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DIFERENCIAS MORFOLOGICAS EN LAS CERAS
EPIESTOMATICAS DE VARIAS POBLACIONES DE PINUS
SYLVESTRIS L. DE CASTELLON Y TERUEL

M. J. SANZ, V. CALATAYUD y E. CALVO!

RESUMEN

Se ha estudiado la morfologia de las ceras epicuticulares de nueve poblaciones de Pinws sylvestris L. en
el Este de la Peninsula Ibérica (Comarca de Els Ports y Sierra del Toro en Castell6n, Siecras de Alba-
rracin y Javalambre en Teruel). El objetivo de este estudio es cuantificar el grado de fusién de las ceras
epicuticulares en el interior y borde de los estomas de la cara abaxial de las aciculas de esta especie. Se
han encontrado degradaciones anémalas en algunas de las poblaciones estudiadas y se ha constatado
que las poblaciones con elevados porcentajes de fusidn en las ceras epicuticulares se encuentran en las
zonas de influencia de las brisas procedentes del mar portadoras de elevadas concentraciones de ozono.
En algunas de las localidades donde se encuentran las poblaciones estudiadas, se ha registrado la pre-
sencia de niveles de ozono por encima de la directiva Europea de dafios a la vegeracién (65 ugr/m? de

ozono) durante los meses de primavera y verano.

INTRODUCCION

La superficie de la hoja en los vegerales estd
cubierta por una capa fina, extracelular y predo-
minantemente lipidica denominada genérica-
mente cuticula, cuya principal funcién es prote-
ger e impermeabilizar la hoja. Estructuralmente,
los lipidos en la cuticula se pueden separar en dos
grandes grupos o clases: polimeros de elevado
peso molecular (llamados «lipidos») y moléculas
solubles de cadena larga {llamadas «ceras epicu-
ticulares»), Estas (iltimas se encuentran en con-
tacto directo con la atmdsfera. En general en las
coniferas, las ceras epicuticulares estdn bien desa-
rrolladas, especialmente las que rodean o se
encuencran en el interior de las cdmaras estomi-
ticas.

Estas ceras de estructura cristalina tienen vital
importancia en algunos procesos fisiol6gicos
{BAKER, 1982), especialmente en los que impli-
can intercambios gaseosos y cualquier tipo de
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control hidrico en el que interviene la parte aérea
del drbol. La morfologiz de las ceras epicuticula-
res varfa segiin las especies, se pueden encontrar
desde bastoncillos, placas, filamentos y tubos
hasta cordones. Las ceras tubulares son quizds las
mds comunes en muchas planras vasculares, sien-
do dominantes en las Gimnospermas (HUTTU-
NEN, 1994).

La superficie de la hoja constituye la primera
barrera planta-atmésfera, los factores ambientra-
les pueden llegar a condicionar fuertemente las
caracteristicas y el proceso de degradacidn o
senescencia de las ceras epicuriculares, alterando
en 1iltimo término su morfologia y composicidn.
Por ranto, se puede concluir que el estado y
caracteristicas morfolégicas de las ceras epicuri-
culares es el resultado de la combinacién de los
factores ambientales y del continente genético de
cada especie (KERFOUR & GARREC, 1992). Por
ello, la edad de la acfcula es un factor imporrante
a la hora de evaluar los cambios en la estructura
de sns ceras,

La remperartura, los agentes patgenos, la conta-
minacién atmosférica (TURUNEN & HUTTUNEN,
1989, TUuoMISTO, 1988), la lluvia o el viento
(WILSON, 1984) son algunos de los factores mis
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importantes que determinan los cambios en la
mortfologia de los componentes de la cuticula. El
proceso de senescencia nacural hace que las acfcu-
las mds viejas presenten una degradacién progre-
siva de sus ceras. Pero cuando estas mismas u
otras alreraciones se observan en las aciculas jave-
nes deben buscarse causas especificas, como por
ejemple, la contaminacién atmosférica. En este
sentido se han descrito alreraciones morfolégicas
de las ceras provocadas por la lluvia 4cida (PERCY
& BAKER, 1987, 1988), por nieblas dcidas
(PERCY, JENSEN & MCQUATTIE, 1992} y por
ozono (TURUNEN & HUTTUNEN, 1990) en diver-
sas especies de coniferas. Algunos autores incluso
proponen la utilizacién de las modificaciones del
proceso normal de degradacién de la estructura y
composicién quimica de las ceras en las aciculas
de las coniferas como un indicador il de las
anomalfas ambientales, como complemento de
los seguimientos rutinarios del estado de las
masas forestales (HaNISH & KiLz, 1990).

Una revisidn de la problemdtica medio ambien-
tal en el Maestrazgo y Els Ports de Casrellén
(MILLAN y SaNZ, 1993} e investigaciones sobre la
dindmica de las masas de aire contaminado en las
zonas costeras de la Peninsula Ibérica (MILLAN y
col. 1992; MILLAN y col. en prensa) han puesto
de manifiesto la existencia de elevados niveles de
fotooxidantes en esras 4reas. Por ello, durante el
invierno de 1993, se realizé un esctudio del estado
de las ceras epicuriculares de los estomas de 9
poblaciones de Pinus sylvestris L., en Els Parts de
Castelldn, Sierra del Toro (Castellén), y las siecras
de Javalambre y Albarracin (Teruel). El objetive
era detectar anomalias en la morfologia de las
ceras epicuciculares de P. sylvestris en las zonas
potencialmente afectadas por estas elevadas con-
centraciones de forooxidantes (especialmente
ozono), respecto z zonas control fuera de la
influencia de las circulaciones costeras o brisas en
verano.

MATERIAL Y METODOS

Material y drea de estudio

Los ejemplares de P. sylvestris que se pueden
encontrar en las masas forestales del Este penin-
sular, y en general las poblaciones del Sur de
Europa, tienen aciculas con una edad media de 3
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a 4 afios (HANISH & K117, 1990; HUTTUNEN,
1994). La Peninsula Ibérica se encuentra en el
limite sur del drea de distribucidn de esta espeice
(JALAS & SUOMINEN, 1973}, ello puede dar lugar
a que la especie presente ciertas peculiaridades en
la ecolog{a de sus poblaciones ibéricas, come
parece desprenderse de los trabajos de PAusas
(1994).

Se seleccionaron nueve poblaciones de pino albar,
distribuidas en las provincias de Castellén y
Teruel (Figura 1). Todas las poblaciones de la
provincia de Castellén se encuentran bajo el drea
de influencia potencial de las brisas procedentes
de la cosra, que en verano introducen elevadas
concentraciones de fotooxidantes por los valles
litorales hacia el interior. Este comportamiento
de las masas de aire ha sido documentado recien-
temente (MILLAN y col. 1992; MILLAN y col. en
prensa), y queda confirmado por los elevados
valores de ozono observados en puntos como
Morella (MILLAN y SaNz, 1993, Figura 2a), esta-
cidn perteneciente a la Red de Control de la Cali-
dad del Aire de la Consellerfa de Medio Ambien-
te de la Generalitat Valenciana, o el Tossal Gros,
estacion automatica de calidad del aire gesciona-
da por el ICONA (Figura 2b). En ambas estacio-
nes se han registrado concentraciones de ozono
cuya media mensual supera la Directiva Europea
para dafios a la vegeracidn de 65 plgr/m3 durante
la primavera y el verano. Ademis, algunas de las
poblaciones se encuentran dentro del drea de
influencia porencial de la C.T. de Andorra

(Teruel).

Las pablaciones de las Sierras del Toro (Caste-
l1én), Albarracin y Javalambre {Teruel), se selec-
cionaron como dreas control fuera del alcance de
las brisas y dentro de la zona de subsidencia de
aire limpio (MILLAN com. pers.). Aunque no se
dispone de dacos sobre la calidad del aire de
todos los emplazamientos, los datos de la Cam-
pafia de julio de 1989 del proyecto MECAPIP
(MILLAN y col. 1992) pecmitian suponer que este
drea estaba en la zona de bajas 2 muy bajas con-
centraciones de fotooxidantes.

La localizacién exacta de las poblaciones (Figu-
ra 1) se relaciona a continuacidn:

1. Tossal Gros, Morella (Castellén), 1250 m
s.n.m., UTM 30T BE0097.
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2. Mas del Gao, Vallibona (Castellén), 700 m
s.n.m., UTM 30T BF5099.

3. Les Morrades, Coratxar (Casrellén), 1240 m
s.n.m., UTM 30T BF5108.

4. Mirjavila, Corarxar (Castellén), 1350 m
s.n.m., UTM 30T BE5310.

5. Pinar Pla, Fredes (Castellén), 1200 m s.0.m.,
UTM 31T BF6109.

6. El Toro (Castellén), 1500 m s.n.m., UTM
30T XK8522.

7. Mas{a de los Enebrales (Javalambre a), 1a

Puebla de Valverde (Teruel), 1300 m s.n.m.,
UTM 30T XK7051.

8. Corral del Royo (Javalambre b), La Puebla de
Valverde (Teruel), 1800 m s.on.m., UTM 30T
XK7044.

9. Orihuela del Tremedal, Sierra de Albarracin
(Teruel), 1500 m s.n.m., UTM 30T XK1189.

Metodologia

Los muestreos se realizaron en noviembre de
1993, durante el paro vegetativo de la especie.
En cada una de las poblaciones se seleccionaron
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Fig. 1. Localizacién geogrifica de las poblaciones de Pinus sylvestris muestreadas. Los ejes indican las coordenadas U T. M. ceferidas
al uso 30T. La numeracién corresponde a la que aparece en el apartado de Material y Métodos. A. Estacién de calidad del aire de

Motella. B, Estacién de calidad del aire del Tossal Gross.
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tres pies representacivos de la masa, sin deforma-
ciones o dafios mecédnicos, entre 9 y 15 m de altu-
ra, y 70-110 cm de perimetro medido a la alrura
de 1,5 m.

En cada uno de los pies seleccionados, se cortaron
tres ramas de la parte exterior media de la copa en
diferentes orientaciones, con la ayuda de unas
podadoras acopladas a una pértiga telescipica de
5 m. De cada rama se separaron cinco aciculas del
penidltimo verticilo, sin dafios mecénicos aparen-
tes, con la ayuda de unas pinzas. Posteriormente
se monraron en el interior de rubos de pldstico
para evitar que se produjeran rozamientos encre
ellas. Las aciculas fueron transportadas al labora-
torio en fric (4°C) en 24 h. En el laboratorio se
dejaron secar durante 1 dfa al aire en una habira-
cién con temperatura y humedad constantes, y se
almacenaron hasta su observacién en recipientes
hermécicos a —18°C para evirar [a re-hidratacién
(TURUNEN & HUTTUNEN, 1991; KERFOUR &
GARREC, 1992). Se opté por este método en lugar
de la deshidraracién rdpida con nitrégeno liquido
debido a la posibilidad de fusién de las ceras que
por este @ltimo método han observado algunos
autores (TURUNEN & HUTTUNEN, 1990).

Antes de su observacién se montaron en un
soporte de aluminio y se sombrearon con oro-
paladio en un Sputcer-Coated BIO-RAD SC500.
Las observaciones se realizaron en un microsco-
pio elecerénico Hitachi 4100 de Emisidn de
Camnpo.

Con el microscopio electrénico de barrido, se
cuagnrificé la fraccién de superficie {en porcenta-
je} con fusién completa de las ceras en el inrerior
y drea periférica de los estomas de cada una de las
cinco aciculas de cada rama. Para ello se seleccio-
nan aleateriamente diez estomas de la cara aba-
xial en la fraccién de acicula comprendida entre
5 y 20 mm {comenzando desde el dpice).

Los valores de fusién se han tratado estadistica-
mente aplicando una ANOVA de una via, previa
cransformacién de los datos mediance la rafz cua-
drada. Para ello se ha urilizado el paquere esta-
distico SPSS+.

RESULTADOS

En las micrografias (Figura 3) se aprecian grados
progresivos de fusién de las ceras epicuriculares

en el interior y periferia de los estomas de P. sy/-
vestris, La Figura 3a representa un escoma en per-
fecto estado, sin fusién aparence de las ceras. Un
detalle de la formacién progresiva de la «placa»
en el reborde anular del estoma se puede apreciar
en la Figura 3h, esta es la modificacién més
comiin observada en este trabajo. También se han
podido observar otras modificaciones, como son
la fusién o anastomosis de la paree apical de los
tubos (Figura 3fy g).

Se ha oprado por dos tipos de representacién de
los resulrados, (a) la urilizacién del porcenraje
medio de fusién de las ceras en cada una de las
localidades, y (b) la construccién de cinco inter-
valos o clases de fusién (Clases de I-V), con cbje-
to de facilirar el estudio de los valores cbrenides.
Las clases de fusidn consideradas han sido las
siguientes: Clase I, 100%; Clase II, 75-99%;
Clase I1I, 50-74%; Clase IV, 25-49% y Clase V,
24-0% de ceras cristalinas sin fusionar. La utili-
zacién de clases de fusién es bastante comin en
trabajos similares al realizado (HUTTUNEN &
col., 1992, BACIC & col. 1992), aunque los incer-
valos utilizados pueden variar segtin los autores.

En la Figura 4 se representan el porcentaje de
estomas perteneciente a cada una de las clases,
para cada una de las nueve poblaciones prospec-
tadas. Este tipo de representacién permite una
percepcién mds ripida del estado de cada pobla-
cién. Las poblaciones se han dispuesto en el gri-
fico ordenadas en funcién de la degradacién
observada (media de fusi6n de las ceras para cada
una). Se aprecia que en todas las localidades estdn
representadas todas las clases consideradas, en
mayor o en menor cuantia, excepro en el Mas del
Grao donde no se encontraron estomas en perfec-
to estado. En las poblaciones en las que los esto-
mas de la clase V son abundances, las clases I y IT
estdn poco representadas.

Los valores bruros de fusién de las ceras {el por-
centaje de fusidn en cada estoma observado) han
sido sometidos a un andlisis de la varianza
(ANOVA, F = 82.07, p < 0.001), después de su
cransformacién mediante la raiz cuadrada, debi-
do a una inicial heterogeneidad de las varianzas.

Ha sido necesaria la eliminacién del tracamiento
estadistico de la poblacién del Mas del Grao,
debido a su pequefia varianza respeto a las dermnds.
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Fig. 4. Porcencaje de cada une de los incervalos o clases de fusién considerados en el estudio. Las clases de fusién consideradas han
sido las siguientes: Clase I, 100%; Clase II, 75-99%; Clase II1, 50-74%; Clase [V, 25-49% y V, 24-0% de ceras crisralinas sin fun-

sionar.

Se ha atribuido esra pequefia varianza al extremo
grado de degradacién que sufrfan en general
prdcticamente todos los estomas observados. Mas
del Grao es la poblacién que, con diferencia, pre-
senta una mayor fusion en las ceras epicuticula-
res. Ademads, se traca de una poblacién situada a
700 m s.n.m., elevacién anormalmente baja para
esta especie.

El resto de poblaciones forman cuatro grupos
significativamente diferentes, de menor a mayor
fusidn de las ceras (Figura 5).

Grupo a.

La poblacién de Javalambre (a), que se encuentra
dentro de la zona de subsidencia de aire con bajas
concentraciones de contaminantes encre la celda
de brisa costera y la celda de la mesera (MILLAN y
col. 1992). En esta localidad, por su altura y
exposicion, se registran vientos de cierra incensi-

dad y temperaturas mas bajas que en dreas proxi-
mas. Las bajas temperaturas y €l viento pueden
provocar fusién de las ceras (WILSON, 1984), sin
embargo, la fusién media registrada es inferior al
40%. Ello indica que la remperatura y el viento
no son los que provocan la fusién de las ceras.

Grupo b.

Poblaciones de Orihuela del Tremedal y El Toro.
Estas poblaciones durante la mayor parte de la
primavera y e} verano probablemente se encuen-
tran dentro del drea de subsidencia de aire limpio
con bajas concentraciones de ozono. Aunque
esporddicamente con condiciones de baja térmica
Ibética excepcionalmente fuertes pueden quedar
dencro de la influencia de las brisas con elevadas
concentraciones de ozono, pero no es probable
que esto ocurra de forma habitual (MILLAN com.

Pers.).
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Fig. 3. Porcentaje medio de fusi6n de las ceras en cada una de las localidades. Los valores brucos de fusién de las ceras {el porcenta-
je de fusién en cada estoma observado) han sido someridos a un andlisis de la varianza (ANOVA, F = 82,07, p < 0.001}, las letras
indican los grupos de localidades significativamente diferences. El ascerisco indica que la poblacidn del Mas del Grao se ha excluide

del andlisis de varianza.

Grupo c.

Poblaciones de Javalambre (b), Mitjavila y Corac-
xar. Estas poblaciones tan aparenternente dispares
desde el punto de vista de su siruacién geogrifica
tienen un punto en comdn, las tres se sitdan a
bastante altura pero en el borde de un valle por el
que se ha documentado la entrada de elevadas
concencraciones de fotooxidantes (MILLAN y col.
1992); el valle del Mijares (Javalambre b) y el
Valle del Ebro (Coratxar y Mitjavila).

Grupo d.

Poblaciones del Tossal Gros y Pinar Pla. Ambas
son pinares algo mds cercanos a la costa. Por su
situacién no se descarea la presencia de concen-
traciones elevadas de forooxidantes. Esta suposi-
cién se confirma con los datos de ozono regiscra-
dos por la estacién automdrica sicvada en el Tos-
sal Gros, cedidos por el ICONA a la Consellerfa
de Medio Ambiente de la Generalitar Valenciana
(Figura 2). En revisiones recientes de los datos de
ozono de esta estacién automdtica y de la de
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Morella, se ha consratado que las pautas seguidas
por las concentraciones son muy parecidas en
ambos casos {(datos no publicados).

DISCUSION

El envejecimiento o degradacion de las ceras epi-
cuticulares en el pino albar en dreas con y sin
contaminacién atmosférica, ha sido estudiada
por varios autores (HUTTUNEN & LAINE, 1983;
CrOSSELEY & FOWLER, 1986; BACIC & col. 1992,
TURUNEN & col., 1992 y HUTTUNEN, 1994), en
general, se produce un aceleramiento del proceso
de envejecimiento en las dreas mds contamina-
das. Este envejecimiento consiste generalmente
en un acortamiento, engrosamiento y fusién de
los tubos de las ceras que acaban por formar una
placa o costra (HUTTUNEN, 1994).

La formacién progresiva de una «placa» en el
reborde anular del estoma que se apreciaen la
Figura 3, es la modificacién que se ha cuantifica-
do en este trabajo. La aparicidn de esta placa
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parece estar precedida o acompafiada de una
fusién o anastomosis de los tubos de cera en su
zona apical, como se puede apreciar en la Figu-
ra 3f. BEsra anastomosis podria constituir una
etapa preliminar a la formacién de la placa o ser
una manifestacién independiente, aunque no se
ha enconrtrado informacién concluyente a este
respecto en la bibliografia. Algunos autores des-
criben estos cambios como una secuencia en el
tiempo, primero fusion de los tubos y posterior-
mente formacién de una placa o «costra» (HuT-
TUNEN, 1994), miencras que otros las consideran
como modificaciones independientes y debidas a
alteracién de procesos diferentes (PERCY, KRAUSE
& JENSEN, 1990).

La formacién de la placa ha sido observada en aci-
culas viejas como resultado del proceso de senes-
cencia normal (BACIC & col. 1992), e inducida en
aciculas jévenes por lluvia dcida simulada
(TURUNEN & HUTTUNEN, 1990; TURUNEN &
col, 1994}, por elevadas concentraciones de 50,
(STASZEWSKI & col., 1994), y ocasionalmente por
fumiganres con ozone (RIDING & PERCY, 1983;
PERCY & col., 1990; BYNEROWICZ & TURUNEN,
1994). En pino albar se ha constatado la forma-
cidn de una placa similar a la descrita en los tra-
bajos mencionados. Por otra parte, estas altera-
ciones se han observado en aciculas del segundo
verticilo en las que no deberfan aparecer sinto-
mas de senescencia todavia; en principio, las
ceras deberian estar como las de las poblaciones
control. La variabilidad observada entre estacio-
nes parece corresponderse con la informacién dis-
ponible sobre la incidencia de ciertos agentes
contaminantes y los conocimientos sobre su
dindmica en el drea de estudio (MILLAN y col.
1993). De las cuatro poblaciones inicialmente
consideradas como control, sélo Iz poblacién
Javalambre {b) no parece cumplir este supuesto
quizés por su situacién geogrifica. Son, en gene-
ral, las poblaciones mds préximas al mar y a alei-
tudes mds bajas las que parecen estar mds afecta-
das. Todo ello induce al planteamiento de la
hip6tesis de una relacién entre la anormalmence

elevada erosién de las ceras epicuticulares en
algunas de las poblaciones estudiadas y las relati-
vamente constantes y elevadas concentraciones
de fotooxidantes (especialmente ozono) durante
la primavera y el verano, aunque esta hipétesis
debe ser confirmada en futuros escudios. Ade-
mas, en estudios anteriotres llevados a cabo en la
Comarca de Els Ports, se observé también fusién
anormal de las ceras epicuticulares en Pinws nigra
(PIcazo y SANz, 1990} que fue atribuida a la
contaminacién atmosférica.

Del estudio realizado se derivan nuevas pregun-
tas, como por ejemplo, ¢se pueden caracrerizar
por separado diferentes tipos de alteraciones?,
esta cuestién ha sido abordada ya por TUOMISTO
& NEUVONEN (1993) que han caracterizado cua-
tro tipos de alteraciones en Picea abies. Otro
aspecto a considerar en futuros estudios es el
cambio en la composicién quimica de las ceras
que parece ser la responsable del cambio en la
morfologia de los tubos (PERCY, JENSEN &
McQUATTIE, C. J., 1992).

El presente estudio plantea una aproximacién
metodolégica, aunque todavia poco elaborada,
para la caracterizacién del estado de las ceras epi-
cuticulares de [as coniferas que puede aportar
informacién complementaria a estudios mds
amplios que valoren el estado de las masas fores-
tales en nuestros bloques,
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SUMMARY

The morphology of epicuticular needle wax of nine populations of Pinus sylvestris L. Irom Eastern
Spain (Els Ports region and El Toro mountains in Castellén province, and Albarracin and Javalambre
mountains in Teruel province) was studied with a scanning elecrron microscope (SEM) techniques.
The aim of the present study was to quantify the degree of fusion of epicuticular waxes from stomata
placed in the abaxial side of the needles. The results show thar those populations with higher percen-
tages of fusion were from zones influenced by the seabreeze, which is associated with high ozone con-
centrations. In some of the localities studied, ozone levels during spring and summer were higher
than the value proposed by the European directive about vegetarion damage (65 Pgr/m3, 24 h. mean).
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