MASTER: INICIACION A LA INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRARIAS Y
DEL MEDIO NATURAL

TRABAJO FIN DE MASTER

Evaluacion fenologica de la transpiracion
residual en los abetos mediterraneos Abies
alba Mill. y Abies pinsapo Boiss.

Autor: Gonzalo Barredo de Valenzuela Corral

Dirigido por:
Eustaquio Gil Pelegrin

José Javier Peguero Pina

Universidad de Zaragoza Escuela Politécnica Superior de Huesca

y

H

Huesca, 30 de noviembre de 2012



indice de Materias

INDICE DE MATERIAS

1.- INTRODUCCION 11 ttttitiitttttttttt e et et s aast ettt ettt e et st s s sttt ettt e e e s s s s snbbbeeeeeeeas 5
1 o Y=o L= 01 - 5
1.2.- Presentacion de 1as especies IMPlICadaS. . ... vuveuriuiiiiriir e 5
1.3, TranspiraCion reSidual ........vvueuieniiiii e 7

1.4.- Estimacion de la transpiracion residua y de la resistencia cuticular: fundamentos

11=Y0) 8 Lot o 1= 0SSR 9
2= OBJETIVOS 11 tttttt ittt ettt ettt et sttt et sttt ettt et sttt e e e sttt e s st e e s nn et e e annee e e e e 12
3.- MATERIAL Y METODOS .1 1uuttttttttttttsesssissssssstseetetesssssssssssssssseeeeessesssssnnsnnees 13

TN I 10TV (=Ic [ =01 010 Lo PR 13

B.L.1- LOCAHZACION. ...ttt bbbttt bbbttt 13

3.1.2.- ANANISIS CHIMALICO ...ttt b et 14

3 Y 11 (oo (o] [0 - S 16

3.2.1.- TranspiraCion reSIAUAL ........c.coviviii et s be et be et s reeeenras 16

3.2.2.- CAICUIO el Area FOIIAN.......ecviiveiiiieieie ettt a et ne s e 19

3.3-  ANAISIS ESIATISTICO .vvvrreesiisrreeeeeiittieeeeeeitreeeesssttreeeesssttreeeesassrbeeeeeesssreeeeesanrreeeeaans 22

3.3.1.- TranspiraCion FESIAUAL ..........coiviiiiii ittt s 22
4.- RESULTADOS Y DISCUSION ..tutututtueusnentnsssensssensessnensssensssenrssenessreassreneassrensnrens 25

4.1.- TranspiraCion reSIAUAL .......veuveie i e e ees 25

4.1.1.- Comparacion de la evolucién de la transpiracion de ambas especies en condiciones de campo..... 26

4.1.2.- Comparacion de la evolucién de la transpiracion de ambas especies en “common garden”........... 28

4.1.3.- Comparacion de la evolucién de la transpiracion de cada especie entre las condiciones de

campo y 1as de “COMMON GAITUEN" ........oiuiiiieieiiire et 29
S I 1 [Tl ¥ Y[ I TSRS 31
N O [o1Y | (o (=l I T 1 o] T RPN 32
5.- CONCLUSIONES .tttttttiiiiisstttttstttttteetsssssssitttteettttaeessssssssebbbeeeeeeaaeessssnnsnnseeis 34
6.- PROPUESTAS PARA ESTUDIOS FUTUROS ..t tttttususuussssssiiimmmmmmmmssssssssssssississmnmmnnnnas 36

- BIBLIOGRAFIA vttt ettt ettt et ettt e e e et e e s e e e e e e e e ne e e enee e ensensannsensens 37




Resumen

RESUMEN

Este trabajo forma parte de un estudio a mayor nivel de la fisiologia y

caracteristicas ecoldgicas de las dos especies del género Abies que se encuentran
en la Comunidad Autonoma de Aragon, el abeto blanco (A. alba) y el pinsapo (A:

pinsapo).

Concretamente en este trabajo se ha querido comparar el funcionamiento interno
de cada especie e intentar comprender y analizar las diferentes respuestas de cada
de ellas a los climas tan diferenciados en los que se localizan, teniendo en cuenta

su proximidad genética.

Para ello se ha analizado la evolucion de la “maduracion” de los tejidos foliares
de cada especie a lo largo del periodo vegetativo, a través de la transpiracion
residual. Esta transpiracion residual, definida como aquella transpiracion que se
realiza a través de los sistemas pasivos que completan el aislamiento hidrico del
vegetal, en concreto la cuticula y la epidermis foliares, esta muy relacionada con
el desarrollo de los tejidos al no tener en cuenta el dispositivo de cierre y apertura

estomatica, mecanismo muy desarrollado en estas especies.

Dicha transpiracion se ha estudiado para ambas especies en su habitat natural de
para el A. alba, recogiendo las muestras en el barranco de Gamueta localizado en
el término Municipal de Anso (Huesca) y en la Sierra de Santa Cruz, cerca de la
localidad de Orcajo (Zaragoza) para el A. pinsapo donde existe una masa
procedente de regeneracion artificial, pero cuya adaptacion al nuevo clima ha sido
inmejorable, dado el estado de vigor de los individuos asi como la regeneracion
apreciada. Dichos resultados se han comparado con los obtenidos para cada
especie en un clima intermedio y evaluar asi los posibles mecanismos de

adaptacion de cada especie.

En definitiva se intenta comprender si las adaptaciones de cada especie a sus

diferentes climas son de tipo fenotipico o sin embargo tienen una justificacion
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més fenotipica con lo que queria decir que poseen una mayor capacidad de

adaptacion a distintos tipos de climas.

Tras los ensayos propuestos se ha determinado que los mecanismos de adaptacion
que poseen las dos especies estan muy desarrollados ya que se aprecia una
adaptacion clara de ambas especie a un clima que dista de su Optimo, mas

acusados en el A. alba.

Por otro lado, se ha realizado un experimento para facilitar el célculo en
posteriores estudios del area foliar total de cada brote analizado, ya que se
necesita para el célculo ortodoxo de la transpiracion residual. En este sentido, se
ha podido comprobar que intentar relacionar la superficie foliar de una acicula
con su longitud es un buen camino para simplificar el calculo de la transpiracion
residual ya que simplifica en sobremanera dicho célculo al tener que medir
exclusivamente la longitud de la acicula para saber su superficie, parametro de

mucha mas sencilla medicién.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- ANTECEDENTES

El trabajo de fin de master se inicia en colaboracion con la Unidad de Recursos

Forestales del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon.

Dicha Unidad ha venido realizando diversos estudios ecofisiologicos de las dos
especies de abetos mediterraneos presentes en Aragon con el objetivo de analizar
las posibles causas de los recientes procesos de decaimiento de las masas de Abies
alba y definir el potencial de expansion del Abies pinsapo en un contexto de

cambio global.

Este trabajo propuesto para la finalizacion del maéster surge como una parte de

dicho estudio.

1.2.- PRESENTACION DE LAS ESPECIES IMPLICADAS

El concepto de 'Abetos mediterraneos' refiere a un grupo de especies
pertenecientes al género Abies que ocupan areas desconectadas a lo largo de toda
la cuenca mediterranea (Aussenac 2002). Estos abetos fueron inicialmente
clasificados en dos secciones diferentes dentro del género segun criterios
morfoldgicos (Farjon y Rushforth 1989), pero estudios genéticos mas recientes
demostraron que estaban relacionados mas directamente, constituyendo un grupo
monofilético (Scaltsoyiannes et al. 1999, Suyama et al. 2000, Xiang et al. 2009),

en gue se incluyen nueve especies y un hibrido natural (Vidal 1991).

Entre ellos, el abeto blanco (Abies alba Mill.) es la especie que presenta una
habitat mas extenso. Se trata de una especie propia de regiones templadas y frias
no aridas del hemisferio boreal. Se extiende por las cordilleras del Centro y Sur de
Europa: Alpes, Jura, Cevennnes, VVosgos, Carpatos, Selva Negra, Bohemia, Tatra,
Rhodope, Pirineos, Apeninos, Macedonia y Cércega. En el norte de Europa es una
especie de que habita en zonas llanas. En Espafia se localiza exclusivamente en el

area pirenaica, generalmente en la parte superior del piso montano y en la parte
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inferior del subalpino, desde Navarra (valle de Irati) hasta Gerona y Barcelona
(Macizo del Montseny). En la Comunidad Autonoma de Aragén se localiza por lo
tanto en Huesca a lo largo de todos los pirineos, desde los valles mas occidentales
de Ans0 y Hecho hasta el término municipal de Benasque. El limite meridional se

localiza en la sierra de Guara, exclusivamente en su cara norte.

Esta especie requiere un clima humedo, con sequia estival no muy acusada. Es
resistente al frio aunque se ve muy perjudicado por las heladas tardias. En los
pirineos, la precipitacion en las mejores masas suele alcanzar los 1000 mm anuales
aungue en zonas de umbria puede vivir con precipitaciones de 750 mm a 800 mm
anuales. En cuanto a la temperatura, las medias de enero estdn comprendidas entre
0y 5° C y las de agosto suelen ser inferiores a 18° C. Su temperatura minima
umbral es de — 35° C, lo que quiere decir que soporta bien el frio intenso. Sin
embargo, al comenzar su ciclo vegetativo relativamente pronto, las heladas tardias
en primavera pueden comprometer su supervivencia, por lo que huye de la

continentalidad acusada.

Por el contrario, las otras especies de abetos mediterraneos tienen un estatus
relicto, viviendo bajo condiciones geograficas y ecolégicas muy especificas
(Linares 2011). Este el caso de la otra especie estudiada, el pinsapo (Abies
pinsapo), localizada exclusivamente en la Cadena caliza de Yebala, en los macizos
de Tazot y Magot al norte de Marruecos y en la Cordillera Bética en la Peninsula
Ibérica. En nuestro pais se localiza principalmente en tres nucleos, dos en la
provincia de Cadiz y un tercero en la provincia de Mélaga: Sierra de las Nieves
(Ronda), Sierra del Pinar (Grazalema) y Sierra Bermeja (Estepona). La superficie
total se estima en unas 4000 ha, con mas de 3000 ha localizadas en la Sierra de las
Nieves. En la Comunidad Autonoma de Aragon, cabe destacar una masa de origen
artificial situada en la Sierra de Santa Cruz perteneciente a la Comarca de Daroca

cuyo estado de conservacion y vigor vegetativo se consideran adecuados.
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Por lo tanto, esta especie vive en climas submediterraneos de montafia himeda,
con gran exigencia hidrica en comparacion con el abeto blanco. Recibe un minimo
de 700 mm de precipitacion anuales, alcanzando un maximo de 2000 mm en la
Sierra del Pinar en Grazalema. Busca las zonas frescas para aguantar la falta de
precipitaciones en verano, que generalmente superan los 100 mm, alcanzando 150
mm en Grazalema. En las zonas donde habita esta especie las lluvias no estan muy
bien repartidas ya que el mayor montante se da en otofio y en primavera, a veces
torrencialmente. En cuanto a las temperaturas, la media anual oscila entre los 12 y
15° C, durante el periodo vegetativo es de unos 20° C, y en los meses mas frios
entre los 3 y los 5° C. Las maximas absolutas son de unos 36° C y las minimas de

de -8 a— 10° C, las heladas son poco numerosas durante 1 o 2 meses al afio.

Por lo tanto, los datos expuestos anteriormente indican que se trata de dos especies
que estdn muy relacionadas genéticamente pero que habitan en condiciones
climaticas muy distintas. A. pinsapo es una especie que tiene que soportar un clima
mediterraneo con un verano seco de junio a septiembre (Fernandez-Cancio et al.,
2007), debiendo enfrentarse a un periodo de estrés hidrico cuando la precipitacion
alcanza un minimo y la evaporacion alcanza un maximo. En contraste, A. alba esta

acostumbrado a veranos no muy secos y con una humedad relativa muy superior.

Estas diferencias han motivado la realizacion de este estudio, que parte de la idea
de intentar evaluar la respuesta de cada una de esta dos especies a los diferentes
climas asociados a cada una de ellas, mediante su adaptacion fenoldgica y/o

fenotipica.

1.3.- TRANSPIRACION RESIDUAL

La génesis de sistemas reguladores de la pérdida de agua hacia el exterior de la
planta se considera como un elemento clave en el paso de los vegetales hacia la
vida terrestre, asegurando que puedan desarrollarse en la vertical sin la

dependencia del aporte inmediato de agua desde las partes sumergidas.
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Tales sistemas marcan el "camino” hidrico desde el interior de las células de la
hoja de un cormofito tipico hacia la atmdsfera, en un proceso complejo
denominado transpiracion. Este proceso ha sido interpretado de un modo anélogo
al funcionamiento de un circuito eléctrico, considerando una fuerza motriz (el
gradiente de potencial hidrico entre los puntos antes mencionados) y un sistema de

"resistencias" al flujo de agua.

De todas estas resistencias, es la impuesta por el complejo estomatico la mas
estudiada y conocida. Se comporta de un modo variable, estando sometida a
regulacion por el vegetal en funcion de su estado fisiologico y de la informacion
transmitida por el ambiente. (Kaufmann 1975, Cowan 1972, Leverenz et al. 1982).
En situaciones de sequia edafica prolongada, los estomas permanecen cerrados,

reduciéndose la transpiracion de un modo dréastico (Tranquillini 1976).

Las especies de abetos mediterrdneos se caracterizan por una alta sensibilidad de
los estomas a descensos en la humedad relativa del aire (Guehl et al. 1991), lo que
supone que estas especies puedan estar gran parte del verano con los estomas
cerrados para minimizar las pérdidas de agua bajo condiciones de gran demanda
atmosférica. Por lo tanto, bajo estas condiciones, la transpiracion residual puede
jugar un papel clave en el funcionamiento de estas especies, una vez que los

estomas estan completamente cerrados.

Por lo tanto, para este estudio no se ha pretendido calcular la pérdida de agua que
puede controlar el vegetal (flujo estomatico), sabiendo ademas, como ha quedado
expuesto anteriormente, que dichos mecanismos de regulacion del flujo hidrico
funcionan perfectamente en ambas especies, sino que se ha querido calcular
aquella transpiracion que el vegetal no puede controlar. Es decir, aquellas pérdidas
de agua a traveés de los sistemas pasivos que completan el aislamiento hidrico del
vegetal, por lo que ha sido llamada "transpiracion residual” en algunas ocasiones

(Grace 1989). Tales sistemas estan constituidos por el conjunto epidérmico
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(epidermis y cuticula) y la capa limite, zona préxima a la hoja donde la dinamica

del aire responde a un régimen de flujo laminar.

Sin embargo, en este estudio no se analiza la evolucién a lo largo del tiempo de la
transpiracion residual para evaluar el adecuado desarrollo de la epidermis y la
cuticula como aislante frente a las pérdidas de agua, sino para acercarnos a un
analisis fenoldgico de ambas especies y relacionar asi una evolucion de la
resistencia residual con un concepto de "maduracion”. En este sentido, se
emplea la resistencia residual como un elemento mas en la comprension del
desarrollo fenoldgico de cada especie. Por lo tanto, se evaluaran si las diferencias
en el clima de ambas especies, principalmente en los meses mas calurosos, pueden
implicar un diferente comportamiento en cuanto al desarrollo de mecanismos para

evitar las péerdidas de agua.

1.4.- ESTIMACION DE LA TRANSPIRACION RESIDUA Y DE LA
RESISTENCIA CUTICULAR: FUNDAMENTOS TEORICOS

La medida mas simple de las tasas de pérdida de agua tras el cierre
estomatico se realiza mediante el registro del cambio en peso de hojas o brotes
escincidos (Kaul & Kramer 1965, Slavik 1974). Cuando tales pérdidas de peso
son constantes en el tiempo se considera que todos los estomas permanecen
cerrados, habiéndose alcanzado la transpiracion residual (Hygen 1953).
Este procedimiento manifiesta claros problemas de estandarizacién, lo

que dificulta la comparacion de resultados.

Un paso adelante lo constituyen los estudios donde se buscan
procedimientos que permitan comparar los valores obtenidos en
distintas especies y en distintos momentos (Sowell et al. 1982). En este
sentido, el empleo de tuneles experimentales, donde se controlan las
condiciones de viento, temperatura, iluminacion y humedad relativa (Baig

& Tranquillini 1980) parecen ser una solucion muy préxima al
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optimo. En su defecto, las "camaras de humedad” (Slatyer 1958)
permiten generar ambientes constantes, al menos en términos de humedad

y temperatura.

A partir de las pérdidas de peso, y aceptando estas como manifestacion del
flujo de agua, se puede llegar a calcular la resistencia cuticular (en s.m-1)
para las condiciones del experimento a partir de la expresion (Schonherr
1976a):

rcut = ( DCv1E) - rcl

donde DCv es el gradiente de humedad absoluta entre el apoplasto y la
atmosfera que rodea la hoja; E es la pérdida de pesoy rcl es la resistencia
de la capa limite (en las mismas unidades que la cuticular). El valor de la
resistencia de la capa limite se calcula a partir de su espesor estimado y del

coeficiente de difusion del vapor de agua en el aire.

Sin embargo los grandes avances en el conocimiento de la fisiologia
cuticular se han producido a partir del desarrollo de procedimientos que
permitieran su aislamiento, en aquellas cuticulas donde esto es posible,
mediante métodos de atague quimico (Holloway & Baker 1968) o de
digestion enzimatica (Orgell 1955, Baker & Rocopiou 1975, Schénherr
1974), que producen pocas o nulas alteraciones estructurales o funcionales
(Hoch 1975, Schonherr et al. 1979). Sin embargo, dichos estudios
desarrollados mediante estas técnicas son aplicables estrictamente a la
cuticula, aceptandola como unidad funcional. No resuelven el problema de
aquellas situaciones donde todo el complejo epidérmico parece estar

implicado en el proceso, por cuanto los sistemas de aislamiento, quimicos o

10
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enzimaticos, se basan, en la accion sobre la banda de pectina o sobre el
esqueleto celuldsico de la pared. Por tanto, pretender aislar de este modo

epidermis funcionales parece casi imposible.

Esto ha obligado al calculo de la resistencia residual, a partir de la
estimacion del flujo de agua por pérdida de peso en hojas escindidas,
aceptando el gradiente de humedad absoluta como fuerza motriz del proceso
(Slatyer 1967, Kramer 1983). Para ello, se han tenido que calcular la pérdida de
peso de cada muestra por unidad de tiempo y el area foliar de cada brote para

poder expresar la pérdida de peso por superficie.

Sin embargo para este estudio, no ha sido posible determinar de una manera
fiable la superficie total foliar de cada brote, con lo que la evolucién de la
pérdida de peso debida a la transpiracion residual se ha relacionado con el peso
propio de la muestra. De esta manera, sin ser ortodoxa, se podra evaluar la
“maduracion” de una manera semejante ya que se presupone que el peso de la
muestra y su superficie estdn muy relacionados. En cualquier caso, en este
estudio se inicia el camino para realizar el calculo del area foliar, con el objetivo

de encontrar alguna relacion ente variables que pudiese simplificar su calculo.

11
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2.- OBJETIVOS
Los objetivos concretos de este trabajo son los siguientes:

e Establecer las posibles diferencias en el ritmo de maduracion de los brotes de

Abies alba y A. pinsapo en términos de la transpiracion residual.

e Comparar este ritmo evolutivo en condiciones naturales y en coexistencia

(Common Garden).

e Discutir las posibles diferencias en términos ecologicos dadas las marcadas

diferencias en el habitat de ambas especies.

e Intentar establecer alguna relacion entre el area foliar y alguna de las

variables morfologicas mas facilmente medibles.



Material y Métodos

3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- LUGARES DE ESTUDIO

3.1.1.- Localizacion

Dado el ambito de este estudio se ha considerado imprescindible que las
poblaciones de abetos estudiadas se encuentren en la Comunidad Autonoma de

Aragon.

La primera poblacién estudiada compuesta por ejemplares de abeto blanco (Abies
alba) se encuentra en el barranco de Gamueta localizado en el término municipal de
AnsoO (Huesca), formando parte del Parque Natural de los valles Occidentales. Se
trata de un pequefio barranco direccion Este-Oeste, en cuya umbria se localiza el
abetar. Se trata de una localizacion de facil acceso excepto en los meses centrales
del invierno por las nieves. Para el transito y las recogidas de muestras se pidié
permiso al Director del Servicio Provincial de medio Ambiente de Huesca,

responsable de su gestion.

La segunda poblacion objeto de estudio es una masa de pinsapos (A. pinsapo)
procedente de plantacion, situada en la cara norte de la Sierra de Santa Cruz,
proxima a la localidad de Orcajo (Zaragoza), en la Comarca de Daroca. Se trata de
una masa de origen artificial que fue repoblada en el afilo 1913 mezclada con otras
especies arbdreas como el pino laricio (Pinus nigra subsp salzmanii), pino resinero
(P. pinaster) y pino carrasco (P. halepensis), en el monte de Utilidad Publica
denominado Fuentes del Villar. En esta localizacion, el pinsapo se ha adaptado
extraordinariamente bien, hecho demostrado por el buen estado de los individuos y
la excelente regeneracion en dicha zona, por lo tanto se trata de una asilvestrada, es
decir adatada a las condiciones climéticas y de resto de valores de la estacion. Este
hecho ha sido lo que ha motivado la inclusion de esta poblacion y esta especie en

este estudio.
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Por otro lado,como se ha comentado anteriormente, se han comparado los resultados
obtenidos con individuos aislados de ambas especies, en condiciones de
coexistencia (Common Garden), procedentes de regeneracién artificial. Los
individuos escogidos, de ambas especies, estan localizados en el término municipal
de Jaca, a 7 Km al oeste de su capital. En concreto se localizan en las instalaciones
del Instituto de Formacion Agroambiental de Jaca (Huesca) situado en el valle del
rio Aragon entre las localidades de Jaca y Santa Cilia de Jaca. Se ha escogido dicho
lugar ya que el clima de la zona se considera un clima intermedio al de cada especie,
pudiendo, de esta manera, evaluar las adaptaciones de cada especie a este nuevo

clima.
3.1.2.- Analisis climatico

Los datos meteoroldgicos correspondientes al clima de las poblaciones de Orcajo y
Gamueta se han tomado de la Agencia Estatal de Meteorologia. Sin embargo, los
correspondientes a los individuos en condiciones climaticas intermedias situados en
el Instituto de Formacion Agroambiental, se han tomado de la propia estacion que

posee el centro.

Unas de las caracteristicas que se ha querido analizar ha sido la aridez de cada
clima. Se ha considerado que este parametro relacionado en gran medida con el
potencial hidrico de cada ambiente y la humedad relativa del aire, caracteristicas
relacionadas directamente con la transpiracion residual, objeto de célculo de este

estudio.

Por lo tanto para contrastar los valores intermedios de la zona elegida, se han
comparado, ademas de la temperatura y la precipitacion, indices calculados para

cuantificar la aridez de cada zona de estudio.

14
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Para cuantificar la aridez, se calcularon el indice de aridez de Martonne (P /(T+10),
donde P es la precipitacion anual en mm y T es la temperatura media anual de en °
C) y el indice de Gaussen (los nimeros de meses en que P < 2T, donde P es la

precipitacion mensual en mm y T es la temperatura media mensual en © C).

A continuacion se expone una tabla resumen con los datos relevantes para el estudio

del clima de cada zona:

Tabla 1: Caracteristicas climéticas de los lugares de estudio

CARACTERISTICAS CLIMATICAS DE LOS LUGARES DE

ESTUDIO
ESPECIES A. alba A. pinsapo A.albay A.
pinsapo
LOCALIZACION Gamueta Orcajo Jaca
LATITUD: (N) 42° 52" 41° 05’ 42° 34'
LONGITUD (O) 0° 47" 1° 30’ 0° 32' 58"
Altitud (m s.n.m.) 1350 1150 818
TMA/TMest (°C) 7.3/16.0 0 10.8/19.1 8,2/17,8
TAP/TSP (mm) 1562/229 452/92 813/74
IAMARTONNE 90 22 45
INDICE DE GAUSSEN 0 2 0

Como se puede comprobar a la vista de los datos expuestos, tanto con los datos de
precipitacion y temperatura, como con el valor de los indices calculados, el clima
correspondiente a la zona de “Common garden” tiene valores intermedios, con lo

que se cumplen los condicionantes de su eleccion.

15
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3.2.- METODOLOGIA

Por lo tanto en este estudio, se han realizado dos experimentos que se pueden
considerar independientes; el primero, la medida de la pérdida de peso de agua
correspondiente a la transpiracion residual por unidad de tiempo y unidad de peso
de la muestra y, el segundo, la medida del area foliar de aciculas de A. alba y A.

pinsapo.

El objetivo del primero es analizar la evolucion y maduracion a lo largo del periodo
vegetativo de los tejidos foliares, epidermis y cuticula, a través de la transpiracion
residual. El objetivo del segundo es relacionar el area foliar con otro parametro de
maés facil medicion, y de esta manera poder calcular dicha superficie de una manera

mas sencilla y rapida en proximos experimentos.

Para cada uno de estos experimentos se han tomado muestras independientes y se ha
utilizado metodologias diferentes, de modo que en este apartado se trataran por

separado.
3.2.1.- Transpiracion residual

Para la realizacion de este experimento se han tomado muestras de brotes de las dos
especies descritas y en las tres localizaciones presentadas, a lo largo de toda su
maduracion, desde inicio del verano del 2012 hasta final de otofio de ese afio a
intervalos de cinco semanas aproximadamente, siguiendo la metodologia descrita en
Anfodillo et al., (2002). En concreto, las muestras se han recogido desde el 1 de
junio del 2012 hasta el 17 de noviembre de 2012. Asi, se han cogido 4 muestras para
cada especie y localizacion a lo largo de los meses de junio, julio agosto, septiembre
y noviembre. Se han cogido 4 muestras de A. alba de la poblacion de Gamueta (Aa
GAM), 4 muestras de A. pinsapo de la poblacién de Orcajo (Ap ORC), y 4 muestras
de ambas especies pertenecientes a ejemplares aislados procedentes de regeneracion

artificial en el Instituto de Formacion Agroambiental de Jaca (Aa ESC y Ap ESC),
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haciendo un total de 16 muestras.

A continuacion se presenta una tabla relacionando las fechas de recogidas de cada

muestra en funcidn de la especie y la poblacién de origen:

Tabla 2: Fechas de recogida muestras

FECHAS DE RECOGIDA
MUESTRAS
ESCUELA GAMUETA  ORCAJO
Aa Ap Aa Ap
03/07/2012
13/07/2012
28/07/2012
15/08/2012
08/09/2012
18/10/2012
27/10/2012
09/11/2012
17/11/2012

En cada poblacion y para cada especie se tomaron braquiblastos enteros a partir de
brotes pertenecientes a ejemplares distintos, considerados como submuestras
independientes. Dichos braquiblastos se rehidrataron mediante inmersion de la parte
cortada del tallo en agua destilada durante 24 horas a 4° o C (Hadley & Smith 1986
,Sowell et al. 1982), cubriendolos con papel secante himedo y se mantuvieron en
esas condiciones en el interior de una bolsa de plastico que fue sellada al contenedor

mediante una goma.

Una vez conseguida la rehidratacion, se cortaron 10 brotes terminales del afio de
cada muestra, de una longitud aproximada de 2 centimetros, formando las 10
submuestras de cada muestra. Dicho corte se realiz6 con un cudter con la muestra
sumergida en agua destilada para minimizar las pérdidas de agua. A continuacion, se
sellaron los cortes con pegamento de secado rapido para evitar posibles pérdidas

posteriores de agua durante la realizacion de las medidas.
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Los 10 brotes de cada muestra, una vez hidratados y sellados, se introdujeron en una
camara, donde se realizo el experimento. En dicha camara se dispuso una cama de
gel de silice en la base (Schonherr & Lendzian 1981) a modo de
desecador, dado a que este gel capta toda la humedad ambiente.
Se cubrio la parte superior con una cubierta de plastico en la
cual se insertd un pequefio motor eléctrico con un ventilador con
el objetivo de extraer del interior la humedad perdida por los brotes y mantener asi
un ritmo de desecacion constante en funcion de las condiciones exteriores. Este
sistema empleado en la medida del flujo de agua asegura una constancia en la
humedad relativa a lo largo del proceso, eliminando la influencia del viento,
por realizarse éste en ambiente confinado (Sowell et al. 1982). La
temperatura, sin posibilidades de regulacion, ha sido recogida a lo largo del
proceso. Este parametro se mantuvo constante en cada experimento (con
oscilaciones maximas de 0.5 0 1° C) perono asi a lo largo de la estacion,
donde se recogieron diferencias de 7 0 8° C entre las medidas de Junio y las

de Noviembre.

Cada brote de cada muestra se pesé a intervalos regulares de aproximadamente 3
horas con una balanza de precisién analitica de 10 gramos. El intervalo de la toma
de los pesos de cada brote se prolongado hasta que la tasa de transpiracion se ha
mantenido a lo largo del tiempo, considerando este valor de la tasa correspondiente
al proceso de transpiracion residual. Dichos intervalos de toma de pesos se ha

prolongado entre 40 y 50 horas, dependiendo de cada muestra.

La tasa de transpiracion se calcula como el cociente entre la pérdida de peso y el
tiempo, dividido por el area foliar expuesta (Burghardt y Riederer, 2003). Sin
embargo, debido a que el material vegetal iba a ser destinado posteriormente a la
realizacion de diversos analisis relacionados con la composicién de las ceras de
cuticula y su evolucién a lo largo de la maduracion de los tejidos, se prefirid no

destruir mas material para el céalculo independiente del area foliar. Por lo
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tanto, en nuestro caso, la tasa de transpiracion se ha calculado mediante el cociente
entre la pérdida de peso por unidad de tiempo dividido por gramo de muestra, con lo
que las unidades son g. H,0 x g muestra™ x hora™, pardmetro que como vya se ha
comentado anteriormente, no supone una grave distorsion en cuanto al analisis de la

maduracion de los tejidos.
3.2.2.- Calculo del area foliar

En este estudio se ha intentado relacionar el area foliar de las aciculas de cada
brote de los abetos seleccionados, con otro pardmetro de medicién mas sencillo

para facilitar su calculo en futuros ensayos.

En primer lugar se penso en intentar encontrar una relacion mediante una curva
de regresion entre el area foliar total de un brote por cada centimetro de
longitud del mismo con la longitud de la acicula mas larga presente en el brote,
para asi tener que medir solo esa longitud para calcular el area total. Una vez
iniciados los ensayos y analisis estadisticos correspondientes nos dimos cuenta
que para obtener una relacion representativa de esta manera, seria necesario
medir un nimero excesivo de muestras y por lo tanto, calcular el area de
demasiadas aciculas, teniendo en cuenta ademas que se deberian de realizar

distintos ensayos para cada especie, cada localizacion y para cada época.

Por lo tanto, lo que se ha realizado en este estudio es un ensayo mucho menos
ambicioso y, a modo de prueba, se ha determinado la relacion que existe entre
la longitud de cada acicula para cada especie una vez ya madurado el tejido de
los brotes (durante el mes de noviembre). De esta manera, se ha podido evaluar
la posibilidad de intentar expresar esta relacion para cada especie, localizacion

y época en ensayos futuros.

La superficie foliar se ha calculado mediante el método de Thompson y Leyton

(1970), basado en el incremento de peso motivado por la formacion de una
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monocapa de esferas de vidrio (0,1 mm de diametro), denominadas esferas de
Ballotini en toda la periferia de la acicula, tras una calibracién mediante
elementos de area conocida. Para realizar esta calibracién se han pesado la
esferas de Ballotini impregnadas gracias a un adhesivo en spray en cilindros

del mismo didmetro pero de distintas longitudes.

Tras dicha calibracion, se ha encontrado una relacion, a través de una

regresion lineal, que se presenta a continuacion:
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Grafico 1: Regresion area foliar/peso bolas Ballotinni
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Para el célculo de la superficie foliar de cada acicula se han impregnado
igualmente las aciculas con el mismo adhesivo, insertandolas en una aguja,
tarando el conjunto (acicula, pinzas, aguja y adhesivo) y posteriormente
sumergiendo el conjunto por completo en un recipiente con las esferas de
Ballotini, quedandose adheridas una sola capa en la superficie exterior de
cada acicula. Con el peso de la totalidad de las esferas adheridas se ha
utilizado la ecuacién de regresion determinada anteriormente y se ha
calculado la superficie de cada acicula. Para dicho experimento se han
medido unas 115 aciculas de A. alba con unas longitudes entre 7 y 24 mm vy,

106 aciculas de A. pinsapo con unas longitudes entre 3 y 15 mm.

Una vez hecho esto, se ha intentado obtener una ecuacién de regresion que

relacionase la longitud de cada acicula y su area foliar.
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3.3.- ANALISIS ESTADISTICO

3.3.1.- Transpiracion residual

La tasa de transpiracion correspondiente con la fraccion residual se ha expresado
como el promedio de todos los valores de la tasa final, una vez estabilizada,
exceptuando aquellas muestras que se ha alejado de una manera sensible al resto,
seguramente debido a un fallo en el proceso saturacion o sellado de la herida
provocada. Concretamente esto ha sucedido con la submuestra 5 de los individuos
localizados en Jaca el 3 de julio y con la submuestra 4 correspondiente a la

poblacion de A. alba de Gamueta recogida el 17 de noviembre.

Tanto el promedio como el error estandar de cada punto calculado, este altimo,
como el cociente entre la desviacion estandar y la raiz cuadrada del ndmero de
casos, se han estimado con la ayuda de la hoja célculo Excel. Sin embargo, la

representacion grafica se ha realizado gracias al programa
3.3.2.- Relacioén area foliar/longitud acicula

En primer lugar, se ha realizado un calibrado previo segun exigia el método
empleado. Dicho calibrado ha consistido en realizar unas pruebas previas para
relacionar el peso total de las bolas de Ballotinnni con la superficie correspondiente.
Dicha relacién tenia que ser muy fiable, ya que de ella se obtenian el resto de los
datos. Tanto la formula de regresion que los relaciona como su representacion
gréafica se han obtenido con la hoja de calculo Excel. Dicho calculos se han expuesto
en el apartado material y métodos ya que no representan ningun resultado sino

simplemente son la forma de llegar a estos.

No obstante, se necesitaba un buen ajuste con lo que se establecié valor minimo del
coeficiente de determinacion multiple R® de 0,98. Se ha preferido escoger esta
variable en lugar de coeficiente de correlacion multiple R, ya que este establece una

medida del grado de asociacion lineal entre la variable respuesta y la recta
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de regresion estimada. Sin embargo, el coeficiente R* se puede interpretar como el
porcentaje de variabilidad de Y explicada o debida a la recta de regresion, lo que se

considera mas explicativo.

Afortunadamente, la regresién encontrada ha tenido un gran ajuste con un R? muy

superior al establecido como minimo (R?=0,9988)

Una vez realizado el calibrado, se ha procedido a medir las distintas superficies de

cada hoja y se han relacionado con la variable longitud de acicula.

Para relacionar el area foliar de cada acicula con su longitud se ha realizado una
regresion lineal con la ayuda del programa de software libre R. En concreto, tanto
para el calculo de la funcion de ajuste como para la representacion grafica se ha

empleado el paguete Rcommander.

Se han realizado dos regresiones lineales relacionando la longitud de acicula con su
area foliar, la primera con aciculas de A, alba y la segunda con acicula de A.

pinsapo
Los datos obtenidos por el R son los siguientes:
Tabla 3:Regresion Long Acic/area Fol para A. alba

Call:
lm(formula = LONG.ACIC ~ AREL.FOL, data = Datos)

Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-5.2592 -1.5066 0.15592 1.6621 4.6574

Coefficients:
E=ztimate S5td. Error t wvalue Pr(>|t])
{Intercept) 3.829%9871 0.595513 6.431 3e-09 =%
LREL.FOL 0.170286 0.008558 19.899 <2a-1f #E=
Signif. codes: 0O '##%%' [ _QQ1 '+#%' Q.01 '*' Q.05 '.' Q.1 " ' 1

Eesidual standard error: 2.097 on 115 degrees of freedom
Multiple B-sguared: 0.7749, Adjusted R-sguared: 0.773
F-statistic: 396 on 1 and 115 DF, p-value: < 2.Z2e-1&
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Tabla 4: Regresion Long Acic/area Fol para A. pinsapo

Call:

im(formula = LONG.AcIic ~ ARER.FOL, data = Datos)

Residuals=s:
Min 10 Median 30

Max

-3.4325 -0.9521 -0.0527 0.8255 3.138%

Coefficients:

Eztimate 5td. Error t walue Pri>|t])
[Intercept) 2.348725 0.307751 T.632 1.082-11
ARER.FOL 0.155501 0.006843 22.703 <« 2e-16

S5ignif. codes: O '##*#*' 0.001 *'#*+*' 0.01 *#*' 0.05

Residual standard error: 1.375 on 106 degrees of
Multiple B-sgquared: 0.8294, Adjusted B-sguared: 0.8278

F-=statistic: 515.4 on 1 and 10& DF,

p-value: <

R

=

DR I A

freedom

2.2e-1a
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Deducimos que las ecuaciones de cada recta ajustada para cada especie son:

1. Parael A. alba:

LONG.ACIC= 3,829 + 0,1703. AREA FOLIAR

2. Parael A. pinsapo:

LONG.ACIC= 2,349 + 0,1756. AREA FOLIAR

Donde la longitud de acicula est4 expresada en mm y el area foliar en mm?®.

De estos resultados obtenemos los valores de los coeficientes de determinacion

maltiple ajustado R? que son de 0.773 para el A. alba y 0,828 para el A. pinsapo y

que los dos coeficientes son significativos.

Por lo tanto se observa que existe una relacién clara entre los dos parametros aunque

el ajuste no es del todo optimo.

No se ha intentado realizar una regresién multinomial ya que el R? da un peor ajuste
que el normal con lo que indica que la relacion a una curva no esta mejor

relacionada.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de los experimentos realizados en este estudio se realizara por separado,
de manera analoga a la descripcion de la metodologia empleada en el apartado de

material y métodos.

Por lo tanto se van a analizar en primer lugar los resultados obtenidos en el calculo
de la transpiracion residual y en segundo lugar los resultados obtenidos en las

medidas del area foliar de las aciculas.

4.1.- TRANSPIRACION RESIDUAL

La transpiracion residual se ha medido a lo largo del periodo de maduracién de los
brotes en ambas especies para ver si la evolucion de este parametro a lo largo del
periodo vegetativo se corresponde con las necesidades de cada especie en funcion

de las distintas caracteristicas de cada estacion.

Ademaés, se han comparado los resultados con los mismos analisis realizados en
individuos aislados de ambas especies en condiciones no naturales, para verificar si
dicha evolucion fenologica se corresponde a una respuesta a las caracteristicas de
la estacion de ambas poblaciones naturales o si por el contrario, se corresponde a

caracteristicas intrinsecas de cada especie determinadas genéticamente.
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La grafica confeccionada con todos los resultados obtenidos es la siguiente:
Gréfico 2

Evolucion estacional de la transpiracion en ramillos terminales
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Para analizarla se realizard un estudio comparativo, en primer lugar entre la
relacion de ambas curvas de cada especie que existe tanto en campo como en

“common garden”, para acabar con un estudio comparativo de las curvas obtenidas

en las dos localizaciones de cada especie.

4.1.1.- Comparacion de la evolucion de la transpiracion de ambas especies en

condiciones de campo

Segun los datos obtenidos, a principios del verano A. alba tiene una transpiracién
residual mucho mayor que A. pinsapo. Sin embargo, estas diferencias se van
haciendo cada vez méas pequefias hasta llegar a valores semejantes en la

maduracion, aunque la transpiracion de A. alba se mantiene en todo momento mas
alta que la de A. pinsapo.

Hay que sefialar que A. pinsapo alcanza valores definitivos correspondientes a un
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tejido completamente maduro a principios del mes de septiembre, mientras que en
A. alba esta maduracién no se produce hasta mediados del mes de octubre. La
completa maduracion de los tejidos que forman la acicula se verifica a traves de la

obtencion sucesiva de valores muy similares en las tasas de transpiracion.
Grafico 3

Evolucion estacional de la transpiracion en ramillos terminales
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A la vista de estos datos, se puede interpretar que A. pinsapo tiene una estrategia de
maduracion temprana de los tejidos foliares en condiciones de campo, lo que le
posibilita evitar grandes pérdidas de agua en los meses mas calidos del afio,
pudiendo soportar mejor las bajas humedades relativas tipicas del periodo estival

correspondiente a la estacion del pinsapo.

Sin embargo, A. alba no es tan eficaz minimizando las pérdidas pasivas de agua
por transpiracion, sobre todo si comparamos el periodo estival. Esto puede ser
debido a que no necesita minimizar las pérdidas de agua tanto como el A. pinsapo,

dadas las condiciones climaticas tipicas de la especie (vive en sitios donde el
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déficit de presion de vapor con la atmosfera es muy pequefio) (PEGUERO-PINA et
al. 2011).

4.1.2.- Comparacion de la evolucion de la transpiracion de ambas especies en

“common garden”

Se puede apreciar claramente que la relacion entre la evolucion de la transpiracion
de ambas especies, en condiciones de “common garden” no tiene el mismo

comportamiento que en condiciones de campo.

En este caso, las graficas al principio del periodo vegetativo estan invertidas,
siendo superior la transpiracion del pinsapo que la del abeto. Sin embargo, a
medida que avanza la estacion, vemos como la transpiracion residual de A. pinsapo
disminuye muy rapidamente hasta situarse por debajo de los valores de A. alba a
mediados del mes de julio, de manera analoga a las condiciones en campo y con

valores practicamente iguales para ambas especies.
Grafico 4

Evolucion estacional de la transpiracion en ramillos terminales
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En este caso se puede interpretar una maduracion mas rapida de los tejidos foliares

de A. alba, ya que desde principios del mes de julio, su tasa de transpiracién es
menor a la del A. pinsapo.

4.1.3.- Comparacion de la evolucion de la transpiracion de cada especie entre las

condiciones de campo y las de “common garden”

Si comparamos las curvas en las dos localizaciones para el A. alba, podemos
apreciar una maduracion mucho mas temprana en las condiciones de “commom
garden” que en las de campo. AUn asi, los valores finales correspondiente a la

transpiracion residual, siguen siendo muy parecidos, con valores muy similares a
las condiciones naturales.

Gréfico 5

Evolucion estacional de la transpiracion en ramillos terminales
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La impermeabilizacion temprana de la cuticula del abeto le permite minimizar las
pérdidas de agua, que seran mayores en Jaca que en Gamueta por la existencia de
un mayor déficit de presion de vapor en Jaca.
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Por lo tanto, aunque los valores finales son similares a las condiciones de campo,
A. alba presenta unos valores de transpiracion al principio del verano muy
inferiores (menos de la mitad) a los de campo, lo que parece indicar una adaptacion

fenoldgica a las condiciones mas estresantes existentes en Jaca.

Es oportuno decir también que la diferencia entre ambos ritmos de maduracién de
cada individuo de A. alba es bastante acusada con lo que a priori parece una

especie muy plastica en cuanto a su adaptacion a las condiciones climaticas.

En cuanto al A. pinsapo en Jaca, al principio del periodo vegetativo transpira en
mayor medida que en Orcajo, llegando a multiplicar ese valor casi por 4. Cabe
destacar que la transpiracion en ambas localizaciones es practicamente la misma
desde mediados del mes de agosto hasta la maduracion final. Es decir, al igual que
en el abeto, los valores finales de la transpiracion, una vez que la acicula esta
completamente desarrollada, se mantienen muy semejantes entre las condiciones

de campo y las del common garden.
Grafico 6

Evolucion estacional de la transpiracion en ramillos terminales
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Esta maduracién mas tardia en la escuela puede deberse por lo tanto también a
una adaptacion a las condiciones climaticas menos severas de Jaca, respecto a

Orcajo.

Por dltimo, es interesante sefialar que las diferencias entre ambos ritmos de
maduracion son muy similares, exceptuando el inicio. Seria interesante el célculo
de la transpiraciéon para los individuos de A. pinsapo de Orcajo en una época
anterior para comprobar si los valores iniciales son también parecidos o bien si

parten de situaciones iniciales distintas.
4.1.4.- Discusion

Se aprecia por lo tanto una considerable diferencia entre el ritmo de la
maduracion en condiciones naturales y en la escuela, tanto para el A. alba como
para el A. pinsapo ya que la maduracion se realiza antes en las estaciones con el
clima con mayor indice de sequia y altas temperaturas desde el inicio del periodo
estival, con lo que se puede interpretar que la maduracion es mas temprana alli

donde mas lo necesita.

Esto se ha podido comprobar, teniendo en cuenta las condiciones climaticas
intermedias de Jaca entre Orcajo y Gamueta, y constatando que la maduracion de
A. alba es méas rapida en Jaca (clima con mayor déficit hidrico) y que la
maduracion del A. pinsapo esta mas adelantada en Orcajo (también clima con

mayor déficit hidrico).

Sin embargo, los valores finales de transpiracion residual son practicamente
idénticos en ambas especies, incluso para cada localizacion con lo que se puede
interpretar que las diferencias encontradas entre las dos especies en condiciones de

campo no parecen estar determinadas genéticamente.

Por lo tanto, se puede concluir que las diferencias entre los distintos ritmos de

maduracion de los tejidos foliares en ambas especies vienen dados en
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funcion de las distintas caracteristicas del clima en donde se desarrolla cada
individuo de cada especie muestreado, con lo que parece estar claro que se trata de
una adaptacion fenoldgica de cada individuo en funcién del clima al que esta

expuesto.

4.2.- CALCULO DEL AREA FOLIAR

Como ya se ha comentado anteriormente, en este estudio se ha explorado el camino
para intentar relacionar el area total de cada brote con otra dimension de dicho

brote de mas facil medicion.

En un principio se ha intentado relacionar el area total foliar de todo el brote con la
longitud de la acicula méas larga de cada brote. Una vez realizado unos primeros
ensayos, Y tras el andlisis estadistico, se vio que los ajustes eran relativamente muy
pobres con lo que conseguir una relacion ajustada necesitaria de un nimero de

muestras muy elevado.

Por lo tanto, en este estudio se ha intentado relacionar simplemente el area foliar de
las aciculas, independientemente de la época y de la localizacion para ver si se trata

de una buena forma de relacionar el area foliar con un pardmetro mas sencillo.
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La representacion grafica de ambas regresiones anteriormente explicadas son las

siguientes:

Gréfico 7

Resultados y discusion

Regresion AREA FOLIAR ACIC/LONG ACIAC en A. alba
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Resultados y discusion

Gréfico 8

Regresion AREA FOLIAR ACIC/LONG ACIAC en A. alba
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Como ya se ha comentado en el apartado del analisis estadistico, y valorando los

valores de ajuste ya comentados se puede intuir, que la busqueda de una relacion

de este tipo en futuros ensayos puede estar bien encaminada.
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Conclusiones

5.- CONCLUSIONES

A continuacion se expresan las conclusiones extraidas del analisis de los

resultados del apartado anterior:

1.- Estas dos especies tienen un cierto grado de plasticidad fenotipica en la
impermeabilizacion de la cuticula en respuesta al clima, reflejada principalmente en

el ritmo de maduracion de la misma (distinta fenologia).

2.- La plasticidad detectada en los individuos de A. alba, al contrario de lo

inicialmente esperado, es mucho mayor que en los ejemplares de A. pinsapo.

3.- Parece existir una gran relacion entre la longitud de la acicula y su area
foliar, con lo que cabria esperar encontrar buenas funciones de regresion para
obtener de una manera fiable la superficie de cada acicula en funcion de su longitud

y evitarse asi el calculo de la superficie para cada hoja.



Propuestas para estudios futuros

6.- PROPUESTAS PARA ESTUDIOS FUTUROS

1. Analizar la transpiracién del A. pinsapo de Orcajo en épocas mas tempranas para
verificar si la situacion de partida es similar con los individuos estudiados en

Jaca, y por lo tanto apoyar la teoria de la adaptacion fenoldgica y no fenotipica.

2. Seria interesante comparar los resultados en funcion al area foliar de cada
especie y para cada época. Para ello se esta realizando una calibracién de
longitud de acicula vs. area foliar para cada especie y para cada época,
intentando encontrar una ecuacion de regresion que permita relacionar el area

foliar con la longitud de acicula, pardmetro con una formula de céalculo mucho
mas sencilla y rapida.
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