las que eventualmente llegan
a contactar con el borde inferior, recuperando la
conexién vascular. Mas sorprendentemente, se
ha observado que el parénquima axial asociado
a canales resiniferos por debajo de la superficie
de la herida inicia una proliferacién, contribu-
yendo a crear estas columnas. Estas estructuras
sirven ademads para anclar el tejido de cicatriza-
cién al conjunto del xilema (Figura 9). No se han
observado estructuras similares en las heridas de
ventana (CHANO et al. 2015).
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Analisis transcriptémico de los procesos
de cicatrizacién y rebrote

Para estudiar desde el punto de vista molecular la
formacion de la madera traumatica, al no tratarse
de una especie modelo, de la que hubiera suficien-
te informacién disponible en las bases de datos, se
comenz6 por analizar el perfil transcriptémico de
la formacién de madera constitutiva, en ausencia
de traumatismos, durante un periodo de creci-
miento. Se ensamblé un transcriptoma de 44.849
contigs y 103.764 singletons, abarcando casi 26
Mpb. El andlisis de los patrones de expresion per-
miti6 la identificacion de genes caracteristicos de
la formacién de la madera temprana y de la ma-
dera tardia, correspondiente ésta tdltima al final
del periodo de crecimiento, y caracterizada por
células con menos luz, mayor grosor de la pared
secundaria y por la mayor presencia de canales
resiniferos (CHANO et al. 2017Db).
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Figura 8. Corte transversal de tejido cicatricial, donde se aprecia la malformacién y la distorsién en la orientacion de las traqueidas.

Figure 8. Cross section of healing tissue. Please note the malformation and disorganization of xylem cells.

A continuacién, se compard la expresion génica
en tres momentos del proceso de cicatrizacién
(H1, H2 y H3; 1, 11 y 13 semanas desde la reali-
zacion de la herida, respectivamente) con la ob-
servada en la xilogénesis no traumatica. Se iden-
tificaron 1408 genes con expresion diferencial
(DEGs) respecto a la xilogénesis constitutiva. El
patrén de expresion de estos 1408 DEGs puede
agruparse en 12 clisteres (Figura 10) (CHANO
et al.,2017a).

De manera general, se identifican grupos de ge-
nes fuertemente inducidos de manera inmediata,
descendiendo a continuacién su expresion o in-
cluso siendo reprimidos en H2 y H3. Por el con-
trario, otros genes son inicialmente reprimidos
en H1, recuperando sus niveles normales de ex-
presién o incluso siendo sobreexpresados en H2
y H3, frente a la madera no traumatica. Entre los
inducidos en H1 destaca la presencia de genes re-

lacionados con la respuesta frente al estrés oxida-
tivo (que se produce por la infeccion producida
por patégenos oportunistas que acceden a través
de la herida abierta) y con estrategias defensivas
que implican enzimas hidroliticas que atacan la
pared celular de estos patégenos. Ademads, entre
los genes inducidos se encontraron algunos re-
lacionados con la sintesis de etileno, implicado
en la respuesta al dano mecanico en plantas, asi
como genes implicados en la sefnalizaciéon del
acido jasmoénico, que desempena un papel fun-
damental en la respuesta a la herida. Simultanea-
mente, durante la fase H1 se observa la represion
de genes implicados en la formacién de madera
temprana, aun teniendo en cuenta que la mues-
tra representativa de H1 se tom6 en primavera.
Por el contrario, durante las fases H2 y H3 se
observa la sobreexpresién de genes relacionados
con la formacién de la madera temprana. En este
sentido merece la pena destacar la induccién du-
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Figura 9. Estructuras columnares que eventualmente permiten la reconexién floematica en las heridas por anillado.

Figura 9. Column-like structures, which eventually allow phloem reconnection after girdling.

rante la formacion de la madera traumatica de
determinados genes implicados en la formacion
de la matriz de celulosas y hemicelulosas de la
pared celular en la madera temprana, mientras
que otros genes implicados en el mismo proceso
en la madera tardia se ven reprimidos durante
la formacién de la madera traumatica. Del mis-
mo modo, el gen codificante de la CCoAOMT,
fundamental en la sintesis de la lignina, se ve
también reprimido durante la formacién de la
madera traumadtica, en comparacién con la ma-
dera constitutiva. La alteracién en la expresion
de estos genes posiblemente contribuya a los
cambios en los rasgos anatémicos y estructurales
observados en la madera traumética (CHANO et
al., 2017a).

También se llevé a cabo el andlisis transcripto-
mico del rebrote producido en respuesta al trau-
matismo y su comparacién con el proceso de
elongaciéon de la yema apical. Segiin nuestras
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observaciones, el rebrote en respuesta a trau-
matismos se produce a partir de las yemas axi-
lares presentes en los braquiblastos de aciculas
adultas o, en su caso, en la axila de las aciculas
juveniles. De manera andloga al anélisis trans-
criptémico de la cicatrizacién, se recogié mate-
rial (corteza, incluyendo las cicatrices foliares y
llegando hasta la zona cambial) una semana des-
pués de realizar heridas de ventana en el tronco
de los arboles (R1), asi como al cabo de 8 sema-
nas (R2, cuando se empezaba a ver la emergencia
del rebrote a partir de dichas yemas) y de 11 se-
manas (R3, cuando la elongacién de los rebrotes
ya era evidente). Se identificaron un total de 1164
DEGs. Estos genes se agruparon, en funciéon de
su patrén de expresién durante en rebrote, en 7
clusters (Figura 11). Ademads, dada la analogia de
los procesos, se realizé también un analisis trans-
criptémico de la elongacién de los brotes anua-
les, a partir de las yemas apicales del tallo y se
compararon ambos procesos (Figura 12).
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Figura 10. Agrupamiento de los genes diferencialmente expresados (DEGs) en 12 cldsteres en funcién de su patrén de expresion
durante la cicatrizacion. El color verde indica sobreexpresion, mientras que el rojo indica represion, en comparacion con la forma-

cién de madera no traumatica.

Figure 10. Grouping of differentially expressed genes (DEGs) in 12 clusters according to their expression patterns during healing.
Green color indicates overexpression, while red indicates repression, compared to non-traumatic wood formation.

Se identificaron dos etapas clave durante el pro-
ceso de rebrote en respuesta a traumatismos. La
primera, que comprende a las muestras recogi-
das en R1, corresponde con la respuesta inme-
diata de la planta al estrés producido por la he-
rida, y con efectos en el crecimiento estacional.
Esta primera fase es equivalente a la primera
etapa descrita durante el proceso de cicatriza-
cién. Por su parte, la segunda etapa del proceso
de rebrote corresponde a los tiempos R2 y R3, y
estaria relacionada con la apertura de la yema
axilar y su posterior elongacion. Entre los ge-
nes encontrados en esta segunda fase, destacan
aquellos que también fueron diferencialmente
expresados durante el crecimiento anual desde
el apice (CHANO et al., 2020). Por el contrario,
también se identificaron algunos genes sobreex-

presados diferencialmente durante el proceso de
rebrote y no detectados durante el crecimiento
apical estacional, entre los que cabe mencionar
algunos factores de transcripcién de las familias
TIFY, NAC-2, y HD-Zip L.

Respuesta a frio

Se mantuvieron plantas de cada procedencia en
invernadero, con temperatura y riego contro-
lados, y en exterior, lo que permitié analizar la
respuesta de las distintas procedencias al frio.
Se evalu6 la evapotranspiracion en distintos
momentos de la temporada otono-invierno,
mostrando, como era de esperar, valores muy
superiores en las plantas mantenidas en el in-

39



Victor CHANO, et al.

vernadero (Tabla 1). Es de destacar que la me-
nor reduccién en la transpiracién, comparando
las plantas mantenidas en el exterior frente a las
mantenidas en invernadero, corresponde a las
familias procedentes del Teide mientras que las
tres familias de Arguineguin muestran los mayo-
res descensos.

Se construyeron ademads curvas presién-volu-
men, lo que permiti6 evaluar el grado de ajus-
te osmético de cada familia/procedencia frente

Proyectos de investigacién en Parques Nacionales: 2015-2019

al estrés hidrico inducido por el frio y la helada
(Figura 13). En la mayoria de las procedencias,
los valores medidos en plantas de invernadero
tienden a situarse por encima de los medidos en
planta cultivada al exterior. Esto indica que, a
igualdad de déficit hidrico en el tejido, el poten-
cial hidrico es mayor en plantas cultivadas en el
invernadero (los valores de potencial hidrico en
hojas son negativos). Un mayor potencial hidrico
refleja agua mas débilmente ligada a los tejidos
y en general mejor estado hidrico de las plantas.
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Figura 11. Agrupacién en funcién de su patrén de expresion de los genes diferencialmente expresados (DEG) durante el proceso de

rebrote en respuesta a traumatismo.

Figure 11. Grouping of differentially expressed genes (DEG) according to their expression patterns during the wound-induced

resprouting process.
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API (7170)

Figura 12. Diagrama de Venn de los genes diferencialmente expresados (DEG) en el proceso de rebrote traumatico (R1, R2 y R3) y
durante la elongacién del brote terminal (API).

Figure 12. Venn diagram of the differentially expressed genes (DEG) in the process of traumatic resprouting (R1, R2 and R3) and
during terminal bud elongation (API).

27-noviembre 20-diciembre 18-enero 8-febrero
Ext Inv Ext Inv Ext Inv Ext Inv
Teide 54.7+6.6 121.9+2.9 27.4+3.9 111.1+6.7 18.6+7.8 94.8+5.1 29.1+1.8 123.3+9.6
Tabur. 57.4x7.7 | 86.7+14.4 26.5+2.2 61.3£11.9 21.3+6.0 68.9+£10.1 34.5+2.1 99.9+16.5
Arg-P1 38.8+£10.1 | 76.8+16.6 23.6+8.1 61.8+9.2 8.0+£5.6 82.8+11.1 24.4+3.5 148.9+8.5
Arg-P2 33.8+6.7 82.0£5.1 18.0+3.2 63.0+£6.5 5117 81.5+3.6 20.8+2.2 91.1£13.7

Tabla 1. Valores medios + errores tipicos de la transpiracién (g-dia™) en plantas de P. canariensis de las procedencias Teide, Caldera
de Taburiente y Arguineguin (familias P1 y P2) cultivadas en el exterior y en invernadero.

Table 1. Transpiration (mean value + standard error, g-day™) in P. canariensis seedlings from Teide, Caldera de Taburiente and Ar-
guineguin (half-siblings P1 and P2), grown outdoors and in greenhouse.
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Figura 13. Curvas presion-volumen obtenidas como la relacién del déficit hidrico relativo (DHR) expresado en gramos de agua que
faltan al tejido para llegar a saturacién respecto al agua contenida a saturacién y la inversa del potencial hidrico en valor absoluto

medido en bar™.

Figure 13. Pressure-volume curves obtained as the ratio of relative water deficit (DHR) expressed in grams of water missing from
the tissue to reach saturation with respect to the water contained at saturation and the inverse of the water potential in absolute

value measured in bar™.

Calculamos los valores de potencial osmético
correspondientes a la situacion de déficit de
saturaciéon cero (plena turgencia) para planta
cultivada al exterior y en invernadero (Tabla 2).
El grado de ajuste osmético medio para cada
procedencia se calcula como la diferencia entre
ambos valores y refleja una respuesta activa de
la planta a una situacién de estrés, consistente
en la acumulacién de solutos. Como cabia espe-
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rar, a la vista de las curvas presién volumen, el
mayor grado de ajuste se encontré en la pobla-
cion del Teide. También se calculé el contenido
hidrico respecto al peso seco en aciculas. Las
plantas cultivadas en el exterior presentaron
menores valores de contenido hidrico en aci-
culas. La menor reduccién porcentual respec-
to a los valores control se observé en el Teide
(15.7%) (Tabla 2).
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Potencial osmético (bar) Contenido hidrico (g g-1)
Exterior Invernadero Exterior Invernadero
Teide -12.8+0.6 -7.3x1.1 1.49+0.03 1.77+0.07
Taburiente -8.1+0.3 -5.7+0.4 1.37+0.05 1.67+0.05
Arguineguin-P1 -12.8+1.2 -8.5+0.8 1.32+0.04 1.73+0.04
Arguineguin-P2 -11.2+0.6 -10.8+0.9 1.45+0.04 1.76+0.05

Tabla 2. Valores medios + errores tipicos del potencial osmético y el contenido hidrico respecto a peso seco medido en planta de P.
canariensis de las procedencias Teide, Caldera de Taburiente y Arguineguin (familias P1 y P2) cultivadas en el exterior y en inver-

nadero.

Table 2. Osmotic potential and water content referred to dry weight (mean value + standard error), in seedlings of P. canariensis from
Teide, Caldera de Taburiente and Arguineguin (half-siblings P1 and P2) grown outdoors and in greenhouse.

En cuanto al efecto de la helada sobre la capa-
cidad fotosintética de las plantas de distintas
procedencias, nuestro estudio mostré que to-
das las plantas cultivadas en el exterior mos-
traron fotoinhibicién en las cuatro mediciones
realizadas, independientemente de la proce-
dencia (Tabla 3). En ninguna de las medicio-
nes realizadas encontramos que la procedencia

Teide, a priori mas resistente a las bajas tempe-
raturas, destacase sobre las otras por su capa-
cidad de mantener mayores valores de Fv/Fm
en el exterior. En la medicion de 21 de diciem-
bre, los menores valores se midieron en las tres
familias de la procedencia Arguineguin, lo que
sugiere una menor capacidad de aclimataciéon
que en el resto.

3-diciembre 21-diciembre 19-enero 8-febrero

Ext Inv Ext Inv Ext Inv Ext Inv

Teide 0.67 0.70 0.87 0.74 0.86 0.60 0.84
+0.033 +0.073 +0.004 +0.023 +0.0015 +0.059 +0.010

Tabur 0.73 0.79 0.87 0.74 0.88 0.65 0.85
. +0.031 +0.197 +.0194 +0.020 +0.021 +0.071 +0.011
Ara-P1 0.70 0.69 0.88 0.78 0.88 0.56 0.86
9 +0.028 +.065 +.005 +0.025 +0.002 +0.061 +0.006
Arg-P2 0.700 0.64 0.87 0.74 0.86 0.69 0.84
9 +0.029 +.102 +.004 +0.012 +0.003 +0.036 +0.015

Tabla 3. Valores medios + errores tipicos del cociente fluorescencia variable/fluorescencia maxima (Fv/Fm) medido en aciculas
aclimatadas a la oscuridad de plantas de P. canariensis de las procedencias Teide, Caldera de Taburiente y Arguineguin (familias P1
y P2) cultivadas en el exterior y en invernadero.

Table 3. Variable fluorescence/méximum fluorescence ratio (Fv/Fm) (mean value + standard error) measured in dark-acclimated
needles of P. canariensis seedlings from Teide, Caldera de Taburiente and Arguineguin (half-siblings P1 and P2), grown outdoors
and in greenhouse.

43



Victor CHANO, et al.

DISCUSION

Los trabajos realizados en el marco del proyecto
PersPiCan han permitido evaluar el coste meta-
bélico que supone para el arbol la recuperacién
tras un evento traumatico, que resulte en una de-
foliacién masiva y/o en la formacién de heridas
importantes en el fuste, que afecten al xilema y
que incluso comprometan la conexién floemati-
ca.

En este sentido, la defoliacién supone una al-
teracion en la dindmica del fuste en términos
hidraulicos, estimada a través de las variacio-
nes diametrales diarias, que se minimizan en
los arboles defoliados. La duracién de estas
etapas en las que el MDS es minimo en los gru-
pos de arboles tratados, es dependiente de la
generacion de unos nuevos brotes y una nueva
biomasa foliar. En el momento en el que se for-
man suficiente tejido fotosintetizador, las con-
tracciones diarias crecen por la creciente trans-
piracién, y ofrecen valores semejantes a los del
grupo control. Sin embargo, llaman la atencién
los valores de dichas contracciones diarias, du-
rante el periodo de ausencia de biomasa foliar.
Estas no son nulas como cabria esperar, sino
que los &rboles conservan una minima oscila-
cién diaria. Esta oscilacién podria responder
a la propia deshidrataciéon de los tejidos del
tronco de los &rboles por evaporacién, creando
un gradiente de humedad que consigue la re-
hidratacion de estos tejidos por la noche. Otra
posibilidad es que al estar localizados los sen-
sores de desplazamiento en la base de los ar-
boles, parte de la oscilacién que captan pueda
deberse a procesos propios del sistema radical
que influyan en las partes mas bajas del tronco.
Es posible que efectos como las presiones po-
sitivas de las raices, generen variaciones en el
didmetro basal.

La recuperacion de la biomasa foliar y la cica-
trizacion de las heridas, junto con la induccién
de la sintesis de resina provocada por éstas,
supone un consumo adicional de reservas muy
importante. Generalmente, los pinos utilizan
las aciculas de afos anteriores como 6rgano
de almacenamiento de estas reservas, pero el
pino canario, adaptado a sufrir perturbaciones
severas en la parte aérea, almacena reservas en
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las raices, un 6rgano menos expuesto a estas
perturbaciones. Esta caracteristica permite a
los arboles recuperarse incluso de defoliacio-
nes completas, empleando estas reservas para
la formacién de rebrotes, hasta que éstos son
capaces de producir nuevos fotoasimilados
en cantidad suficiente. Una vez la nueva copa
se vuelve autosuficiente, invierte los nuevos
fotoasimilados primero en generar atin mads
tejido fotosintético y después en recuperar el
crecimiento radial y el nivel de reservas de
carbono a estados previos a la perturbacion.
El trazado de estos nuevos fotoasimilados ha
sido posible realizarlo por las importantes di-
ferencias apreciadas en la actividad fotosin-
tética de los rebrotes, frente a las aciculas de
los arboles no dafiados. Se ha apreciado una
menor proporcién de *C en los fotoasimilados
provenientes de los rebrotes, que encaja con las
mediciones de intercambio gaseoso. A pesar de
que la tasa fotosintética es similar entre rebro-
tes y aciculas adultas, la conductancia estoma-
tica es significativamente mayor en las aciculas
juveniles producidas en el rebrote de los arbo-
les tratados. Esta mayor conductancia estoma-
tica, genera una mayor concentracion interce-
lular de CO, en relacién con su concentracion
ambiental. Por lo tanto, se genera una mayor
cantidad de CO, de la que puede aprovechar
la hoja de insercién aislada, que no ve incre-
mentada su tasa fotosintética, favoreciendo
una mayor discriminacion frente al *C, dando
lugar a d®C mas bajos (como efectivamente se
ha observado). Esto implica también un mayor
consumo de agua por unidad de carbohidratos
producidos, suponiendo una menor eficiencia
en el uso del agua por parte de los rebrotes.

Estos resultados relacionados con el consumo de
reservas son coherentes con lo observado desde
el punto de vista anatémico y molecular en un
seguimiento detallado del proceso de cicatriza-
cién, tanto de heridas denominadas “de venta-
na” como de anillado completo en el fuste.

El andlisis anatémico de la cicatrizacién de las
heridas sufridas por el fuste, como las que po-
dria causar el impacto de piroclastos, mostr6
que no se produce cicatrizacién desde la super-
ficie de la herida, como si se ha descrito en an-
giospermas (PANG et al., 2008, STOBBE et al.,
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2002; ZHANG et al., 2011). Por el contrario, la ci-
catrizacién se produce desde el borde lateral de
la herida, a partir del cambium vascular. En el
caso de las heridas de anillado completo, la ci-
catrizacién se inicia desde el borde superior de
la herida. No obstante, en estos casos se produ-
ce también una proliferacion a partir del parén-
quima axial asociado a los canales resiniferos,
inmediatamente bajo la superficie de la herida.
Nuestro trabajo ha puesto de manifiesto que las
células de la regiéon cambial perciben la posi-
cién de la superficie del 6rgano, en un proceso
en el que pueden intervenir sefiales mecdnicas
(presiéon ejercida por las células colindantes),
ademas de senales hormonales. En el borde de
cicatrizacién y en las estructuras columnares, la
herida provoca que la superficie exterior pue-
da ser percibida en distintas posiciones, gene-
randose un tejido cicatricial anémalo, donde
las direcciones radiales y tangenciales pueden
cambiar entre grupos de células contiguas. El
xilema resultante sera, por tanto, altamente in-
eficiente desde el punto de vista hidraulico, de
modo que, aunque la herida se haya cerrado,
hasta que no se vuelva a recuperar la polaridad
normal, el sistema hidrdulico de la planta se
puede ver comprometido.

Para analizar la alteracién de los patrones de
expresion genética inducida por traumatismos
en la region cambial, fue preciso comenzar por
una caracterizacién de los patrones de trans-
cripcién durante el periodo anual de creci-
miento en ausencia de traumatismo. La mayor
parte de los genes que presentan variacion en
sus niveles de transcripcion durante este pe-
riodo (DEG, differentially expressed gemnes) se
pueden agrupar en dos patrones de expresion
principales. La mayor parte de los DEG pre-
sentan una sobreexpresiéon durante los meses
primaverales, coincidiendo con la mayor tasa
de divisién del cambium vascular, seguido por
un marcado descenso durante los meses de
verano y en muchos casos un ligero repunte
al inicio del otofio. Otro importante grupo de
DEG presenta un patrén opuesto, alcanzando
la mayor acumulacién de transcritos durante
el verano. Estos patrones se corresponden con
las pautas de crecimiento del meristema late-
ral, con un maximo primaveral, una parada o
al menos una marcada reduccién en la tasa de

divisién durante el verano, y una nueva reacti-
vacién durante el otofio (CHANO et al., 2017b).
Este patrén es caracteristico de los ambientes
mediterrdneos, donde se ha descrito el polici-
clismo frecuente en especies como Pinus pinas-
ter o Pinus halepensis.

En la respuesta a la herida se pueden distinguir
dos fases: de manera inmediata, se interrumpe
el proceso de xilogénesis en las regiones cerca-
nas a la herida, donde se sobreexpresan genes de
defensa, ante la eventual entrada de patdgenos;
a continuacion, se inicia la formacion de made-
ra traumatica. Esta madera carece de traqueidas
con paredes secundarias engrosadas y fuerte-
mente lignificadas; por el contrario, comparte
patrones de expresiéon genética y caracteristicas
anatémicas con la madera temprana. Estos re-
sultados sugieren que el arbol prima el rapido
cierre de la herida con una madera quiza menos
eficiente pero metabdlicamente menos costosa
(CHANO et al., 2017a).

Otra de las caracteristicas mds relevantes del
pino canario frente al traumatismo es la produc-
cién de un abundante rebrote, capaz de rege-
nerar la masa foliar perdida en un incendio. Se
analizaron también las diferencias a nivel trans-
cripcional entre el crecimiento apical estacional,
en ausencia de traumatismo, y el rebrote indu-
cido. La mayor parte de los genes cuya expre-
sién difiere entre ambos corresponden, como era
esperable, a DEGs identificados en R1 y presu-
miblemente implicados en procesos defensivos
y de respuesta a estrés, en su inmensa mayoria
comunes a los detectados para el primer tiempo
del anélisis de la cicatrizacién (H1). Por su par-
te, se identificaron factores de transcripciéon en
R2 y R3 con una implicacién mas directa en la
formacion y elongacién del rebrote. Muchos de
estos genes son también compartidos con el cre-
cimiento constitutivo a partir de las yemas api-
cales. No obstante, nuestro estudio ha permitido
identificar por primera vez una serie de genes
posiblemente especificos del proceso de rebro-
te en coniferas, como un factor de transcripcion
de la familia NAC2, dos miembros de la familia
TIFY o una secuencia homéloga de ATHB13, del
grupo HD-ZIP I, asi como otros genes sin homo-
logias descritas hasta la fecha, como Contig24637
o Ppnisotig07889.
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Por dltimo, se estudié en plantulas de distintas
procedencias la respuesta al estrés por bajas tem-
peraturas, uno de los factores ambientales mas
limitantes a altitudes elevadas. Cuando la tem-
peratura ambiente cae por debajo de los 0°C cabe
esperar una respuesta por parte de las plantas
para minimizar la posibilidad de formacién de
hielo en sus tejidos. Esto se puede conseguir in-
crementando la presencia de solutos, que actua-
rian como anticongelantes. El aumento de solu-
tos tiende a reducir el potencial hidrico. En este
sentido, son de destacar las diferencias en el gra-
do de ajuste osmoético entre las procedencias del
Teide y de la Caldera de Taburiente, siendo el de
la primera dos veces mayor. Las dos familias de
la procedencia Arguineguin muestran compor-
tamientos marcadamente distintos, lo que pone
de manifiesto la variabilidad intraprocedencias
ya documentada en otros estudios para otro tipo
de caracteres (LOPEZ DE HEREDIA et al., 2014;
LOPEZ et al., 2016).

Por otra parte, la medicién de la fluorescencia
de la clorofila en hojas preaclimatadas a oscuri-
dad se utiliza para poner de manifiesto la exis-
tencia de factores de estrés que provocan fotoin-
hibicién, es decir, una incapacidad de las hojas
para utilizar la energia luminosa en la fotosinte-
sis. En general, se acepta que valores del para-
metro Fv/Fm inferiores a 0.8 indican fotoinhi-
bicién. Numerosos estudios han documentado
la existencia de fotoinhibicién en plantas que
crecen en condiciones de bajas temperaturas.
En conjunto, los resultados obtenidos muestran
diferentes estrategias de respuesta a las bajas
temperaturas en el pino canario. En todos los
casos las plantas sufrieron fotoinhibicién con
temperaturas minimas en el entorno de 0°C o
inferiores. Los valores del pardmetro fluores-
cencia de la clorofila medidos el 9 de febrero,
tras una nevada intensa mostrarian una mayor
vulnerabilidad de las plantas; que habrian em-
pezado a reducir sus niveles de resistencia a fi-
nales de enero, tras un mes con temperaturas
minimas en el entorno de los 0°C. Este resultado
sugiere escasa adaptacion a las heladas tardias
(incluso a las “poco” tardias). La variabilidad
inter- e intra- procedencias ofrece la posibilidad
de seleccién y adaptacién al frio, que puede ser
necesaria para romper el limite altitudinal de su
actual distribucién en las islas.
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CONCLUSIONES

Los trabajos realizados en el marco de este pro-
yecto han arrojado las siguientes conclusiones:

1.- El pino canario es una especie singular, no
s6lo como endemismo insular y especie arb6-
rea principal de los PN del Teide y de la Caldera
de Taburiente. Ademds de su valor ecolégico y
productivo, desde el punto de vista cientifico es
una valiosa especie modelo para el estudio de
determinados procesos en coniferas. En funciéon
de todas estas caracteristicas, debe ser valorada y
apreciada por la sociedad.

2.- La cicatrizacién y el rebrote mostrados por
el pino canario tras dafos severos como los que
pueden causar incendios, erupciones volcanicas,
etc. suponen un elevado consumo de las reservas
acumuladas por el arbol fundamentalmente en
el parénquima axial presente en el xilema secun-
dario.

3.- La notable capacidad de recuperacién del
pino canario le permite reponer esas reservas en
un plazo corto de tiempo. No obstante, la recu-
rrencia de estos eventos sin haber recuperado
esas reservas puede suponer la muerte del arbo-
lado. Por este motivo es importante extremar la
prevencién en zonas incendiadas en afios ante-
riores, aun habiendo recuperado el arbolado su
follaje y habiendo desaparecido parte de la carga
de combustible en el monte.

4.- Los procesos de cicatrizacion y de rebrote su-
ponen una reordenacién del patrén transcripto-
mico de la regién cambial. La madera traumatica
presenta abundante parénquima axial y menores
niveles de lignificacién, sin desarrollar en sus
primeros afios madera tardia bien diferenciada.
Este tejido permite un cierre de la herida relati-
vamente rapido, aunque no es una barrera tan
efectiva como la madera tardia constitutiva, si
bien también presenta numerosos canales resi-
niferos.

5.- Nuestro trabajo muestra que las células cam-
biales en divisiéon perciben la posicion de la su-
perficie libre, lo que contribuye a determinar la
polaridad de las divisiones y la diferenciacién de
xilema y floema. De este modo, la madera trau-
matica presenta traqueidas malformadas y con



Persistencia del pino canario tras una perturbacién de gran magnitud (PersPiCan)

orientaciones anémalas, que se traducen en una
menor eficiencia hidraulica de este tejido.

6.- Las poblaciones que habitan a mayores cotas
presentan adaptaciones especificas frente al frio/
sequia que deben afrontar en ese ambiente. Estas
adaptaciones se muestran en una mayor capaci-
dad de ajuste osmético, que contribuye a mante-
ner el contenido hidrico.

7.- No obstante, no se aprecian diferencias sig-
nificativas en cuanto a la sensibilidad al frio del
aparato fotosinténtico, excepto en las poblacio-
nes de ambientes més célidos, que si son signifi-
cativamente mas sensibles.

8.- La variabilidad inter- e intrapoblacional detec-
tada sugiere que si es posible la seleccién de mate-
rial mas adaptado a estas condiciones, en caso de
ser necesario facilitar o contribuir a la regenera-
cién del pinar, sobre todo en su limite altitudinal.
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