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En el ambito mediterraneo es frecuente la concurrencia en un mismo habitat de especies perennifolias y caducifolias como Quercus ilex y
Q. faginea. En este estudio se pretende analizar la diferencia en la respuesta ecofisiolégica de las dos especies frente a la variacion

climatica estacional mediante la composicion isotépica de carbono de la materia organica soluble de las hojas (613Ch) y de la a-celulosa de la
madera (613Cm). Se observaron patrones intra-anuales dependientes de la especie en la 613Ch. Por un lado, Q. faginea utiliza reservas de
almidon como fuente de carbono para producir nuevas hojas a principios de abril, dando lugar a valores altos de 613Ch. Por otro, Q. ilex

utiliza asimilados recientes de las hojas formadas el afio anterior (aun funcionales). No obstante, los valores globales de 613Ch en ambas

especies son similares (-25,4+0,55 y -25,5+0,89, para Q. faginea y Q. ilex, respectivamente), lo que apunta a valores equivalentes de
eficiencia intrinseca en el uso del agua. Como en las hojas, la 613Cm de Q. faginea reflejé claramente el uso de reservas en la madera

temprana. Tanto la 613Ch como la 613Cm de las dos especies registran ajustes como respuesta a las variaciones ambientales estacionales.

No obstante, y como parametro integrador de eficiencia hidrica, la menor amplitud de las variaciones en la 613Cm de Q. ilex sugiere una

menor sensibilidad de esta especie frente a las fluctuaciones climaticas, lo que puede otorgarle cierta ventaja competitiva bajo condiciones
de incremento progresivo de aridez.
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Aguilera, M., Voltas, J., Ferrio, J.P., Serrano, L. 2010.Seasonal evolution in leaf and wood &3C in two co-occurring
Mediterranean oaks (Quercus ilex subsp. ballota L. and Quercus faginea Lam.): dynamics of water-use efficiency.
Ecosistemas 19(3):6-13.

In the Mediterranean region, the presence of mixed stands of evergreen and deciduous species such as Quercus ilex and Q. faginea is
common. In this work we aim to analyze their differential response to seasonal climatic fluctuations using the carbon isotope composition in
leaf soluble organic matter (5,,C)) and in wood a-cellulose (5, ,C ) as indicators of water-use efficiency. We observed different intra-annual
patterns in 613C|. On the one hand, Q. faginea uses stored starch as carbon source to build new leaves in the beginnings of April, leading to
high &,,C, values. On the other, Q. ilex uses recent assimilates from previous-year, but still functional, leaves. Nevertheless, overall 5, ,C,
values in both species were similar (-25.4+0.55 and -25.5+0.89, for Q. faginea and Q. ilex, respectively), which translates into similar
intrinsic water-use efficiencies. As in leaves, 5,,C  for Q. faginea clearly showed the use of stored carbon for early-wood formation. Both
613C| and 6130W recorded functional adjustments in response to seasonal climatic variations, but the lower amplitude of 613CW changes

registered in Q. ilex indicates a reduced sensitivity to climate changes as compared with the deciduous oak. This feature may provide this
species with a competitive advantage under conditions of steady increase in aridity.
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Introduccién

El agua es el recurso mas limitante de los ecosistemas mediterrdneos como determinante de la supervivencia y el
crecimiento de las plantas (Pefiuelas et al., 2001). Como consecuencia del cambio climatico, y de acuerdo a las predicciones
del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climético (IPCC), se prevé un aumento de la temperatura media y
una reduccién del régimen pluviométrico en la Region Mediterrdnea (Solomon et al., 2007). El impacto de este fendmeno
previsiblemente se traducird, en las préximas décadas, en desajustes en el balance hidrico, el crecimiento y la vitalidad de los
arboles. Como consecuencia, la capacidad de las especies para afrontar una disminucion de la disponibilidad hidrica y sus
diferencias en eficiencia en el uso del agua jugaran un papel muy importante para determinar futuros patrones de distribucion
geografica (Miller et al., 2001). Asi, las especies presentan diferentes estrategias en uso del agua, tales como la tolerancia o
la evitacion del estrés hidrico (Leavitt, 1993), con objeto de asegurarse la supervivencia y el crecimiento. La limitacién en el
crecimiento impuesta por una escasa disponibilidad hidrica se debe, principalmente, a una reduccién en el balance de
carbono de las plantas, dependiente de la relacion entre fotosintesis y respiracion (Flexas et al., 2006). En este contexto, la
eficiencia intrinseca en el uso del agua (EUA,, relacion entre carbono fijado y agua transpirada a nivel de estoma) es uno de

los factores clave en la caracterizacion de la respuesta al estrés hidrico.

En la atmésfera coexisten de forma natural dos is6topos estables del carbono: 12C y 13C. A través de diversos procesos
fisicos y bioquimicos se producen fraccionamientos isotépicos que provocan variaciones en el ratio 13C/12C de los tejidos.
Asi, la proporcién de 13C en los tejidos vegetales es menor que en la atmoésfera debido a la discriminacién del isétopo mas
pesado (*3C) frente al is6topo mas ligero (*2C), tanto en el proceso de difusién del CO, a traves de los estomas de la hoja,

como posteriormente en el proceso de carboxilacion por la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco).
Debido a esto, en plantas C;, la composicion isotopica del carbono (5%3C) de las hojas esta relacionada con el ratio de

presion parcial de CO, intercelular y ambiental (C,/C,), que depende de la disponibilidad de CO, en el espacio intercelular, a
su vez regulada por la conductancia estomatica (g,) (Farquhar et al., 1989). El cierre estomatico causado por un episodio de

sequia reduce la concentracion interna del CO,, (C)), lo que conlleva una disminucion de la discriminacion isotopica del Bcy
valores altos de &3C. Finalmente, la 3*3C producto de la fijacién del CO, se refleja, en mayor o menor medida, en la madera

en formacion, que crearé un anillo de crecimiento, por lo que la distribucién radial de la 3*3C dentro del anillo puede manifestar
diferentes condiciones ambientales a lo largo del periodo vegetativo anual del arbol. Por otro lado, el crecimiento anual de un
anillo no es un proceso lineal, diferencidandose la madera temprana y tardia, por lo que se pueden identificar diferencias intra-
anuales en los valores de la 313C (Helle y Schleser, 2004). En definitiva, la 3'3C de diferentes tejidos del arbol, y en concreto,
de la madera, es capaz de integrar la influencia de diversos factores ambientales en los procesos de intercambio de CO,

entre la planta y la atmdsfera, factores que a su vez afectan a la disponibilidad hidrica, como la radiacion, la humedad relativa
o la evapotranspiracion (Korol et al., 1999; Warren et al., 2001; Ferrio et al., 2003).

En la zona Noroeste de la regién mediterrdnea una de las especies mas importante por su extension geografica es la encina
(Quercus ilex L.), arbol perennifolio de pequefias hojas escleréfilas que reducen la transpiracién como estrategia para paliar el
déficit hidrico propio de ambientes xéricos. En la misma zona también se presentan Quercus nemoro-mediterraneos como el
guejigo (Quercus faginea Lam.), una especie marcescente que habita preferentemente en areas mas mésicas. Estas dos
especies pueden concurrir circunstancialmente en un mismo nicho intermedio, aunque es posible que alguna de ellas (o
ambas) no se encuentre en condiciones 6ptimas de acuerdo a sus distintas estrategias de adaptacion al medio y, por tanto, a
sus diferencias morfo-fisioldgicas y fenoldgicas. Se han llevado a cabo numerosos estudios para intentar explicar la
coexistencia de especies perennes y marcescentes de Quercus en el area mediterrdnea basandose, por ejemplo, en la
respuesta diferencial de las semillas a ciertas perturbaciones (Bonfil et al., 2004), en la eficiencia en el uso del agua y
nutrientes a nivel de hoja (Epron y Dreyer, 1990; Damesin et al., 1998), o en diferencias anatémicas del xilema (Corcuera et
al.,, 2004). Una posible clave para entender los factores que controlan la concurrencia de estas especies, pertenecientes a
grupos funcionales distintos, es caracterizar las variables fisioldgicas que determinan el balance de carbono del arbol, desde
la fijacion del carbono por las hojas hasta la formacion de la madera.

En el presente estudio se compara el patrén estacional del uso de agua en una masa mixta de encina y quejigo, en un
hébitat, a priori, mas desfavorable para el segundo. En particular, se investiga una posible respuesta diferencial frente a la
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disponibilidad hidrica en términos de variabilidad interespecifica en eficiencia intrinseca en el uso del agua, todo ello a partir de
la utilizacion de is6topos estables del carbono, tanto en la materia organica soluble de las hojas, como en la a-celulosa de la
madera.

Metodologia

Localizacién del estudio

El estudio se realizé en una ladera de suave pendiente con orientacién oeste de un bosque abierto con presencia de Quercus
ilex subsp. ballota y Q. faginea, localizado en el término municipal de Oliola, en la comarca de La Noguera, Lleida (41° 52’ N,
1° 10’ E, 452 m. s.n.m.). El emplazamiento presenta unas condiciones climéticas particularmente limitantes para el desarrollo

de Q. faginea, con escasa precipitacion (P,,,,= 433mm) de marcada estacionalidad (P ,,,= 91 mm) (Fig. 1) y temperaturas

relativamente elevadas (T = 15,2°C) (fuente: Estacidon Meteorolégica de Oliola, Xarxa Agrometeorologica de Catalunya). El

media
tipo de suelo es un calcixerollic xerochrept de textura franco-limosa y escasa profundidad (aprox. 50 cm). Para realizar el
seguimiento, se escogieron cuatro arboles sanos y dominantes (dos Quercus ilex subsp. ballota y dos Q. faginea Lam.)
proximos entre si (distancia inferior a 20 m) con un diametro medio de 24,2 cm. y 23,9 cm., respectivamente.
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Figura 1. Variacion estacional de los cuatro afios de estudio de a) la 613Ch para Q. faginea y Q.

ilex; y b) temperatura mensual (linea discontinua), en °C; pluviometria mensual (barras), en mm;
patron de la pluviometria de los Ultimos 20 afios (area gris); y potencial matricial del suelo (linea
continua), en kPa. Se resaltan en amarillo los maximos de 613Ch debidos a uso de carbohidratos

de reserva.

Muestreo y preparacién de muestras

El estudio se llevé a cabo desde principios de 2005 hasta finales de 2008. Para analizar la composicion isotépica del carbono
de la materia organica soluble de las hojas (613Ch) se tomaron muestras de hojas formadas en el afio en curso de los cuatro

arboles estudiados, repitiéndose el proceso cada 20-25 dias, aproximadamente, hasta finales de 2008, exceptuando la época
de invierno en el caso de Q. faginea por tratarse de una especie marcescente. Para minimizar la variabilidad microambiental,
las hojas se recogieron en exposicién sur y en la parte alta del dosel. Las muestras se congelaron inmediatamente después
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de su recogida. Al llegar al laboratorio se procedié al secado en estufa de unas 15 hojas por muestreo durante 48 horas a
70°C, y se trituraron hasta reducirlas a polvo fino para realizar la extraccién de la materia organica soluble en agua. La
extraccion se llevd a cabo de acuerdo a Gessler et al., (2004). Una vez obtenidos los carbohidratos solubles se traspasé una
alicuota del liquido de extraccidn a capsulas de estafio, se evapor6 el agua de cada capsula en una estufa a 60°C durante 12
horas (Kodama et al., 2008), se pesaron las cipsulas y se cerraron para su andlisis isotépico.

Para analizar la §*3C de la a-celulosa de la madera (§'3C,) se obtuvo una seccion del fuste (1 cm?) a una altura de 1,35 m,

evitando zonas de madera de compresion, nudos y otras alteraciones, de dos de los arboles estudiados (uno por especie). Se
fotografiaron y midieron los anillos de crecimiento del periodo 2005-2007. Se realizaron cortes consecutivos en microtomo (20-
120 ym) dividiendo cada anillo en unas 10 secciones, aproximadamente. Una vez obtenidas las laminas, se procedi6 a la
extraccion de a-celulosa segln Loader et al. (1997), y a continuacion, cada muestra se pesé y encapsulé para su analisis
isotdpico.

Los andlisis de 3'3C se llevaron a cabo en un espectrémetro de masas de relacion isotépica Thermo Finnigan Delta C
acoplado a un analizador elemental Flash EA1112, en los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Barcelona. El
ratio 13C/1?C se expres6 como la desviacién del estandar VPDB (Viena PeeDee Belenmite) en %o (513C).

Resultados y discusion

513C en materia orgénica soluble de hoja

La evolucién de la 33C de la materia organica soluble de las hojas (613Ch) presentd patrones dependientes de la especie. En

particular, Q. ilex exhibié una variacion intra-anual similar para los cuatro afios de estudio, con un incremento paulatino en los
meses de febrero a junio y que alcanz6 un valor maximo en julio (JI'05= -24,5%.), seguido de una disminucién de agosto a
enero, alcanzandose su valor minimo a finales de enero-principios de febrero (F'07= -27,9%0). En el caso de Q. faginea, se
observaron los valores mas elevados de 613Ch durante el mes de abril (A’'06= -23,8%o), coincidiendo con el brote de hojas

nuevas, descendiendo rapidamente en los dias posteriores para permanecer constante durante la primavera y descender de
nuevo, mas acusadamente, a partir del mes de agosto, hasta alcanzar valores minimos en diciembre, coincidiendo con la
senescencia de las hojas (D’08= -27,9%o0) (Fig. 1a).

Las hojas jovenes de Q. faginea presentaron valores de 613Ch mas altos, con una diferencia media de 1,5%. respecto a las

hojas maduras y de 2,4%. respecto a las hojas senescentes. Se han constatado patrones similares en especies de hoja
caduca como Fagus sylvatica, Acer grandidentatum y Quercus pubescens (Leavitt y Long, 1982; Damesin et al., 1998;

Damesin y Lelarge, 2003; Helle y Schleser, 2004). En cambio, el valor medio de 613Ch de las hojas jovenes de mayo en Q.

ilex presentdé una diferencia media de -0,9%. respecto a valores promedio de los meses de verano, y en este caso no se
observaron diferencias con los valores propios de finales de afio.

Aungue Q. faginea, como especie marcescente, no se desprende de las hojas hasta la produccién de los nuevos brotes,
éstas pierden su actividad y entran en senescencia a principios de invierno. Por tanto, el brote de hojas a principios de
primavera requiere de la movilizacion hacia los tejidos meristematicos de carbohidratos de reserva almacenados en forma de
almidon en ramas jovenes, cortezas o células vivas del parénquima xilematico del afio precedente (Kozlowski et al., 1991). El
almidén presenta un valor de 53C superior al de otros aziicares solubles (Brugnoli et al., 1988), y esta sefial queda reflejada
en la materia organica soluble de las hojas en formacion, dando lugar a una mayor 613Ch durante abril para Q. faginea. Estos

resultados indican que el manejo de las reservas en Q. faginea es comparable al de las quercineas caducifolias de ambientes
templados, coincidiendo con el patrén descrito por Helle y Schlesser (2004) en Quercus petraea (Mattuschka) Liebl. En
cambio, la elevada sefial isotopica del almidon no aparece reflejada en Q. ilex. Al ser una especie perennifolia, la materia
organica de las hojas a principios de primavera en Q. ilex puede provenir tanto de material de reserva, como en Q. faginea,
como de azUcares recientemente asimilados por hojas del afio anterior, pero todavia funcionales.

En nuestro estudio, la fraccién soluble de las hojas jévenes de Q. ilex presenté, por lo general, valores mas bajos de 53C que
las hojas jovenes de Q. faginea, y para la primera especie no se observaron diferencias tan acusadas entre la 613Ch de hojas

en formacion (abril) y la de hojas maduras (octubre-noviembre) (Fig. 1a), dos periodos en los que las condiciones ambientales
suelen presentar bastante semejanzas. Esto sugiere que, efectivamente, la produccién de nuevos brotes en Q. ilex procede
fundamentalmente de asimilados producidos por las hojas del afio anterior, de acuerdo con lo observado en coniferas
perennes de ambientes tropicales y mediterraneos (Barbour et al., 2002; Klein et al., 2005). No obstante, es sabido que Q.
ilex tiene una gran capacidad de almacenar reservas, que aprovecha para iniciar un rebrote masivo tras una perturbacion
(Fleck et al. 1996; El Omari et al. 2003). De hecho, nuestro estudio indica que en determinadas condiciones Q. ilex desarrolla
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sus brotes nuevos a partir de material de reserva, como lo haria una quercinea caducifolia. Asi, en el afio 2008, tras un inicio
de primavera particularmente lluvioso y frio, poco favorable a la fijacién de nuevos asimilados, se observé en Q. ilex un maximo
de 613Ch a principio de la primavera, comparable al de Q. faginea (Fig. 1a). Es probable que esta capacidad de administrar

los recursos de carbono para adaptarse a las condiciones ambientales sea una de las claves del éxito evolutivo de esta
especie, presente en un amplio rango de condiciones climaticas.

A pesar de las diferencias de patrones intra-anuales entre las dos especies, la media de los valores de 613Ch fue similar

(-25,4+0,55 y -25,5+0,89, para Q. faginea y Q. ilex, respectivamente), lo que a priori se traduce en valores aproximadamente
equivalentes de eficiencia intrinseca en el uso del agua (Farquhar et al., 1989). Esto concuerda con el resultado obtenido por
Damesin et al. (1997), que muestra la semejanza en los valores de 5*3C foliar entre especies perennes o marcescentes de
Quercus, mas concretamente entre Q. pubescens y Q. ilex. No obstante, la relacién lineal entre 53C y Ci/Ca (y por ende
EUA)) tan sblo se mantiene asumiendo una Cc-Ci constante (diferencia entre la presion parcial de CO, en el espacio
intercelular y el cloroplasto) (Farquhar et al., 1989). Por tanto, cabe considerar la posibilidad de que diferencias en la
conductancia del mesofilo (g,,,, que modula Cc-Ci) entre las dos especies modifiquen la relacion entre EUA; y 513C (Warren'y

Adams 2006; Aranda et al., 2007; Flexas et al., 2008). En consecuencia, atin con valores de 5'3C semejantes no es posible
descartar totalmente diferencias en EUA, entre las dos especies.

513C en anillos de crecimiento

Por lo que respecta a la 3'3C de la a-celulosa de la madera (613Cm), se observé un patrén intra-anual muy similar al de la

materia organica soluble de hojas. En los tres afios estudiados los valores mas altos para Q. faginea se presentan en la
madera temprana (2006= -22,4%0); seguidamente, se produce un primer descenso y, posteriormente, ya en la madera tardia,
una subida que no llega a superar los valores del principio de anillo. Hacia el final del anillo se observan los valores mas bajos
(2008= -25,7%0) (Fig. 2a). Un patron estacional mas erratico y con una menor variabilidad se observé para Q. ilex. Los valores

de 613Cm durante el periodo de brotaciébn no superaron, en general, los obtenidos durante la sequia estival, ademas los
valores mas bajos no corresponden al final del anillo (Fig. 2b).
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Figura 2. Variacién estacional de la 513Cm para los afios 2005, 2006 y 2007 para la especie Q

faginea (a) y Q. ilex (b). La linea discontinua representa el principio y final del anillo de crecimiento.
Se resaltan en amarillo los méaximos de 613Cmdebidos a uso de carbohidratos de reserva.
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El alto valor de la 613Cm de la madera temprana en Q. faginea podria deberse a que, como en muchas otras especies de poro

en anillo, el crecimiento secundario o formacion de la madera temprana se inicia antes de la brotacion de las hojas, por lo que
la fuente de carbono procede de reservas almacenadas, principalmente almidén, formadas el afio anterior (Helle y Schleser,
2004). En Q. ilex no sucede lo mismo, ya que las hojas del afio anterior son todavia funcionales y pueden proporcionar

carbohidratos para el crecimiento secundario, tal y como ya sucedia en la 613Ch para el caso de la formacién de hojas. El
resto de variaciones de la 613Cm podria deberse a la relacion que existe entre las condiciones ambientales, como

precipitacion y evapotranspiracion, y la 3'3C de la madera formada (McCarroll y Loader, 2004; Ferrio y Voltas, 2005). Asi, las
variables ambientales condicionan la disponibilidad hidrica de la planta y su respuesta queda reflejada en la 613Cm. Valores

altos de 613Cm corresponderian a momentos de escasa disponibilidad hidrica, lo que provocaria un cierre estomatico y una
reduccion de la concentracion interna de CO,. En cambio, valores bajos reflejarian mejores condiciones hidricas para la
planta. En particular, los valores altos podrian corresponderse con la sequia estival tipica de ambientes mediterrdneos, y los
valores bajos con los picos de pluviometria de primavera y otofio (Fig. 2). Asi, observando las diferencias intra-anuales en la
613Cm puede sugerirse un ajuste funcional respecto a la disponibilidad hidrica en ambas especies, y especialmente en

verano, momento en que las condiciones ambientales son mas extremas. Este ajuste se presenta menos acentuado en Q.
ilex, como sugiere su menor variabilidad intra-anual en 613Cm, lo que apunta, por tanto, a una sensibilidad inferior en esta

especie frente a cambios ambientales.

Por otro lado, aunque la sefial isotopica de las hojas se transfiere en buena parte a los anillos de crecimiento, existen
diferencias en valores absolutos de 5'3C, y 8*3C _ en ambas especies (-25,4+0,55 y -23,5+0,50, para Q. ilex, y -25,50,89 y -
23,8+0,80, para Q. faginea, respectivamente), siendo mayor la composicion isotépica de la a-celulosa de la madera. Este
fraccionamiento post-fotosintético se produce durante los procesos metabolicos que llevan a la produccion de tejidos (Badeck
et al. 2005; Kodama et al. 2008). En general los compuestos de la planta se enriquecen en 13C entre la fuente (hoja) y los
tejidos receptores (tejido xilematico). No existe una Unica explicacion mecanistica para este fraccionamiento, y es probable
que se deba a la participacion de diversos procesos, como son la ramificacién metabdlica de la hoja, procesos metabdlicos
en las células durante el transporte y el efecto de la respiracion durante la formacion de madera (Damesin y Lelarge, 2003;
Badeck et al. 2005). Puesto que estos procesos podrian enmascarar los efectos climaticos en la sefial isotdpica, se deberia
profundizar en los mecanismos de fraccionamiento post-fotosintético para conocer su relevancia en cada una de las etapas,
individualizarlas y, finalmente, discernir el efecto climatico sobre las mismas.

Conclusiones

Este estudio evidencia el potencial de la sefial isotopica del carbono para caracterizar las respuestas fisioldgicas de dos
especies mediterraneas concurrentes. Asi, la 613Ch y la 613Cm permiten sugerir que el crecimiento inicial de las hojas

jovenes y del tejido vascular del xilema en Q. faginea se debe a la incorporacién de reservas, con valores mas elevados de
513C, almacenadas en la estacion precedente. En cambio, para Q. ilex, los valores maximos de 5'3C, y de 8*3C_ aparecen,

por lo general, durante la sequia estival, si bien se observan valores comparables durante el periodo de brotacion en la 613Cm.

Todo ello sugiere una fuente diferente de la materia organica fijada en la hoja de primer afio y en la madera de primavera para
especies perennifolias y caducifolias. Ademas, los cambios registrados en los valores de 613Cm de la a-celulosa sugieren

ajustes en las dos especies como respuesta al clima, aunque el rango de variacién de respuesta sea menor para Q. ilex. Esta
especie presenta una estrategia conservadora amortiguando las variaciones en 613Cm producidas por cambios en

disponibilidad hidrica. Aunque la mayor plasticidad de Q. faginea, en términos de eficiencia hidrica, resulta seguramente
ventajosa bajo condiciones favorables para el desarrollo, es posible que, en contrapartida, esta especie padezca en mayor
medida las consecuencias de un endurecimiento climatico si sobrepasa su umbral intraespecifico de eficiencia en uso del
agua. Ello podria traducirse en una pérdida de capacidad de competencia frente a la estrategia mas conservadora de Q. ilex
en el actual contexto de cambio climético.
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