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Resumen

Se ha observado que no existe una compensacion entre asignacion a biomasa aérea e inversion en
reproduccion en pino pinonero (P. pinea L.), Este fendmeno se traduce en que el peso de las pinas
de tercer ano, (el ano previo a la diseminacion) no esta afectado por las condiciones climaticas. Asi,
se ha especulado que los recursos necesarios para el crecimiento y llenado de las pihas deberian
proceder, al menos en parte, de una fuente fotosintética alternativa a las aciculas tal y como
podrian ser las pifas en su fase de crecimiento cuando son verdes. El objetivo de este estudio fue la
evaluacion de parametros fotosintéticos relacionados con la pina verde durante el engrosamiento
previo a la recoleccion. Se llevaron a cabo dos tratamientos de manipulacién fuente-sumidero: a)
defoliado de aciculas por debajo de las pifias y b) inhibicion de la fotosintesis de las pifias con un
textil. El ensayo se efectud en arboles de pino pifionero injertados sobre P. pinea L. en fase
productiva, en una plantacion en Caldes de Montbui (Barcelona). Se observaron diferencias en el
tamano de las pifas segln los tratamientos aplicados. Estos resultados indicarian que la pina
puede no tener un papel fundamental como fuente de fotoasimilados, ya que los tratamientos de
sombreado no solo no disminuyeron el peso promedio por pifidn, si no que lo aumentaron. Por otra
parte, en las pifias parece que no hay limitacion de sumidero ya que, contrariamente, el defoliado de
las aciculas disminuyd significativamente el peso promedio de los pinones indicando una co-
limitacion de fuente-sumidero.

Palabras clave
Fotosintesis, pinas, pino pifionero, fuente-sumidero.

1. Introduccion

El pino pifionero (Pinus pinea L.) es una importante conifera de las masas forestales
mediterraneas y con su peculiar forma de copa un reconocido simbolo de la vegetacion de esta zona
del mundo (MUTKE et al 2012). Ademas, las excelentes caracteristicas nutritivas del fruto, el pinén
real, le han convertido desde la antigliedad en un bien preciado en la alimentacién humana (NERGIZ
& DONMEZ, 2004; EVARISTO et al 2013). Las semillas del pino pifionero son un valioso producto del
bosque mediterraneo, pero su largo ciclo reproductivo, mas de tres anos, dificulta la regularidad en
la produccion, asi como la identificacion de los mecanismos responsables de estos resultados. A lo
largo de la vida de una especie, todas las respuestas vegetativas, adaptativas y de reproduccion son
rasgos ligados a las limitaciones impuestas por factores tanto biéticos como abiéticos (LOEWE et al
2015, CALAMA et al 2020). En el caso del pino pinonero, estas limitaciones impuestas a lo largo de
su vida fuerzan a que se desarrollen variaciones estratégicas en la adquisicion, almacenamiento y
asignacion de recursos, reflejando rasgos adaptativos divergentes (OBESO, 2002; SANTOS-DEL-
BLANCO et al 2015; SANTINI et al 2019). Esta adaptacion divergente puede ocasionar
compensaciones entre diferentes rasgos a lo largo de la vida de un arbol (como por ejemplo las
clasicas entre el crecimiento y reproduccion o las de localizacion de biomasa aérea o subterranea),
sin embargo, a veces no son evidentes, por ejemplo debido a la veceria en el caso del pino pifionero
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(SHESTAKOVA, 2021). En coniferas se han observado correlaciones negativas entre el crecimiento
radial y la produccion de semilla (KOENIG & KNOPS, 1998; KELLY & SORK, 2002). Asimismo, bajo
climas limitantes para el desarrollo del arbol, la magnitud de las compensaciones entre crecimiento
radial y produccién de semilla puede aumentar, generando un cambio en la asignacion de recursos
favoreciendo la reproduccion (BERDANIER & CLARK, 2016; HACKET-PAIN et al 2017). La relacion
negativa entre el crecimiento y reproduccién no necesariamente se traduce en un cambio en la
asignacion de recursos, ya que factores climaticos pueden tener un impacto diferente en los dos
parametros (KNOPS et al 2007) y sin embargo, se ha observado que bajo condiciones climaticas
similares, la asignacion de recursos hacia el crecimiento y reproduccion puede ser positiva para los
dos parametros (DESPLAND & HOULE, 1997) o incluso inexistente (SHESTAKOVA et al 2021). Asi, la
ausencia de relacion directa entre crecimiento y reproduccidon puede generar una ausencia de
interacciones negativas entre asignacion a biomasa aérea e inversion en reproduccion (peso de las
pinas de tercer ano, ano previo a la diseminacién) en pino pifonero (SHESTAKOVA et al 2021). Con
estos resultados se ha especulado que los recursos necesarios para el crecimiento y llenado de las
pinas deberian proceder, al menos en parte, de una fuente fotosintética alternativa a las aciculas,
tal y como podrian ser las pinas en su fase de crecimiento, cuando son verdes. En este contexto, la
cuantificacién de foto-asimilados provenientes de diferentes 6rganos fotosintéticos, usando
tratamientos de manipulaciéon fuente-sumidero, podrian ayudar a determinar la fuente de foto-
asimilados que se usa para el llenado de los granos de los pinones (ya sean foto-asimilados
provenientes de las aciculas o de las pinas adultas). Las estructuras fotosintéticas y su relacion con
la anatomia de las aciculas han sido ampliamente estudiadas en diferentes especies de pino (LIN et
al 2001; STABENTHEINER et al 2004; GHIMIRE et al 2014) pero sin embargo en pinas no hay
estudios al respecto. En ese sentido, el estudio de la anatomia de la pifa y de sus estructuras
fotosintéticas podria esclarecer el potencial papel fotosintético de la pina como una fuente de foto-
asimilados durante el llenado del pindn del pino pifonero.

2. Objetivos

El objetivo central del estudio fue evaluar el papel fotosintético de las pifas verdes de tercer
ano de Pinus pinea L. en el crecimiento de los pifiones durante el Gltimo afno de su desarrollo.

A tal efecto se compararon a) los parametros fotosintéticos de la pina verde adulta (3 anos
de desarrollo), incluyendo la anatomia (las estructuras fotosintéticas de la epidermis de la pina)
versus las caracteristicas fotosintéticas y anatomia de las aciculas y, ademas b) se evalu6 la
respuesta de la pifa a tratamientos de manipulaciéon fuente-sumidero, tal como la inhibicién de la
fotosintesis de las pinas verdes y de las aciculas.

3. Metodologia

El ensayo se llevé a cabo en Torre Marimon (TM), Caldes de Montbui, Barcelona (41°37'58" N,
2°10'03" E, 203 msnm). La parcela consta de un total de 46 arboles, de los cuales 33 son P. pinea
injertados sobre P. pinea, actualmente todos en fase productiva. Los plantones injertados,
producidos por Forestal Catalana (vivero de Breda-Girona) se plantaron en la parcela de TM en
2010. El injerto se efectué en contenedor sobre un patrén de dos anos que se injerté con un clon de
la Regién de Procedencia Catalufia Litoral (ALIA et al 2009), seleccionado por su buena aptitud
productiva. En 2021, en parada vegetativa, se eligieron 18 arboles representativos para su edad
entre los injertados sobre P.pinea sobre los que se aplicarian los distintos tratamientos y se haria el
seguimiento.

Tratamientos

Se llevaron a cabo tres tratamientos de manipulacién fuente-sumidero: a) defoliado total de aciculas
del verticilo por debajo de las pinas (DF), b) sombreado de las pinas usando un textil opaco (S) y c)
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defoliado de las aciculas por debajo de las pinas unido al sombreado de las pifias con un textil
opaco en la misma rama (DF+S). Para el tratamiento de sombreado se cubri6 la totalidad de la pina
evitando que las pinas quedaran expuestas a la luz, inhibiendo asi su potencial fotosintesis. Se usé
una tela opaca para el sombreado, pero permeable para evitar la acumulacion de etileno (MOLERO
et al 2014), que se cubrid a su vez con una tela blanca para reflejar la radiacion solar y asi evitar el
previsible excesivo aumento de temperatura. Se utilizaron 5 arboles en cada uno de los tres
tratamientos (S, S+DF y DF) y 3 arboles adicionales se usaron como testigo control. Sobre los 15
arboles elegidos, se seleccionaron 10 verticilos por arbol, aplicando tratamientos a 5 y los 5
restantes se etiquetaron como controles dentro del mismo arbol. Los verticilos de cada tratamiento
tenian al menos 2 pinas de tercer ano. Los tratamientos se aplicaron en la primavera del 2021.
Sobre todos los tratamientos se fue midiendo del crecimiento de las pinas en diametro y longitud
cada dos semanas. El 6 de octubre de 2021 se cosecharon las pinas de todos los tratamientos se
peso el peso verde de la pifa, y se secaron en una estufa a 45°C durante 7 dias para extraer el
pindn. Posteriormente se determind el rendimiento de pindn en cascara.

Medida de la tasa fotosintética de pifia y acicula

Se midi6 la fotosintesis en las aciculas localizadas debajo de los tratamientos (en S y controles) y la
tasa fotosintética y la respiracion oscura en las pinas tratadas del tercer ano (DF y controles). Las
mediciones de fotosintesis, tanto de aciculas como de pifas, se llevaron a cabo en un total de 3
arboles (cada arbol representa una réplica) durante 3 momentos del desarrollo de la pifa de tercer
ano: primavera (11 de mayo del 2021; inicio de los tratamientos), verano (11 de agosto de 2021;
crecimiento maximo de la pina) y otono (28 de septiembre de 2021; inmediatamente antes de la
cosecha de las pifas). Se midi6 la fotosintesis neta de las aciculas con un analizador portatil de
gaseoso infrarrojo (IRGA Licor 6400XT) a saturacion 1800 (umols m2 s PAR) durante la primera
medicién en primavera y posteriormente a 300 ymols m2 s, la misma intensidad de la luz a la
utilizada para las mediciones de fotosintesis de las pifas. Para la medida de la tasa fotosintética de
las pifas, se disend un prototipo de camara capaz de contener una pina que se acoplé (Figura 1) al
IRGA Licor 6400, basado en modelos anteriores (ARANJUELO et al 2009).
v | |

| K

L

Figura 1. Camara disenada para medir la tasa fotosintética de las pifas acoplada al LICOR 6400.

La camara de fotosintesis de la pifia consiste en una esfera acrilica con los laterales sellados con
los tubos de entrada y salida (muestra) de gases situados a ambos lados (Figura 1). Para hacer la
camara hermética a los gases, se colocaron juntas de neopreno negro alrededor de la camara. Para
medir la temperatura de la pina, se incorporé un termopar tipo K dentro de la camara. Para medir la
tasa fotosintética de la pina, ésta se encerré dentro de la cAmara de manera que el flujo de aire en
el interior cAmara se ajustdé a 1 | min-i. La presion parcial del CO2 se mantuvo constante mediante
un sistema de inyeccion controlado por el IRGA. Para garantizar condiciones de estado estacionario
dentro de la camara, se dejé que el sistema se estabilizara durante unos minutos. Se colocé una
fuente de luz externa compuesta por luces LED (con un 10% de luz azul y in 90% de luz roja)
alrededor de la camara durante la medicién logrando asi una intensidad de luz PPFD de
aproximadamente 300 pmol m-2 s-2 medido dentro de la caAmara. Las tasas de fotosintesis se
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expresaron por unidad de superficie teniendo en cuenta el 6rgano entero (pifa). Teniendo en cuenta
gue el proceso de respiracion de los tejidos internos de la pina podria estar sesgando los resultados
de la fotosintesis neta, se midié la respiracion después de la medida de fotosintesis, sombreando
las pinas con una tela opaca para asi obtener el valor neto de respiracion. Asi, el valor que se obtuvo
de la fotosintesis bruta de la pina fue la suma entre el valor de la tasa fotosintesis neta y la
respiracion oscura. Después de medir el intercambio de gases, se recogi6 la pina y se midié su
superficie para poder corregir el valor del area en las medidas tomadas para expresar los valores
por unidad de area (para las aciculas no se hizo ninguna correccion). Para las medidas de superficie
se considerd la proyeccion de la pina en dos caras (frontal y lateral). Las medidas de area se
tomaron a través de fotografias RGB (Figura 2) posteriormente tratadas con el software Fiji donde se
estimoé el area proyectada (STIMSON et al 2005).

Figura 2. Fotografia RGB tomada para calcular el area proyectada de la pina.

Analisis microscopico de las pinas y aciculas

Se extrajo la zona epidérmica superficial de pifias control y también de aciculas adultas, para
observar la estructura celular del tejido fotosintético de ambos 6rganos a través del microscopio. La
visualizacion se realiz6 utilizando un Microscopio Electronico de Barrido (SEM) de emision de campo
(Joel JSM-7001F) de los Centros Cientificos y Tecnolégicos de la Universidad de Barcelona (CCiTUB).
Las muestras se sometieron a una deshidratacion previa en etanol a diferentes graduaciones
seguida de una liofilizacion segin el protocolo de ESTEVEZ-GEFFRIAUD et al (2020). También se
realizaron cortes transversales para el estudio del perfil de la epidermis de la pifia y aciculas para su
observacion al microscopio Optico (Leica). La preparacion y observacion de las muestras se realizé
en la Unidad de Criomicroscopia Electrénica de los CCiTUB. Las muestras se fijaron en
paraformaldeido al 2 % y glutaraldehido al 2,5 % en tampén de fosfato 0,1 M durante la noche. Se
lavaron cuatro veces con tampén fosfato 0,1 M, se postfijaron con tetroxido de osmio al 1 % (EMS,
Hatfield, EE. UU.) durante dos horas y se enjuagaron con agua milliQ. Luego, las muestras se
deshidrataron en una serie de acetona (50 %, 70 %, 90 %, 96 % y 100 %, durante 10 min cada una),
y se infiltraron e incluyeron en resina Epon (EMS, Hatfield, EE. UU.). Se obtuvieron secciones
semifinas de 500 nm de grosor utilizando un ultramicrétomo UC6 (Leica Microsystems, Viena,
Austria) y se tineron con azul de metileno al 0,5 %. Las secciones se observaron en un microscopio
Optico Leica DM200OOOLED a 100x y las imagenes se obtuvieron con una camara CCD de 1kx1k. Por
otro lado, para la visualizacion de la disposicién de los estomas se aplicé una capa fina de esmalte
de unas transparente en la zona abaxial de las aciculas (4 réplicas bioldgicas por tratamiento), que
se dejo secar durante unos 90 segundos, y se procedié a arrancarla con cinta adhesiva y se adhiri6é
la muestra a un portaobjetos. Con un microscopio éptico se cont6 el nimero de estomas por campo
100 aumentos (g campo = 0,9 mm, S = 0,636 mm?2). Este recuento se realizd en cada uno de los
tratamientos donde se midié la tasa fotosintética. Se calculé la densidad estomatica como el
nimero de estomas por superficie de acicula (mm?2). La densidad estomatica de las pihas se
observo en tres zonas laterales de cada pina (3 réplicas biologicas por tratamiento) y se visualizaron
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en microscopio tres campos por cada lateral, siguiendo la misma metodologia descrita para las
aciculas.

4. Resultados

El crecimiento del diametro de la pifa disminuy6 en los tratamientos de eliminacion de fuente:
en el defoliado (DF) disminuyé un 11,1% respecto del control (CT) y en el defoliado y sombreado
(DF+S) en un 12,6% respecto al control (Tabla 1). El diametro de la pifa no varidé con el tratamiento
de sombreado. El sombreado de la pina tampoco afectd a su peso fresco respecto al control (CT).
Sin embargo, los tratamientos de DF y S+DF si provocaron una disminucién en el peso fresco de la
pina, en un 22,3% y 21.1%, respectivamente versus el control (Tabla 1).

Tabla 1. Media +desviacion estandar del crecimiento en diametro de la pina de tercer afio de P. pinea desde el inicio del
ensayo hasta alcanzar el tamano final y del peso seco de la pina en los tratamientos.

Crecimiento didmetro piia Peso seco por pina verde

Tratamiento N Media (mm) SD N Media(g) SD

C 9 380 + 3,8 a 9 3633 + 45,6 a
CT 95 349 + 53 a 95 3473 + 1340 a
DF 18 31,0 £+ 39 b 15 269,7 + 69,2 b
S+DF 21 305 + 41 b 24 2738 + 597 b
S 25 355 + 48 a 25 361,7 + 993 a
Nivel de significancia

Tratamiento 0,000 0,006

Defoliado (DF), sombreado de la pina con una tela opaca (S), defoliado y sombreado de la pina (DF+S), controles
pertenecientes a cada arbol tratado (CT) y controles de arboles sin tratamientos (C). N nimero de pifias analizadas. Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con el test de Tukey HSD (P<0,05).

El peso seco por pindn total (sin considerar si los pinones estaban llenos o vacios) aumenté en el
tratamiento de sombreado de la pina en un 16% respecto al CT (Tabla 2). Sin embargo, los
tratamientos defoliado DF y S+DF disminuyeron el peso seco por pinén lleno un 15,5% y un 8,4% vs
CT, respectivamente. El peso por pindn lleno del tratamiento de S fue similar al control y mayor que
los tratamientos DF y S+DF (Tabla 2).

Tabla 2. Media #+desviacion estandar del peso por pinén (g) de los pinones con cascara (Peso seco pinones/n° pinones), y
de los pinones llenos (Peso seco pinones llenos/n° pinones llenos) de P. pinea injertado en P.pinea en la cosecha de los
tratamientos.

Peso seco pinones/n° Peso seco pinones llenos/n°
pinones (g) pinones llenos (g)
Tratamiento N Mean (g) SD Mean (g) SD
C 9 0,62 + 0,04 b 0,65 + 0,03 b
CT 93 0,68 + 0,15 ab 0,74 + 0,15 ab
DF 15 0,65 + 0,11 b 0,65 + 0,11 b
DF +S 24 0,59 + 0,11 b 0,60 + 0,12
S 25 0,79 + 0,19 a 0,79 0,20 a
Nivel de significancia
Tratamiento 0.000 0.000

Defoliado (DF), sombreado de la pina con una tela opaca (S), defoliado y sombreado de la pina (DF+S), controles
pertenecientes a cada arbol tratado (CT) y controles de arboles sin tratamientos (C). N nimero de pinas analizadas.
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Diferentes letras representan diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con el test de Tukey HSD (P<0,005).
Test de ANOVA para el efecto del tratamiento.

La tasa fotosintética de las aciculas (Tabla 3), en la primavera (cuando se midié a 1800 ymols m2 s
1 PAR), disminuy6 en el tratamiento de sombreado de la pifa (7,8 ymol CO> m2 s1) respecto al
control (9,1 umol CO2 m2 s1). En la medicién de verano (final crecimiento de la pina, aciculas 2020)
y en otono (pre-cosecha, aciculas 2021) no se obtuvieron diferencias significativas de los
tratamientos frente al control por lo que respecta a la fotosintesis de las aciculas (Tabla 3). La
fotosintesis de las aciculas del ano 2020 disminuy6 a lo largo del crecimiento de las pinas, mientras
gue las aciculas jévenes (del ano 2021) mostraron una tasa fotosintética mayor que las del 2020
una vez presentes. Las aciculas del ano 2020 también se midieron en otono, pero se obtuvieron
valores de fotosintesis neta muy cercanos cero (datos no mostrados).

Tabla 3. Media + desviacion estandar de la tasa fotosintética de las aciculas de P. pinea y durante la primavera, verano y
otono de los tratamientos.

Fecha Tratamiento Edad acicula PAR N Fotosintesis SD
C 2020 1800 6 5,9 + 05 b

Primavera CT 2020 1800 6 9,1 + 2,0
S 2020 1800 6 7,8 + 1,7 ab

C 2020 300 6 1,9 + 2,6

CT 2020 300 6 2,5 + 2,1

Verano 2020 300 6 2,2 + 1,0

2020 1800 6 5,0 + 2,0

CT 2020 1800 6 3,8 + 2,7

S 2020 1800 6 3,1 + 1,2

C 2021 300 6 51 + 2,0

CT 2021 300 18 4,0 + 1,5

DF 2021 300 6 49 + 1,0

DF+S 2021 300 7 4,3 + 1,0

Otofo 2021 300 6 4.5 + 0,5

C 2021 1800 6 10,2 + 4,2

CT 2021 1800 18 7,9 + 35

DF 2021 1800 6 8,6 + 2,2

DF+S 2021 1800 7 9,0 + 2,8

S 2021 1800 6 8,2 + 1,9

Sombreado (S), controles pertenecientes a cada arbol tratado (CT), controles de arboles sin tratamientos (C). Las aciculas
que se midieron tanto en primavera como en verano se desarrollaron en 2020, las aciculas de 2021 se midieron en otono
a 300 y a 1800 umoles m2 s1 de PAR. Letras distintas representan diferencias significativas entre tratamientos de
acuerdo con el test de Tukey HSD (P<0,005).

La fotosintesis neta de las aciculas (Tabla 3, promedio del C, 4,9 umoles CO2 m=2 s1) fue
significativamente menor que la de las pinas (Tabla 4, promedio del C, 22,9 umoles CO2 m2 s-1). No
se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, aunque el DF tendi6é a disminuir la
fotosintesis bruta de la pina respecto al CT (Tabla 4) en primavera y otono. Durante el desarrollo de
la pina, la fotosintesis neta disminuyd progresivamente con el tiempo, siendo la mas baja para el C
en otono (14,1 ymoles CO2 m2 s-1), seguida por la de verano (23,6 pmoles CO2 m2 s1) y la mas alta
en primavera (31,0 ymoles CO2 m-2 s-1),

-
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Tabla 4. Media #+desviacion estandar de la tasa fotosintética de la pina de tercer ano de P. pinea medida durante la
primavera, el verano y otono en los distintos tratamientos.

Fecha medicion Tratamiento N PAR Fotosintesis SD

(umoles m2s1)  (umoles CO2 m2s1)

C 3 300 31,0 + 10,2 a
Primavera CT 3 300 290 + 6,8
DF 3 300 27,9 + 4.3
C 3 300 236 + 42 b
Verano CT 3 300 251 + 1,7
DF 3 300 26,8 + 4,0
C 2 300 14,1 + 50 ¢
Otono CT 2 300 235 + 6,4
DF 3 300 17,0 + 1,7
Nivel de significacion
Tratamiento (T) 0,338
Ontologia pina (0) 0,008
TxO 0,731

Tratamiento defoliado (DF), control sobre cada arbol tratado (CT), control sobre arboles testigo sin tratar (C). Diferentes
letras representan diferencias significativas dentro del control entre la ontologia de la pifna de acuerdo con el test de Tukey
HSD (P<0,05). ANOVA ajustado para el efecto del tratamiento, el momento de medida (ontologia de la pina) y la interaccion
entre ambos factores.

Por lo que respecta a la caracterizacion fisioldégica de estructuras fotosintéticas en el tejido de la
pifia, se observéd a través del microscopio éptico que la pina contiene estomas, en una densidad
menor comparado con las aciculas (Tabla 5). De hecho, las pinas mostraron la mitad de estomas
(23 estomas/mm?2) comparado con las aciculas (52 estomas/mm?2). Por otra parte, la densidad
estomatica en las pinas disminuyd con el tiempo como consecuencia del crecimiento de la pina
(Tabla 5). Ademas, tal y como se observa en la Figura 3, la disposicion de los estomas de las pinas
no sigue una pauta regular, a diferencia de las aciculas cuya disposicién es en hilera a lo largo de la
seccion longitudinal de la acicula.

Tabla 5. Media de la densidad estomatica de pinas adultas y aciculas de P. pinea a la cosecha en los tratamientos de
defoliado (DF), sombreado de la pina con una tela opaca (S), asi como sobre los controles.

Densidad estomatica (n°/mm?2)

pina acicula
Tratamiento N Inicio crec. pina Final crec. pina N Inicio crec. pina
C 7 23.22 17.07 7 52.45
DF 14 22.27 17.16
EB 2 50.43
Nivel de significancia
0.537 0.95 0.691

-
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Figura 3. Imagen a través de un microscopio 6ptico de la superficie de una pifia (A) y de una acicula (B), ambas de la
especie P. pinea. En las dos imagenes se observan células epidérmicas y estomas.

Ademas, no solo la disposiciéon de los estomas es distinta entre las aciculas y la pifia, sino que
también difieren en su anatomia (Figura 4). En las aciculas las células oclusivas se encuentran bien
diferenciadas, con las células de guarda, emplazadas en una depresion, bien evidentes, en cambio
en las pinas no se observan de forma tan clara (Figura 4) pareciendo mas lenticelas (es decir poros
que no regulan el intercambio gaseoso). La presencia de ceras epicuticulares alrededor de los
estomas de las aciculas es evidente, asi como en la superficie de las pinas.

Figura 4. Imagen a través de un microscopio electronico de barrido de la superficie de una acicula (A) y de una pifna (C),
ambas de la especie P. pinea. Detalle de un estoma de acicula (B) y de una pifa (D). Las barras de escala corresponden a
100 um (A), 10 um (B), 100 um (C) y 10 um (D), respectivamente.

En las aciculas, las secciones transversales al microscopio 6ptico muestran una epidermis formada
por células con paredes gruesas fuertemente cutinizadas (Figura 5 derecha) con ceras (también
observadas en la Figura 4b) y debajo de las mismas aparece la hipodermis con células de paredes
gruesas y lignificadas (Figura 5, derecha). Los estomas son de tipo hundido ya que las células
oclusivas se hunden en las células epidérmicas (Fig. 5 derecha), lo que es coherente con las
imagenes de la microscopia de barrido (Figura 4b). El meséfilo aparece diferenciado formado por
parénquima clorofilico homogéneo en empalizada con pocos espacios intercelulares. Se observa la
presencia de cloroplastos, de color azul oscuro, tefnidos con azul de metileno. Por debajo del
mesofilo se presenta el tejido vascular (el xilema y el floema) rodeado de células de la vaina. En
cuanto al corte transversal de la pifa, se observan también estomas de tipo hundido y alrededor de
las cavidades subestomaticas un tejido parenquimatico tipo lagunar (Figura 5 izquierda). El
parénquima clorofilico (tejido parenquimatico) aparece alrededor de los estomas en las pifas y con
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cierta presencia de cloroplastos. Sin embargo, hacia el interior de estos tejidos aparece tejido
esclerenquimatico.

Figura 5. Imagenes al microscopio éptico de secciones transversales de pina (izquierda) y acicula (derecha).
5. Discusion

Numerosos estudios han demostrado que la defoliacién causada de forma natural por insectos y
enfermedades o por el fuego provoca si no la muerte una reduccién temporal del crecimiento en

diametro en pinos debido a la pérdida de superficie fotosintética (KULMAN, 1971; CHAMBERS &

HENNESSEY, 1986) y en consecuencia del aporte de carbohidratos (EYLES, 2009; JACQUET, 2012).
La fotosintesis activa de las aciculas, afecta al crecimiento en didmetro en verano en coniferas asi

como a la propia elongacion de las aciculas nuevas (KULMAN, 1971; CHEN, 2002). La mayoria de
los estudios se han centrado en las pérdidas causadas por aciculas en el crecimiento del arbol y
muy pocos en el efecto que estas causan en la produccion de pina. En este estudio, en los distintos
tratamientos de fuente-sumidero, al limitar la fuente de foto-asimilados que provenia de las aciculas
(defoliado) disminuyé el crecimiento de la pina, revelando una posible co-limitacion de fuente. Al
alterar la fuente, es posible que se alterara la asignacion de recursos hacia los sumideros. En un
estudio llevado a cabo por ERICSSON et al (1980) con P. sylvestris donde se defoliaron ramas de la
copa, demostraron que existen mecanismos que dan prioridad a la produccién de aciculas frente al
crecimiento del tallo cuando los recursos son escasos. Esto indicaria que, en cada uno de los
verticilos, la formacion de las aciculas y brotes nuevos estarian compitiendo con el desarrollo de los
granos en las pinas, lo que explicaria la reduccion del peso del pindn observada en este estudio. De
hecho, la senescencia de las aciculas mas antiguas (2020) ocurre a finales de primavera, cuando se
retranslocan los nutrientes de forma masiva hacia el crecimiento de tejidos nuevos (nuevas
aciculas, estrébilos y a la maduracién de conos) (MUTKE et al 2012).

Ahora bien, el efecto de la defoliacion sobre el llenado de los granos podria estar subestimado ya
gue en otros estudios, donde se defoliaron ramas, las aciculas nuevas, una vez desarrolladas, eran
las realmente activas para el crecimiento de los arboles (y por ende para la produccién)
(CRAIGHEAD, 1940; LINZON, 1958) debido a su mayor eficiencia fotosintética (LINZON, 1958;
O'NEIL, 1962). Los resultados preliminares obtenidos en este estudio van en esta direccion y las
aciculas del 2021 (las nuevas), mostraron una mayor tasa fotosintética que las del 2020 del mismo
arbol. Asi, aunque se defolié la rama, emergieron nuevas aciculas que pudieron haber actuado como
una nueva fuente de foto-asimilados, a partir de mediados de verano, para los pifones, y por lo
tanto hacer de efecto tamp6n frente a la eliminacion de la fuente inicial, las aciculas antiguas.
Ademas, durante el crecimiento de los brotes y follaje nuevos, se segregan hormonas que afectan la

produccion y aprovechamiento de los fotoasimilados (KOZLOWSKI & KELLER, 1966). Muchas son las
evidencias de que el crecimiento esta mas estrechamente relacionado con la utilizaciéon que con la
produccion de fotoasimilados, ya que los fotoasimilados almacenados a menudo estan presentes,

e,
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pero no son utilizables en ausencia de hormonas (KOZLOWSKI & KELLER, 1966). La defoliacion de

aciculas en las coniferas perennes podria causar una pérdida de acumulacion de carbohidratos al
actuar como o6rganos de almacenaje junto a las raices y tronco, y afectar a la produccion de
reguladores de crecimiento y fotoasimilados (KOZLOWSKI & WINGET, 1964). También, al defoliar
una rama, los carbohidratos no estructurales (NSC) almacenados en diferentes partes del arbol, por
lo general considerados como una reserva de carbono para energia y biosintesis, podrian haber
mediado en la respuesta al crecimiento de los arboles frente a la defoliacién (EYLES et al 2009,
PINKARD et al 2011).

Por otro lado, el crecimiento de la pina y su propio peso verde no se vieron afectados por el
tratamiento de inhibicidon de la fotosintesis de la pina (sombreado). Ademas, los tratamientos de
sombreado no solo no disminuyeron el peso promedio por piidn, sino que lo aumentaron, indicando
gue no hay una limitacién de sumidero, cuantas mas pinas existan, mas pifas se pueden llenar. No
obstante, no ver disminuido el peso del pindn en el tratamiento sombreado, o incluso aumentarlo,
podria explicarse porque al sombrear la pifa, se esta alterando el funcionamiento del propio érgano
qgue es a la vez fuente y sumidero. Al sombrear la pina, es probable que se evitara en parte el aborto
de granos provocado por las altas temperaturas del verano (como se ha visto que ocurre en
cereales, ej. HAYS ET AL 2007), sesgando los valores reales de la contribucién de la fotosintesis de la
pina al llenado de grano. Sin embargo, los valores de fotosintesis bruta de la pifia fueron mucho
mayores que los de la fotosintesis neta de las aciculas, lo que sugiere que la pina tiene una tasa de
fotosintesis mucho mayor que la de las aciculas indicando que podria existir fijacion de CO2
anapleurética (no mediada directamente por el sol) o una fijacién del CO2 tipo CAM (LUTTGE, 2008).
En ciertos estadios de su desarrollo se ha observado que los conos de coniferas, fijan cierto CO2

(PALLARDY, 2008). Sin embargo, en muchos casos, la fotosintesis de los conos no es suficiente para
establecer un equilibrio con la alta produccion respiratoria de CO2 (la presencia de lenticelas
demuestra que hay respiracion en las pinas), y una gran parte de los carbohidratos requeridos para
su crecimiento son obtenidos de otras fuentes (DICKMANN & KOZLOWSKI, 1969; KOZLOWSKI,
1992). En un experimento llevado a cabo por OGAWA (1988) en conos del ciprés Hinoki, la
fotosintesis de los conos compensd poco mas de la mitad del CO2 perdido diariamente por la
respiracion oscura (OGAWA, 1988), indicando que los conos podrian tener un papel en la fijacion del
CO2 pero no la suficiente para refijar todo el CO2 emitido a través de la respiracion.

En el estudio anatémico de la pifa, se distinguen estructuras y tejidos fotosintéticos como los
estomas, un tejido parenquimatico tipo lagunar con presencia de cloroplastos, y un meséfilo. Los
cloroplastos, son organulos donde ocurre la captura de energia y la fijacion del CO2 y principalmente

se observan en las hojas, pero también se han observado en conos de P. sylvestris (LINDER &

TROENG, 1982). La constatacion de la presencia de estas estructuras junto a las altas tasas
fotosintéticas obtenidas evidencia que la pifia esta realizando un eficiente proceso de fotosintesis.
Lo que todavia no se ha vislumbrado es el rol de la pina durante el llenado de los granos de los
pinones. Asi no se lograron evidencias consistentes de que la fotosintesis de las pinas actuara como
fuente de foto-asimilados, ni que fuera decisiva para el crecimiento de las propias pinas ni tampoco
de los pinones. Sin embargo, los valores de la fotosintesis de la pifia se mantuvieron mas altos que
los de las aciculas por unidad de superficie a lo largo del crecimiento de la pina en su tercer ano,
indicando que debe existir un papel fotosintético aunque no suficiente para refijar todo el CO2
perdido a través de su propia respiracion.

6. Conclusiones
Los tratamientos de fuente-sumidero mostraron la posible existencia de una co-limitacion de
fuente debido a que el peso de los pifones disminuyd en el tratamiento de defoliado. Aunque el

tratamiento de sombreado de la pifa no disminuyé el peso del pinén, la fotosintesis bruta de la pina
fue marcadamente mas elevada que la de las aciculas por unidad de superficie. Ademas, en el

6P
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estudio anatémico del tejido de la pina, aparecieron estructuras fotosintéticas propias del
metabolismo fotosintético como seria el mesofilo o los cloroplastos, aunque en menor densidad que
en las aciculas. Estos resultados indican que la pina esta realizando la fotosintesis aunque los
resultados no demuestran que esto sea aparentemente a nivel cuantitativo una ventaja para llenar
mas los granos, ya que el sombreado de la pina no disminuyé el peso de los pifones.
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