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Abstract 

 

Mediterranean-type climates present mild or cold and humid winters, while the 

summer is affected by high pressures that bring dry and hot air (summer aridity), 

the latter is considered the genuine characteristic that differentiates it from other 

types of climates. In this way, the vegetative period is affected by summer 

drought, which, together with the low temperatures in winter, can limit 

vegetative growth to essentially two seasons: spring and autumn. Even with 

these restrictions, Mediterranean ecosystems are highly species-rich and 

represent one-sixth of the planet's flora. This is the case of the genus Quercus, 

which, with more than 400 species distributed throughout the northern 

hemisphere, is the dominant element in a wide variety of habitats, especially, in 

Mediterranean-type climates. 

 

Nowadays, two well-differentiated types of oaks coexist in Mediterranean 

regions: the sclerophyllous evergreen oak with an origin in the Paleotropical 

Flora and the deciduous malacophilous of Arctotertiary origin. These two models 

may be very different at morphological, phenological and physiological levels. 

In this way, the two types of oaks must constitute two very different operating 

models in the Mediterranean climate. Thus, the main objective of this thesis is the 

comparative study of the functioning of the two types of oak species with 

different foliar habits and degrees of sclerophylly that coexist in the 

Mediterranean climate. Therefore, this thesis consists of five chapters 

corresponding to five articles already published or under review that aim to shed 

light on the abovementioned issue. 

 

Thus, a review of sclerophylly in the genus Quercus was carried out to define the 

mechanisms behind it and its economic consequences for the leaf. Despite the 

wide range of variation in the leaf functional traits and their contrasting adaptive 

strategies, it cannot be explained by itself by any of the ecological factors 

considered (drought, nutrient scarcity, low temperatures and physical damage). 

The study suggests that these restrictions may have a synergistic effect, and from 

a functional point of view, we can conclude that leaf habit greatly modulates the 

physiological implications of sclerophylly in oaks. 

 

Using a phylogenetic approach, anatomical, compositional, and climatic 

variables were quantified in 85 deciduous and evergreen Quercus species that 



 

showed fundamental leaf morphological differences revealing a diverse adaptive 

response. While LMA in deciduous seems to have diversified in coordination 

with thickness modulated mainly by aridity, LMA diversification in evergreen 

seems to depend on the infrageneric group. Thus, in the latter, leaf thickness 

diversification was modulated by both aridity and cold, while leaf density 

diversification is only modulated by aridity. 

 

Furthermore, the relative importance of each leaf characteristic on the mechanical 

properties of 25 Quercus species was studied. It was suggested that Quercus 

sclerophyllous leaves are tougher and stronger due to the thicker external wall 

of their epidermis and/or a higher concentration of cellulose. moreover, the 

species in section Ilex shared common traits although they occupy quite different 

climates. Similarly, evergreen species living in Mediterranean-type climates 

shared common leaf traits regardless of their different phylogenetic origin. 

 

In addition, changes dependent on leaf age in morphological, anatomical, 

chemical and photosynthetic traits were evaluated in Quercus ilex subsp. 

rotundifolia Lam., an evergreen oak with a high leaf life span. Decreases in all 

photosynthetic traits were observed with increasing leaf age. Changes in leaf 

anatomy and biochemistry were responsible for age-dependent changes in net 

CO2 assimilation and CO2 conductance through the mesophyll. These findings 

revealed a gradual physiological deterioration related to the dismantling of the 

photosynthetic apparatus in older leaves of Q. ilex subsp. rotundifolia. 

 

Finally, the photosynthetic, photochemical and hydraulic characteristics of 

different organs of Q. faginea and Q. ilex subsp. rotundifolia under severely dry 

conditions. The strong decrease in the photosynthetic traits of Q. faginea was 

accompanied by a strong decrease in the hydraulic conductance of the leaves in 

response to drought. This fact probably prevented a xylem embolism in the stems 

(“vulnerability segmentation”). On the contrary, the leaves of Q. ilex subsp. 

rotundifolia showed effective photoprotective mechanisms and high resistance to 

cavitation induced by drought, which would be related to the greater longevity 

of the leaves of Mediterranean oaks. 

 

 

 

 



 

Resumen 

 

El clima mediterráneo presenta inviernos suaves o fríos y húmedos, mientras que 

el verano está afectado por las altas presiones que traen aire seco y caluroso 

(aridez estival), siendo esta última, la característica genuina que lo diferencia de 

otros tipos de clima. De este modo, el periodo vegetativo se ve afectado por la 

sequía en verano, que, junto con las bajas temperaturas en invierno, pueden 

limitar el crecimiento vegetativo esencialmente a dos estaciones: primavera y 

otoño. Aún con estas restricciones, los ecosistemas mediterráneos tienen una alta 

riqueza de especies que representan la sexta parte de la flora del planeta. Este es 

el caso del género Quercus, que, con más de 400 especies distribuidas por todo el 

hemisferio norte, es el elemento dominante de una amplia variedad de hábitats 

y en especial, del clima mediterráneo.   

 

En la actualidad es posible hablar de dos tipos de robles bien diferenciados que 

coexisten en las regiones mediterráneas: el roble perennifolio esclerófilo con un 

origen en la Flora Paleotropical y el malacófilo caducifolio de origen 

Arctoterciario. Estos dos modelos, que influyen en la adecuación de la planta al 

ambiente, pueden ser muy diferentes a nivel morfológico, fenológico y 

fisiológico. De este modo, los dos tipos de robles deben constituir dos modelos 

de funcionamiento muy distintos frente al clima mediterráneo. Es por eso por lo 

que el principal objetivo de esta tesis es el estudio comparado del funcionamiento 

de los dos tipos de especies de robles con diferentes hábitos foliares y grado de 

esclerofilia que coexisten en el clima mediterráneo. Por consiguiente, esta tesis 

consta de cinco capítulos que corresponden a cinco artículos ya publicados o en 

fase de revisión que pretenden arrojar luz al tema planteado anteriormente.  

 

Así, se realizó una revisión bibliográfica sobre la esclerofilia en el género Quercus 

para definir los mecanismos que hay detrás y sus consecuencias económicas para 

la hoja. Pese a al amplio rango de variación en los rasgos funcionales de las hojas 

y sus estrategias adaptativas contrastantes, no puede explicarse por sí sola por 

ninguno de los factores ecológicos considerados (sequía, escasez de nutrientes, 

bajas temperaturas y daño físico). El estudio sugiere que estas restricciones 

pueden tener un efecto sinérgico, y desde un punto de vista funcional, podemos 

concluir que, en los robles, el hábito foliar modula en gran medida las 

implicaciones fisiológicas de la esclerofilia. 

 

Usando un enfoque filogenético, se cuantificaron las variables anatómicas, 

composicionales y climáticas en 85 especies de Quercus caducifolios y 



 

perennifolios que mostraron diferencias morfológicas foliares fundamentales 

revelando una respuesta adaptativa diversa. Mientras que la LMA en los 

caducifolios parece haberse diversificado en coordinación con el grosor 

modulado principalmente por la aridez, la diversificación de la LMA en los 

perennifolios parece depender del grupo infragenérico. Así, en estos últimos, la 

diversificación en el grosor de la hoja fue modulada tanto por la aridez como por 

el frío, mientras que la diversificación en la densidad de la hoja es sólo modulada 

por la aridez. 

 

Asimismo, se estudió la importancia relativa de cada característica de la hoja 

sobre las propiedades mecánicas en 25 especies de Quercus. Se sugiere que las 

hojas de Quercus esclerófilos son más duras y fuertes debido a la pared externa 

de su epidermis más gruesa y/o a una mayor concentración de celulosa. Además, 

las especies de la sección Ilex comparten rasgos comunes independientemente de 

que ocupen climas bastante diferentes. De modo similar, las especies de hoja 

perenne que viven en climas de tipo mediterráneo comparten rasgos foliares 

comunes independientemente de su diferente origen filogenético. 

 

Además, se evaluaron los cambios dependientes de la edad foliar en los rasgos 

morfológicos, anatómicos, químicos y fotosintéticos en Quercus ilex subsp. 

rotundifolia Lam., un roble perennifolio con hojas de alta longevidad. Se observan 

disminuciones de todos los rasgos fotosintéticos con el aumento de la edad de la 

hoja. Los cambios en la anatomía y bioquímica de la hoja fueron responsables de 

las modificaciones dependientes de la edad en la asimilación neta de CO2 y la 

conductancia del CO2 a través del mesófilo. Estos hallazgos revelaron un 

deterioro fisiológico gradual relacionado con el desmantelamiento del aparato 

fotosintético en hojas más viejas de Q. ilex subsp. rotundifolia. 

 

Por último, se analizaron las características fotosintéticas, fotoquímicas e 

hidráulicas de diferentes órganos de Q. faginea y Q. ilex subsp. rotundifolia bajo 

condiciones de sequía severa. La fuerte disminución de los rasgos fotosintéticos 

de Q. faginea estuvo acompañada de una fuerte disminución de la conductancia 

hidráulica de las hojas en respuesta a la sequía. Este hecho probablemente evitó 

una embolia xilemática en los tallos (“segmentación de la vulnerabilidad”). Por 

el contrario, las hojas de Q. ilex subsp. rotundifolia mostraron mecanismos 

fotoprotectores efectivos y alta resistencia a la cavitación inducida por la sequía, 

lo que estaría relacionado con la mayor longevidad de las hojas de las encinas 

mediterráneas.  
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1.1. El género Quercus: origen y distribución 

 

Quercus L. (Fagaceae) es uno de los géneros de plantas leñosas más diverso 

en número de especies, habiendo despertado un gran interés en la botánica por 

su complejidad y riqueza desde los orígenes de esta ciencia. El considerado como 

su fundador, Teofrasto de Ereso (371-286 a. C.), en su “Historia de las Plantas” 

ya ofreció una descripción general de aquellos robles que por proximidad pudo 

estudiar. Distinguió varias especies, tanto de hoja caduca como de hoja 

persistente, fácilmente identificables en la actualidad. Aunque Teofrasto les 

asignó nombres vernáculos, podemos distinguir especies como Q. cerris, Q. 

frainetto, Q. ithaburensis, Q. ilex o Q. coccifera (Thanos, 2005).  

 

Un intento más sistematizado de abundar en la diversidad dentro del 

género Quercus se lo debemos a Charles de l'Ecluse (1576) que reseñó y dibujó 

con bastante precisión ocho de sus especies. Sin embargo, todavía no aglutinó 

todas ellas en un mismo género en el sentido que actualmente atribuimos a esta 

categoría taxonómica. Este autor las agrupó en “géneros” diferentes, tales como 

Robur, Ilex o Suber. Llama la atención el hecho de que sí agrupó en la misma 

categoría genérica especies que hoy sabemos están muy próximas 

filogenéticamente. Son ejemplo de esto mencionado; Q. ilex y Q. coccifera a las que 

llamó Ilex maior e Ilex coccigera, respectivamente. Fue necesario esperar a la 

publicación del “Species Plantarum” de Linneo (1753), para ver agrupadas en un 

único género, definitivamente Quercus L., 14 especies que derivaban de la 

aplicación del Systema Naturae a este grupo de plantas.  

 

En la actualidad, sabemos que este género comprende más de 400 especies 

de árboles y arbustos (Kremer y Hipp, 2020), que presentan una serie de 

características comunes como son la monoicidad, hojas simples, dispersión por 

el viento (anemocoria) y la producción de bellotas. Las últimas clasificaciones 

basadas en estudios filogenéticos moleculares sugieren que el género Quercus se 

clasifica en dos subgéneros y ocho secciones (Denk et al., 2017; Hipp et al., 2019). 

Por una parte, se encuentra el subgénero Quercus, también conocido como “clado 

del Nuevo Mundo” (Manos et al., 2001) o “clado de alta latitud” (Grimsson et al., 

2015; Simeone et al., 2016) que comprende cinco secciones (Protobalanus, Ponticae, 

Virentes, Quercus y Lobatae). Por otra parte, el subgénero Cerris, llamado también 

“clado del Viejo Mundo” o “clado de latitud media” que incluye tres secciones 

(Cyclobalanopsis, Ilex y Cerris).  
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En cuanto a su historia evolutiva parecen tener dos orígenes contrastados: 

(i) los robles procedentes de la Flora Arctoterciaria de naturaleza caducifolia y de 

climas templado-húmedos y (ii) los robles procedentes de la Flora Paleotropical, 

perennifolios y que evolucionaron en climas de naturaleza tropical (Barbero et 

al., 1992; Damesin et al., 1998; Mediavilla y Escudero, 2004). En el presente, ambas 

paleofloras han ocupado fitoclimas equivalentes en sus extremos evolutivos, 

desde la ocupación de los biomas neotropicales o mediterráneos (Hipp et al., 

2019; Jiang et al., 2019). 

 

Desde su aparición hace aproximadamente 56 millones de años, los robles 

se han expandido ampliamente por el hemisferio norte (Hofmann et al., 2011; 

Barrón et al., 2017; ver Fig. 1). De este modo, en la actualidad ocupan zonas desde 

el ecuador hasta las regiones boreales, y desde el nivel del mar hasta los más de 

4000 m de altitud (Manos y Stanford, 2001 y referencias incluidas). Debido a esta 

amplia distribución, el género Quercus se encuentra en diversos fitoclimas muy 

contrastados, desde los bosques templados y subtropicales hasta los bosques 

mediterráneos perennifolios (Gil-Pelegrín et al., 2017).  

 

 

Figura 1. Área de la distribución del género Quercus en la actualidad según registros de presencia 

de especies de “Global Biodiversity Information Facility” (GBIF, 2022). 

 

Según la clasificación de la geobiosfera en nueve zonobiomas propuesta 

por Walter (1985), encontramos robles en cinco de ellos. Así, a modo de ejemplo, 

Quercus urbanii habita el zonobioma II o “zonobioma de las savanas, bosques 

caducifolios y pastizales”; Q. ilex es característico del zonobioma IV o 

“zonobioma de bosques esclerófilos”; Q. nigra se encuentra en el zonobioma V o 

“zonobioma de laurisilva”; Q. robur, en el zonobioma VI o “zonobioma de 

bosques caducifolios” y Q. balloot, en el zonobioma VII o “zonobioma de estepas 

y desiertos fríos” (Breckle, 2002). Sin embargo, uno de estos zonobiomas es clave 
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en cuanto a la presencia de robles en su transición a otros zonobiomas: es el caso 

del zonobioma IV, considerado el propio de la región mediterránea (Walter, 

1985).  

 

1.2. El género Quercus en los ecosistemas mediterráneos 

 

El clima mediterráneo presenta inviernos suaves o fríos y húmedos, 

mientras que el verano está afectado por las altas presiones que traen aire seco y 

caluroso (aridez estival), siendo esta última, la característica genuina que lo 

diferencia de otros tipos de clima (Walter, 1985; Lionello et al., 2006). Más del 50% 

de la precipitación anual se produce durante el invierno y menos del 20% durante 

los meses de estío (Deich et al., 2017). De este modo, el periodo vegetativo se ve 

afectado por la sequía en verano, que, junto con las bajas temperaturas en 

invierno, pueden limitar el crecimiento vegetativo esencialmente a dos 

estaciones: primavera y otoño (Mitrakos, 1980). Aún con estas restricciones, los 

ecosistemas mediterráneos tienen una alta riqueza de especies que representan 

la sexta parte de la flora del planeta (Cowling et al., 1996; Rundel et al., 2016). En 

especial, solo en la cuenca mediterránea se encuentran unas 25 000 especies de 

plantas nativas, siendo más de la mitad endemismos (Rundel et al., 2016).  

 

Este clima recibe el nombre del mar Mediterráneo, región donde es típico 

este clima y en la que adquiere mayor extensión geográfica, abarcando más de 

2.3 millones de km2 (Cowling et al., 1996). Sin embargo, también está presente en 

otras zonas del planeta localizadas entre los 30˚ y 40˚ de latitud en ambos 

hemisferios (Lionello et al., 2006). Estas zonas presentan cambios en cuanto en a 

la distribución temporal de la precipitación, la duración del período de aridez, la 

amplitud térmica anual o la frecuencia de eventos extremos. Así, el clima 

mediterráneo genuino ocurre en cinco regiones que son: (i) la cuenca 

mediterránea, desde el océano Atlántico hasta Afganistán; (ii) la costa del Pacífico 

en América del Norte, California y Baja California; (iii) la costa central de Chile; 

(iv) la región del Cabo de Sudáfrica y (v) el oeste y sur de Australia (Walter, 1985). 

Si tenemos en cuenta la distribución de los robles en este tipo de clima a nivel 

global, cabe destacar las dos primeras regiones mencionadas (la cuenca 

mediterránea y la costa del Pacífico en América del Norte), ya que son las únicas 

en las que se encuentra el género Quercus.  
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A pesar de la característica común de un período de sequía estival, el clima 

mediterráneo es bastante diverso, con una marcada influencia en la fisonomía de 

la vegetación. Desde una perspectiva fitoclimática, y teniendo en cuenta la 

presencia de robles, el clima mediterráneo genuino puede evolucionar hacia (i) 

subclimas más cálidos y secos, en transición a los áridos; (ii) más templados y 

húmedos, en transición a climas templados o (iii) variantes más secas y frías, más 

cercanas a los climas típicos de estepa (Gil-Pelegrín et al., 2017). 

 

En el primer apartado de esta introducción se explicó cómo Walter (1985) 

le asignó a la región mediterránea el zonobioma IV y cómo este es clave en cuanto 

a la presencia de robles en su transición a otros zonobiomas. Respecto a esto, 

Breckle (2002) consideró los bosques perennifolios esclerófilos con 

predominancia de Q. ilex como la vegetación original de esta región. Así, se 

puede considerar que cuando las condiciones climáticas empeoran (i.e. aumento 

de la temperatura y reducción de la precipitación), Q. ilex se vería sustituido por 

Q. coccifera en las áreas de transición entre el zonobioma IV y el zonobioma III o 

“zonobioma de los desiertos cálidos” (Fig. 2). Por otra parte, cuando la 

temperatura y la aridez disminuyen, en la transición hacía el zonobioma VI, 

especies de caducifolios submediterráneos como Q. faginea o Q. pyrenaica son las 

que sustituyen a Q. ilex (Fig. 2). Finalmente, en la transición al zonobioma VII (i.e. 

cuando baja la temperatura y la precipitación se mantiene), solo la subespecie Q. 

ilex subsp. ballota podría vivir en estas condiciones (Gil-Pelegrín et al., 2017; 

Martín-Sánchez et al., 2022; Fig. 2). 
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Figura 2. Transiciones entre el zonobioma IV y condiciones más áridas (zonobioma III), 

condiciones húmedas y frías (zonobioma VI) y condiciones más frías (zonobioma VII). Se 

muestran las especies de robles representativas de cada zonobioma de Walter (1985) y las 

transiciones mencionadas. Figura modificada de Gil-Pelegrín et al. (2017). 

 

1.3. Tipos de robles en el clima mediterráneo 

 

Debido a la diversidad que presenta el clima mediterráneo, así como la 

gran variabilidad fisionómica y funcional de los robles de estos ecosistemas, 

definir un prototipo de roble mediterráneo genuino no es nada sencillo. 

Históricamente, los árboles perennifolios esclerófilos de hoja ancha de las 

regiones mediterráneas se han considerado como un ejemplo de evolución 

convergente de la fisionomía vegetal en relación con el clima (Schimper, 1903; 

Cody y Mooney, 1978; Box, 1981). En este sentido, Schimper (1903) propuso: “The 

mild temperate districts with winter rain and prolonged summer-drought are the home 

of evergreen xerophilous woody plants, which, owing to the stiffness of their thick, 

leathery leaves, may be termed sclerophyllous woody plants”. 

 

Sin embargo, el propio Schimper (1903) ya reconoció que en la cuenca 

mediterránea no solo existen robles perennifolios esclerófilos, pues también 
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habitan en ella robles malacófilos (i.e., de hoja blanda) caducifolios como Q. 

lusitánica. Así, observó: “Quercus Ilex, Linn. (…), resembles the olive closely in habit. 

In the Mediterranean countries, this species with some others, such as Q. coccifera (…) 

and Q. Suber, represents the sclerophyllous type of the genus Quercus, whilst other 

common species of the district, such as Q. lusitanica, remain green in summer. The 

sclerophyllous oaks have small stiff leaves, which in Q. Ilex are usually entire, but in 

other species are sharply toothed” (Schimper, 1903).  

 

Hoy en día, se conocen especies caducifolias frecuentemente dominantes 

en lugares donde la sequía es severa. Este es el caso de Q. douglasii, que habita en 

la costa californiana y se distribuye en zonas que tienden a ser demasiado secas 

para otras especies (Barbour, 1988; Blumler, 1991).  Incluso Q. lobata, un 

malacófilo caducifolio endémico de California que crece en los valles cálidos y 

piedemontes interiores, puede llegar a ser más tolerante a la sequía estival que 

otras especies perennifolias (Griffin, 1971, 1976). Además, en áreas de la cuenca 

mediterránea que experimentan veranos relativamente secos o, incluso muy 

secos, como en el sur de España, Italia, sudoeste de Turquía y el norte de África, 

se encuentran Quercus caducifolios malacófilos. Este es el caso de especies como 

Q. faginea, Q. pyrenaica, Q. cerris o Q. ithaburensis. De hecho, esta última especie es 

habitual en algunas de las localidades más áridas de la cuenca mediterránea, 

situadas al este de la misma (Dufour-Dror y Ertas, 2004). 

 

La perspectiva paleontológica puede ayudar a entender mejor la 

complejidad a la hora de definir un prototipo de roble mediterráneo genuino. A 

principios del Terciario, mucho antes de la aparición del clima mediterráneo, las 

regiones mediterráneas presentaban un clima cálido y húmedo con 

precipitaciones que se distribuían a lo largo de todo el año (Verdú et al., 2003; 

Valiente-Banuet et al., 2006; Millar, 2012). En estas zonas del hemisferio norte 

habitaba la Flora Paleotropical, que como se ha comentado más arriba, estaba 

formada por abundantes bosques perennifolios (Valiente-Banuet et al., 2006) 

mientras que los taxones esclerófilos constituían en la mayoría de los casos el 

sotobosque de estos bosques (Valiente-Banuet et al., 2006).  

 

Una gran cantidad especies se extinguieron cuando la sequía estival 

característica del clima mediterráneo se estableció en el hemisferio norte, hacia el 

Terciario Superior o principios del Cuaternario (Suc, 1984; Verdú et al., 2003; 

Millar, 2012). Fue entonces cuando esos arbustos perennifolios esclerófilos del 
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sotobosque se expandieron geográficamente (Valiente-Banuet et al., 2006). En ese 

periodo de desarrollo de los ambientes secos, algunos autores ya observaron la 

presencia de hojas esclerófilas correspondientes a robles de tipo “ilex” o “suber” 

en el sur de Europa (Kovar-Eder, 2003) y al tipo “chrysolepis” en la costa oeste 

de Norte América (Retallack, 2004). Así, la evolución de los robles esclerófilos 

con anterioridad al desarrollo del clima mediterráneo pone de manifiesto que 

sería más preciso hablar de una preadaptación a este clima (Minnich, 1985). 

 

Sin embargo, las regiones mediterráneas del hemisferio norte no solo 

fueron ocupadas por perennifolios esclerófilos. A principios del Terciario, existió 

una vegetación caducifolia que ocupó latitudes septentrionales, conocida como 

Flora Arctoterciaria (Mai, 1991). Esta vegetación migró hacia latitudes 

meridionales debido a la disminución global de las temperaturas que ocurrió 

durante el Terciario Medio y Superior (Mai, 1991; Kovar-Eder, 2003). Esto derivó 

en la aparición de especies arctoterciarias en áreas mediterráneas antes de la 

formación del clima mediterráneo (Axelrod, 1973; Kovar-Eder, 2003; Ackerly, 

2009). Este pudo ser el caso de Q. faginea, cuyos primeros registros fósiles, 

encontrados en el sur de Francia, coinciden con el desarrollo de la estacionalidad 

mediterránea durante el Terciario Superior (Roiron, 1983; Barrón et al., 2010). 

 

Quercus faginea es el roble de la sección Quercus más abundante y 

ampliamente distribuido en la Península Ibérica (Olalde et al., 2002). Algunos 

estudios sobre su resistencia a la sequía se basan en la comparación con el 

perennifolio Q. ilex, con el que coexiste en la mayoría de las áreas mediterráneas 

continentales de la Península Ibérica (Corcuera et al., 2002; Mediavilla y Escudero, 

2003). Estas especies representan dos ejemplos de hábitos foliares contrastados 

con estrategias funcionales diferentes (Kikuzawa, 1995). Así, se ha propuesto que 

la condición perennifolia de Q. ilex permitiría a esta especie asimilar carbono 

durante un período de tiempo más prolongado (Acherar y Rambal, 1992; Ogaya 

y Peñuelas, 2007; van Ommen Kloeke et al., 2012). Por el contrario, la condición 

caducifolia de Q. faginea limita la actividad fotosintética de las hojas a un período 

más corto. Esto implicaría la necesidad de mayores tasas de ganancia de carbono 

en condiciones favorables (van Ommen Kloeke et al., 2012). 

 

El hecho de que en la actualidad existan robles caducifolios en zonas con 

clima mediterráneo puede deberse a una adaptación de las especies 

arctoterciarias que incursionaron a latitudes más bajas (Suc, 1984; Blumler, 1991; 
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Peguero-Pina et al., 2016). Teniendo en cuenta todos estos factores, en la 

actualidad es posible hablar de dos tipos de robles bien diferenciados que 

coexisten en las regiones mediterráneas: el roble perennifolio esclerófilo con un 

origen en la Flora Paleotropical y el malacófilo caducifolio de origen 

Arctoterciario (Barbero et al., 1992; Damesin et al., 1998; Mediavilla y Escudero, 

2004).  

 

Aunque esta diferenciación es clara, aún no ha sido posible dar una 

explicación definitiva a la coexistencia de los dos tipos de roble en el clima 

mediterráneo. La explicación mayormente aceptada hasta la fecha es la que 

sugiere que esta coexistencia se debe a cambios en la fertilidad del sustrato, en el 

clima a nivel local o la competencia con pantas herbáceas (Blumler, 1984, 1991). 

Así, los robles caducifolios mediterráneos dominarían aquellos sitios con 

inviernos más fríos y húmedos (Chabot y Hicks, 1982), suelos fértiles (Salleo et 

al., 2002) y con alta competencia de la vegetación herbácea (Blumler, 1991). Por el 

contrario, los robles perennifolios se verían favorecidos en los lugares más secos, 

con suelos infértiles y con menor competencia con las herbáceas (Blumler, 1991; 

Manes, 2006). De este modo, no es difícil pensar que ambos tipos de robles 

coexistirán en ambientes heterogéneos con variaciones en los factores 

mencionados anteriormente, mientras que en los ambientes homogéneos 

dominará un solo tipo (Gil-Pelegrín et al., 2017).  

 

1.4. Adaptaciones de los robles al clima mediterráneo 

 

Como se ha mencionado anteriormente, el frío invernal y la aridez estival 

limitan el funcionamiento de los robles mediterráneos a lo largo del año, 

produciendo una fragmentación del periodo vegetativo (Mitrakos, 1980; Castro-

Díez y Montserrat-Martí, 1998). Los caducifolios pierden las hojas en otoño, de 

modo que así evitan las condiciones impuestas por el invierno (bajas 

temperaturas, sequía fisiológica) que sí deben soportar las hojas de los 

perennifolios (García-Plazaola et al., 1999; Corcuera et al., 2005). Sin embargo, las 

condiciones de sequía impuestas por el verano mediterráneo afectan al 

desempeño y crecimiento de los dos tipos de robles coexistentes, aunque con 

respuestas muy distintas (Gil-Pelegrín et al., 2017). De este modo, los dos tipos de 

robles deben constituir dos modelos de funcionamiento muy distintos frente al 

clima mediterráneo. Estos modelos, que influyen en la adecuación de la planta al 
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ambiente (Violle et al., 2007), pueden ser muy diferentes a (i) nivel morfológico, 

(ii) fenológico y (iii) fisiológico.  

 

1.4.1. Adaptaciones morfológicas 

 

Uno de los aspectos más inmediatos que surgen del estudio de los Quercus 

mediterráneos es la textura foliar, existiendo robles de hojas duras y robles de 

hojas blandas. En el estudio de la botánica se han usado diferentes términos como 

“dura”, “coriácea” o “rígida” entre otros para describir la textura foliar. Sin 

embargo, fue Schimper (1903), quien agrupó todas estas características en un solo 

concepto al que llamó esclerofilia. Este término está formado por la conjunción 

de los vocablos griegos sklēros (duro) y phyllon (hoja), significando literalmente 

“hoja dura”. Originalmente, se usó para diferenciar la vegetación xeromórfica 

(plantas adaptadas a la sequía) con hojas coriáceas de las plantas suculentas. No 

obstante, el término esclerofilia ha sufrido cambios sustanciales desde que fue 

acuñado, ya que en la actualidad se sabe que puede encontrarse en una gran 

variedad de entornos y su significado funcional es incierto (Read y Sanson, 2003). 

 

Entre las funciones hipotéticas se incluyen la resistencia a la sequía 

(Schimper, 1903; Oertli et al., 1990), una respuesta a los suelos bajos en nutrientes 

(Loveless, 1961; Beadle, 1966), la resistencia a bajas temperaturas (Koppel y 

Heinsoo, 1994; Lamontagne et al., 1998) o el incremento de la longevidad foliar 

mediante su protección (Chabot y Hicks, 1982; Turner, 1994).  

 

A pesar de la evidente importancia ecológica de la esclerofilia, se sabe poco 

sobre este rasgo foliar. Para obtener un valor cuantitativo de la esclerofilia, se han 

usado diferentes estimadores y variables representativas, ejemplo de ello es la 

leaf mass per unit area (LMA), ampliamente usada en ecofisiología (Witkowski y 

Lamont, 1991; Osone et al., 2008; Poorter et al., 2012). La LMA es el producto de 

la densidad y el espesor foliar, por lo que se ha sugerido que las variaciones en 

este rasgo tienen dos consecuencias principales para el funcionamiento de la hoja 

asociadas a la teoría del leaf economics spectrum (Wright et al., 2004; Shipley et al., 

2006). Por una parte, se puede esperar que un aumento de LMA, asociado al 

espesor del mesófilo, propicie una mayor fotosíntesis por unidad de área debida 

al incremento de tejido fotosintético (Niinemets, 1999; Niinemets, 2001). Por otra 

parte, los cambios en LMA asociados a la densidad implican una variación en la 

distribución de la biomasa foliar o en la cantidad de tipos celulares (Hassiotou et 
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al., 2010; Niinemets, 2001). Esto provocaría una disminución de la fracción de 

tejidos fotosintéticamente activos, reduciendo así la asimilación de carbono 

instantánea que podría ser compensada con una mayor longevidad foliar 

(Kikuzawa, 1995; Niinemets, 2001; Kikuzawa y Lechowicz, 2011).  

 

En el contexto de los dos tipos de Quercus mencionados anteriormente, 

existe una diferencia clara en su LMA. Mientras que los robles mediterráneos 

perennifolios presentan valores promedios de 150-160 g m2 (Villar y Merino, 

2001; Corcuera et al., 2002) llegando a sobrepasar los 200 g m2 en especies como 

Q. ilex (Serrano et al., 2005) o Q. coccifera (Rubio de Casas et al., 2009), los 

caducifolios muestran valores promedio de 80-112 g m2 (Villar y Merino, 2001; 

Corcuera et al., 2002). Por lo tanto, LMA es uno de los parámetros funcionales que 

separan de manera más clara los dos tipos de robles mediterráneos entre sí. 

 

Sin embargo, aunque la LMA representa un buen rasgo representativo de 

la esclerofilia, no es necesariamente una medida de la resistencia mecánica de la 

hoja (Onoda et al., 2011). Para estudiar las propiedades mecánicas existen 

estimadores directos como los relacionadas con la fractura, como son la fuerza y 

la resistencia (Onoda et al., 2011). Aunque existen múltiples rasgos que pueden 

estar relacionados con la resistencia a la fractura de la hoja aún no se conoce su 

importancia relativa a la esclerofilia. Este es el caso grosor del mesófilo y la 

epidermis, la densidad del tejido, el contenido de fibra de la pared celular y la 

dureza y disposición de las venas (Choong et al., 1992; Westbrook et al., 2011). La 

resistencia mecánica puede proteger las hojas de los daños bióticos (Wright et al., 

2007; Peeters et al., 2007) y abióticos (Poudyal et al., 2004; Niklas, 1993). En 

consecuencia, una mayor dureza de la hoja debería incrementar la vida útil de la 

hoja y la supervivencia de toda la planta. 

 

1.4.2. Adaptaciones fenológicas 

 

La relación entre el aumento en la esclerofilia y la mayor longevidad foliar 

se ha estudiado desde una perspectiva global de las plantas. En este sentido, 

varios autores han encontrado relaciones positivas entre LMA o propiedades 

físicas con la vida útil de la hoja (Wright et al., 2001, 2004; Onoda et al., 2011). Un 

ejemplo de estas relaciones se da en los esclerófilos perennifolios mediterráneos, 

entre los que se encuentra Q. ilex con cohortes de hojas que llegan a durar varios 

años (Niinemets et al., 2005). Además, aunque las hojas con varios años tienen 
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tasas bajas de fotosíntesis, contribuyen a una mayor asimilación de CO2 a nivel 

de toda la copa (Escudero y Mediavilla, 2003).  

 

Numerosos estudios ponen de manifiesto que las hojas viejas de diferentes 

plantas presentan una mayor limitación de la fotosíntesis, influenciada por la 

difusión del CO2 desde las cavidades subestomáticas hasta el interior del 

cloroplasto (conductancia del mesófilo, gm) (Niinemets et al., 2005, 2006; Flexas et 

al., 2007). El paso del CO2 dentro del mesófilo se ve comprometido por una serie 

de rasgos anatómicos, incluyendo el tamaño del cloroplasto, el grosor de la pared 

celular y la superficie de mesófilo y de cloroplasto expuesta a espacios 

intercelulares (Terashima et al., 2011; Peguero-Pina et al., 2016, 2017). Además, la 

senescencia que sufren las hojas viejas puede llevar a desmantelar su aparato 

fotosintético, lo que se ve reflejado en un menor contenido de nitrógeno por la 

pérdida de enzimas fotosintéticos (Rubisco). Sin embargo, el papel de la 

anatomía y el contenido de nitrógeno en la capacidad fotosintética y gm en hojas 

con varios años de vida aún no está claro. 

 

1.4.3. Adaptaciones fisiológicas 

 

Como se ha visto anteriormente, la incidencia de un periodo de sequía 

estival afecta severamente el crecimiento y desempeño de los dos tipos de robles 

que coexisten en el clima mediterráneo. Por eso, han desarrollado diferentes 

estrategias para sobrevivir a la insuficiente disponibilidad de agua. Además, en 

condiciones de sequía, se suele originar un estrés múltiple ya que frecuentemente 

el estrés hídrico suele ir acompañado de altas temperaturas y fuerte radiación 

solar. Entre estas respuestas fisiológicas, se encuentran (i) aquellas relacionadas 

con el control estomático y el transporte de agua y (ii) las asociadas con la 

regulación de la actividad fotosintética (Medrano y Flexas, 2003). 

 

El cierre estomático responde principalmente a la necesidad de la planta 

de reducir las pérdidas de agua por transpiración a expensas de una reducción 

en la fotosíntesis (Lambers et al., 1998). Este mecanismo se produce 

principalmente cuando disminuye el potencial hídrico de las hojas y ocurre en 

ambos tipos de robles (Acherar y Rambal, 1992; Mediavilla y Escudero, 2003; 

Peguero-Pina et al., 2009). Durante un periodo de sequía, el gradiente de potencial 

entre las raíces y las hojas se incrementa y puede producirse un embolismo que 

reduzca la capacidad de transporte de agua o conductividad hidráulica. Así, 
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muchos de los robles mediterráneos desarrollan un xilema altamente resistente 

al embolismo inducido por sequía que soporta grandes gradientes de potencial 

hídrico (Corcuera et al. 2005; Gil-Pelegrín et al., 2017). De este modo, el cierre 

estomático temprano y la alta resistencia del xilema al embolismo son factores 

claves en la supervivencia de los robles mediterráneos (Vilagrosa et al., 2010). Esta 

resistencia puede ser alta en el xilema del tallo, de la hoja o de ambos (Hochberg 

et al., 2017; Creek et al., 2018). La combinación de una baja tolerancia en hojas y 

alta en tallos constituye un ejemplo de “segmentación de la vulnerabilidad” que 

confina el daño por sequia a los extremos más “prescindibles” del continuo raíz-

tallo-hoja (Peguero-Pina et al., 2015; Skelton et al., 2018). 

 

Estudios previos han establecido que el vínculo entre la fotosíntesis y la 

hidráulica de la hoja surge de la conductancia estomática (gs) (Brodribb et al., 

2007; Scoffoni et al., 2016), ya que la pérdida de agua y la absorción de CO2 

comparten una vía común a través de los estomas (Boyer, 2015). Además, varios 

estudios también han señalado la existencia de una coordinación entre la 

conductancia del mesófilo y la hidráulica foliar (Flexas et al., 2013; Lu et al., 2019; 

Xiong et al., 2017, 2018; Xiong y Nadal, 2020). Estos autores sugirieron que el 

movimiento del agua en los tejidos del mesófilo también comparte una vía 

común con el transporte de CO2 a través de la fase gaseosa que conectaría gm y el 

componente de la conductancia hidráulica de la hoja por fuera del xilema (Kox). 

 

En cuanto a las respuestas al estrés hídrico asociadas a la regulación a la 

baja de la actividad fotosintética se encuentran diferentes procesos. Este es el caso 

de la disminución en la conductancia del mesófilo (Flexas et al., 2012; Niinemets 

y Keenan, 2014) y la disminución de la captación de luz para proteger el aparato 

fotosintético (Peguero-Pina et al., 2008, 2009). Así, cuando la luz es excesiva bajo 

condiciones de cierre estomático y la clorofila excitada no es capaz de impulsar 

la fotoquímica, puede volver a su estado inicial emitiendo fluorescencia o 

disipando calor. Este último es un mecanismo fotoprotector llamado extinción no 

fotoquímica (NPQ) de la fluorescencia de la clorofila que se asocia al ciclo de las 

xantofilas (interconversiones de carotenoides en la membrana del tilacoide) y 

está presente en Quercus mediterráneos (García-Plazaola et al., 2017 y referencias 

incluidas). Sin embargo, existen pocos estudios comparados que analicen la 

respuesta de la planta a un periodo de sequía severa a nivel fotosintético, 

fotoquímico y de rasgos hidráulicos de diferentes órganos en los dos tipos de 

robles mediterráneos.  
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1.5. Objetivos y estructura de la tesis 

 

1.5.1. Objetivos 

 

El principal objetivo de esta tesis es el estudio comparado del 

funcionamiento de los dos tipos de especies de robles con diferentes hábitos 

foliares y grado de esclerofilia que coexisten en el clima mediterráneo. Para la 

consecución de este objetivo general, se han establecido una serie de objetivos 

específicos, detallados a continuación: 

 

i) La esclerofilia en el género Quercus a partir de la información disponible 

en la literatura y bases de datos públicas: factores que la promueven, su papel 

funcional y las consecuencias para la hoja en el contexto del “Leaf Economics 

Spectrum”.  

 

ii) Cuantificación y estudio de la diversificación en la morfología, anatomía 

y composición química de las hojas de robles caducifolios y perennifolios, 

analizando el papel del clima en la diversificación diferencial de LMA dentro de 

ambos tipos de robles. 

 

iii) Estudio de la resistencia mecánica foliar en especies caducifolias y 

perennifolias del género Quercus: determinación de los rasgos anatómicos y 

composicionales que explican la variabilidad dentro del género. 

 

iv) Evaluación de los cambios en los rasgos morfológicos, anatómicos, 

químicos y fotosintéticos relacionados con la edad de las hojas en un roble 

mediterráneo perennifolio con una alta longevidad foliar.  

 

v) Análisis de la diferente respuesta a la sequía en los rasgos fotosintéticos, 

fotoquímicos e hidráulicos en diferentes órganos de dos especies mediterráneas 

con diferente habito foliar (Q. faginea y Q. ilex subsp. rotundifolia).  

 

1.5.2. Estructura de la tesis 

 

Esta tesis consta de siete capítulos: la introducción general (primer 

capítulo), cinco artículos de investigación (capítulos del segundo al sexto) y la 
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discusión general, que, junto a las conclusiones, cierran este trabajo en el séptimo 

capítulo.  

 

Cuatro de los cinco capítulos de investigación han sido publicados en 

revistas internacionales pertenecientes al primer decil (D1) dentro de las 

categorías de Journal Citation Reports (JCR) catalogadas como Forestry o Plant 

Sciences. En el momento finalización de esta tesis, el cuarto capítulo aún no ha 

sido publicado en una revista, pero sí como preprint en bioRxiv (doi: 

10.1101/2022.10.21.513225). Además, este ha sido enviado para su revisión a la 

revista Annals of Botany, situada en el primer cuartil (Q1) en Plant Sciences. Para 

su presentación en este documento, se ha conservado el formato de edición de 

cada una de las revistas en la que se han publicado los artículos y se mantiene el 

idioma en el que fueron publicados, que en todos los casos es el inglés. 

 

El segundo capítulo fue publicado en 2020 en la revista Current Forestry 

Reports bajo el título de Revisiting the Functional Basis of Sclerophylly Within the Leaf 

Economics Spectrum of Oaks: Different Roads to Rome. En él se aborda el primer 

objetivo específico de la tesis realizando una revisión bibliográfica sobre la 

esclerofilia en el género Quercus para definir los mecanismos que hay detrás y 

sus consecuencias económicas para la hoja. Pese a al amplio rango de variación 

en los rasgos funcionales de las hojas y sus estrategias adaptativas contrastantes, 

no puede explicarse por sí sola por ninguno de los factores ecológicos 

considerados. Así, la sequía, la escasez de nutrientes, las bajas temperaturas 

durante el período vegetativo, y daño físico, no pudieron ser descartado por 

completo. Nuestro estudio sugiere que estas restricciones pueden tener un efecto 

sinérgico, y desde un punto de vista funcional, podemos concluir que, en los 

robles, el hábito foliar modula en gran medida las implicaciones fisiológicas de 

la esclerofilia. 

 

El tercer capítulo de la tesis fue publicado en 2021 en la revista New 

Phytologist con el título Deciduous and evergreen oaks show contrasting adaptive 

responses in leaf mass per area across environments. En este capítulo se aborda el 

segundo objetivo específico. Para ello, usando un enfoque filogenético, se 

cuantifican las variables anatómicas, composicionales y climáticas en 85 especies 

de Quercus caducifolios y perennifolios de todo el hemisferio norte. Estos robles 

mostraron diferencias morfológicas foliares fundamentales que revelaron una 

respuesta adaptativa diversa. Mientras que la LMA en los caducifolios parece 
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haberse diversificado en coordinación con el grosor modulado principalmente 

por la aridez, la diversificación de la LMA en los perennifolios parece depender 

del grupo infragenérico. Así, en estos últimos, la diversificación en el grosor de 

la hoja fue modulada tanto por la aridez como por el frío, mientras que la 

diversificación en la densidad de la hoja es sólo modulada por la aridez. 

 

El cuarto capítulo, que fue publicado en 2022 como preprint en bioRxiv 

(doi: 10.1101/2022.10.21.513225), lleva por título Disentagling leaf structural and 

material properties in relation to their anatomical and chemical compositional traits in 

oaks (Quercus L.). En este capítulo se acomete el tercer objetivo específico 

estudiando la importancia relativa de cada característica de la hoja sobre las 

propiedades mecánicas en 25 especies de Quercus. Se sugiere que las hojas de 

Quercus esclerófilos son más duras y fuertes debido a la pared externa de su 

epidermis más gruesa y/o a una mayor concentración de celulosa. Además, las 

especies de la sección Ilex comparten rasgos comunes independientemente de 

que ocupen climas bastante diferentes. De modo similar, las especies de hoja 

perenne que viven en climas de tipo mediterráneo comparten rasgos foliares 

comunes independientemente de su diferente origen filogenético. 

 

El quinto capítulo se publicó en 2022. en la revista Tree Physiology bajo el 

título Cell-level anatomy explains leaf age dependent declines in mesophyll conductance 

and photosynthetic capacity in the evergreen Mediterranean oak Quercus ilex subsp. 

rotundifolia. En él se evalúan los cambios dependientes de la edad foliar en los 

rasgos morfológicos, anatómicos, químicos y fotosintéticos en Quercus ilex subsp. 

rotundifolia Lam., un roble perennifolio con hojas de alta longevidad. Se observan 

disminuciones de todos los rasgos fotosintéticos con el aumento de la edad de la 

hoja. Los cambios en la anatomía y bioquímica de la hoja fueron responsables de 

las modificaciones dependientes de la edad en la asimilación neta de CO2 y la 

conductancia del CO2 a través del mesófilo. Estos hallazgos revelaron un 

deterioro fisiológico gradual relacionado con el desmantelamiento del aparato 

fotosintético en hojas más viejas de Q. ilex subsp. rotundifolia. 

 

El sexto capítulo de la tesis se publicó en 2021 en Tree Physiology con el 

título Contrasting functional strategies following severe drought in two Mediterranean 

oaks with different leaf habit: Quercus faginea and Quercus ilex subsp. rotundifolia. 

En este capítulo se aborda el quinto objetivo de la tesis. Para ello, se analizan las 

características fotosintéticas, fotoquímicas e hidráulicas de diferentes órganos de 
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Q. faginea y Q. ilex subsp. rotundifolia bajo condiciones de sequía severa. La fuerte 

disminución de los rasgos fotosintéticos de Q. faginea estuvo acompañada de una 

fuerte disminución de la conductancia hidráulica de las hojas en respuesta a la 

sequía. Este hecho probablemente evitó una embolia xilemática en los tallos 

(“segmentación de la vulnerabilidad”). Por el contrario, las hojas de Q. ilex subsp. 

rotundifolia mostraron mecanismos fotoprotectores efectivos y alta resistencia a la 

cavitación inducida por la sequía, lo que estaría relacionado con la mayor 

longevidad de las hojas de las encinas mediterráneas.  
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Fig. 1 Relation between leaf mass per area (LMA) and total leaf area lost per branch due 

to insect herbivory in four co-occurring Mediterranean Quercus species. Data redrawn 

from [133] 
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Fig. 2 Relationship between leaf dry mass per unit area (LMA) and stomatal conductance 

(gs) for different Quercus species. Data obtained from literature (see Supplementary 

Material). Symbols as in Figure 2. 
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Fig. 3 Plot of leaf cuticular water permeability versus leaf mass per area (LMA) of 13 

Quercus species (eight deciduous, five evergreen). Data were compiled from the 

literature (see Supplementary material) 
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Extended Methods 

 

Compilation of plant functional traits 

 

Data on leaf mass per area (LMA), drought-tolerance traits (PLC50, PLC88, bulk 

modulus of elasticity - Ɛmax, cuticular conductance - gmin), leaf life-span (LL),  and 

photosynthetic traits (nitrogen content per dry mass - Nmass and per area - Narea, 

photosynthetic rate per mass - Amass and per area - Aarea, stomatal conductance - gs) were 

compiled from the literature, and eventually expanded with data retrieved from the TRY 

– global database on plant traits [1], retrieving relevant data for 98 oak species / 

subspecies worldwide (see Table S1). 

 

Relationship between LMA and site conditions of oaks across the USA 

 

Following Rueda et al. [2] we extracted information on oak distribution from FIA 

database (http://www.fia.fs.fed.us/; accessed march 2019); including all subplots and 

microplots with presence of oak species, but excluding observations indentified only to 

the genus level (Quercus sp.). Species codes and symbols were used to identify the 

species at the subplot  and microplot level, respectively, according to the information 

provided in FIA reference tables (for further details about the organization of the FIA 

database see [3] and [4]). Soil information for plots with presence of oaks was also 

retrieved from FIA database [3]. Information for separate soil horizons was not available 

in all cases, therefore mean soil nutrient values were used, combining data from all soil 

layers. In the case of nitrogen, data was also available for the forest floor, and analysed 

separately. We finally combined vegetation and soil data at the plot level, identified as 

unique combinations of latitude and longitude coordinates. This resulted in 126296 sites, 

including soil information for 55 different oak species. Combining the two datasets, we 

ended up with 36 oak species with LMA data, among those included in the FIA dataset, 

covering 124687 sites across the USA (Table S2). Most sites (68%) had at least two 

different species (up to 12 species per site, with an average of 2.5 species per site), while 

the average number of sites per species was 8755, ranging from 191 in Q. lobata Née to 

47320 in Q. alba L. Finally, we attributed to each species a typical value of LMA (based 

on the database and literature survey above) and then correlated this with the average 

site conditions across all the plots with presence of the species. 
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TABLE S1. Species included in the literature and dataset survey and references. The prevailing biome was determined according to the 
species distribution, following [5]. For simplicity, we considered as evergreen all the species having the potential to retain their leaves for 
at least eleven months, therefore including genuine evergreen, sub-evergreen, semi-evergreen and facultative drought-deciduous species. 

 

Species Biome Leaf 

habit 

LMA Drought 

Tolerance 

Leaf Lifespan Photosynthetic traits 

Q. acuta Thunb. TEM EVE [6][7][8] 
 

[6][9][7] [10] 

Q. acutissima Carruth. TEM DEC [11][12][13][14][8] 
  

[15][13][16][17][12] 

[18][19][20] 

Q. afares Pomel MED DEC [5] [5] [21]  

Q. agrifolia Née MED EVE [22][23][24][25][26][6][27] [28][29][30] 
 

[27][25][17][6] 

[24][22][23] 

Q. alba L. TEM DEC [31][29][32][24][11][33][6] [34][29][35] 
 

[17][6][24][33][36][37] 

[31][29][38][39][32] 

Q. aliena Blume TEM DEC [11][12] [29] 
 

[40][12][15][41] 

Q. argentata Korth. TRO EVE [42] 
  

[42] 

Q. arizonica Sarg. ARID EVE [43] 
  

[11] 

Q. austrina Small TEM DEC [44][6][45] 
 

[6]  [45][44] 

Q. baronii Skan TRO EVE [12] 
  

[12] 

Q. berberidifolia Liebm. MED EVE [29][11] [28][46][47][48][49][29] 
 

[46][50] 

Q. canariensis Willd. MED DEC [11][51][52][26] 
 

[53] [51][54] 

Q. castaneifolia C.A.Mey. MED DEC [55] 
   

Q. cerrioides (x) Willk. & 

Costa 

MED DEC [51] 
   

Q. cerris L. MED DEC [56][55][57][58][59] 

[60][26][6] 

[35][5] [61] [57][60][59][58][55] 

[56][26][17][62] 

Q. chapmanii Sarg. TEM DEC [44][6][45] 
 

[45] [45][44][63] 

Q. chenii Nakai TEM EVE [12] 
  

[12] 

Q. chrysolepis Liebm. MED EVE [27] [35][5] 
 

[27][17] 
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Species Biome Leaf 

habit 

LMA Drought 

Tolerance 

Leaf Lifespan Photosynthetic traits 

Q. coccifera L. MED EVE [58][64][59][11][65][60] 

[26][6][27]  

[66][29][5][67] 

[68] 

[61][69] [27][59][65][17][57][6] 

[64][26][70][71][29][72] 

Q. coccinea Münchh. TEM DEC [31][6][14] 
 

[6] [17][6][73][37][74] 

[75][65][19]  

Q. copeyensis C.H.Mull. TEM EVE [65] 
  

[65][17] 

Q. costaricensis Liebm. TEM EVE [76][65] 
  

[65][17][76] 

Q. dentata Thunb. TEM DEC [8] 
   

Q. douglasii Hook. & Arn. MED DEC [23][25][26][6][77] 
  

[25][17][77][6][26][23] 

Q. dumosa Nutt. MED EVE [23][25][6] 
  

[25][6][23][78] 

Q. ellipsoidalis E.J.Hill. TEM DEC [31][24][65][60][79][6]  

 
[6] [60][65][79][24][26] 

[31][74][75] 

Q. emoryi Torr. ARID EVE [43] 
   

Q. fabri Hance TEM DEC [12][37] 
  

[16][17][80][40] 

[12][37] 

Q. faginea Lam. MED DEC [57][11][65][51][60][26][6] [81][35][82][5] [61][69][83][21] 

[6] 

[65][17][57][51][73][6] 

[37][26][84][70][82][54] 

Q. falcata Michx. TEM DEC [29][44][13][6][14][45] [34][29] [45][6] [44][13][17][29][45] 

Q. floribunda Lindl. TRO EVE [85]  [86]   

Q. frainetto Ten. MED DEC [56] [87][29][35] 
  

Q. fusiformis Small TEM EVE [88] [89][29][88] 
  

Q. gambelii Nutt. TEM DEC [90][91][26][43] [92][93][94][29] 
 

[95][96][91][26] 

Q. garryana Douglas ex 

Hook. 

MED DEC [97] [97] 
  

Q. gemelliflora Blume TRO EVE [98] [98]   

Q. geminata Small TEM EVE [44][6][45] 
 

[6][45] [44][6][45] 

Q. georgiana M.A.Curtis TEM DEC [55] 
   

Q. gilva Blume TEM EVE [12][7][8] 
 

[7] [17][12][37][99] 

Q. glauca Thunb. TRO EVE [12][37][100][7][8][12][37] [98][101] [100][7] [99][16][17][80][12][37] 

Q. grisea Liebm. ARID EVE [43] 
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Species Biome Leaf 

habit 

LMA Drought 

Tolerance 

Leaf Lifespan Photosynthetic traits 

Q. hemisphaerica Bartram TEM EVE [44][6][45] 
 

[45] [45][44] 

Q. hypoleucoides A.Camus ARID EVE [43] 
   

Q. ilex subsp. ilex L. MED EVE [31][22][29][56][102] 

[55][103][57][24][59] 

[11][104][65][51][105] 

[52][60][26][6][27] 

[106][107][108][109] 

[110][111][112][113] 

[114][29][115][35] 

[116][117] 

[69][69][69][21] 

[61] 

[65][17][104][103][102][73][6] 

[24][57][60][103][59][22][29] 

[26][31][118][119][120][71] 

[121][122][123][117][54][72] 

Q. ilex subsp. rotundifolia 

Lam. 

MED EVE [57][11][60][26] 

[6][27] 

[106][124][35][117] 

[5] 

[61][83][6] [17][6][37][84] 

[70][117] 

Q. ilicifolia Wangenh. TEM DEC [37] 
  

[73][37][125] 

Q. incana Bartram TEM DEC [44][17][6][45]  
 

[45] [17][45][126] 

Q. kelloggii Newb. MED DEC [25][26][6] 
   

Q. laevis Walter TEM DEC [31][44][11][17][45] [81][29] [45][6][6] [44][17][45][74][75][126] 

Q. lanata Sm. in A.Rees   TRO EVE [85][127] [128]    

Q. lancifolia Schldtl. & 

Cham. 

TRO EVE [129] [129]   

Q. laurifolia Michx. TEM DEC [44][11][45]  [35] [45][6] [44][17][45] 

Q. leucotrichophora 

A.Camus 

TRO EVE [85] [86]    

Q. liaotungensis Koidz TRO DEC [130] [131][132] 
 

[15] 

Q. lobata Née MED DEC [23][24][25][26][6]   

 
[25][17][6][24][26][23][133] 

Q. lusitanica Lam. MED DEC [6] 
  

[6]  
Q. macrocarpa Michx. TEM DEC [31][24][11][65][60] 

[79][26][6] 

[134] [6] [65][79][26][17][74] 

[75][135][31] 

Q. margaretta (Ashe) Small TEM DEC [44][17][6][45] 
 

[45] [17][45][44][126] 

Q. marilandica 

(L.)Münchh. 

TEN DEC [136] [136]   

Q. michauxii Nutt. TEM DEC [31][44][32][24][11][65] 

[33][6][45] 

[29][65] [45][6] [44][17][73][65][6][24][37] 

[31][11][45][32] 

Q. minima (Sarg.)Small TEM EVE [44][6][45] 
 

[45][6] [44][45] 
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Species Biome Leaf 

habit 

LMA Drought 

Tolerance 

Leaf Lifespan Photosynthetic traits 

Q. mongolica Fisch. ex 

Ledeb. 

TRO DEC [11][65][12][26][6][8] 
 

[137][6] [80][40][65][138][139][140] 

[141][12][26][6][142][143] 

Q. muehlenbergii Engelm.   TEM DEC [26] [5][134] 
  

Q. myrsinaefolia Blume   TEM EVE [31][11][33][37][8] 
  

[33][37][144][40] 

Q. myrtifolia Willd. TEM EVE [44][6][45] 
 

[45] [45][44] 

Q. nigra L. TEM DEC [29][44][13][6][45] [34][29][35] [45] [44][55][13][17][29][45] 

Q. oleoides Schltdl. & 

Cham. 

TEM EVE [145][146][147] [148][29] 
 

[146][145][147] 

Q. palustris Münchh. TEM DEC [32][14] [115] 
  

Q. petraea (Matt.)Liebl. TEM DEC [55][103][57][58][24][59] 

[104][149][150][65][51] 

[151][60][26][6] 

[152][111][114][153][29] 

[115][35][154][155][5] 

 
[60][59][65][156][157][104] 

[24][149][57][51][55][151] 

[150][26][37][158][159] 

Q. phellos L. TEM DEC [29][14] [34][29] 
 

[29] 

Q. prinus L. TEM DEC [11]  [160] 
 

[161][162] 

Q. pubescens Willd.1805 MED DEC [57][64][59][105][60][26][6] [152][111][163][113] 

[114][29][116] 

 
[71][164][72][17][60][59][58] 

[29][118][119][120][6][64] 

[105][26][37][165][166] 

Q. pumila Walter TEM DEC [6][45] 
 

[45] [45] 

Q. pyrenaica Willd. MED DEC [59][11][65][51][52] 

[60][26][6] 

[35][154] [61][69][69][69] 

[83][6] 

[65][60][59][51][52][17][37][6] 

[26][84][70][54] 

Q. robur L. TEM DEC [31][56][103][57][167] 

[24][59][11][150][65] 

[168][17][60][26][6] 

[152][152][169][114] 

[153][49][29][115] 

[35][82][5] 

[61][6] [170][171][172][156][82][57] 

[60][103][59][65][104][103] 

[168][17][55][6][73][24] 

[57][150][56][26][31][167] 

Q. robur subsp. brutia 

(Ten.)O.Schwarz 

TEM DEC [60] 
   

Q. rubra L. TEM DEC [31][29][55][57][32][24] 

[59][11][104][65][17][33] 

[173][174][60][36] 

[26][6][14] 

[152][175][34][114] 

[29][115][35][65][173] 

[6] [57][60][59][161][176][162] 

[177][178][179][171][172] 

[104][17][174][173][55][73] 
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[6][24][29][33][57][36][37] 

[29][26][31][32] 

Q. rugosa Née TRO EVE [43] 
   

Q. salicina Blume TRO EVE [7][8][180]  
 

[9][7] 
 

Q. sebifera Trel. MED EVE [29][11] [46][29] 
 

[29][46][50] 

Q. semecarpifolia Sm. in 

A.Rees 

TRO EVE [127][85] [181]    

Q. serrata Thunb TEM DEC [100][7][8][12]  [182][183][101] [100][7] [40][55][12] 

Q. sessilifolia Blume TEM EVE [8] 
   

Q. shumardii Buckley TEM DEC [11][45] 
 

[45][6] [45] 

Q. stellata Wangehn. TEM DEC [29][11][13][6][45] [34][29][136] [45] [45][13][29][73] 

Q. stewardiana A.Camus TRO EVE [12] 
  

[12] 

Q. suber L. MED EVE [22][56][102][57][59][11][6

5] 

[51][105][52][60][26][6][27] 

[124][114][184][29] 

[115][35][5] 

[61][69][83][21] 

[6] 

[60][59][58][65][17][102] 

[73][6][22][84][70][54][27] 

Q. subpyrenaica Villar MED DEC [185] [186] 
  

Q. subsericea A.Camus TRO EVE [98] [98]   

Q. texana Buckley TEM DEC [14] 
   

Q. turbinella Greene MED DEC [31][22][24][33][26][6] [160][29] [6] [6][22] 

Q. vaccinifolia Kellogg MED EVE [5] [5]   

Q. variabilis Blume TEM DEC [26][100][8] 
 

[100] 
 

Q. velutina Lam. TEM DEC [31][32][24][65][6] [35][65] 
 

[187][17][73][65][31][6] 

[24][26][32] 

Q. virginiana Mill. TEM EVE [31][22][44][145][24] 

[6][14][45] 

 
[45] [44][145][22][45][74][75] 

Q. wislizeni A.DC. MED EVE [27] [169][29] 
 

[27] 

Q.wutaishanica Mayr TRO DEC [11] 
  

[11][80][40] 

Q. xalapensis Bonpl. TRO DEC [6] 
 

[6] 
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Table S2. Species included in the study of geographic variation in leaf mass per area (LMA) across 
the USA. For each species, we include the species code (SPCD) and symbol used in the Forest 
Inventory, main biome within the USA, typical leaf habit, number of sites, and mean and standard 
deviation of Latitude, Longitude, Elevation and LMA. LMA values based on compiled data (source: 
see Table S1). 

 

Species 

SPC

D 

SYMBO

L 

Main 

Biom

e 

Leaf 

habi

t N. of sites Latitude Longitude 

Elevation 

(m) 

LMA (g m-

2) 

Q. agrifolia 801 QUAG MED EVE 488 36.7 ±1.8 -121.3 ±1.7 423 ±302 164 ±51 (7) 

Q. alba 802 QUAL TEM DEC 47320 36.3 ±3.3 -85.3 ±5.6 243 ±192 82 ±13 (7) 

Q. arizonica 803 QUAR ARID EVE 1435 33.4 ±0.9 -109.6 ±1.8 1,871 ±256 168 ±20 (1) 

Q. chrysolepis 805 QUCH2 MED EVE 2045 39.8 ±2.3 -122.0 ±1.9 953 ±433 188 ±17 (1) 

Q. coccinea 806 QUCO2 TEM DEC 15688 36.5 ±2.0 -82.8 ±4.3 341 ±245 133 ±76 (3) 

Q. douglasii 807 QUDO MED DEC 1741 34.8 ±3.6 -102.2 ±19.0 268 ±294 137 ±14 (5) 

Q. ellipsoidalis 809 QUEL TEM DEC 2632 44.7 ±1.5 -89.1 ±3.6 313 ±73 72 ±20 (6) 

Q. emoryi 810 QUEM ARID EVE 784 33.1 ±1.1 -110.2 ±1.3 1,710 ±199 168 ±26 (1) 

Q. falcata 812 QUFA TEM DEC 31302 33.8 ±2.0 -86.7 ±5.5 141 ±115 109 ±24 (6) 

Q. gambelii 814 QUGA TEM DEC 5036 36.7 ±2.2 -108.8 ±2.5 2,282 ±261 83 ±14 (4) 

Q. garryana 815 QUGA4 MED DEC 918 42.4 ±2.4 -122.6 ±1.0 636 ±392 118 ±7 (1) 

Q. grisea 846 QUGR3 ARID EVE 393 33.2 ±1.2 -107.8 ±1.9 2,011 ±282 151 ±37 (1) 

Q. hypoleucoides 843 QUHY ARID EVE 234 32.6 ±0.6 -109.5 ±1.1 1,997 ±252 220 ±22 (1) 

Q. ilicifolia 816 QUIL TEM DEC 397 39.4 ±2.3 -76.7 ±4.3 311 ±288 82 ±9 (1) 

Q. incana 842 QUIN TEM DEC 869 31.8 ±1.5 -84.7 ±4.2 72 ±51 105 ±12 (4) 

Q. kelloggii 818 QUKE MED DEC 2033 39.9 ±1.9 -121.8 ±1.5 942 ±437 108 ±16 (3) 

Q. laevis 819 QULA2 TEM DEC 2621 31.9 ±2.0 -83.1 ±2.9 61 ±46 113 ±9 (5) 

Q. laurifolia 820 QULA3 TEM DEC 14681 31.8 ±1.8 -84.1 ±3.9 59 ±58 98 ±19 (3) 

Q. lobata 821 QULO MED DEC 191 38.3 ±1.7 -121.8 ±1.4 561 ±365 122 ±20 (5) 

Q. macrocarpa 823 QUMA2 TEM DEC 4324 44.2 ±3.3 -92.9 ±4.4 371 ±216 68 ±15 (8) 

Q. michauxii 825 QUMI TEM DEC 3600 33.6 ±2.3 -85.2 ±6.1 66 ±72 87 ±26 (9) 

Q. minima 841 QUMI2 TEM EVE 666 29.8 ±1.2 -83.1 ±2.3 28 ±70 162 ±19 (3) 

Q. 

muehlenbergii 826 QUMU TEM DEC 4612 36.9 ±1.9 -88.6 ±4.3 262 ±140 51 ±0 (1) 

Q. nigra 827 QUNI TEM DEC 36969 32.7 ±1.7 -86.2 ±5.2 86 ±70 96 ±30 (5) 

Q. palustris 830 QUPA2 TEM DEC 1288 38.8 ±2.5 -86.6 ±6.1 193 ±101 108 ±16 (2) 
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Q. phellos 831 QUPH TEM DEC 13076 33.6 ±1.9 -86.3 ±6.0 91 ±73 

146 ±118 

(2) 

Q. prinus 832 QUPR2 TEM DEC 13524 37.0 ±2.1 -82.1 ±3.2 460 ±265 93 ±13 (2) 

Q. rubra 833 QURU TEM DEC 35492 39.2 ±4.0 -84.2 ±6.1 344 ±221 73 ±16 (19) 

Q. rugosa 847 QURU4 ARID EVE 361 33.2 ±1.0 -109.8 ±1.2 1,838 ±259 188 ±14 (1) 

Q. shumardii 834 QUSH TEM DEC 2583 34.5 ±2.3 -89.5 ±4.8 164 ±116 99 ±7 (2) 

Q. stellata 835 QUST TEM DEC 27730 34.2 ±2.1 -88.5 ±5.6 175 ±125 115 ±42 (5) 

Q. texana 828 QUTE TEM DEC 1481 32.6 ±1.7 -91.3 ±1.8 49 ±49 122 ±24 (1) 

Q. turbinella 8459 QUTU2 MED DEC 689 34.7 ±1.3 -111.4 ±2.4 1,606 ±257 146 ±11 (6) 

Q. velutina 837 QUVE TEM DEC 31325 36.9 ±2.8 -85.4 ±5.6 281 ±195 73 ±22 (5) 

Q. virginiana 838 QUVI TEM EVE 5924 30.4 ±1.6 -86.6 ±7.0 116 ±194 164 ±58 (8) 

Q. wislizeni 839 QUWI2 MED EVE 715 38.1 ±1.8 -120.9 ±1.6 663 ±419 162 ±8 (1) 
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Abstract 

 

• Background and Aims: The existence of sclerophyllous plants has been 

considered an adaptive strategy against different environmental stresses. 

As it literally means "hard-leaved", it is essential to quantify the leaf 

mechanical properties to understand sclerophylly. However, the relative 

importance of each leaf trait on mechanical properties is not yet well 

established. 

• Methods: Genus Quercus is an excellent system to shed light on this since it 

minimizes phylogenetic variation while having a wide variation in 

sclerophylly. Thus, leaf anatomical traits and cell wall composition were 

measured, analyzing their relationship with LMA and leaf mechanical 

properties in a set of 25 oak species. 

• Key results: The upper epidermis outer wall had a strong and direct 

contribution to the leaf mechanical strength. Moreover, cellulose plays a 

critical role in increasing leaf strength and toughness. The PCA plot based 

on leaf trait values clearly separated Quercus species into two groups 

corresponding to evergreen and deciduous species. 

• Conclusions: Sclerophyllous Quercus species are tougher and stronger due 

to their thicker epidermis outer wall and/or higher cellulose concentration. 

Furthermore, section Ilex species share common traits regardless of they 

occupy quite different climates. In addition, evergreen species living in 

Mediterranean-type climates share common leaf traits irrespective of their 

different phylogenetic origin. 

 

 

Key words: Biomechanics, leaf anatomical traits, leaf mechanical resistance, leaf 

mass per area (LMA), oaks (Quercus), sclerophylly. 
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4.1. Introduction 

 

Sclerophyllous leaves have been considered a universal adaptive strategy 

in response to different environmental stresses (Alonso-Forn et al., 2020). Thus, 

stress factors such as water deficit (e.g., Schimper, 1903; Oertli et al., 1990), 

nutrient shortage (Loveless, 1961, 1962; Beadle, 1966), low temperatures (Koppel 

and Heinsoo, 1994; Lamontagne et al., 1998) and physical damage (Chabot and 

Hicks, 1982; Grubb, 1986) would have a synergistic effect that may explain the 

variation in sclerophylly. This trait is a characteristic recognized by botanists 

according to a physiognomic criterion. Thus, botanists have described 

sclerophyllous leaves as hard, tough, stiff and leathery (Schimper, 1903; Seddon, 

1974; Turner, 1994). Given that the concept of sclerophylly is a perception, it is 

difficult to obtain an accurate measure or objective classification of sclerophylly 

(Edwards et al., 2000). Moreover, as sclerophylly literally means "hard-leaved" it 

is essential to quantify the leaf mechanical properties to understand this trait. 

 

Most ecophysiological studies use the leaf mass per unit area (LMA) as a 

quantitative proxy value for sclerophylly (e.g., Niinemets, 2001; Wright et al., 

2004). LMA is a combination of leaf thickness (LT) and leaf density (LD), which 

in turn depend on a great variety of anatomical and compositional leaf traits such 

as vein density, vein diameter, number of cell layers, cell size, air space fraction 

or fiber content (Mediavilla et al., 2008; John et al., 2017; Sancho-Knapik et al., 

2021). Sclerophylly has been well studied in the genus Quercus, and in this regard, 

Sancho-Knapik et al. (2021) recently found that LT influences the increase in LMA 

more than LD. While LMA provides a good proxy for leaf “hardness”, it is not 

necessarily a measure of leaf mechanical resistance (Onoda et al., 2011).  

 

Direct approaches to quantify leaf sclerophylly require the measurement 

of leaf mechanical properties (Aranwela et al., 1999; Read and Sanson, 2003; 

Onoda et al., 2011). These include fracture-related properties, such as strength 

and toughness, which refer to the ability to resist an applied force and applied 

work, respectively (Cherrett, 1968; Williams, 1954; Coley, 1983; Choong et al., 

1992). A higher structural strength (i.e., maximum force to fracture), a higher 

structural toughness (i.e., work to fracture) and their thickness-normalized 

properties namely specific strength and specific toughness have been previously 

associated with a higher leaf sclerophylly (Edwards et al., 2000; Wright and 

Cannon, 2001; Read and Sanson, 2003). Leaf mechanical properties can be 
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analyzed in relation to their underlying components, which is analogous to the 

decomposition of LMA into LD and LT (Lucas et al., 2000; Kitajima and Poorter, 

2010; Lusk et al., 2010). In the punch-and-die test, structural mechanical 

properties such as maximum force or work to fracture per unit fracture length 

(punch strength and punch toughness) can be decomposed into material 

properties (specific punch strength and specific punch toughness) and LT 

(Onoda et al., 2008; Onoda et al., 2011; Westbrook et al., 2011). Material properties 

can be further analyzed in relation to tissue density or cell wall fiber content 

(percentage of hemicellulose, cellulose, and lignin per unit leaf dry mass or per 

unit volume). 

 

The relative importance of each element of leaf tissue (e.g., cuticle, 

epidermis, palisade mesophyll, spongy mesophyll and vascular bundle 

extension) on the mechanical properties is not well established because their 

relative volume fraction have different influences on LMA and mechanical 

properties. Actually, several studies found that some anatomical variables 

strongly influenced leaf toughness through the reinforcement of certain 

structures with little effect on the amount of accumulated biomass per unit 

surface area (Edwards et al., 2000; Westbrook et al., 2011; Onoda et al., 2012, 2015). 

Onoda et al. (2015) showed that some structural traits such as cuticle thickness 

have a significant impact on mechanical strength and toughness. The main 

objectives of the present study were to determine the leaf anatomical and 

compositional traits underlying a higher leaf strength and leaf toughness. The 

objective was achieved by measuring leaf anatomical traits and cell wall fibre 

composition and analyzing their relationship with both LMA and leaf 

mechanical properties. 

 

The genus Quercus is an excellent system to perform this study, as it not 

only minimizes phylogenetic variation (compared to studies performed across 

diverse species), but also displays a wide variation in leaf sclerophylly across 

species (Gil-Pelegrín et al., 2017). In particular, section Ilex species has been 

considered as pre-adapted to dry climates (He et al., 2014). Although their 

ancestors occupied tropical and subtropical wet forests in the Himalaya-

Hengduan mountains, some species exhibit xeromorphic-like traits (Het et al., 

2014; Jiang et al., 2019). These traits would have allowed them to cope with hot-

dry seasonal conditions that occur in Mediterranean-type climates (Martín-

Sánchez et al. 2022).  
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The present study was performed on a set of 25 oak species (Quercus spp.) 

with different leaf habits (deciduous and evergreen) grown in a common garden 

in Northeastern Spain. We analysed 41 leaf structural, morphological, 

physicochemical and anatomical traits on these species (for species names see 

Fig. 5). Specifically, we address the following hypotheses. (i) While structural 

mechanical properties are better correlated with leaf anatomical traits, leaf 

material properties are better correlated with cell wall composition. (ii) 

Sclerophyllous leaves are stronger and tougher due to their thicker epidermis 

outer wall and/or higher cellulose concentration.  

 

4.2. Material and Methods 

 

4.2.1. Plant Material 

 

For this study, leaves were sampled from a living collection of 25 oak 

species, maintained in the experimental fields from CITA de Aragón (41°390N, 

0°520W, 200 m a.s.l., Zaragoza, Spain). This common garden features 

Mediterranean climatic conditions with a mean annual temperature of 15.4 °C 

and total annual precipitation of 298 mm. Oak trees were ca. 20 years old; they 

were drop irrigated twice per week and pruned if it was necessary. Current year, 

fully developed, mature leaves were collected from south-exposed branches of 

one individual per species during the early morning. Leaves were stored in 

sealed plastic bags and carried to the laboratory in portable coolers. One set of 10 

leaves was used for punch and die tests to measure the mechanical properties, 

leaf strength and toughness. A second set of nine leaves was aimed to phenolic 

compounds analysis. A third set of 10 leaves was utilized to obtain LMA. A 

fourth set of 10 leaves was used for leaf fibre content analysis, and a fifth set of 

10 leaves was used to obtain the morphological and anatomical traits. 

  



 

 109 

Table 1. List of leaf mechanical properties, anatomical and compositional traits 

with their abbreviations and units. 

 

Abbr. Parameter Units Abbr. Parameter Units 

BSE_cp Bundle sheath extension 

cover percentage 

% LT Leaf thickness µm 

BSE_d Bundle sheath extension 

density 

mm mm-2 N.LD Nitrogen per unit volume mg cm-3 

BSE_w Bundle sheath extension 

width 

µm Ncw_Ntotal Nitrogen in cell 

wall:Nitrogen 

 

C.LD Carbon per unit volume mg cm-3 Ntotal Nitrogen content g 100-1 g-1 

CC Cellulose content  mg g-1 PM_cl Palisade mesophyll cell 

length 

µm 

Ccw_Ctotal Carbon in cell wall:Carbon 
 

PM_cw Palisade mesophyll cell 

width 

µm 

CD Cellulose per unit volume mg cm-3 PM_nl Palisade mesophyll number 

of layers 

 

Ctotal Carbon content g 100-1 g-1 PMT Palisade mesophyll thickness µm 

Ctotal_Ntotal Ratio carbon:nitrogen 
 

PS Punch strength kN m-1 

HC Hemicellulose content mg g-1 SM_p Spongy mesophyll porosity % 

HCD Hemicellulose per unit 

volume 

mg cm-3 SMT Spongy mesophyll thickness µm 

LCC Lignin and cutin content mg g-1 SPS Specific Punch Strength MN m-2 

LCD Lignin and cutin per unit 

volume 

mg cm-3 SWF Specific Work to Fracture kJ m-2 

LD Leaf density mg cm-3 UE_latw Upper epidermis lateral wall µm 

LE_latw Lower epidermis lateral 

wall 

µm UE_lu Upper epidermis lumen cell µm2 

LE_lu Lower epidermis lumen cell µm2 UE_lul Upper epidermis lumen 

length 

µm 

LE_lul Lower epidermis lumen 

length 

µm UE_luw Upper epidermis lumen 

width 

µm 

LE_luw Lower epidermis lumen 

width 

µm UE_ow Upper epidermis outer wall µm 

LE_ow Lower epidermis outer wall µm UET Upper epidermis thickness µm 

LET Lower epidermis thickness µm WF Work of fracture J m-1 

LMA Leaf mass per unit area  g m-2 
   

 

4.2.2. Mechanical properties: punch and die test 

 

Punch and die tests consisted of punching a hole through the leaf lamina. 

As the punch contacts the leaf surface, the tip applies pressure until it overcomes 

the tensile strength of the leaf, causing a fracture. As a result, a leaf hole is 

produced and the compressive forces on the punch are released. A flat-ended 
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and sharp-edged cylindrical punch made of steel of 2 mm diameter with a 

clearance of 0.05 mm was built and mounted onto the moving head of the 

mechanical tester Mach-1 V500C MA001 system (Biomomentum, Inc., Québec, 

Canada). Similar to Read and Sanson (2003) a die designed to fit the punch was 

located in the threaded base of the machine. A typical trial allowed the punch to 

penetrate the die to a depth of 2 mm at a speed of 30 mm min-1. Data for all punch 

tests were collected at a rate of 100 Hz and were used to generate force-

displacement curves (Fig. S1a). Before every set of measurements, a blank test 

was performed as a calibration in order to account for measuring the load forces 

due to the background friction caused by the proximity of the die walls to the 

punch tip. Leaf thickness (LT) was also measured with a micrometer (GT-H10L, 

Keyence, Osaka, Japan) attached to an amplifier unit (GT-75AP, Keyence, Osaka, 

Japan) just before each punch and die test. 

 

To minimize variation in results due to differences between leaves of the 

same species, the leaf tissue tested was standardized: major veins were avoided 

and all trials were made halfway between the secondary veins delimiting the 

upper and lower borders of the intercostal panel. When the size of the species 

under study was big enough, four tests were conducted on each of the five leaves 

selected. Otherwise, two tests were performed and ten leaves were selected (Fig. 

S1b). All the mechanical tests were taken at room temperature with leaves fully 

hydrated. 

 

The analysis of the curves allowed to obtain the following parameters: 

maximum force (Fmax) defined as the highest load value, punch strength (PS) 

calculated as Fmax divided by the circumference of the punch, and the leaf 

toughness or work of fracture (WF), calculated as the area below the curve 

between the initial contact of the punch with the leaf and Fmax (Fig. S1a). The 

starting point of the curve was counted from 10% of Fmax, to avoid the effect of 

the leaf’s three-dimensional structure. Afterwards, the specific punch strength 

(SPS) and the specific work of fracture (SWF) were expressed per unit area of 

fracture (see all abbreviations and units in Table 1). 

 

4.2.3. Leaf mass per area, compositional content, lignification and arid 

intensity 
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To calculate LMA, one disc (12.6 mm2 in area) per leaf was obtained 

between the secondary veins of 10 leaves per species. Discs were oven-dried for 

3 days at 70 °C and afterwards, they were weighed to obtain their dry mass. LMA 

was then calculated as the ratio between the dry mass and the disc area. 

Additionally, leaf density (LD) was calculated as the ratio between LMA and LT 

(Niinemets, 1999; Sancho-Knapik et al., 2021). 

 

For fibre content calculation, 10 fresh leaves were oven-dried for 3 days at 

70 °C. Then, the petiole and mid-rib were removed. The rest of the plant material 

was ground and values of hemicellulose content (HC), cellulose content (CC) and 

lignin + cutin content (LCC) were obtained by quantifying neutral detergent fibre 

(NDF) and acid detergent lignin (ADL) following the method of Goering and Van 

Soest (1970). The amount of total foliar nitrogen and carbon (Ntotal and Ctotal, 

respectively) in dry leaves was measured using an organic element analyzer 

(Flash EA 112, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). The cellular 

composition was obtained after the neutral detergent fibre (NDF) procedure 

according to the method of Goering and Van Soest (1970). The nitrogen content 

of the cell wall fraction was further estimated using the elemental analyzer 

described above. 

 

To detect the presence of lignified anatomical structures, 15-20 μm cross-

sections were cut with a microtome (HM 350 S, MICROM GmbH, Walldorf, 

Germany). Then, cross-sections were stained with a drop of phloroglucinol-HCl 

solution or Wiesner stain, prepared as a mixture of 2:1 of 3 % phloroglucinol in 

absolute ethanol and concentrated HCl (Pradhan and Loqué, 2014). Sections were 

observed under a light microscope (OPTIKA B-600TiFL, Optika Microscopes, 

Ponteranica, Italy) where lignified tissues appeared as fuchsia in colour. A few 

drops of Safranin and AstraBlue 0.1% double stain were added to confirm tissue 

lignification with a second method. After 30 seconds, the samples were rinsed 

with distilled water and observed under light and epifluorescence microscopy 

(OPTIKA B-600TiFL, Optika Microscopes, Ponteranica, Italy) using a green filter. 

 

We selected a climatic variable to characterise aridity stress intensity: the 

arid intensity, defined as the sum of (2tm – pm) for months with 2tm > pm and tm > 

10°C. Being tm, the mean monthly temperature and pm, the mean monthly 

precipitation. Data was obtained from Sancho-Knapik et al. (2019). 
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4.2.4. Anatomical traits 

 

 
Fig. 1 Leaf mesophyll cross section of Quercus myrsinifolia (a), detail of the upper epidermis of Q. 

chrysolepis (b), and detail of leaf venation of Q. shumardii (c), showing diverse anatomical leaf traits 

measured in this study. Trait notation as in Table 1.  

 

Vein morphological parameters were determined in a set of five mature 

leaves per species following the method described in Scoffoni et al. (2011) with 

some modifications. Leaf sections obtained between secondary veins were 

chemically cleared with 5% NaOH in an aqueous solution, washed with a bleach 

solution, dehydrated in an ethanol dilution series (70, 90, 95 and 100 %) and 

stained with safranin. Afterwards, one image (40x) per sample was taken using 

a camera (Canon EOS M100) coupled to a microscopy (OPTIKA B-600TiFL, 

Optika Microscopes, Ponteranica, Italy) and venation-related traits were 

measured in three fields per leaf using the ImageJ software. Bundle sheath 

extension density (BSE_d) was calculated as the ratio between the sum of all 

bundle sheath extension lengths and sampled area. The cover percentage of the 

leaf surface occupied by bundle sheath extension (BSE_cp) and the mean width 

of the bundle sheath extension (BSE_w; Fig. 1c) were obtained using the Image J 

software. 

 

Finally, anatomical sections of five leaves per species were obtained by 

gradual dehydration with ethanol, propylene oxide as a transition agent and 
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inclusion in Araldite. One mesophyll image (200x) per leaf section was taken 

using a camera (Canon EOS M100) coupled to a microscope (OPTIKA B-600TiFL, 

Optika Microscopes, Ponteranica, Italy) and the following parameters were 

measured in five fields of each image: palisade and spongy mesophyll thickness 

(PMT and SMT, respectively; Fig. 1a), number of cell layers in the palisade 

mesophyll (PM_nl), palisade mesophyll cell width and length (PM_cw and 

PM_cl, respectively), spongy mesophyll porosity (SM_p), upper and lower 

epidermis thickness (UET and LET, respectively; Fig. 1a), upper and lower 

epidermis outer wall (UE_ow and LE_ow, respectively; Fig. 1b), upper and lower 

epidermis lumen width and length (UE_luw, UE_lul, LE_luw and LE_lul, 

respectively; Fig. 1b), upper and lower epidermis lateral wall (UE_latw and 

LE_latw, respectively; Fig. 1b) and cell lumen size (UE_lu and LE_lu, 

respectively). See all parameters, abbreviations and units in Table 1. 

 

4.2.5. Structural equation models (SEM) 

 

The correlation analyses identified the independent variables most 

correlated to punch strength and specific punch strength (Fig. S2). With this 

information in mind, we proposed two mechanistic models including the most 

representative variables to estimate the network of correlations between traits 

related to leaf mechanical properties, which were assessed with structural 

equation models (SEM). In the first model, the leaf structural properties (i.e., leaf 

thickness, palisade mesophyll thickness, spongy mesophyll thickness, upper - 

lower epidermis thickness and upper - lower epidermis outer wall thickness) 

were related to punch strength (Fig. 3a). In the second model, the leaf material 

properties (leaf density, cellulose content, hemicellulose content, and lignin and 

cutin content) were related to the specific punch strength (Fig. 3b).  

 

4.2.6. Leaf construction cost 

 

Leaf samples from the seven studied species were oven dried at 70 ºC for 

3 d until constant mass, ground and homogenized. Total leaf N concentration 

was determined with an Organic Elemental Analyzer (Flash EA 112, Thermo 

Fisher Scientific Inc., MA, USA). Ash concentration was determined 

gravimetrically after the combustion of duplicated samples for at least 4 h at 500 

ºC. The heat of combustion was determined in triplicate samples of 18-24 mg with 

an adiabatic bomb calorimeter (Phillipson Gentry Instruments, Inc., USA) with 
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correction for ignition wire melting (Villar and Merino, 2001), following the 

procedure of Phillipson (1964). Leaf construction cost (CC) (g glucose g-1) was 

calculated according to Williams et al. (1987) as: 

 

( ) ( )

Eg

kN
AH

CC
c

0067.14

5.7
][1065.006968.0 +−−

=

   (10) 

 

where Hc is the ash-free heat of combustion (kJ g-1), [A] is the ash 

concentration (g ash g-1 dry mass), N is the tissue nitrogen concentration (g g-1 

dry mass), E.g., is the growth efficiency (0.89 for woody leaves; Williams et al., 

1987) and k is the oxidation state of the nitrogen source (+5 for nitrate or –3 for 

ammonium). In well-aerated Mediterranean soils, nitrate is the main source of 

nitrogen and thus, k = +5. However, given that nitrate reduction in leaves can 

occur at the expense of reductive equivalents generated at a light with no 

apparent cost, we note that the nitrogen contribution to the construction cost also 

depends on the share of nitrate reduction above- and belowground (Niinemets, 

1997; Niinemets, 1999). 

 

4.2.7. Statistical analysis  

 

Data passed Shapiro–Wilk and Bartlett tests for normality and equality of 

variances, respectively. Interspecific differences in leaf traits were evaluated by 

one-way ANOVA. All analyses were performed in R (R Core Team, 2021). To 

summarize the multivariate relationships among anatomical traits and Quercus 

species, a principal components analysis (PCA) with two components was 

carried out. This PCA was conducted using the FactoMineR: PCA package (Josse 

and Husson, 2008). To find correlations between all studied parameters, a 

Pearson’s correlation matrix was performed using ‘corrplot’ package (Wei and 

Simko, 2021). SEM were implemented using ‘lavaan’ package (Rosseel, 2012). 

Standardized major axis (SMA) regressions (Warton et al., 2006) were fitted to 

summarise the “scaling” relationship between two variables. To ensure our 

results did not artificially arise from a lack of phylogenetic independence, we 

additionally performed phylogenetic generalized least squares analysis 

assuming that trait evolution mimics Brownian motion and using the phylogeny 

from Hipp et al. (2020). 
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4.3. Results 

 

4.3.1. Leaf mass per area and leaf traits behind mechanical properties    

 

 
Fig. 2 Main relationships between physical parameters (punch strength and specific punch 

strength) and leaf mass per area, leaf thickness, and leaf density, for deciduous (DEC; blue) and 

evergreen (EVE; pink) Quercus species. Each point belongs to a Quercus species and represents its 

mean value. Black continuous line is the correlation considering all species when correlation was 

significative (p < 0.05).  

 

Leaf mass per area (LMA), which is a combination of leaf thickness (LT) 

and leaf density (LD), ranged from 64.2 to 223.9 g m-2. LT ranged from 169 to 487 

µm and showed a good correlation (r = 0.84, p < 0.001) with LMA. However, LD 

showed less variation from 273 to 579 mg cm-3 and had a moderate correlation (r 

= 0.52, p = 0.008) with LMA. Oak species in this study showed a wide range in the 

values of the leaf mechanical properties measured. Punch strength (PS) and 

specific punch strength (SPS) ranged from 0.59 to 4.47 kN m-1 and from 2.63 to 

11.11 MN m-2, respectively (Fig. 2), work of fracture (WF) from 0.07 to 1.31 J m-1, 



 

 116 

specific work of fracture (SWF) from 0.33 to 3.26 kJ m-2. The species that showed 

the highest values of these mechanical parameters were Quercus chrysolepis, Q. 

phillyreoides, Q. coccifera and Q. ilex subsp. rotundifolia. In contrast, the species with 

the overall lowest values were Q. lobata, Q. robur and Q. cerris. In general, 

measured mechanical properties showed a good correlation (r > 0.7, p < 0.001) 

with LMA (Fig. 2) even when phylogeny was considered (r > 0.73, p < 0.01; Fig. 

S4). PS showed a strong positive correlation (r = 0.75, p < 0.001) with LT, but a 

weak correlation (r = 0.4, p = 0.045) with LD. Moreover, PS can be mathematically 

expressed as the product of SPS, and LT with LT having a relative contribution 

of 0.51 to PS. SPS was better correlated (r = 0.62, p < 0.001) with LD than with LT 

(r = 0.38, P > 0.05; Fig. 2). Furthermore, leaves showed higher PS and WF at a 

given LMA as the scaling coefficients of the standardized major axis slopes were 

significantly steeper than 1 (1.47 for PS and 2.06 for WF; see Fig. S3). As has been 

seen in LMA and leaf mechanical resistance measurements, a wide range of 

variation was found in the compositional and anatomical variables (see table S1 

and TRY dataset). 

 

Both material and mechanical properties were positively correlated with 

cellulose concentration (CC; r > 0.72, p < 0.001), palisade and spongy mesophyll 

thicknesses (PMT and SMT, respectively; r = 0.50 and 0.86, repectively p < 0.05) 

including the components palisade mesophyll cell width and number of layers 

(PM_ct and PM_nl, respectively; r = 0.43 to 0.79, p < 0.05), upper epidermis and 

lower epidermis outer wall and lateral wall (UE_ow, UE_latw and LE_ow, 

LE_latw; r = 0.59 to 0.86, p < 0.01) and bundle sheet extension density, width and 

cover percentage (BSE_d, BSE_w and BSE_cp, respectively; r = 0.42 to 0.79, p < 

0.05; Fig. S2). Upper epidermis lumen cell (UE_lul) were negatively correlated 

with mechanical properties (r < -0.61). The rest of the anatomical and 

compositional traits showed less significant correlation coefficients (r < 0.5) or did 

not show significant correlations with the mechanical properties (Fig. S2). The 

presence of lignified anatomical structures was detected in all species, 

specifically in the bundle sheath. However, clearly lignified epidermis only 

appeared in the most sclerophyllous species (eg. Q. chrysolepis, Q. phyllireoides 

and Q. coccifera). 

 

Leaf carbon concentration and nitrogen concentration in cell wall 

(Ncw_Ctotal and Ncw_Ntotal) were not related to leaf mechanical traits. 

However, leaf carbon concentration and C/N ratio did have a moderate 
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correlation with PS (C.LD and C_N; r = 0.40, p = 0.049 and r = 0.41, p = 0.044, 

respectively).  

 

4.3.3 Structural equation models (SEM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Structural equation models (SEM) for the contribution of (a) anatomical and (b) 

compositional variables to leaf strength. punch strength (PS) and b) specific punch strength (SPS). 

The figure shows the full model, with significant correlations (p < 0.05) highlighted by solid 

arrows. PS, punch strength; SPS, specific punch strength; LT, leaf thickness; LD, leaf density; PMT 

and SMT, palisade and spongy mesophyll thickness, respectively; ET, summatory of upper and 

lower epidermis thickness; UE_ow, upper epidermis outer wall; CD, cellulose content per unit 

volume; HCD, hemicellulose content per unit volume; LCD, lignin and cutin content per unit 

volume. Numbers denote standardized path coefficients. 

 

In the designed paths for SEMs, leaf traits were divided, on the one hand, 

into anatomical traits (thickness of the different tissue layers) related to LT and 

SPS (Fig. 3a), and, on the other hand, into compositional traits (cell wall 

components) related to LD and SPS/LD (Fig. 3b). In the anatomical traits model, 

both LT and SPS showed a high contribution to PS (r = 0.49 and r = 0.7, 

respectively). Regarding anatomical traits, LT was highly explained by PMT (r = 

0.46) while SMT and ET showed a non-significant association with LT (Fig. 3a). 

On the other hand, SPS was strongly associated with the upper epidermis outer 

wall thickness (UE_ow) (r = 0.78) while it did not influence LT. Furthermore, the 

sum of upper and lower epidermis thickness (ET) had a moderate influence on 
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SPS (r = 0.33). UE_ow and ET together explained much of the variation in SPS (R2 

= 0.54).  

 

In the compositional traits model, SPS was strongly associated with both 

LD (r = 0.55) and SPS/LD (r = 0.77). As expected, LD was explained by a 

combination of compositional traits, especially hemicellulose content per unit 

volume (HCD, r = 0.62) and cellulose content per unit volume (CD, r = 0.36). 

SPS/LD was explained by a strong (r = 0.78) direct influence of CD (Fig. 3b). 

 

4.3.4. Principal component analysis and phylogeny 

 

 
 

Fig. 4 Principal component analysis (PCA) of leaf variables (black lines) in 25 Quercus species 

(dots). Each symbol corresponds to a genus Quercus section. Variables: PS, punch strength; SPS, 

specific punch strength; LMA, leaf dry mass per unit area; LT, leaf thickness; LD, leaf density; 

CD, cellulose content per unit volume; HCD, hemicellulose content per unit volume; LCD, lignin 

and cutin content per unit volume; PMT, palisade mesophyll thickness; SMT, spongy mesophyll 

thickness; UET, upper epidermis thickness; LET, lower epidermis thickness; UE_ow, upper 

epidermis outer wall; LE_ow, lower epidermis outer wall; BSE_cp, bundle sheath extension cover 
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percentage; BSE_w, bundle sheath extension width; N, Nitrogen content; UE_lu, upper epidermis 

cell lumen size; LE_lu, lower epidermis cell lumen size. Images of the epidermis of (1) Q. 

shumardii and (2) Q. phillyreoides. Scale bar, 20 μm. 

 

A principal component analysis (PCA) based on a selection of the 

strongest correlations between variables in the correlation matrix (Fig. S2) and 

considering the SEM, was performed. This PCA showed that the first main 

component (explaining the 62.4% variability) grouped PS, LMA, CD, PMT, SMT, 

UE_ow and BSE_w, whereas the second main component (explaining the 15.7% 

variability), grouped LD and HCD (Fig. 4). The scores of the studied Quercus 

species in the PCA biplot indicated that the mechanical, compositional and 

anatomical traits analyzed clear differentiated deciduous and evergreen species 

although could not differentiate the species according to the climate (Fig. 4).  

 

 
 

Fig. 5 a) Quercus phylogenetic tree based on Hipp et al. (2020). Colors in the tree represent Quercus 

sections; in orange, section Cyclobalanopsis; dark green, section Cerris; light green, section Ilex; red, 

section Lobatae; fuchsia, section Protobalanus; blue, section Quercus. PC1 and PC2. b) Relationship 

between PC1 and PC2 and Arid intensity (AI). The colors of the circles refer to the phylogenetic 

tree sections. It should be noted that the lower the AI value, the higher the degree of aridity. 
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 Regarding the phylogeny, all the species of the Quercus section, except Q. 

mohriana, which is evergreen, tend to have low LMA, PS, cellulose content, thin 

mesophylls and UE_ow (Fig. 5a). In contrast, all species of the Ilex sect. had a 

strong coordination with those traits related to sclerophylly as high LMA, PS, 

cellulose content, thick mesophyll and UE_ow, although they inhabit very 

different climates. Q. chrysolepis (sect. Protobalanus), presented sclerophyllous 

traits. Among the studied sect. Lobatae species, those evergreens (Q. agrifolia and 

Q. wislizeni) had a strong coordination with sclerophyllous traits, while Q. 

shumardi had less relation to sclerophyllous traits and a strong coordination with 

LD and hemicellulose content. In the case of Q. myrsinifolia (sect. Cyclobalanopsis), 

it had moderate coordination with both main components. In the case of the sect. 

Cerris, the only species with sclerophyllous traits was Q. suber. Regarding climate, 

no significant relationship was found between arid intensity and the main 

components of PCA (Fig. 5b; Fig. S5). 

 

4.3.5. Differences in construction cost and underlying traits among the 

evergreen oaks 

 

Leaf construction cost of the seven species ranged from 1.43 ± 0.05 g glucose g-1 

(Q. ilex subsp. rotundifolia) to 1.61 ± 0.06 g glucose g-1 (Q. agrifolia and Q. coccifera), 

while the mean leaf construction cost for the seven studied species was 1.53 ± 0.07 

g glucose g-1 (Table S2). All the studied species showed construction cost values 

in the range published for sclerophyllous evergreen leaves (Villar and Merino, 

2001). The ash fraction does not contribute to the construction cost, while the 

nitrogen concentration increases the construction cost due to extra costs required 

for nitrogen assimilation. However, the energy content (Hc) was the main 

determinant of the leaf construction cost; therefore, the highest Hc values 

corresponded to the highest construction cost values (Table S2). Thus, Q. suber, 

with the highest leaf N concentration, but also with the highest ash content, and 

low energy content had the lowest leaf construction cost (Table S2). 

 

4.4. Discussion 

 

In this study, we analysed 41 leaf mechanical, morphological, 

physicochemical and anatomical traits of 25 Quercus species grown in a common 

garden in Northeastern Spain to determine the leaf traits underlying 
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sclerophylly. Although most ecophysiological studies have used leaf mass per 

unit area (LMA) as a proxy value for sclerophylly, sclerophylly actually means 

"hard-leaved," implying that mechanical properties of leaves are important in 

understanding this attribute (Alonso-Forn et al., 2020). As previously observed 

(Wright et al., 2004; Onoda et al., 2011), our results showed that, mechanical 

properties were strongly correlated with LMA in studied Quercus species.  

 

The inability of LMA to account adequately for the wide variation in 

punch strength in our dataset reveals that there are variations in the mechanical 

properties that do not contribute to an increase in the accumulated mass per 

surface area. In this sense, we found a variation range in punch strength (PS) 

measures of 7.5-fold and in work to fracture (WF) of 18-fold, while LMA only 

varied 3.5-fold. Moreover, leaves showed higher PS and WF at a given LMA as 

the scaling coefficients of the standardized major axis slopes were significantly 

steeper than 1 (1.47 for PS and 2.08 for WF; see Fig. S3). Although the increase in 

LMA in Quercus has previously been attributed mainly to an increase in leaf 

thickness (LT) (Sancho-Knapik et al., 2021), we found that when accounting for 

the effect of LT, the specific work to fracture (SWF) still increased with LMA (Fig. 

2; S3). These results suggest that LMA could have more implications besides leaf 

strength. Although high LMA species can have lower photosynthetic rate per 

unit leaf area (Wright et al., 2004), Sancho-Knapik et al. (2021) suggested that 

accumulation of photosynthetic tissues enable plants to generate higher 

assimilation rates when facing certain environmental limitations. Moreover, 

some sclerophyllous evergreen oaks, despite their larger LMA, were able to 

achieve area-based net CO2 assimilation values equivalent to congeneric 

deciduous species due to an increased chloroplast surface area exposed to 

intercellular air space (Peguero-Pina et al., 2017; Onoda et al., 2017).  

 

 According to our models, the upper epidermis outer wall had a strong and 

direct contribution to the leaf mechanical strength (measured as specific punch 

strength, SPS) (Fig. 3a) which is consistent with previous studies (Onoda et al., 

2012; Westbrook et al., 2011; He et al., 2019). Thus, an increase in the thickness of 

this layer appears to lead to a tougher epidermis without great changes in the 

accumulated mass per unit leaf surface area. Onoda et al. (2012) showed that 

leaves with relatively thicker cuticles had higher leaf mechanical resistance 

because the cuticle is made of very stiff material. Although a thicker cuticle may 

imply a higher investment (Poorter and Villar, 1997), it does not result in 
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substantial changes in leaf thickness, total accumulated mass per surface nor 

construction cost (Villar and Merino, 2001; Table S2). In this sense, although Q. 

chrysolepis a notably higher (>60%) LMA than Q. agrifolia, their construction costs 

are very similar (Table S2). In addition, its extra cost can be offset by its greater 

mechanical resistance to biotic and abiotic stresses which might confer longer leaf 

lifespans among evergreen species (Krauss et al., 1997; Riederer and Schreiber, 

2001; Wright et al., 2004; Carver and Gurr, 2006; Onoda et al., 2012).  

 

 The cellulose concentration per unit volume had a strong direct 

contribution to SPS/LD (Fig. 3b) which indicates that cellulose plays a critical role 

in increasing leaf strength and toughness, a result also found in tropical plants 

(Kitajima and Poorter, 2010). In the correlation analysis (Fig. S2), cellulose 

concentration was tightly correlated with the bundle sheath extension width and 

cover percentage, and the outer wall thickness, suggesting that these anatomical 

components, which are rich in cellulose, play key roles in mechanical resistance. 

 

The PCA plots based on foliar trait values indicated a clear separation of 

two groups along the first component axis corresponding to evergreen and 

deciduous species (Fig. 4). Foliar mechanical properties, including punch 

strength, LMA, cellulose content, mesophylls thickness upper epidermis outer 

wall thickness, Bundle Sheath Extension width and cover percentage separated 

these contrasting leaf habits. Deciduous oaks from Quercus, Cerris and Lobatae 

sections, showed common leaf attributes regardless of their phylogenetic lineage. 

This group of species is characterized by softer and thinner leaves, narrower 

bundle sheath extension, less coverage of bundle sheath extension, lower 

cellulose content, as well as thinner cuticles and outer walls that are not lignified. 

Thus, Q. robur (section Quercus) from central Europe and Q. shumardii (section 

Lobatae) from eastern North America share these leaf traits (Fig. 5). Moreover, 

these leaf features do not seem to depend on the average climate of the native 

habitat. Temperate species (e.g., Q. robur) share characters with species that 

inhabit Mediterranean climates (e.g., Q. faginea and Q. cerris; Gil-Pelegrín et al., 

2017). 

 

Evergreen oaks also share common features irrespective of their 

phylogenetic lineage. These species share harder and thicker leaves, wider 

bundle sheath extensions, a higher coverage of wider bundle sheath extensions, 

higher cellulose content and an epidermis with thick cuticles and cell walls that 
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are often lignified. Regarding this second group, some interesting insights 

emerge. Species of sect. Ilex show similar foliar features, regardless of their 

climate of origin. They occupy quite contrasting climates that range in arid 

intensity from 0 (e.g., Q. phyllireoides) to 261 (e.g., Q. calliprinus) (Fig. 5b) and there 

is still a great variation when we consider the phylogeny (Fig. S5). These shared 

features may be explained by their common phylogenetic origin in the 

palaeotropical flora in East Asia (Jiang et al., 2019) (Fig. 5a). Species from this 

section are currently found in diverse climates, from humid temperate or 

subtropical climates (e.g., Q, phillyreoides and Q. semecarpifolia; cf. Jiang et al., 

2019), to semi-arid Mediterranean areas (e.g., Q. coccifera; cf. Vilagrosa et al., 2003; 

Gil-Plegrín et al., 2017). According to fossil record, xeromorphic-like traits were 

already present in the ancestor of the sect. Ilex, Q. yangyiensis that lived in warm 

aseasonal tropical conditions (Zhou et al., 2007; He et al., 2014). Under conditions 

favorable year-round growth, maintaining an evergreen leaf habit would have 

been favored over a deciduous leaf habit (Kikuzawa 1991, 1995). Evergreen 

species with longer leaf lifespan necessitated more durable leaves with traits that 

allow them to resist tearing and wear due to abiotic (Nikklas, 1999) and biotic 

(Wrigth and Vincent, 1996; Peeters et al., 2007) interactions with the environment 

(Turner, 1994). The increase in the level of sclerophyll through the accumulation 

of structural carbohydrates could improve leaf persistence. In this way, the 

improved leaf protection would help to resist for a longer time (Turner, 1994; 

Takashima et al., 2004). Moreover, habitats with several ecological limitations 

(e.g., drought, nutrient scarcity, low temperatures during the vegetative period 

or mechanical damage) are the ones where sclerophylly is more prevalent, as 

exemplified by the case of Mediterranean evergreens (Alonso-Forn et al., 2020 

and references therein).  

 

Although the leaf features of evergreen sclerophylls are extremely 

functional in Mediterranean-type climate conditions, Ackerly (2004) proposed 

that these qualities originated in ancestral non-Mediterranean-type habitats in 

many lineages. Thus, previously mentioned sclerophyllous features can be 

inferred to have contributed to the later success of section Ilex with the expansion 

of the relatively recent Mediterranean-type climates (Ackerly, 2004; Deng et al., 

2017). Sect. Ilex species may thus have evolved foliar traits under ancestral 

climates that pre-adapted them to Mediterranean-type climates (Verdú et al., 

2003). All American oak clades share a common high latitude temperate ancestor 

(Hipp et al., 2018). Thus, some oaks studied here that occupy habitats in 
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Mediterranean climates in the Nearctic (e.g., Q. agrifolia or Q. wislizeni, section 

Lobatae), have been suggested to have evolved from temperate ancestors (Hipp et 

al., 2018). Nevertheless, species of section Protobalanus are evergreen and are 

restricted to mild climates. It appears likely that both conservatism in foliar traits 

linked to shared ancestry and evolutionary legacies of adaptation to ancient 

climates as well as evolutionary convergence in foliar traits from different 

sections contributes to the observed patterns of sclerophyllous traits among 

lineages and leaf habits. To conclude, there is an evolutionary progression 

towards sclerophyllous leaf traits in sect. Protobalanus and sect. Lobatae that 

inhabit dry climates, while sect. Ilex may have evolved to a lesser degree because 

its tropical ancestors had foliar traits that were pre-adaptated to some extent. 
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4.6. Supporting Information 

 

The following Supporting Information is available for this article: 

Table S1 Mean value, maximum (Max.) and minimum (Min.) values, standard 

deviation (SD) and coefficient of variation (CV) of leaf traits for Quercus species. 

Table S2 Heat of combustion, ash, nitrogen concentration (N) and construction 

cost of leaves for the seven studied Quercus species.  

Fig. S1 Example of force-displacement curves and points of the leaf were punch 

and die tests were conducted.   

Fig. S2 Correlation coefficients matrix of leaf mechanical properties, 

compositional and anatomical traits. 

Fig. S3 The bivariate trait relationships between leaf structural properties and 

leaf mass per area (LMA). 

Fig. S4 Corrected main relationships using phylogenetic generalized least 

squares analysis. 

Fig. S5 Corrected relationship between PC1 and PC2 and Arid intensity (AI) 

using phylogenetic generalized least squares analysis. 
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Table S1 Mean value, maximum (Max.) and minimum (Min.) values, standard deviation (SD) 

and coefficient of variation (CV) of leaf traits for Quercus species. 

 

Abbr. Variable Units Mean Min. Max. SD CV 

PS Punch strength kN m-1 1.81 0.59 4.47 1.01 0.56 

SPS Specific Punch Strength MN m-2 5.79 2.63 11.1 1.98 0.34 

WF Work of fracture J m-1 0.42 0.07 1.31 0.35 0.81 

SWF Specific Work to Fracture kJ m-2 1.26 0.33 3.26 0.76 0.60 

LMA Leaf mass per unit area g m-2 134 64.0 224 48.5 0.36 

LT Leaf thickness µm 300 169 487 92.4 0.31 

LD Leaf density mg cm-3 448 273 579 86.0 0.19 

HC Hemicellulose content mg g-1 192 134 262 28.1 0.15 

CC Cellulose content mg g-1 160 96.0 246 41.3 0.26 

LCC Lignin and cutin content mg g-1 74.6 32.0 110 18.4 0.25 

HCD 

Hemicellulose per unit 

volume mg cm-3 86.5 39.1 139 23.5 0.27 

CD Cellulose per unit volume mg cm-3 72.4 31.0 132 26.0 0.36 

LCD 

Lignin and cutin per unit 

volume mg cm-3 32.9 16.2 53.4 8.93 0.27 

Ntotal Nitrogen content g 100-1 g-1 1.37 0.95 1.78 0.26 0.19 

Ctotal Carbon content g 100-1 g-1 47.7 41.2 50.7 2.30 0.05 

N.LD Nitrogen per unit volume mg cm-3 6.11 2.86 8.37 1.46 0.24 

C.LD Carbon per unit volume mg cm-3 213 126 280 41.5 0.19 

Ncw_Ntotal 

Nitrogen in cell 

wall:Nitrogen 
 

0.41 0.23 0.74 0.13 0.32 

Ccw_Ctotal Carbon in cell wall:Carbon 
 

0.48 0.31 0.66 0.08 0.17 

C_N Ratio carbon:nitrogen 
 

36.0 26.0 52.3 7.38 0.20 
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PMT 

Palisade mesophyll 

thickness µm 79.7 42.5 148 29.3 0.37 

PM_nl Palisade mesophyll layers 
 

1.52 1 3 0.59 0.39 

PM_cl 

Palisade mesophyll cell 

length µm 54.3 32.6 80.2 12.4 0.23 

PM_ct 

Palisade mesophyll cell 

width µm 8.74 6.99 12.1 1.56 0.18 

SMT Spongy mesophyll thickness µm 96.9 49.3 163 36.2 0.37 

SM_p Spongy mesophyll porosity % 36.5 21.5 47.5 6.37 0.17 

UET Upper epidermis thickness µm 18.2 14.1 24.4 2.78 0.15 

UE_ow Upper epidermis outer wall µm 5.49 2.80 9.66 2.07 0.38 

UE_luw 

Upper epidermis lumen 

width µm 11.6 6.60 18.1 3.34 0.29 

UE_lul 

Upper epidermis lumen 

length µm 18.16 10.6 24.6 4.41 0.24 

UE_latw Upper epidermis lateral wall µm 3.12 1.30 6.42 1.16 0.37 

UE_lu Upper epidermis lumen cell µm2 200 70.4 312 77.2 0.39 

LET Lower epidermis thickness µm 11.8 8.30 16.7 2.02 0.17 

LE_ow Lower epidermis outer wall µm 3.56 1.10 6.20 1.50 0.42 

LE_luw 

Lower epidermis lumen 

width µm 7.12 4.53 9.46 1.08 0.15 

LE_lul 

Lower epidermis lumen 

length µm 10.9 7.00 14.1 2.10 0.19 

LE_latw Lower epidermis lateral wall µm 1.31 0.71 2.14 0.43 0.33 
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Abbr. Variable Units Mean Min. Max. SD CV 

BSE_d 

Bundle sheath extension 

density mm mm-2 7.40 4.96 9.60 1.38 0.19 

BSE_cp 

Bundle sheath extension 

cover percentage % 34.3 8.87 59.0 15.1 0.44 

BSE_w 

Bundle sheath extension 

width µm 26.1 12.3 35.9 7.02 0.34 
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Table S2 Heat of combustion, ash, nitrogen concentration (N) and construction cost (CC) of leaves 

for the seven studied Quercus species. Data are mean ± SE. Different letters indicate significant 

differences among species (Tukey’s test, P < 0.05). 

 

Species 

Heat of 

combustion 
Ash N CC 

(kJ g-1) (g g-1) (g g-1) (g glucose g-1) 

Q. chrysolepis 22.2 ± 0.3b 0.0736 ± 0.0004c 0.012 ± 0.001a 1.58 ± 0.02bc 

Q. agrifolia 21.9 ± 0.3ab 0.0465 ± 0.0004b 0.014± 0.002a 1.61 ± 0.02bc 

Q. wislizeni 19.8 ± 0.6a 0.0392 ± 0.0005b 0.014 ± 0.003a 1.46 ± 0.04a 

Q. coccifera 22.0 ± 0.9ab 0.0487 ± 0.0002b 0.014 ± 0.002a 1.61 ± 0.06bc 

Q. ilex subsp. 

ilex 
20.8 ± 2.1ab 0.0558 ± 0.0006bc 0.011 ± 0.003a 1.50 ± 0.16abc 

Q. ilex subsp. 

rotundifolia 
20.0 ± 0.7a 0.0257 ± 0.0004a 0.011 ± 0.001a 1.49 ± 0.06ab 

Q. suber 20.3 ± 0.7a 0.0856 ± 0.0004c 0.017 ± 0.002a 1.43 ± 0.05a 
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Fig. S1 (a) Example of force-displacement curves of Quercus robur obtained from punch and die 

test showing maximum force (Fmax) and work to fracture (WF) calculated as the area below the 

curve between the initial contact of the punch with the leaf and Fmax. (b) Examples of the points 

were punch and die tests were conducted in leaves of Q. coccifera (left) and Q. robur (right), 

avoiding major veins and delimiting upper and lower borders of the intercostal panel. 
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Fig. S2 Correlation coefficients in matrix form between leaf mechanical properties, compositional 

and anatomical traits. The matrix includes the correlations graduated according to the legend. 

Abbreviations as in Table 1. 
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Fig. S3 The bivariate trait relationships between leaf structural properties and leaf mass per area 

(LMA). Note that graph axes are log10 scaled. 
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Fig. S4 Corrected main relationships using phylogenetic generalized least squares analysis 

assuming that trait evolution mimics Brownian motion and using the phylogeny from Hipp et al. 

(2020). Physical parameters (punch strength and specific punch strength) and leaf mass per area, 

leaf thickness, and leaf density, for deciduous (DEC; blue) and evergreen (EVE; pink) Quercus 

species. Each circle belongs to a Quercus species and represents its mean value. The blue 

continuous line is the correlation considering all species.  
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Fig. S5 Corrected relationship between PC1 and PC2 and Arid intensity (AI) using phylogenetic generalized least 

squares analysis assuming that trait evolution mimics Brownian motion and using the phylogeny from Hipp et al. 

(2020). Each circle belongs to a Quercus species and represents its mean value. The colours of the circles represent 

the different sections of studied Quercus (see Fig. 5). 
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Capítulo V 

 

Cell-level anatomy explains leaf age-

dependent declines in mesophyll conductance 

and photosynthetic capacity in the evergreen 

Mediterranean oak Quercus ilex subsp. 

rotundifolia
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Supporting Information 

 

Figure S1. Photosynthetic photon flux density (PPFD) during three sunny days of September 2018 for 

each of the three leaf cohorts studied (0- (current), 1- and 2-year-old leaves) of Q. ilex subsp. rotundifolia. 
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Figure S2. Integrated daily quantum flux density (Qint) during three sunny days of September 2018 for 

each of the three leaf cohorts studied (0- (current), 1- and 2-year-old) of Q. ilex subsp. rotundifolia. 

Different letters indicate significant differences among 0-, 1- and 2-year-old leaves (Tukey’s test, P < 0.05). 
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Figure S3. Relative stomatal (ls), mesophyll (lm) and biochemical (lb) photosynthesis limitations for 0- 

(current), 1- and 2-year-old leaves of Q. ilex subsp. rotundifolia measured in 2018 and 2020. The increase 

of lm with increasing leaf age was statistically significant at P < 0.05 both in 2018 and 2020. 
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Figure S4. Relationship between mesophyll conductance (gm) modelled with anatomical traits (Eq. 3) and 

gm measured with the Harley et al. (1992) method (Eq. 1) for 0- (current), 1- and 2-year-old leaves of Q. 

ilex subsp. rotundifolia measured in 2018 and 2020. *** - P < 0.001. 
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Figure S5. Relationship between the first two principal components (PC1 vs. PC2) of the principal 

component analysis (PCA) computed on the measured traits obtained for 0- (current), 1- and 2-year-old 

leaves of Q. ilex subsp. rotundifolia measured in 2018 and 2020. Variables: AN, net assimilation rate; gs, 

stomatal conductance; gm, mesophyll conductance; Jflu, photosynthetic electron transport rate; Vcmax, 

maximum velocity of carboxylation; LMA, leaf dry mass per unit area; N, total leaf nitrogen 

concentration; Tcw, cell wall thickness; Tchl, chloroplast thickness; Sm/S and Sc/S, mesophyll and 

chloroplast surface area facing intercellular air spaces per leaf area. 
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Table S1. Photosynthetic characteristics for 0- (current), 1- and 2-year-old leaves of Q. ilex subsp. 

rotundifolia measured in 2018 at three photosynthetic photon flux density (PPFD) conditions (1500, 750 

and 350 μmol m-2 s-1): AN, net assimilation rate; gs, stomatal conductance; gm, mesophyll conductance; 

Vcmax, maximum velocity of carboxylation; ΦPSII, effective quantum yield of PSII; iWUE, intrinsic water 

use efficiency (AN/gs); PNUE, photosynthetic nitrogen use efficiency (AN/N). Different letters indicate 

significant differences among 0-, 1- and 2-year-old leaves (Tukey’s test, P < 0.05). 

    Leaf 

Age 

  

PPFD (µmol photons m-2 s-1) 

  

  1500 750 350 

    0 14.5 ± 0.5a 11.7 ± 1.6ª 7.4 ± 0.6ª 

AN (µmol CO2 m-2 s-1) 1 11.8 ± 0.2b 10.7 ± 0.9ª 7.1 ± 0.6ª 

  2 5.1 ± 0.5c 6.3 ± 0.7b 4.9 ± 0.6b 

    0 0.367 ± 0.023ª 0.265 ± 0.049ª 0.276 ± 0.046ª 

gs (mol H2O m-2 s-1) 1 0.321 ± 0.016a 0.245 ± 0.032ª 0.256 ± 0.035ª 

  2 0.208 ± 0.018b 0.182 ± 0.029a 0.192 ± 0.031ª 

    0 0.067 ± 0.004ª 0.065 ± 0.011a 0.035 ± 0.004ª 

gm (mol CO2 m-2 s-1) 1 0.051 ± 0.002b 0.053 ± 0.005a 0.032 ± 0.004ª 

  2 0.020 ± 0.003c 0.026 ± 0.004b 0.020 ± 0.003b 

    0 0.37 ± 0.02ª 0.46 ± 0.03ª 0.55 ± 0.02ª 

PSII  1 0.35 ± 0.02ª 0.46 ± 0.02ª 0.58 ± 0.01ª 

  2 0.21 ± 0.04b 0.35 ± 0.02b 0.51 ± 0.02b 

  0 41.1 ± 3.4ª 47.6 ± 3.2ª 31.2 ± 3.6ª 

iWUE (µmol CO2 mol-1 H2O) 1 37.5 ± 2.2ª 45.8 ± 2.3ab 30.1 ± 2.7ª 

  2 25.8 ± 3.2b 38.2 ± 3.7b 28.9 ± 3.3ª 

    0 82.1 ± 2.2ª 65.0 ± 8.3ª 41.9 ± 3.3ª 

PNUE (µmol CO2 mol N-1 s-1) 1 67.0 ± 1.1b 60.9 ± 5.4ª 40.4 ± 3.4ª 

    2 35.7 ± 3.1c 46.3 ± 5.9ª 35.8 ± 4.6ª 
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Table S2. Total chlorophyll concentration (Chl a + Chl b) and the ratio between Chl a and Chl b 

concentrations for 0- (current), 1- and 2-year-old leaves of Q. ilex subsp. rotundifolia measured in 2020. 

Different letters indicate significant differences among 0-, 1- and 2-year-old leaves (Tukey’s test, P < 0.05). 

 

Leaf Age 
Chl a + Chl b Chl a / Chl b 

(µmol m-2) (mol mol-1) 

0 458.6 ± 4.0ab 3.0 ± 0.2ab 

1 541.6 ± 2.9a 2.7 ± 0.1a 

2 364.2 ± 2.3b 3.1 ± 0.1b 
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Capítulo VI 

 

Contrasting functional strategies following 

severe drought in two Mediterranean oaks 

with different leaf habit: Quercus faginea and 

Quercus ilex subsp. rotundifolia



 

 170 



 

 171 



 

 172 



 

 173 



 

 174 



 

 175 



 

 176 



 

 177 



 

 178 



 

 179 



 

 180 



 

 181 



 

 182 



 

 183 



 

 184 



 

 185 



 

 186 

 
  



 

 187 

Supplementary Data 

 

 

Fig. S1. Box-plot representation of the normalized difference vegetation index (NDVI) 

for green, yellow and brown leaves of (A) Q. faginea and (B) Q. ilex subsp. rotundifolia. 

Different letters indicate significant differences among leaf types (P < 0.05). 
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Fig. S2. N, P and K concentration (%) for green leaves at the beginning of the experiment, 

green, yellow and brown leaves at the end of the drought period (Gr_i, Gr_f, Ye, Br, 

respectively) of Q. faginea and Q. ilex subsp. rotundifolia. Data are mean ± SE. Different 

letters indicate significant differences among leaf types (P < 0.05). 
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Capítulo VII 

 

Discusión general y conclusiones 
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7.1. Discusión general 

 

Como se vio en el primer capítulo de esta tesis, la diversidad dentro del 

denominado genéricamente clima mediterráneo, así como la gran variabilidad 

fisionómica y funcional de los robles de estos ecosistemas, no permite definir un 

único y genuino prototipo de roble mediterráneo. En la actualidad se distinguen 

dos tipos de robles bien diferenciados que coexisten en las regiones 

mediterráneas: el roble perennifolio esclerófilo con un origen en la Flora 

Paleotropical y el caducifolio malacófilo con un origen arctoterciario (Barbero et 

al., 1992; Damesin et al., 1998; Mediavilla y Escudero, 2004). La coexistencia de 

Quercus perennifolios y caducifolios permite estudiar el papel de los dos patrones 

fenológicos desde un punto de vista funcional (Kikuzawa, 1991), especialmente 

bajo las restricciones ambientales impuestas por el clima mediterráneo 

(Montserrat-Martí et al., 2009).  

 

Las condiciones poco favorables a las que están sometidos los robles 

mediterráneos acortan su periodo vegetativo y disminuyen su actividad 

fotosintética durante el invierno y el verano (García-Plazaola et al., 1999; Corcuera 

et al., 2005). Estas restricciones producen una fragmentación del periodo 

vegetativo (Mitrakos, 1980) y una limitación del funcionamiento en estas 

especies. Por lo general, los robles caducifolios mediterráneos, como es el caso de 

Q. faginea, compensan la corta duración del periodo vegetativo con altas tasas de 

asimilación de carbono cuando las condiciones son favorables (van Ommen 

Kloeke et al., 2012; Peguero-Pina et al., 2015). Por su parte, los perennifolios 

mediterráneos, como Q. ilex, contrarrestan esas restricciones con una mayor 

longevidad foliar que les permite asimilar carbono tan pronto como las 

condiciones son propicias (Corcuera et al., 2005). 

 

Para abordar el estudio de las adaptaciones a las restricciones impuestas 

por el clima mediterráneo, en esta tesis se han usado Q. faginea y Q. ilex subsp. 

rotundifolia como paradigmas de los dos tipos de robles coexistentes. El primero 

es un claro ejemplo de roble caducifolio mediterráneo con origen arctoterciario 

(sección Quercus), mientras que el segundo representa el modelo de perennifolio 

esclerófilo de origen paleotropical (sección Ilex). Ambos provienen de ambientes 

no mediterráneos, por lo que han pasado por procesos de adaptación a este clima 

(Suc, 1984; Minnich, 1985; Blumler, 1991; Peguero-Pina et al., 2016). 
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Estos procesos convergen en algunas características comunes, como es la 

reducción del área foliar, que puede alcanzar valores 10 veces más bajos en los 

robles mediterráneos o áridos respecto de aquellos que viven en climas 

templados (Gil-Pelegrín et al., 2017; Peguero-Pina et al., 2020). Esta característica 

permite soportar la escasez de agua en los robles mediterráneos (Baldocchi y Xu, 

2007) al reducir la superficie transpirante, a la vez que modera el   

sobrecalentamiento foliar (Voguel, 1970, 2009; Schuepp, 1993) y mejora la 

relación entre la conductividad hidráulica del tallo en relación con la superficie 

foliar sustentada, o conductividad foliar específica (Peguero-Pina et al., 2015). 

Otra característica común de los robles mencionados es la mayor resistencia 

hidráulica del tallo respecto de otros robles que viven en ambientes templados 

(Peguero-Pina et al., 2015). Así, Q. faginea registra valores de conductividad 

hidráulica en el tallo siete veces menores que los presentados por Q. robur 

(sección Quercus), un congénere muy próximo filogenéticamente que habita 

climas templados (Peguero-Pina et al., 2015).  

 

En este sentido, se explicaría el beneficio directo de la reducción de la 

superficie foliar en cuanto a la mejora de la capacidad de suministrar agua a las 

hojas transpirantes en Q. faginea, compensando la notable diferencia encontrada 

en la conductividad hidráulica entre ambas especies. Otra diferencia entre Q. 

faginea y Q. robur es su resistencia a la embolia. De este modo, la especie 

mediterránea soporta niveles muy superiores de tensión en el xilema sin sufrir 

pérdida en su conductividad por cavitación. Esta cualidad de los robles propios 

de clima mediterráneo se presenta en un buen número de especies (Gil-Pelegrín 

et al., 2017), aunque no es una condición general dentro de este conjunto de 

especies (Martín-Sánchez et al., 2022). 

 

Sin embargo, estos dos tipos de robles presentan un gran número de 

rasgos funcionales que los diferencian. Estos rasgos funcionales agrupan las 

características morfo-fisio-fenológicas que influyen en su adecuación al ambiente 

(Violle et al., 2007).  

 

Atributos morfológicos 

 

Entre las características diferenciadoras de los dos tipos de robles 

mediterráneos destaca la textura foliar. Así, se diferencian el tipo no esclerófilo o 

malacófilo (e.g., Q. faginea) y el tipo esclerófilo (e.g., Q. ilex subsp. rotundifolia).  
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Aunque no se pudo definir un solo factor que explicara la esclerofilia, se 

evidenció un efecto sinérgico de todos ellos en cuanto al desarrollo de hojas 

esclerófilas en el género Quercus (capítulo II).  Por consiguiente, en aquellos 

hábitats en los que convergen varios de esos factores la esclerofilia es más 

frecuente. Este es el caso de Q. ilex subsp. rotundifolia que habita suelos 

degradados con escasez de agua, falta de nutrientes, altas temperaturas y 

presenta hojas con alta longevidad.  

 

En el capítulo II, se concluyó que, desde un punto de vista funcional en 

las especies del género Quercus, el hábito foliar modula en gran medida las 

implicaciones fisiológicas de la esclerofilia. Se destacó que, entre las especies de 

hoja perenne, la esclerofilia tiene un coste no solo en términos de inversión de 

carbono, sino que también limita la capacidad fotosintética, principalmente a 

través de limitaciones de difusión (Wright et al., 2004; Flexas et al., 2008; Hassitou 

et al., 2009; Niinemets et al., 2009; Onoda et al., 2017; Peguero-Pina et al., 2017a, b). 

Por el contrario, el aumento de LMA entre los robles de hoja caduca se asocia con 

una mayor capacidad fotosintética (Takashima et al., 2004; Peguero-Pina et al., 

2015, 2016; Gil-Pelegrín et al., 2017). Esto se refleja en la estrategia de los robles 

de hoja caduca mediterráneos para maximizar la ganancia de carbono durante 

los períodos óptimos, como una adaptación a la fragmentación del periodo 

vegetativo. 

 

Cuando se analizaron los rasgos morfológicos, anatómicos y 

composicionales de las hojas de 85 especies de Quercus, las especies caducifolias 

y perennifolias presentaron diferencias en varios de sus atributos. Entre estos 

atributos destacaron la masa seca foliar por área (LMA), el espesor de la hoja (LT) 

y el área foliar, confirmando lo observado previamente en otros estudios 

(Corcuera et al., 2002; Escudero et al., 2017). Sin embargo, los dos tipos de robles 

no difirieron en la densidad foliar (LD) a pesar de sus diferencias en rasgos 

foliares relacionados con la densidad como la concentración de celulosa, la 

distancia entre extensiones de las vainas del haz y su anchura (capítulo III).  

 

El escenario 1 del capítulo III contemplaba que un aumento en LMA se 

lograría con hojas más gruesas y aumentaría la tasa instantánea de asimilación 

de carbono por unidad de área (Aarea) lo que compensaría temporadas favorables 

más cortas en ambientes climáticos estresantes. Sin embargo, las especies 

caducifolias con alto LMA debido a un mayor LT habitaron climas con periodos 
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cortos de frío, aunque con periodos largos de aridez intensa. Este periodo más 

largo de aridez podría contrarrestar el efecto de un periodo corto de frío 

acortando así la temporada favorable (Peguero-Pina et al., 2016), lo que señalaría 

la aridez como el factor climático que promueve el aumento de LT en los robles 

caducifolios. En el caso de las perennifolias, aquellas que viven en ambientes con 

periodos de crecimiento cortos (i.e., periodos largos de frío) y/o con periodos de 

aridez intensa, incrementaron su LMA al aumentar LT (capítulo III).  

 

En el escenario 2 se consideró que un aumento en LMA estaría asociado 

con hojas más densas para incrementar su resistencia en condiciones climáticas 

estresantes. La aridez intensa en las especies caducifolias estuvo directamente 

relacionada con un incremento de LMA a través del aumento de LT, pero con 

una disminución de LD. Esto sugirió que una mayor aridez promovió hojas más 

gruesas y menos densas, lo que pudo mejorar Aarea al incrementar la conductancia 

del mesófilo (gm) (Niinemets et al., 2009). Por otra parte, las perennifolias 

incrementaron LMA al aumentar su LD en aquellos ambientes que presentaron 

aridez intensa como es el caso de las especies mediterráneas Q. calliprinos y Q. 

coccifera (capítulo III). Además, las perennifolias que habitan climás fríos 

presentaron LT mayores debido a un mesófilo lagunar más espeso que protege a 

las hojas del daño por congelación (Wyka y Oleksyn, 2014). 

 

Aunque la mayoría de los estudios ecofisiológicos usan LMA como valor 

proxy para cuantificar la esclerofilia (e.g., Niinemets, 2001; Wright et al., 2004), se 

requieren medidas directas de las propiedades mecánicas para cuantificar la 

esclerofilia (Aranwela et al., 1999; Read y Sandon, 2003; Onoda et al., 2011). Es por 

eso por lo que en el capítulo IV se profundizó aún más en el estudio de la 

esclerofilia usando métodos directos para su estimación como el “punch and die”, 

que mide la resistencia mecánica foliar. Esto permitió conocer la importancia 

relativa de cada rasgo anatómico y composicional de las hojas sobre las 

propiedades mecánicas. En este sentido, el espesor de capa más externa de la 

epidermis y el contenido de celulosa destacaron por su fuerte contribución a la 

dureza foliar. El primero permitió obtener hojas más duras sin grandes cambios 

en la masa acumulada por superficie de hoja ni grandes costes añadidos en la 

formación de la hoja (Villar y Merino, 2001). El segundo, se relacionó con el 

mayor espesor de las vainas del haz y de la pared celular externa de la epidermis. 
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Las características foliares permitieron separar los robles caducifolios de 

los perennifolios surgiendo algunas observaciones interesantes (capítulo IV). Por 

una parte, las especies de la sección Ilex mostraron rasgos foliares similares 

independientemente del clima en el que viven. Esto podría explicarse por su 

origen filogenético común en la Flora Paleotropical en el este de Asia (Jing et al., 

2019) que ya presentaba rasgos xeromórficos (Zhou et al., 2007; He et al., 2014). 

Por otra parte, las especies perennifolias mediterráneas, independientemente de 

su origen filogenético, presentaron rasgos foliares comunes. Por eso, parece 

probable la existencia de una convergencia evolutiva en esos rasgos foliares de 

las especies esclerófilas en el clima mediterráneo.   

 

Otro atributo anatómico diferenciador es la disposición de los vasos del 

xilema y su distribución entre las células del parénquima. Este rasgo permite una 

distinción de los dos tipos de roble en especies de poro en anillo difuso y de poro 

difuso. En las especies de poro en anillo, como es el caso de Q. faginea, los vasos 

se localizan agrupados en dos tipos de madera a lo largo del año: la madera de 

primavera y la de verano. La madera de primavera presenta vasos grandes 

mientras que la de verano tiene vasos de menor tamaño. En el caso de las especies 

de poro difuso, como Q. ilex subsp. rotundifolia, solo se encuentran vasos 

pequeños. Este atributo favorece ciertas diferencias fisiológicas que se discutirán 

más abajo. 

 

Atributos fenológicos 

 

Las limitaciones impuestas por el clima mediterráneo y la fragmentación 

del periodo vegetativo dificultan la existencia de un ajuste fenológico preciso con 

la estacionalidad del clima a diferencia de lo que ocurre en los climas templados 

(Lieth, 1974). Además, la variabilidad interanual de este clima limita la 

regularidad y duración de los períodos favorables, aumentando todavía más la 

dificultad del mencionado ajuste fenológico (Mooney y Dunn, 1970). Estas 

limitaciones posiblemente facilitan la coexistencia de los dos tipos fenológicos en 

muchas comunidades de plantas leñosas mediterráneas (Montserrat-Martí et al., 

2004). En este sentido, varios autores han reportado su coexistencia (Tognetti et 

al., 1998; Nardini et al., 1999; Montserrat-Martí et al., 2009) que está considerada 

como una peculiaridad del bioma mediterráneo (Baldocchi et al., 2010).  Un buen 

ejemplo de esta situación serían los bosques mixtos de Q. faginea y Q. ilex subsp. 

rotundifolia en las zonas interiores de la península ibérica (Montserrat-Martí et al., 
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2009; Forner et al., 2018). Mientras que Q. faginea es un caducifolio de invierno 

con cierto grado de marcescencia, Q. ilex subsp. rotundifolia es un perennifolio 

que mantiene varias cohortes de hojas que pueden durar algunos años. Retener 

las hojas viejas durante varios años permitiría una mayor asimilación neta de CO2 

en todo el árbol (Escudero y Mediavilla, 2003) ya que las hojas viejas, aunque con 

tasas bajas de asimilación, pueden contribuir significativamente a la fotosíntesis 

de la copa (Niinemets et al., 2005; Peguero-Pina et al., 2017).  

 

Pese a los beneficios de mantener las hojas durante varios años, se ha 

observado una disminución importante en la actividad fotosintética de las 

diferentes cohortes de Q. ilex subsp. rotundifolia (Escudero y Mediavilla, 2003; 

Niinemets et al., 2005, 2006). Los resultados obtenidos en el capítulo V sostienen 

que la fotosíntesis neta (AN) estuvo limitada principalmente por la conductancia 

del mesófilo (gm) y que la importancia relativa de la limitación del mesófilo (lm) 

incrementó con la edad de la hoja. La reducción de gm y AN en las hojas viejas 

estuvo claramente inducida por una reducción de la superficie de los cloroplastos 

expuesta a espacios intercelulares por unidad de áres (Sc/S) y, en menor medida, 

por el aumento del espesor de la pared celular (Tcw). Además, se observó una 

reducción de la concentración de nitrógeno, principalmente en el nitrógeno del 

citoplasma de las hojas más viejas (capítulo V). Por lo tanto, cabría esperar que 

la cantidad de Rubisco también se viera afectada por el desmantelamiento del 

aparato fotosintético. En este sentido, la reducción de Sc/S y de la concentración 

de nitrógeno citoplasmático en las hojas más viejas podrían estar relacionadas 

con el desmantelamiento progresivo del aparato fotosintético asociado al 

envejecimiento foliar (Niinemets et al., 2009, 2012). 

 

Atributos fisiológicos 

 

Uno de los atributos morfológicos mencionados anteriormente es la 

distinción entre especies de poro en anillo y de poro difuso. Quercus faginea 

presenta madera de primavera con vasos grandes que contribuyen a la mayor 

parte del flujo de savia y madera de verano con vasos de menor tamaño que 

representan una parte muy pequeña de la conductividad hidráulica (Corcuera et 

al., 2005). Por el contrario, Q. ilex subsp. rotundifolia es un ejemplo de especie de 

poro difuso, ya que solo presenta vasos pequeños, pero menos vulnerables a la 

cavitación por congelación o estrés hídrico (Tyree et al., 1994; Corcuera et al., 

2005). Estas diferencias en la disposición, distribución y tamaño de los vasos del 
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xilema se traducen en un desempeño fisiológico distinto frente a las condiciones 

impuestas por el clima mediterráneo. 

 

Q. faginea mostró un mejor desempeño en cuanto a los atributos 

fisiológicos respecto de Q. ilex subsp. rotundifolia en condiciones de riego normal 

(capítulo VI). En este sentido, la especie caducifolia tuvo valores más altos (entre 

34% y 45%) en AN, en su conductancia estomática (gs), gm y en la conductancia del 

brote (Kshoot) sugiriendo una coordinación entre el intercambio de gases y la 

hidráulica de la hoja (Brodribb et al., 2007; Boyer, 2015; Scoffoni et al., 2016; Xiong 

y Nadal, 2020 y referencias incluidas). Esta coordinación explicaría la mayor 

capacidad para asimilar carbono de Q. faginea en absencia de estrés hídrico, a 

costa de un mayor consumo de agua cuando hay demanda evaporativa 

atmosférica (Peguero-Pina et al., 2016). Bajo condiciones de sequía, Q. faginea 

mostró una alta sensibilidad estomática a la a falta de agua en el suelo respecto 

de Q. ilex subsp. rotundifolia, lo que minimizó las pérdidas de agua a costa de una 

reducción de AN (capítulo VI). Sin embargo, es realmente destacable que, en este 

estudio, la fotosíntesis se vio limitada bajo condiciones de estrés hídrico por 

factores no estomáticos. Este es el caso de la gm, el principal factor que explicaría 

las diferencias entre las dos especies en cuanto a la respuesta fotosintética cuando 

condiciones fueron desfavorables (capítulo VI). 

 

En cuanto a los rasgos hidráulicos, Q. faginea mostró una disminución más 

temprana y rápida de Kshoot en respuesta a la sequía que Q. ilex subsp. rotundifolia. 

Sin embargo, ambas especies mostraron valores similares de conductividad 

hidráulica (Kstem) durante la progresión del ciclo de sequía (capítulo VI). Lo cual 

pone de manifiesto la capacidad de Q. faginea para proteger el tallo y usar la hoja 

como “fusible hidráulico” para reducir las pérdidas de agua por transpiración, 

asegurando la supervivencia de las yemas para el desarrollo futuro de nuevas 

hojas (Hinckley et al., 1983; Peguero-Pina et al., 2015; Skelton et al., 2018). Esta 

capacidad se conoce como “segmentación de la vulnerabilidad” y se relaciona 

con el embolismo foliar como estrategia para evitar el subsiguiente embolismo 

xilemático del tallo (Hochberg et al., 2017). Por su parte, Q. ilex subsp. rotundifolia 

no mostró evidencias de una “segmentación de la vulnerabilidad” y mantuvo las 

hojas verdes durante casi todo el ciclo de sequía. En este sentido, se ha sugerido 

que esta estrategia se relaciona con su mayor longevidad foliar y su habilidad 

para mantener la capacidad fotosintética durante más de un periodo vegetativo 

(Corcuera et al., 2005; Peguero-Pina et al., 2015). 
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Por lo tanto, la coexistencia de ambas especies en estas áreas de transición 

de la cuenca mediterránea occidental podría estar asociada a condiciones 

edáficas locales que se traducen en una menor capacidad de almacenamiento de 

agua como consecuencia de la degradación del suelo (Corcuera et al., 2005). Esta 

situación se agudizaría en el contexto del cambio climático, que prevé un 

aumento de la temperatura y la aridez en la cuenca mediterránea (Klausmeyer y 

Shaw, 2009; Ruiz-Labourdette et al., 2012). Por ello, existen algunos modelos de 

predicción que indican una notable reducción del rango de distribución potencial 

de las especies de Quercus caducifolios mediterráneos (e.g., Q. faginea) y su 

sustitución por especies perennifolias mediterráneas como Q. ilex (Sánchez de 

Dios et al., 2009). 
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7.2. Conclusions 

 

The conclusions related to each specific objective of the thesis are presented 

below. 

 

i) Sclerophylly in the genus Quercus from the information available in the 

literature and public databases: factors that promote it, its functional role 

and consequences for the leaf in the context of the "Leaf Economics 

Spectrum". 

 

1. The wide variability found in terms of sclerophylly in the genus Quercus could 

not be satisfactorily explained by each of the ecological factors (water, nutrients, 

herbivory, temperature or leaf longevity) when they are considered 

independently. However, there is evidence of an effect of every one of them in 

terms of the development of sclerophyllous leaves in the genus. In addition, 

habitats that combine several ecological constraints are those in which 

sclerophylly is more frequent, as would be the case of Mediterranean evergreens. 

 

2. From a functional point of view, leaf habit greatly modulated the physiological 

implications of sclerophylly in the genus. Among evergreen species, sclerophylly 

has a cost not only in terms of carbon investment, but also limits photosynthetic 

capacity, mainly through limitations in CO2 diffusion. In contrast, the increase in 

LMA in deciduous species was associated with increased photosynthetic 

capacity, reflecting the Mediterranean deciduous oak strategy to maximize 

carbon gain during optimal periods, as an adaptation to growing fragmentation. 

 

ii) Quantification and study of the diversification in the morphology, 

anatomy and chemical composition of the leaves of deciduous and 

evergreen oaks, analyzing the role of climate in the differential 

diversification of LMA within both types of oaks. 

 

3. Deciduous and evergreen species showed morphological differences that 

revealed a contrasting adaptive response. Regardless of phylogeny or natural 

habitat, species differed in leaf anatomical attributes, such as LMA, LT, or leaf 

area. In contrast, they did not differ in LD despite their significant differences in 

density-related leaf characteristics such as cellulose concentration, IVD, and 

width of bundle sheath extensions. 
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4. Deciduous species with shorter growth periods showed a tendency to develop 

leaves with lower AML and thickness than those with longer growth periods, 

while evergreens showed the opposite pattern. Taking into account both habits, 

LMA and LT increased in arid environments. The increase in LMA and LT was 

associated with a higher LD in evergreens and, counterintuitively, with a lower 

LD in deciduous ones. 

 

5. LMA in deciduous species appears to have diversified in coordination with LT, 

mainly modulated by aridity. On the contrary, the diversification of this 

parameter in evergreens was partly influenced by phylogeny. Regarding the 

environmental factors that promote sclerophylly in evergreens, interspecific 

variability in LT was modulated by both aridity and cold, while LD 

diversification was only related to aridity. 

 

iii) Study of foliar mechanical resistance in deciduous and evergreen species 

of the genus Quercus: determination of the anatomical and compositional 

features that explain the variability within the genus. 

 

6. The leaves of sclerophyllous species had higher hardness values, as revealed 

by mechanical tests (punch and die) due to differences in structural attributes of 

the epidermis, with the development of external cell walls and thicker cuticles. 

This fact does not imply large changes in the accumulated mass per unit of leaf 

surface or higher construction costs. At the compositional level, the cellulose 

concentration in cell walls played a critical role in the increase in leaf mechanical 

resistance, closely associated with the greater thickness of the bundle sheaths and 

the external cell wall of the epidermis, both structures very rich in cellulose. 

 

7. Regardless of their phylogenetic origin, Mediterranean evergreens showed 

similar leaf traits, suggesting an evolutionary convergence of sclerophylly in the 

Mediterranean type climates. 

 

  8. The species of the Ilex section, despite occupying habitats with contrasting 

climatic conditions (from tropical to continental Mediterranean or arid) share the 

same structural and compositional features. The paleotropical origin of this 

section would justify these results. 
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iv) Evaluation of changes in morphological, anatomical, chemical and 

photosynthetic traits related to leaf age in an evergreen Mediterranean oak 

with high leaf longevity. 

 

9. A decrease in photosynthetic capacity associated with leaf aging was observed. 

This decrease was driven by anatomical changes that decreased mesophyll 

conductance, by a sharp decrease in Sc/S, and by biochemical changes through a 

decrease in the amount of nitrogen available to the photosynthetic machinery. 

These changes reflected a gradual physiological deterioration related to the 

dismantling of the photosynthetic apparatus. 

 

v) Analysis of the different responses to drought in photosynthetic, 

photochemical and hydraulic traits in different organs of two 

Mediterranean species with different leaf habits (Q. faginea and Q. ilex 

subsp. rotundifolia). 

 

10. On the one hand, Q. faginea, compensated for the shorter leaf life span with a 

higher carbon assimilation capacity through a higher gm, Vcmax and Kshoot, although 

at the expense of higher water consumption under favorable conditions. As the 

water deficit in the soil increased, there was a decrease in gm and an increase in 

leaf embolism, with an absence of effective photoprotective mechanisms. On the 

contrary, Q. faginea stems were highly resistant to xylem embolism, allowing the 

plant to develop new leaves after the effects of drought. 

 

11. On the other hand, Q. ilex subsp. rotundifolia showed a conservative strategy, 

characterized by a high resistance to cavitation induced by drought both in the 

leaf and in the stems, as well as effective photoprotective mechanisms at the leaf 

scale. The survival of the leaves, even overcoming conditions of intense drought, 

would be associated with their capacity for the functional maintenance of the 

leaves throughout more than one period of stress. 
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7.3. Conclusiones 

 

A continuación, se exponen las conclusiones relacionadas con cada objetivo 

específico de la tesis.  

 

i) La esclerofilia en el género Quercus a partir de la información disponible 

en la literatura y bases de datos públicas: factores que la promueven, su papel 

funcional y las consecuencias para la hoja en el contexto del “Leaf Economics 

Spectrum”. 

 

1. La amplia variabilidad encontrada en términos de esclerofilia en el género 

Quercus no pudo ser explicada satisfactoriamente teniendo en cuenta cada uno 

de los factores ecológicos (escasez de agua, nutrientes, herbivoría, temperatura o 

longevidad foliar) cuando son considerados independientemente. No obstante, 

se evidencia un efecto de todos y cada uno de ellos en cuanto al desarrollo de 

hojas esclerófilas en el género. Además, los hábitats que combinan varias 

limitaciones ecológicas son aquellos en los que la esclerofilia es más frecuente, 

como sería el caso de los perennifolios Mediterráneos.  

 

2. Desde un punto de vista funcional, el hábito foliar moduló en gran medida las 

implicaciones fisiológicas de la esclerofilia en el género. Entre las especies 

perennifolias, la esclerofilia tiene un coste no solo en términos de inversión de 

carbono, sino que también limita la capacidad fotosintética, principalmente a 

través de limitaciones en la difusión del CO2. Por el contrario, el aumento de LMA 

en las especies caducifolias se asoció con una mayor capacidad fotosintética, lo 

que refleja la estrategia de los robles caducifolios mediterráneos para maximizar 

la ganancia de carbono durante los períodos óptimos, como una adaptación a la 

fragmentación del periodo vegetativo. 

 

ii) Cuantificación y estudio de la diversificación en la morfología, anatomía y 

composición química de las hojas de robles caducifolios y perennifolios, analizando el 

papel del clima en la diversificación diferencial de LMA dentro de ambos tipos de 

robles. 

 

3. Las especies caducifolias y perennifolias mostraron diferencias morfológicas 

foliares que revelaron una respuesta adaptativa contrastada. 

Independientemente de la filogenia o del hábitat natural, las especies difirieron 
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en atributos anatómicos de las hojas, como LMA, LT o área foliar. Por el contrario, 

no difirieron en LD a pesar de sus diferencias significativas en las características 

de la hoja relacionadas con la densidad, como la concentración de celulosa, IVD 

y el ancho de las extensiones de las vainas del haz.  

 

4. Las especies caducifolias con periodos de crecimiento más corto mostraron una 

tendencia a desarrollar hojas con menor LMA y espesor que aquellos con 

periodos de crecimiento más largo, mientras que las perennifolias presentaron el 

patrón opuesto.  Teniendo en cuenta ambos hábitos, LMA y LT aumentaron en 

ambientes áridos. El aumento en LMA y LT se asoció con una mayor LD en 

perennifolias y, contraintuitivamente, con una menor LD en las caducifolias. 

 

5. LMA en especies caducifolias parece haberse diversificado en coordinación con 

LT, modulado principalmente por la aridez. Por el contrario, la diversificación de 

este parámetro en perennifolias se vio en parte influenciada por la filogenia. 

Respecto a los factores ambientales que promueven la esclerofilia en 

perennifolias, la variabilidad interespecífica en LT estuvo modulada tanto por la 

aridez como por el frío, mientras que la diversificación en LD presentó relación 

tan sólo con la aridez. 

 

iii)  Estudio de la resistencia mecánica foliar en especies caducifolias y 

perennifolias del género Quercus: determinación de los rasgos anatómicos y 

composicionales que explican la variabilidad dentro del género. 

 

6. Las hojas de las especies esclerófilas presentaron valores más altos de dureza, 

según revelaron ensayos mecánicos (“punch and die”) debido a diferencias en 

atributos estructurales de la epidermis, con el desarrollo de paredes celulares 

externas y cutículas más gruesas. Este hecho no supone grandes cambios en la 

masa acumulada por unidad de superficie foliar ni mayores costes de 

construcción. A nivel composicional, la concentración de celulosa en las paredes 

celulares tuvo un papel crítico en el aumento de la resistencia mecánica foliar, 

estrechamente asociada al mayor espesor de las vainas del haz y de la pared 

celular externa de la epidermis, ambas estructuras muy ricas en celulosa. 

 

7. Independientemente de su origen filogenético, las especies perennifolias 

mediterráneos mostraron rasgos foliares similares, lo que pone de manifiesto una 

convergencia evolutiva de la esclerofilia en el clima mediterráneo.  
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 8. Las especies de la sección Ilex, pese a ocupar hábitats de condiciones climáticas 

contrastadas (desde tropicales a mediterráneos continentales o áridos) 

comparten unos mismos rasgos estructurales y composicionales. El origen 

paleotropical de esta sección justificaría estos resultados.  

 

iv)  Evaluación de los cambios en los rasgos morfológicos, anatómicos, 

químicos y fotosintéticos relacionados con la edad de las hojas en un roble 

mediterráneo perennifolio con una alta longevidad foliar. 

 

9. Se observó una disminución en la capacidad fotosintética asociada con el 

envejecimiento de la hoja. Esta disminución fue impulsada por cambios 

anatómicos que disminuyeron la conductancia del mesófilo, por una fuerte 

disminución en Sc/S, y por cambios bioquímicos, a través de un descenso en la 

cantidad de nitrógeno disponible para la maquinaria fotosintética. Estos cambios 

reflejaron un deterioro fisiológico paulatino relacionado con el 

desmantelamiento del aparato fotosintético. 

 

v) Análisis de la diferente respuesta a la sequía en los rasgos fotosintéticos, 

fotoquímicos e hidráulicos en diferentes órganos de dos especies mediterráneas con 

diferente habito foliar (Q. faginea y Q. ilex subsp. rotundifolia).  

 

10. Por una parte, Q. faginea, compensó la menor vida útil de las hojas con una 

mayor capacidad de asimilación de carbono por medio de una mayor gm, Vcmax y 

Kshoot, aunque a expensas de un mayor consumo de agua en condiciones 

favorables. A medida que se incrementó el déficit de agua en el suelo, se registró 

una disminución en la gm y un aumento de la embolia foliar, con ausencia de 

mecanismos fotoprotectores efectivos. Por el contrario, los tallos de Q. faginea se 

mostraron altamente resistentes a la embolia del xilema, permitiendo al vegetal 

el desarrollo de nuevas hojas tras los efectos de la sequía.  

 

11. Por otra parte, Q. ilex subsp. rotundifolia mostró una estrategia foliar 

conservadora, caracterizada por una alta resistencia a la cavitación inducida por 

la sequía tanto en la hoja como en los tallos, así como mecanismos fotoprotectores 

efectivos a escala foliar. La supervivencia de las hojas, superando incluso 

condiciones de sequía intensa, se asociaría a su capacidad para el mantenimiento 

funcional de las hojas a lo largo de más de un periodo de estrés.  
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