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Resumen

De acuerdo a varios modelos de prediccion climatica, se estima que, en la Cuenca
del Mediterraneo, a lo largo de este siglo, se producira un incremento en la
radiacion ultravioleta (UV) y se reducirdn los eventos de precipitacion. La
exposicion de las plantas a estas variaciones en la radiacion UV y la disponibilidad
hidrica, puede causar alteraciones en su fisiologia, desarrollo y reproduccién. Sin
embargo, estas alteraciones variaran en funcion de la capacidad de adaptacion de
las distintas especies y de las condiciones ambientales en las que se desarrollan.
Aun hoy falta informacion para comprender como dichos factores abidticos pueden
afectar la fisiologia, la bioquimica foliar y la reproduccién (en particular, la
floracion y la fructificacion) de las especies vegetales Mediterraneas. Por otro lado,
una mayor exposicion de las plantas a la radiacion UV bajo condiciones mas secas
puede modificar el ciclo del carbono y nitrégeno al alterar la descomposicion de la
hojarasca. De hecho, en los ecosistemas semiaridos, como muchas zonas del
Mediterraneo, la radiacion UV es un importante promotor de la descomposicién de
la hojarasca por fotodegradacion. Sin embargo, el efecto de la radiacion UV sobre
la descomposicion de la hojarasca es complejo y puede variar en funcién de la
longitud de onda, siendo aiin muy desconocido en los ecosistemas mediterraneos,
y mas aln si se pretende distinguir los efectos de la radiacién UV-A y de la
radiacion UV-B. Considerando lo anterior, el objetivo principal de esta tesis es
estudiar los efectos de la radiacion UV (UV-A y UV-B) y de la disponibilidad
hidrica sobre distintas especies esclerdfilas tipicas de los ecosistemas
mediterraneos en su ambiente natural. En concreto, se pretende evaluar el efecto
de: a) la radiacion UV en combinacion con dos niveles de precipitacion sobre
distintos parametros biogquimicos y fisiologicos de las hojas, asi como sobre
parametros relacionados con la floracion, de plantas adultas de Erica scoparia,
teniendo en cuenta los cambios estacionales, b) la radiacion UV sobre el perfil

fendlico y la actividad antioxidante de los frutos de Prunus spinosa y c) la radiacién
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UV combinada con dos niveles de precipitacion sobre el proceso de
descomposicidn de la hojarasca de Arbutus unedo y Phillyrea angustifolia.

Para alcanzar el primer objetivo, se trabajo en un experimento de campo
situado en una comunidad arbustiva, donde se establecieron 18 parcelas de 3 x 3
m. Las parcelas fueron cubiertas con filtros de diferentes materiales con la finalidad
de establecer tres condiciones del tratamiento de radiacion UV (radiacion UV
ambiental o UVBA, sin radiacion UV-B ambiental o UVA vy sin radiacion UV
ambiental o UV0), que se combinaron con dos niveles de precipitacién (natural y
reducida: 10 — 30% inferior a la natural). Estacionalmente, durante un afio, se
midieron distintos parametros bioguimicos (contenido de pigmentos fotosintéticos;
compuestos absorbentes de la radiacion UV, UACs; contenido de C y N) y
fisioldgicos (intercambio de gases; contenido relativo de agua, RWC y peso
especifico foliar, LMA) en las hojas de E. scoparia. Los parametros morfoldgicos
y biométricos (altura, diametro, area, volumen y peso) de los botones florales (o de
la flor) relacionados con la floracion de E. scoparia, se analizaron mensualmente
(entre febrero y mayo de 2018), y se realiz un seguimiento semanal del nimero
de flores funcionales (entre abril y junio). Para alcanzar el segundo objetivo, se
seleccionaron 3 zonas en los margenes de una parcela de uso agricola con un
minimo de 3 individuos de P. spinosa por zona que crecian de forma natural. Se
construyeron cilindros metélicos que fueron cubiertos con diferentes filtros, con los
que se consiguieron los niveles de radiacion UV (UVBA, UVA y UV0), y se
colocaron en diferentes ramas de los individuos de P. spinosa. Los cilindros se
instalaron en mayo 2018, cuando los frutos estaban verdes, y se mantuvieron hasta
el final de su maduracion. En los frutos maduros se analizé el perfil fendlico y la
actividad antioxidante para cada nivel de radiacion UV. El estudio de la
descomposicién de la hojarasca de A. unedo y P. angustifolia, tercer objetivo de
esta tesis, se realizd en el mismo experimento de campo en que se estudio el efecto
de la radiacion UV vy la disponibilidad hidrica sobre la fisiologia y la floracion de
las plantas de E. scoparia (primer objetivo de la tesis). Se recogié hojarasca de

plantas de A. unedo y P. angustifolia que crecieron dentro de las parcelas (hojarasca
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preatratada) y también de plantas que crecieron fuera de las parcelas, sin
tratamiento de radiacion UV y/o precipitacion y se coloc6 en bolsas de
descomposicién dentro de cada parcela, bajo los distintos niveles de radiacion UV
y precipitacion. El experimento de descomposicion tuvo una duracion de 347 dias,
y se realizaron varios muestreos en los cuales se analizo la calidad quimica, la
actividad microbiana y la pérdida de peso de la hojarasca de las dos especies.

Los resultados obtenidos en relacion al primer objetivo muestran que los
parametros fisiol6gicos y bioguimicos analizados en las hojas de E. scoparia fueron
mas sensibles a la radiacién UV-A que a la radiacion UV-B y dependieron en gran
medida de las condiciones ambientales estacionales. En cambio, los pardmetros
estudiados relacionados con la floracion de E. scoparia, concretamente con el
tamafio de la flor, fueron mas sensibles a la radiacién UV-B. Estos efectos, sin
embargo, variaron en funcién del nivel de precipitacion. Concretamente, la
radiacion UV-A en condiciones de sequia increment6 el contenido foliar de
pigmentos fotosintéticos, mientras que bajo precipitacion natural redujo el
contenido foliar de clorofilas. Por el contrario, en condiciones de déficit hidrico, la
radiacion UV-B produjo una acumulacion de compuestos absorbentes de la
radiacion UV-A (UACuv-a) en las hojas de E. scoparia, independientemente de la
estacion. A nivel fisiol6ogico, la radiacion UV-A promovié un incremento de la
transpiracion foliar (E) y de la conductancia estomatica (gs) en invierno,
coincidiendo con los meses con mayor precipitacion acumulada, mientras que la
fotosintesis, el LMA y el RWC de las hojas no fueros sensibles a los tratamientos.

El perfil fendlico y la actividad antioxidante de las drupas de P. spinosa no
fueron sensibles a las condiciones de radiacion UV. Sin embargo, el perfil de
compuestos fendlicos en la piel de las endrinas difirié del de la pulpa. EI contenido
de flavonoides fue superior en la piel, mientras que los &cidos hidroxicinamicos se
encontraron en mayor proporcion en la pulpa. En la piel destacé el contenido de
flavonoles, especialmente quercetinas, que fue hasta 10 veces mayor que la de la

pulpa y Gnicamente en la piel se encontraron antocianos.
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Finalmente, los resultados obtenidos del tercer estudio muestran que en
general, la hojarasca de P. angustifolia perdié un 6% mas de peso que la de A.
unedo. Los tratamientos de radiacién UV y precipitacion en que crecieron las
plantas previamente a la recogida de la hojarasca afectaron su calidad inicial. En
concreto, la radiacion UV-A redujo el contenido inicial de N (mayor relacién C:N)
de la hojarasca. Esta reduccién en la calidad inicial de la hojarasca pretratada se
tradujo en una disminucién del 3% de la pérdida de peso en comparacion con la
hojarasca procedente de las plantas que no habian estado sometidas a los
tratamientos de radiacion UV y precipitacion. Durante el proceso de
descomposicion, la radiacion UV-A promovié la fotodegradacion de la celulosa y
la lignina, especialmente en P. angustifolia, mientras que, en condiciones de
precipitacion natural, la radiacién UV-B mostr6 un efecto inhibidor de la biomasa
fungica y de la actividad extracelular de la B-glucosidasa y de la celobiohidrolasa.
De forma global, los resultados indican que la radiacion UV-B redujo la
descomposicion de la hojarasca, mientras que la radiacion UV-A favorecid la
pérdida de peso a través de la fotodegradacion de la celulosa y la lignina. Por otro
lado, la sequia ralentizé en un 5% la pérdida de peso de la hojarasca de las dos
especies, independientemente de si la hojarasca provenia de plantas con o sin
tratamiento previo.

Considerando los escenarios futuros de cambio climatico en la Cuenca del
Mediterraneo, los resultados de esta tesis sugieren que tanto la reproduccion de las
plantas de E. scoparia, como la descomposicion de la hojarasca de A. unedo y P.
angustifolia, podrian verse afectadas de forma significativa por el incremento de la
radiacion UV y la reduccidn de la precipitacion que se espera que se produzcan a
lo largo de este siglo. En concreto, la radiacion UV-B y la sequia podrian reducir
el tamafio floral, lo cual podria afectar la polinizacion. Por otro lado, el incremento
de la radiacion UV-B y de la sequia también podria reducir las tasas de
descomposicién de la hojarasca, principalmente en las especies con un contenido
mayor de compuestos recalcitrantes (menor calidad), mientras que el incremento

de la radiacion UV-A favoreceria la fotodegradacion.
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Resum

D'acord a diversos models de prediccid climatica, s'estima que a la Conca de la
Mediterrania, al llarg d'aquest segle, es produira un increment en la radiacié
ultraviolada (UV) i es reduiran els episodis de precipitacid. L'exposicié de les
plantes a aquestes variacions en la radiacié UV i en la disponibilitat d'aigua pot
causar alteracions en la seva fisiologia, desenvolupament i reproducci6. No obstant
aix0, aquestes alteracions variaran en funcié de la capacitat d'adaptacié de les
diferents especies i de les condicions ambientals en qué es desenvolupen. Encara
avui falta informaci6 per comprendre com aquests factors abiotics (radiacio UV i
precipitacid) poden afectar la fisiologia, la bioquimica foliar i la reproducci6 (en
particular, la floracié i la fructificacid) de les espécies vegetals. D'altra banda, una
major exposicid de les plantes a la radiaci6 UV sota condicions més seques pot
modificar el cicle del carboni a I'alterar la descomposicio de la fullaraca. De fet, en
els ecosistemes semiarids, com moltes zones de la Mediterrania, la radiacié UV és
un promotor important de la descomposicio6 de la fullaraca per fotodegradaci6. No
obstant aixo, l'efecte de la radiacié UV sobre la descomposicié de la fullaraca és
complex i pot variar en funcié de la longitud d'ona, essent encara molt desconegut
en els ecosistemes mediterranis, més encara si es pretén distingir els efectes de la
radiacio UV- A i de la radiacié UV-B. Ateés I'anterior, I'objectiu principal d'aquest
estudi és aportar informacid sobre els efectes de la radiacié UV (UV-A i UV-B) i
de la disponibilitat hidrica sobre diferents especies esclerofil-les tipiques dels
ecosistemes mediterranis en el seu ambient natural. En concret, es pretén avaluar
I'efecte de: 1) la radiacio UV en combinacié amb dos nivells de precipitacio sobre
diferents parametres bioquimics i fisiologics, aixi com sobre parametres relacionats
amb la floraci6 de plantes adultes d'Erica scoparia, tenint en compte els canvis
estacionals, 2) la radiacié UV sobre el perfil fendlic i I'activitat antioxidant dels

fruits de Prunus spinosa i 3) la radiaci6 UV combinada amb dos nivells de
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precipitacié sobre el procés de descomposicid de la fullaraca d'Arbutus unedo i
Phillyrea angustifolia.

Per assolir el primer objectiu es va treballar en un experiment de camp en
on es van establir 18 parcel-les de 3 x 3 m, amb un minim de tres individus d'E.
scoparia, tres de P. angustifolia i un d'A. unedo per parcel-la. Les parcel-les es van
cobrir amb filtres transparents de diferents materials amb la finalitat d'establir tres
condicions de radiacié UV (amb radiaci6 UV ambiental o UVBA, sense radiacid
UV-B ambiental o UVA i sense radiacié UV ambiental o UV0), les quals es van
combinar amb dos nivells de precipitacio (natural i reduida: 10 - 30% inferior a la
natural). L'any 2017, es van mesurar estacionalment diferents parametres
bioquimics (contingut de pigments fotosintétics, compostos absorbents de la
radiaci6 UV o UACs, contingut de C i N) i fisiologics (intercanvi de gasos,
contingut relatiu d'aigua 0 RWC i pes especific foliar o LMA). Per avaluar la
floracio d’E. scoparia, es van analitzar mensualment (entre febrer i maig de 2018)
diferents parametres morfologics i biometrics (algada, diametre, area, volum i pes)
dels botons florals (o de la flor), i es va realitzar un seguiment del nimero de flors
funcionals entre abril i juny. Per assolir el segon objectiu, es van seleccionar 3 zones
en els marges d'una parcel-la d'Us agricola amb un minim de 3 individus de P.
spinosa que creixien de forma natural per zona. Es van construir cilindres metal-lics
coberts amb diferents filtres, per tal d’aconseguir els tres nivells de radiacio UV
(UVBA, UVA i UVO0), i es van col-locar en diferents branques dels individus de P.
spinosa. Els cilindres es van instal-lar per triplicat per cada nivell de radiacio al
maig 2018, quan els fruits estaven verds, i es van mantenir fins al final de la seva
maduracio (setembre). En els fruits madurs es va analitzar el perfil fendlic i
I'activitat antioxidant (pell i polpa per separat) per a cada nivell de radiacié UV.
L'estudi de la descomposicid de la fullaraca d’A. unedo i P. angustifolia, tercer
objectiu d'aquesta tesi, es va realitzar en el mateix experiment de camp en qué es
va estudiar I'efecte de la radiacio UV i la disponibilitat hidrica sobre la fisiologia i
la floracié de les plantes d’E. scoparia (primer objectiu de la tesi). En concret, entre

agost 1 setembre de 2017, es va recollir fullaraca de plantes d’A. unedo i P.
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angustifolia que van créixer dins les parcel-les (fullaraca pretractada) i també de
plantes que van créixer fora de les parcel-les, sense tractament de radiacio UV i/ o
precipitacid. La fullaraca de les dues especies i de les dues procedencies va ser
col-locada en bosses de descomposici6 dins de cada parcel-la, sota els diferents
nivells de radiaci6 UV i precipitacio, l'octubre de 2017. L'experiment de
descomposicié va tenir una durada de 347 dies, i es van realitzar diversos mostrejos
en els quals es va analitzar la qualitat quimica, I'activitat microbiana i la perdua de
pes de la fullaraca de les dues espécies.

En general, els resultats obtinguts en relacio al primer objectiu mostren que
els parametres fisiologics i bioquimics analitzats en les fulles d’E. scoparia van ser
més sensibles a la radiacio UV-A que a la radiacié UV-B i van dependre en gran
mesura de les condicions ambientals estacionals. En canvi, els parametres estudiats
relacionats amb la floraci6 d’E. scoparia, concretament amb la mida de la flor, van
ser més sensibles a la radiacié UV-B. Aquests efectes, perd, van variar en funcio
del nivell de precipitaci6. Concretament, la radiaci6 UV-A en condicions de
sequera va incrementar el contingut foliar de pigments fotosintetics, mentre que
sota precipitacid natural va reduir el contingut foliar de clorofil-les. Per contra, en
condicions de déficit hidric, la radiaci6 UV-B va produir una acumulacié de
compostos absorbents de la radiacié UV-A (UACuv-a) en les fulles d’E. scoparia,
independentment de I'estacié. A nivell fisiologic, la radiacié UV-A va promoure un
increment de la transpiracio foliar (E) i de la conductancia estomatica (gs) a
I'hivern, coincidint amb els mesos amb major precipitacié acumulada, mentre que
la fotosintesi, el LMA i el RWC de les fulles no foren sensibles als tractaments.

El perfil fenolic i I'activitat antioxidant de les drupes de P. spinosa no van
ser sensibles a les condicions de radiaci6 UV. No obstant aixo, el perfil de
compostos fenolics en la pell dels aranyons va diferir del de la polpa. El contingut
de flavonoides va ser superior a la pell, mentre que els &cids hidroxicinamics es van
trobar en major proporcio a la polpa. A la pell va destacar la concentracio de
flavonols, especialment quercetines, que va ser fins a 10 vegades superior que la de

la polpa i Gnicament a la pell es van trobar antocians.
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Finalment, els resultats obtinguts del tercer estudi mostren que, en general,
la fullaraca de P. angustifolia va perdre un 6% més de pes que la d’A. unedo durant
el periode de descomposicio estudiat (347 dies). Els tractaments de radiacio UV i
precipitacid en qué van créixer les plantes previament a la recollida de la fullaraca
van afectar la seva qualitat inicial. En concret, la radiaci6 UV-A va reduir el
contingut inicial de N (major relacié C:N) de la fullaraca i el seu efecte va ser
superior en condicions de sequera. Aquesta reduccio en la qualitat inicial de la
fullaraca pretractada es va traduir en una disminucio6 del 3% de la pérdua de pes en
comparacio amb la fullaraca procedent de les plantes que no havien estat sotmeses
als tractaments. Durant el procés de descomposicio, la radiaciéo UV-A va promoure
la fotodegradaci6 de la cel-lulosa i la lignina, especialment a la fullaraca de P.
angustifolia, mentre que, en condicions de precipitaci6é natural, la radiacié UV-B
va mostrar un efecte inhibidor de la biomassa fungica i de l'activitat extracel-lular
de la B-glucosidasa i de la celobiohidrolasa. De forma global, els resultats indiquen
que la radiacié UV-B va reduir la descomposicié de la fullaraca, mentre que la
radiacié UV-A va afavorir la perdua de pes a través de la fotodegradacié de la
cel-lulosai la lignina. D'altra banda, la sequera va alentir en un 5% la perdua de pes
de la fullaraca de les dues espécies, independentment de si la fullaraca provenia de
plantes amb o0 sense tractament previ.

Considerant els escenaris futurs de canvi climatic a la Conca Mediterrania,
els resultats d'aquesta tesi suggereixen que tant la reproduccid de les plantes d’E.
scoparia, com la descomposicio de la fullaraca d’A. unedo i P. angustifolia, podrien
veure’s afectades de manera significativa per l'increment de la radiacié UV i la
reduccié de la precipitacio que s'espera que es produeixin al llarg d'aquest segle. En
concret, la radiacié UV-B i la sequera podrien reduir la mida de la flor, la qual cosa
podria afectar la pol-linitzacid. D'altra banda, I'increment de la radiacié UV-B i de
la sequera també podria reduir les taxes de descomposicié de la fullaraca,
principalment en les espécies amb un contingut major de compostos recalcitrants
(menys qualitat), mentre que l'increment de la radiaci6 UV-A beneficiaria la

fotodegradacid.

Xviii



Abstract

According to climatic models on the Mediterranean Basin, an increase in the
ultraviolet (UV) radiation reaching Mediterranean ecosystems, as well as drier
conditions, are expected by the end of this century. Exposure of plants to different
levels of UV radiation and water availability can cause alterations on their
physiology, development and reproduction. However, these alterations could be
different depending on plant adaptation capacity and the environmental conditions
in which plants develop. Nowadays, there is a lack of information to understand
how changes in these abiotic factors (UV radiation and rainfall) would affect plant
physiology, biochemistry and reproduction (in particular, flowering and fruiting)
of Mediterranean species. Plant exposure to higher doses of UV radiation under
drier conditions might also modify the carbon cycle by altering litter
decomposition. In fact, in semi-arid ecosystems, such as majority of the areas in the
Mediterranean, UV radiation is an important driver of litter decomposition through
photodegradation. However, the effect of UV radiation on leaf litter decomposition
is complex and might vary depending on the UV wavelength. Consequently, the
magnitude of this effect is still unknown, especially in Mediterranean ecosystems,
and it is quite challenging to differentiate the effects of UV-A and UV-B radiation.
Hence, the main objective of this thesis is to study the effects of UV (UV-A and
UV-B) radiation and water availability on different sclerophyllous Mediterranean
species in their natural environment. This global objective is split down into three
specific objectives: a) to evaluate the effect of UV radiation combined with two
rainfall levels on different biochemical and physiological leaf parameters, as well
as on flowering-related parameters of adult Erica scoparia plants, taking into
account seasonal changes; b) to analyze the effect of UV radiation on the phenolic
profile and antioxidant activity of Prunus spinosa fruits and c) to assess the effect
of UV radiation combined with two rainfall levels on the decomposition process of

Arbutus unedo and Phillyrea angustifolia leaf litter.
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To achieve the first objective, a field experiment was conducted in a shrub
community. In 2011, eighteen plots of 3 m x 3 m grouped into three blocks were
set up, containing each plot at least three plants of E. scoparia and P. angustifolia
and one from A. unedo. These plots were covered with transparent filters made from
different materials in order to establish three UV radiation conditions (with ambient
UV radiation or UVBA, without ambient UV-B radiation or UVA, and without
ambient UV radiation or UV0), and were combined with two levels of rainfall
(natural and reduced: 10 - 30% lower than natural). In 2017, several leaf
biochemical (content of photosynthetic pigments, UV-absorbing compounds
(UACs) and C and N) and physiological parameters (gas exchange rates, relative
water content (RWC) and mass area (LMA)) were seasonally measured in three E.
scoparia plants per plot. To assess the effect of the treatments on the flowering
capacity of E. scoparia, morphological and biometric parameters (height, diameter,
area, volume and weight) of the flower buds (or flower) were analysed between
February and May 2018 (on a monthly basis) and the number of functional flowers
were recorded between April and June (on a weekly basis). To accomplish the
second objective, three areas on the margins of an agricultural field with a minimum
of three naturally growing P. spinosa plants were selected. Metal cylinders covered
with different filters (according to the UV radiation levels: UVBA, UVA and UV0)
were placed in different P. spinosa branches. In May 2018, three cylinders per zone
were installed for each level of UV radiation in different individuals, when fruits
were still green, being maintained until the end of ripening (September). In ripe
fruits, the phenolic profile and antioxidant activity (skin and pulp separately) were
analysed for each UV radiation level. Finally, to address the last objective, a study
of the litter decomposition of A. unedo and P. angustifolia was carried out in the
same experiment in which the physiology and flowering of E. scoparia plants (first
objective) were studied. Specifically, between August and September 2017,
senescent leaves were collected from A. unedo and P. angustifolia plants grown
within the plots (pre-treated litter) and also from plants grown under natural

conditions. In October 2017, leaf litter of the two species was placed in
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decomposition bags inside each plot, under different levels of UV radiation and
rainfall. The decomposition experiment lasted 347 days, and, according to a
sampling schedule, a single litterbag was randomly selected from each plot and
removed for analysis each sampling date. The chemical quality, the microbial
activity and the mass loss of the litter of the two species were analysed in each
single litterbag.

Overall, the results obtained regarding the first objective demonstrated that
the physiological and biochemical parameters examined in the E. scoparia leaves
are more sensitive to UV-A radiation than to UV-B radiation and that are highly
dependent on seasonal environmental conditions. On the contrary, the parameters
related to flowering, specifically flower size, were more sensitive to UV-B
radiation, though these effects varied depending on the level of precipitation.
Specifically, UV-A radiation under drought conditions increased the
photosynthetic pigment content of leaves (chlorophylls and carotenoids), while
under natural precipitation, the leaf chlorophyll content decreased. In contrast,
under reduced rainfall, plant exposure to UV-B radiation stimulated the
accumulation of UV-A-absorbing compounds (UACuv-a), regardless of the season.
At the physiological level, UV-A radiation promoted an increase in the leaf
transpiration (E) and stomatal conductance (gs) in winter, coinciding with the
months with the highest accumulated precipitation. Net photosynthetic rates, LMA
and RWC were not sensitive to treatments.

The phenolic profile and antioxidant activity of P. spinosa drupes were not
sensitive to UV radiation conditions. However, the profile of phenolic compounds
in the skin was different from that of the pulp. Indeed, while flavonoid content was
higher in the skin, hydroxycinnamic acids were found in a greater proportion in the
pulp. Hydroxycinnamic acids have a potent antioxidant function, which would be
in accordance with the fact that the antioxidant activity of the pulp was almost
double than that of the skin. In the skin, the concentration of flavonols, especially

quercetins, was about 10 times higher than that of the pulp. Anthocyanins were only
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found in the skin, and, among the four detected anthocyanins, the most abundant
were the cyanidin-3-O-rutinoside and the peonidine-3-O-rutinoside.

Finally, the results obtained from the third study showed that the leaf litter
mass loss of P. angustifolia was 6% higher than that of A. unedo. This was probably
due to the higher biochemical quality of P. angustifolia litter (higher nitrogen
content and lower C: N ratio) and to its greater microbial activity. The UV radiation
and rainfall conditions in which plants grew before the leaf litter was collected
affected the initial litter chemistry. Specifically, UV-A radiation promoted a
reduction in the N content (higher C: N ratio) of the litter and this effect was
superior under drought conditions. The low initial chemical quality of the pre-
treated litter resulted in a 3% decrease of the mass loss compared to the litter from
plants that were not previously subjected to the UV radiation and precipitation
treatments. During the decomposition process, UV-A radiation stimulated cellulose
and lignin photodegradation, especially in P. angustifolia. Conversely, under
natural precipitation, UV-B radiation showed an inhibitory effect on fungal
biomass and also on the B-glucosidase and cellobiohydrolase extracellular
activities. Overall, results show that UV-B radiation reduced litter decomposition,
while UV-A radiation stimulated litter mass loss through the stimulation of
cellulose and lignin photodegradation. Furthermore, drier conditions slowed down
litter mass loss by 5%, regardless of whether litter came from plants that had been
pre-treated or not.

Considering future climate change predictions for the Mediterranean Basin,
the results of this thesis suggest that the reproduction of E. scoparia plants, as well
as the decomposition of the leaf litter of A. unedo and P. angustifolia, can be
affected by the increase in UV radiation and the reduction in rainfall. Specifically,
UV-B radiation and drought could reduce flower size, which, in turn, might affect
pollination. On the other hand, the increase in UV-B radiation and drought could
also reduce the decomposition rates of leaf litter, especially in species with a high
leaf content of recalcitrant compounds (i.e., low litter chemical quality), while the

increase in UV-A radiation might stimulate litter photodegradation.
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Capitulo |

Introduccion

1.1  Cambio climético en la Cuenca Mediterranea

La radiacion ultravioleta (UV) es una parte de la region no ionizante del espectro
electromagnético que comprende aproximadamente el 8-9% de la radiacion solar
total, tiene longitudes de onda dentro del rango de 100 a 400 nm y se divide en tres
bandas: la radiacion UV-A (315-400 nm), la radiacion UV-B (280-315 nm) y la
radiacion UV-C (100-280 nm) (Hollésy 2002; Calbé et al. 2005). Debido a que la
capa de ozono absorbe toda la radiacion UV-C y una parte de la radiacion UV-B, a
la superficie terrestre solo le llega una pequefia proporcién de UV-B y la radiacion
UV-A. En concreto, un 5% de la radiacion UV que llega a la superficie terrestre es
UV-B y un 95% es UV-A (Bais et al. 2019).

Debido al incremento de la actividad antropogénica, entre 1980 y 1990
aument6 de forma significativa la radiacién UV-B que incidia en la superficie de la
Tierra (McKenzie et al. 2011). Este incremento se debid, principalmente, a la
liberacion de clorofluorocarbonos (CFC), que destruyen el ozono estratosférico.
Para limitar la reduccion de la columna de ozono estratosférico, en 1986 se
implementd exitosamente el Protocolo de Montreal (Bais et al. 2015), el cual
prohibi6 el uso de dichas sustancias. En consecuencia, se freno el declive de la capa
de ozono y con ello el aumento de la radiacion UV-B que llegaba a la Tierra
(Ballaré et al. 2011). Sin embargo, los modelos climaticos prevén un incremento
de la radiacion ultravioleta (UV-B y UV-A) que llega a la Cuenca Mediterranea a
lo largo de este siglo debido a la disminucién en la nubosidad (Figura 1.1) que se
espera como consecuencia del cambio climético (Bais et al. 2015, 2019)

Por otro lado, también se estima que durante este siglo la precipitacion
disminuya en muchas regiones de latitud media y subtropicales (IPCC 2014). De

hecho, en la Cuenca Mediterranea se espera una fuerte reduccion de las
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precipitaciones (Figura 1.2), especialmente en verano (IPCC 2014), causada
principalmente por una menor frecuencia de eventos de lluvia (Bussotti et al., 2014,
Nardini, 2014). En consecuencia, en un futuro préximo, se prevé que las plantas
mediterraneas no solo estén expuestas a un aumento de la radiacion UV, sino

también a una reduccion de la precipitacion.
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Figura 1.1 Variacion porcentual esperada del indice ultravioleta (UVI1) a mediodia para el
periodo 2085-2095 en relacion a los valores de la Gltima década (2010-2020) (Bais et al.
2015).

Figura 1.2 Cambio porcentual en la precipitacién media anual para el periodo 2081-2100
en relacion al periodo 1986-2005 con los escenarios A) RCP2.6 y B) RCP8.5
(derecha)(IPCC 2014). Las tramas punteadas indican las regiones donde, por lo menos, el
90% de los modelos concuerdan con el signo del cambio.
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La exposicion de las plantas a estas variaciones de radiacion UV y
disponibilidad de agua que se prevén en un futuro préximo, pueden causar
alteraciones en sus caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y su reproduccién
(Caldwell et al. 2007; Ballaré et al. 2011). Sin embargo, aun no se cuenta con
suficiente informacién para comprender como dichos factores abidticos pueden
afectar a la reproduccion de las plantas, tanto considerando la floracion como la
fructificacién. Ademas, una mayor exposicion a la radiacién UV con distintos
niveles de precipitacion puede modificar el ciclo del carbono a través de alterar la
descomposicion de la hojarasca (Barnes et al. 2015; Bornman et al. 2019). De
hecho, en los ecosistemas semiaridos, como muchas zonas del Mediterraneo, la
radiacion UV es un importante promotor de la descomposicion de la hojarasca por
fotodegradacién (Brandt et al. 2009; Baker et al. 2015). Sin embargo, la magnitud
de este efecto sigue siendo desconocida, especialmente en los ecosistemas

mediterraneos.

1.2 Respuestas fisiologicas, bioquimicas y fenoldgicas (floracion) de las
plantas frente a los cambios en la radiacién UV y en la disponibilidad
hidrica.

1.2.1 Efecto de la radiacion UV

El crecimiento y el desarrollo de la vegetacién es muy sensible a los factores
abidticos, tales como la radiacion UV vy la disponibilidad de agua (Wijewardana et
al. 2016), los cuales pueden cambiar como consecuencia del cambio climatico.
Ademas, las diferentes longitudes de onda de la radiacion UV (UV-B y UV-A)
podrian tener un efecto diferente en el crecimiento y el desarrollo de las plantas. De
hecho, la radiacion UV-A puede tener efectos sobre las plantas diferentes de los
desencadenados por la radiacion UV-B (Verdaguer et al. 2017). Muchos trabajos
han demostrado que la radiacion UV-B causa dafios al ADN, a las proteinasy a las
membranas celulares, impide la actividad fotosintética, frena el crecimiento de las

plantas y genera estrés oxidativo, es decir, un incremento de las especies reactivas
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de oxigeno (ROS) (Jansen et al. 1998, 2008; Caldwell et al. 2007; Hideg et al.
2013). Las plantas responden a la exposicion a los rayos UV (UV-B y UVA)
fundamentalmente de dos maneras. La primera consiste en desarrollar estrategias
para evitar o disminuir la radiacién que llega a los tejidos fotosintéticos. En este
sentido, se han descrito diferentes cambios morfoldgicos en las hojas, como el
crecimiento de pelos, el engrosamiento de la cuticula y la epidermis y también el
incremento del peso especifico foliar o LMA (peso seco dividido por area foliar)
(Jansen 2002; Paoletti 2005). El segundo tipo de respuesta consiste en activar los
mecanismos de reparacién y/o los sistemas antioxidantes de la planta. Los
mecanismos antioxidantes permiten reducir las ROS (Agati y Tattini 2010), para
evitar que reaccionen con los acidos nucleicos, proteinas, lipidos de membrana,
etc., alterando su funcion (Hideg et al. 2013). Las células vegetales presentan
diferentes sistemas antioxidantes. Por ejemplo, los enzimaticos que tendrian lugar
a través de enzimas especificos como la catalasa, superoxido dismutasa, etc., o los
gue se darian a través de compuestos capaces de reducir las ROS, como ciertos
fenoles y algunos pigmentos fotosintéticos (Xu et al. 2010; Hideg et al. 2013;
Rodriguez-Calzada et al. 2019). Los fenoles o compuestos fendlicos son moléculas
organicas quimicamente formadas por al menos un anillo aromatico (fenol) o0 méas
(polifenoles) con un hidroxilo. Existe una gran variedad de estos compuestos pero
los méas importantes relacionados con la defensa de la planta frente a la radiacion
UV son los fenoles de bajo peso molecular, como los flavonoides y los acidos
fendlicos (Kotilainen et al. 2008), ya que gracias a su funcion antioxidante protegen
el metabolismo celular de los efectos perjudiciales de las ROS (Paoletti 2005),
pudiendo ademas actuar en las hojas como pantallas solares (Ballaré et al. 2011) al
ser capaces de absorber la radiacion UV (Agati y Tattini 2010). En relacion a los
pigmentos fotoprotectores, algunos carotenoides, como por ejemplo el -caroteno,
pueden neutralizar el oxigeno singlete y los radicales resultantes de la peroxidacion
lipidica (Munné-Bosch y Alegre 2000), mientras que otros pueden intervenir en la
fotoproteccion de los fotosistemas favoreciendo la disipacion del exceso de energia

en forma de calor, como seria por ejemplo el caso de algunas xantofilas (Demmig-
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Adams 1990; Demmig-Adams et al. 2006; Klem et al. 2015). Segun las condiciones
de radiacion UV, las plantas también activan mecanismos para reparar el ADN
como la produccion de enzimas (Alexieva et al. 2001; Wijewardana et al. 2016),
por ejemplo fotoliasas, que inducen un proceso de fotoreactivacion (proceso
de reparacion directa del ADN) de las células (Biever y Gardner 2016; Bornman
et al. 2019).

A pesar de sus posibles efectos nocivos, cada vez mas estudios indican que
la radiacion UV ambiental también actla como un factor regulador del desarrollo
vegetal (Hideg et al. 2013). Por ejemplo, se ha sugerido que la radiacion UV-B
puede actuar como una sefial ambiental en relacién a la fenologia de las plantas
(Stremme et al. 2018) y, conjuntamente con la radiacion UV-A, podria mejorar la
sincronizacion de la floracion de las plantas y la maduracion de los frutos de
Solanum lycopersicum (Mariz-Ponte et al. 2018). Ademas, en arboles de Populus
tremula se ha demostrado que la radiacion UV-B estd involucrada en las
transiciones fenoldgicas, como, por ejemplo, las fechas de aparicién de los botones
florales (Stramme et al. 2019). A nivel morfol6gico, niveles de radiacion UV-B por
encima de los ambientales, pueden también reducir el tamafio de las flores y el
numero de anteras por flor (Kakani et al. 2003; Koti et al. 2004, 2005). Esto podria
tener implicaciones en la polinizacién puesto que, en general, los polinizadores
prefieren flores grandes y/o una alta densidad de flores (Barbir et al. 2014). Sin
embargo, en otro trabajo se reporté que un aumento de la radiacién UV-B indujo
un incremento en el didmetro de las flores de la especie mediterranea Malcolmia
maritima, sin afectar su produccion floral (Petropoulou et al. 2001). Esta aparente
contradiccion en las respuestas de las plantas a la radiacion UV-B sugiere que otros
factores ambientales o genéticos, serian responsables de estas discrepancias
(Llorens et al. 2015). Por tanto, es necesario incrementar los estudios en especies
vegetales mediterrdneas en condiciones naturales para poder entender como la

radiacion UV ambiental modula su desarrollo y, en particular, su reproduccion.
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1.2.2 Efecto de la disponibilidad hidrica

Estudios previos han demostrado que el déficit hidrico afecta la morfologia, la
fisiologia, el crecimiento y la fenologia de las plantas (Bussotti et al. 2014; Gratani
et al. 2016), asociandose a un aumento de la peroxidacién lipidica y a una
disminucién del contenido de clorofila, de la conductancia estomatica y de la tasa
fotosintética (Pierantozzi et al. 2013). No obstante, las plantas también han
desarrollado mecanismos para resistir la sequia, evitando o minimizando sus
efectos, ya sea a través de adaptaciones morfolégicas o de cambios en su
metabolismo (Valladares et al. 2004). A nivel morfolégico, por ejemplo, algunas
especies disminuyen su area foliar para reducir el &rea de transpiracién, evitando
asi una excesiva pérdida de agua (Xu et al. 2010). Otra respuesta comdn es la
disminucién del crecimiento celular y de la fotosintesis, generandose una reduccion
global de la biomasa vegetal (Valladares et al. 2004; Petrozza et al. 2014). En otras
especies, aumenta la sensibilidad de los estomas al &cido abscisico (ABA) (Jiang y
Hartung 2008), cerrandose en respuesta a ligeros descensos del contenido hidrico
del suelo (Xu et al. 2010). Otra estrategia para hacer frente al déficit hidrico es
aumentar la inversién en raices para mejorar la absorcion de agua (Verdaguer et al.
2011). Por otra parte, debido a que el estrés hidrico también puede dar lugar a la
produccion de ROS, a nivel bioquimico también se producen cambios, como, por
ejemplo, la produccién de fenoles que mitigan los efectos del estrés oxidativo
(Johnové et al. 2016; Sun et al. 2016).

A nivel fenolégico, y especificamente en relacion a la fenologia de la
floracion, se ha comprobado que la reduccién de la disponibilidad de agua puede
adelantar el momento de floracion de las especies, lo cual les permite acortar sus
ciclos de vida de forma adaptativa (Hwang et al. 2019). Ademas, las flores pueden
tener distintas respuestas fisioldgicas y morfoldgicas cuando estan expuestas a la
sequia, como la reduccion de la produccion de flores, tamafio y area floral (Borghi
et al. 2019). Por ejemplo, en un estudio realizado en Diplotaxis tenuifolia, se
comprobd que si las plantas son sometidas a déficit hidrico por algin tiempo se

reduce significativamente el nimero de flores funcionales, el area y el diametro
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floral (Barbir et al. 2014). Esto también se ha observado en dos variedades de Olea
europaea L. (arbequina y manzanilla) (Pierantozzi et al. 2013) y en otras especies
mediterraneas, como por ejemplo Erica multifloray Globularia alypum (Llorens y
Pefiuelas 2005). Por otro lado, en algunos estudios se ha reportado que el estrés por
sequia mejora la tasa de floracion (Wu et al. 2017) lo cual podria sugerir, al igual
que en el caso de la radiacion UV, que este es un mecanismo de la planta para
asegurar su éxito reproductor antes de morir (Llorens et al. 2015). Comprender
como distintos factores relacionados con el cambio climatico afectaran la fenologia
de las plantas, y en particular su floracién, nos ayudard a comprender las
consecuencias de estos cambios sobre la productividad vegetal, el ciclo del
carbono, la competencia entre especies, las cadenas alimentarias y otras funciones

y del ecosistema (Rathcke y Lacey 1985; Tang et al. 2016).

1.2.3 Efecto interactivo de la radiacién UV y la disponibilidad hidrica
Todavia falta informacion para poder comprender los efectos de la radiacion UV
en un entorno complejo donde las plantas estdn expuestas simultanea o
secuencialmente a cambios en otros factores ambientales, como la disponibilidad
hidrica, que pueden modificar su crecimiento y desarrollo (Bornman et al. 2019).
Algunos estudios realizados en plantas mediterraneas sugieren que un incremento
en la dosis de radiacién UV podria mejorar el estado hidrico y el crecimiento de las
plantas en condiciones de baja disponibilidad de agua (Bernal et al., 2015).
Resultados similares se han observado en dos especies de pinos mediterraneos,
Pinus pinea y P. halepensis, en los que el tratamiento con UV-B mejor6 la
tolerancia a la sequia (Paoletti 2005). A pesar de que hay numerosos estudios sobre
el efecto de la radiacion UV sobre el crecimiento vegetal, la mayoria de estos
estudios se han realizado con especies de interés econdmico, existiendo
relativamente pocos trabajos que se hayan centrado en especies forestales de interés
ecoldgico y menos ain que hayan tenido en cuenta la posible interaccion entre los
niveles de radiacion UV y de disponibilidad hidrica. Por ello, la informacion

disponible sobre el efecto conjunto de la radiacion UV y del déficit hidrico sobre
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plantas mediterraneas bajo condiciones naturales es muy limitada (Nenadis et al.
2015; Verdaguer et al. 2018). La comprension de las respuestas morfolégicas,
fisioldgicas, bioquimicas y fenoldgicas a los distintos tipos de estrés abidtico es
imprescindible para la gestion futura de las especies vegetales mediterraneas y sus
comunidades. Para el presente estudio, se ha seleccionado Erica scoparia porque
es una de las especies nativas dominantes en los habitats arbustivos mediterraneos
(Ojeda et al., 1998). Ademas, esta especie es de interés ecoldgico porgue tiene una
elevada capacidad de rebrotar después de una perturbacion (Herrera 1987), lo cual
confiere una elevada resiliencia a la comunidad. Por otro lado, también es una
especie de interés econdémico, al ser explotada para la produccion, antes de escobas,
de aqui su nombre, y actualmente para la realizacién de vallas, principalmente de
jardin. No obstante, a pesar de su interés, los estudios realizados con esta especie
son muy escasos, basicamente debido a la dificultad que presenta el trabajar con

una especie de hojas muy pequefias y de dificil manipulacion.

Estas respuestas de la planta a nivel foliar, a la radiacién UV vy al déficit hidrico,
pueden afectar de forma indirecta, a otros 6rganos de la planta, como los frutos
(Jordan 2017). Sin embargo, la radiacién UV también puede afectar directamente
sus caracteristicas bioquimicas (Solovchenko y Schmitz-Eiberger 2003; Berli et al.
2008, 2011; Matus et al. 2009; Jug y Rusjan 2012; Marfil et al. 2019).

1.3 Cambios en el perfil fendlico y en la actividad antioxidante de los frutos
frente a los cambios en la radiacion UV.
Los frutos son oOrganos especificos de las angiospermas disefiados para la
proteccion y dispersion de las semillas (Seymour et al. 2013; Matus et al.
2019). Estos derivan tipicamente de un ovario maduro que contiene las semillas,
aungue también pueden incluir otros tejidos (Taiz et al. 2015). Los frutos pueden
ser muy diversos y se agrupan segun distintas caracteristicas. Por ejemplo, pueden
ser clasificados en: agregados, si provienen de varios carpelos separados de una

sola flor, multiples, si se originan a partir de los ovarios fusionados de varias flores
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y simples, si provienen de un solo carpelo, o varios carpelos fusionados, sin ninguna
parte floral adjunta (Beck 2010). También, se pueden clasificar en dehiscentes o
indehiscentes, si liberan las semillas al madurar o las mantienen protegidas,
respectivamente, o en secos o carnosos dependiendo de su composicion y contenido
hidrico. Dentro de los frutos carnosos, se distinguen las bayas como la uva,
pseudobayas como el banano, pepdénides como el pepino, hesperidios como la
naranja, pomos como la manzana, trimas como la nuez, nuculanios como el nispero
y drupas como la cereza (Seymour et al. 2013). En este trabajo se estudiaran los
frutos de Prunus spinosa, también Ilamadas endrinas, que son frutos carnosos de
tipo drupa monocarpelar (Guitian et al. 1993). Este tipo de frutos se caracteriza por
tener el endocarpio (capa interna), vulgarmente llamado hueso, esclerenquimatico;
el mesocarpio (capa media) carnoso y el epicarpio (capa externa) glabro y lustroso
(Seymour et al. 2013). El desarrollo de los frutos carnosos se inicia con la
fertilizacién y se caracteriza por dos fases principales que preceden a la maduracion
del fruto: una fase de division celular que comienza poco después de la polinizacion
y una fase de expansion celular que es responsable del aumento del tamafio del
fruto (Gillaspy et al. 1993). Luego, a diferencia de los frutos secos que sufren
lignificacion, los frutos carnosos entran en un complejo proceso de maduracién
caracterizado por modificaciones metabdlicas como la acumulacion de azucares
solubles, la degradacion de la pared celular y la sintesis de una amplia gama de
compuestos secundarios de alto valor nutricional, como los fenoles (Knapp vy Litt
2013; Kong et al. 2019). Por ejemplo, en un estudio realizado en cuatro cultivares
de ciruela (Prunus domestica), durante el proceso de maduracion de las drupas,
disminuyo el contenido de acidos totales y aument6 el contenido de algunos fenoles
como los antocianos (Usenik et al. 2008). Los compuestos fenolicos de los frutos
tienen una gran importancia desde el punto de vista ecolégico porque atraen a
organismos dispersores de las semillas (Grotewold 2006; Askari-Khorasgani y
Pessarakli 2019), favoreciendo la reproduccion de la planta. También son
importantes los fenoles de los frutos porque algunos de ellos, como los antocianos,

pueden ser disuasivos de herbivoros o pueden actuar como agentes antifingicos
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(Haminiuk et al. 2012). Por otro lado, estos compuestos fendlicos suelen ser muy
apreciados para la salud por sus actividades antioxidantes, antitumorales,
cardioprotectoras y antiinflamatorias (Naczk y Shahidi 2004; Keller 2015; Ursache
et al. 2018; Askari-Khorasgani y Pessarakli 2019). Sin embargo, el perfil fendlico
de los frutos de muchas especies, y especialmente en el caso de las especies
silvestres, es desconocido.

Los compuestos fenodlicos son metabolitos secundarios biosintetizados
principalmente a través de la via del acido shikimico(Jordan 2017). Sin embargo,
en menor medida, también pueden obtenerse a través de la ruta de sintesis del &cido
maldnico, o por ambas rutas como en el caso de los flavonoides (Conde et al. 2008).
Los fenoles se localizan en todos los 6rganos de las plantas, pero son abundantes
en frutos y semillas (Kutchan et al. 2015). Se sintetizan durante el desarrollo normal
de la planta, asi como en respuesta a diferentes factores de estrés bidtico y abiético,
como la radiacion UV, entre otros (Naczk y Shahidi 2004). La estructura quimica
de los fenoles consiste en uno o varios anillos bencénicos con al menos un grupo
hidroxilo unido (Kutchan et al. 2015). Se pueden clasificar en diferentes grupos en
funcion del nimero de anillos de benceno que presenten y de los elementos
estructurales que unen estos anillos entre si. De este modo, se diferencian en acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos (Haminiuk et al. 2012; Kutchan et al.
2015).

En los frutos carnosos, especialmente en las drupas, como es el caso de P.
spinosa, los principales grupos de compuestos fendlicos descritos hasta el momento
son los acidos fendlicos y los flavonoides (Mikulic-Petkovsek et al. 2016). Los
acidos fendlicos se pueden dividir en é&cidos hidroxibenzoicos y acidos
hidroxicindmicos (Haminiuk et al. 2012). En los frutos carnosos, como las drupas
y las bayas, son mas abundantes los acidos hidroxicindmicos (Figura 1.3) y dentro
de este grupo, en términos de concentracién, predominan los &cidos p-cumarico,
cafeico y fertlico (Manach et al. 2004). Los &cidos hidroxicindmicos se acumulan
sobretodo en la pulpa de los frutos carnosos, aunque también estan presentes en la

piel y la semilla (Braidot et al. 2008). La sintesis de estos compuestos ocurre antes
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de comenzar la maduracidn del fruto, y su concentracion disminuye gradualmente

conforme avanza este proceso (Teixeira et al. 2013a; Keller 2015).

C3 C4 C5
p-cumarico H OH H
Cafeico OH OH H
Feradlico OCH3 OH H
3 OH

5
Figura 1.3 Estructura bésica de un acido hidroxicinamico y el nombre de sus glucdsidos de
acuerdo con sus sustituyentes en la posicién 3'4' y 5' (Adams 2006).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos en los que dos anillos de
benceno hidroxilados (A y B) estan unidos por una cadena de tres carbonos que
forma parte de un anillo (C) heterociclico (Figura 1.4) (Teixeira et al. 2013a). En
los frutos carnosos, especialmente drupas y bayas, los flavonoides se localizan
sobre todo en la piel, comUnmente en las capas internas de la hipodermis, y en
algunas capas de la cubierta de la semilla (Conde et al. 2008; Keller 2015). Dentro
de los flavonoides se distinguen varios grupos, siendo los principales los
antocianos, las proantocianidinas (taninos) y, en menor medida, los flavan-3-ols
(catequinas) y los flavonoles simples (quercetinas y kaempferoles) (Braidot et al.
2008; Teixeira et al. 2013a).

Figura 1.4 Estructura bésica de un flavonoide (Teixeira et al. 2013a)
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Figura 1.5 Estructura general de un antociano (A) y un flavonol (B), y los nombres de sus
glucdsidos de acuerdo a sus sustituyentes en la posicion 3'y 5' (Adams 2006).

En los frutos carnosos, como las drupas de P. spinosa o P. domestica o bayas
de Vitis vinifera, los principales grupos de flavonoides descrito son antocianos,
flavonoles y flavanoles (Mikulic-Petkovsek et al. 2016). Los antocianos, en estos
frutos, son responsables de su pigmentacion roja, purpura o azul y su acumulacién
comienza, generalmente, al inicio de la maduracion, alcanzando su maxima
concentracion en las ultimas fases de maduracion de la fruta cuando se detiene su
sintesis (Adams 2006; Teixeira et al. 2013a). En los frutos carnosos existen
diferentes tipos de antocianos encontrandose, entre los mas comunes, la delfinidina,
cianidina, pelargonidina, malvidina, petunidina y peonidina (Figura 1.5A)
(Haminiuk et al. 2012). En drupas y bayas, los flavonoles (Figura 1.5B) estan
representados principalmente por quercetinas y kaempferoles (Manach et al. 2004)
y, segun estudios realizados, principalmente con V. vinifera, su concentracion varia
ampliamente segun la variedad (Teixeira et al. 2013a). La sintesis de flavonoles
ocurre principalmente durante las primeras etapas del desarrollo de los frutos
carnosos, como las bayas de V. vinifera, y termina cuando se inicia la maduracion

(Braidot et al. 2008). En el caso de P. spinosa, los pocos estudios realizados se
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centran en determinar el perfil fendlico del fruto (Ruiz-Rodriguez et al. 2014;
Velic¢kovi¢ et al. 2014; Mikulic-Petkovsek et al. 2016; Popovi¢ et al. 2020). Sin
embargo, en ninguno de estos estudios se describe la concentracién de los distintos
compuestos en las diferentes partes del fruto, como si se ha estudiado en otras
especies, como V. vinifera (Teixeira et al. 2013b; Jordan 2017), a pesar de que estos
compuestos pueden tener diferentes funciones en los distintos tejidos del fruto (Del-
Castillo-Alonso et al. 2016b).

1.3.1 Efecto de la radiacion UV sobre el perfil fendlico de los frutos carnosos

Como se ha comentado antes, la exposicion de las plantas a la radiacién UV,
especialmente la radiacion UV-B, puede conducir a cambios en la morfologia,
fisiologia y bioquimica de las plantas (seccién 1.2) (Barnes et al. 2019). Sin
embargo, las plantas, al estar inevitablemente expuestas a la radiacion UV porque
necesitan la luz solar para realizar la fotosintesis, han desarrollado mecanismos para
aclimatarse a ésta (Hideg et al. 2013). Ademas, como consecuencia del cambio
climético, es posible que en un futuro préximo las plantas estén sometidas a dosis
superiores de radiacion UV. Por tanto, entender los mecanismos que las plantas,
incluyendo los frutos, presentan para hacer frente a la radiacion UV es de gran
interés. Entre los mecanismos mas importantes descritos en las plantas para
responder a la radiacion UV estan: la acumulacion de compuestos absorbentes de
laradiacion UV-B (UACS), la reparacion del dafio celular inducido por la radiacion
UV-B y la activacion de sistemas antioxidantes (Rozema et al. 1997; Xu et al. 2010;
Hideg et al. 2013; Rodriguez-Calzada et al. 2019). La respuesta de la planta a la
radiacion UV a nivel foliar puede afectar de forma indirecta las caracteristicas
bioguimicas de los frutos (Jordan 2017), aunque la radiacion UV también puede
afectar de forma directa a los frutos. Una de las rutas bioquimicas sensibles a la
radiacion UV en los frutos carnosos, como la uva, parece ser la ruta de los
fenilpropanoides, involucrada en la produccion de compuestos fendlicos y
fenilpropanoides (Jordan 2017). Una de las funciones de los compuestos fendlicos

en los frutos es la de actuar como antioxidantes, lo cual permitiria reducir las
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especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por la incidencia de la radiacién
UV-B (Jacob et al. 2012; Liu et al. 2017). En concreto, la mayor actividad
antioxidante en pomos de Malus domestica (Hagen et al. 2007) o en las drupas de
P. spinosa (Popovi¢ et al. 2020) ha sido atribuida principalmente a su contenido en
flavonoides (especialmente antocianos) y acidos fenolicos. Diversos estudios
realizados con los frutos de Hordeum vulgare (Mazza et al. 1999) o de V. vinifera
(Berli et al. 2015; Alonso et al. 2016) sugieren gue el incremento de la actividad
antioxidante en los frutos tiene un papel importante en la tolerancia al aumento en
la radiacion UV-B natural.

En los frutos carnosos, como las bayas de V. vinifera (Kotilainen et al. 2008;
Berli et al. 2011; Keller 2015; Del-Castillo-Alonso et al. 2016a) o los pomos de
Malus domestica (Solovchenko y Schmitz-Eiberger 2003), los compuestos
fendlicos mas importantes relacionados con la defensa frente a la radiacién UV son
los &cidos hidroxicinamicos y los flavonoides (antocianos, flavanoles y flavonoles).
La respuesta mas comun de los frutos a la radiacién UV, UV-B y UV-A, es el
incremento de flavonoides (especialmente flavonoles y, en menor medida
antocianos) (Martinez-Luscher et al. 2019), mientras que las variaciones de los
compuestos restantes son mas sutiles (Teixeira et al. 2013a; Jordan 2017). Dentro
del grupo de los flavonoides, los flavonoles, especialmente las quercetinas, son
compuestos que tienen un papel importante en la proteccién de los tejidos de los
frutos frente a la radiacion UV (Braidot et al. 2008; Teixeira et al. 2013a; Keller
2015). Las quercetinas son flavonoles dihidroxilados, los cuales se consideran mas
efectivos eliminando radicales libres y, en general, actuando como antioxidantes,
que los flavonoles monohidroxilados, concretamente, los kaempferoles (Zietz et al.
2010). En consecuencia, las quercetinas pueden ser mas efectivas para contrarrestar
los efectos potencialmente nocivos de los radicales libres oxidativos producidos en
los tejidos de la piel del fruto a causa de la exposicion a la radiacion UV-B (Ryan
et al. 1998; Sroka 2005). No obstante, en la mayoria de estudios previos no se ha

tenido en cuenta el efecto de la de la radiacién UV sobre las diferentes fracciones
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del fruto (piel y pulpa), a pesar de que las respuestas podrian ser diferentes (Del-
Castillo-Alonso et al. 2019).

La mayoria de trabajos acerca del efecto de la radiacion UV sobre el perfil
fendlico de frutos han sido realizados en especies de uso comercial, como pomos
de M. domestica (Solovchenko y Schmitz-Eiberger 2003) o bayas de V. vinifera
(Berli et al. 2008, 2011; Matus et al. 2009; Jug y Rusjan 2012; Marfil et al. 2019).
En la Cuenca Mediterranea, por ejemplo, la mayoria de trabajos que han estudiado
el efecto de la radiacion UV sobre la maduracion de los frutos se han centrado en
V. vinifera, tanto en plantas crecidas en condiciones naturales (Del-Castillo-Alonso
et al. 2014, 2016b, 2019) como bajo condiciones controladas (Martinez-Luscher et
al. 2013, 2019). Algunos trabajos también se han realizado en Solanum
lycopersicum, estudiandose el efecto de la radiacion UV sobre el contenido de
fenoles (Mariz-Ponte et al. 2019) o de carotenoides (Giuntini et al. 2005; Becatti et
al. 2009). Desafortunadamente, los estudios realizados en especies autdctonas
silvestres son muy limitados (Barros et al. 2010; Jordan 2017; Varga et al. 2017), a
pesar de ser relevantes en la conservacion de la biodiversidad y también por poseer
propiedades antioxidantes que pueden tener un beneficios en la nutricién y la salud
humana (Ruiz-Rodriguez et al. 2014). De hecho, los frutos de muchas especies
arbustivas mediterraneas poseen un gran potencial como fuentes de compuestos
bioactivos, como serian los compuestos fenolicos (Barros et al. 2010; Cosmulescu
et al. 2017). En P. spinosa, por ejemplo, se ha detectado en sus frutos una
concentracion importante de acidos hidroxicindmicos y flavonoides (Ruiz-
Rodriguez et al. 2014; Velickovi¢ et al. 2014; Mikulic-Petkovsek et al. 2016;
Popovi¢ et al. 2020). Sin embargo, no se han encontrado trabajos en donde se
analice el efecto de la radiacion UV sobre su perfil fendlico. Por esto, en este
estudio se determinara como afecta la radiacion UV al contenido de fenoles de los
frutos de P. spinosa (0 endrina), una de las especies silvestres tipicas del
mediterraneo. Los frutos de esta especie son de gran interés ecoldgico al servir de
alimento a diferentes especies de animales, pero también son utilizados en la

industria alimentaria y farmacéutica.
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1.4 Efecto la radiacion UV y la precipitacion en del proceso de
descomposicion de la hojarasca

1.4.1 Relevanciay etapas del proceso de descomposicion de la hojarasca

El proceso de descomposicion de la hojarasca cumple un importante papel en los
ciclos biogeoquimicos de los ecosistemas terrestres, ya que regula la velocidad a la
que se reciclan los nutrientes, por ejemplo nitrégeno (N) y fésforo (P), y determina
de forma importante el almacenamiento de carbono (C) y la fertilidad del suelo
(Hewins et al. 2017; Bornman et al. 2019). Mediante este proceso, la materia
organica muerta procedente de vegetales, animales y microorganismos se puede
transformar en nutrientes inorganicos directamente disponibles para las plantas
(mineralizacién) y en didxido de carbono (Imbert et al. 2004). El proceso de
descomposicion de la materia orgéanica en el suelo se puede dividir en 3 etapas:
lixiviacion, fragmentacion de la materia organica y degradacion quimica
(catabolismo) (Imbert et al. 2004; Barlocher 2005; Tank et al. 2010). A través de la
lixiviacion, los compuestos solubles de la materia organica muerta ( Barlocher and
Boddy 2016), como por ejemplo algunos compuestos fendlicos, azticares solubles,
aminoacidos (Waring y Running 2007), iones minerales y también pequefios
compuestos organicos, se disuelven en el agua de lluvia y pasan al suelo (Mansfield
2005; Berg y McClaugherty 2014; Jones et al. 2018). La lixiviacion esta afectada
por factores ambientales como la temperatura o la precipitacion, y también depende
de la especie vegetal de la que proviene la hojarasca, en algunas especies llegandose
a perder hasta el 30% de la masa original por lixiviacion (Barlocher 2005). La
fragmentacion es un proceso fisico mediado, por el impacto de las gotas de lluvia
en la hojarasca, por la abrasion debido los procesos erosivos (transporte de
sedimentos) (Throop y Archer 2009) y en mayor medida, por organismos animales,
siendo los mas importantes los invertebrados presentes en el suelo (Waring y
Running 2007). Los invertebrados, que comprenden desde nematodos
microscopicos hasta grandes lombrices de tierra, rompen y mezclan la hojarasca

con el suelo mineral, aumentando la superficie y las oportunidades de colonizacion
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para los microorganismos (Hole 1981; Imbert et al. 2004; Jones et al. 2018). Lin et
al. (2019) menciona que la presencia de invertebrados hizo aumentar, en promedio,
la pérdida de masa de la hojarasca de 19 especies de arboles perennifolios de hoja
ancha en un 8.4%, la pérdida de carbono en un 11% y la pérdida de nitrogeno en
un 14.4%. En la degradaciéon quimica (catabolismo), juegan un papel importante
los hongos y las bacterias presentes en el suelo. Estos microorganismos producen
enzimas que intervienen en la descomposicion de la hojarasca, principalmente de
los polimeros que conforman las paredes celulares (celulosa, hemicelulosa y
lignina) (Waring y Running 2007; Bérlocher y Boddy 2016; Jones et al. 2018). En
este proceso de degradacién quimica tiene lugar la liberacion de CO,, agua y
nutrientes, o sea la mineralizacion (Schlesinger 1991; Imbert et al. 2004), y/o la
produccién por parte de los microorganismos de los acidos himicos (humificacion)
(Schlesinger 1991).

1.4.2 Factores bidticos que afectan la descomposicion de la hojarasca

El proceso de descomposicion de la hojarasca se ve afectado por distintos factores
bidticos siendo especialmente relevantes la calidad de la hojarasca y los
microorganismos del suelo. Se conoce que la calidad de la hojarasca, especialmente
el contenido de lignina, la relacion lignina/N y C/N, es un factor determinante de
su descomposicidn, especialmente en las etapas avanzadas (Austin y Ballaré 2010;
Song et al. 2013). De hecho, en algunos trabajos se sugiere que las tasas de
descomposicién de la hojarasca se correlacionan positivamente con su contenido
inicial de N y negativamente con sus proporciones iniciales de C/N vy lignina/N
(Berg et al. 2010; Gao et al. 2019). Sin embargo, la calidad de la hojarasca varia
ampliamente en funcidn de la especie y de su estado de desarrollo (Imbert et al.
2004). Asi, entre las especies mediterraneas, por ejemplo, la hojarasca de plantas
perennifolias esclerofilas contiene altas concentraciones de compuestos organicos,
como la lignina, resistentes a la degradacion (carbono recalcitrante) y suele ser
deficiente en nutrientes, con lo cual su descomposicion es lenta. Por el contrario,

la hojarasca de especies caducifolias, que es mas rica en nutrientes (especialmente
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N) y/o carbono facilmente metabolizable (carbono l&bil) (Aerts 1995; Martinez-
Yrizar et al. 2007), es mas facil de descomponer para los microorganismos. Si los
nutrientes presentes en la hojarasca, principalmente N, exceden los requisitos
microbianos, éstos se liberaran a medida que avance la descomposicion
(mineralizacion), en cambio, si éstos limitan el crecimiento de los microorganismos
del suelo, se retendran (inmovilizacién) y pasaran a formar parte de la biomasa
microbiana viva (Imbert et al. 2004; Waring y Running 2007).

La diversidad de los microorganismos descomponedores (hongos y
bacterias) (Bokhorst y Wardle 2013) y las caracteristicas de los invertebrados
presentes en el suelo (Gessner et al. 2010) son factores importantes en el proceso
de descomposicion, ya que regulan directamente las tasas de descomposicion y
mineralizacion de la materia organica del suelo (Zhang et al. 2019). Aunque poco
se sabe sobre como la interaccion entre las comunidades microbianas afecta las
tasas de descomposicion (Zhang et al. 2019), estudios previos sugieren que, los
hongos son los primeros colonizadores de la hojarasca (Boddy y Watkinson 1995;
Boer et al. 2005), mientras que las bacterias, al ser menos moviles, la colonizarian
mas tarde (Berg y McClaugherty 2014). Asi, al actuar primero los hongos,
aumentarian la disponibilidad de sustrato para las bacterias, al descomponer los
polisacaridos (Romani et al. 2006). En cualquier caso, la funcién mas importante
de las bacterias y los hongos es la de producir una gran diversidad de enzimas
extracelulares (Boddy y Watkinson 1995). Estas enzimas son claves en la
descomposicién de la materia organica del suelo al intervenir en su degradacion,
transformacion y mineralizacion (Sinsabaugh 2010; Arnosti et al. 2014). De hecho,
los datos de actividad de estas enzimas se usan como indicadores indirectos de la
presencia de microorganismos en el suelo (Sinsabaugh et al. 2008) y son relevantes
para determinar la composicion y los cambios en la comunidad microbiana durante
la descomposicion de la hojarasca (Zhang et al. 2019). Las enzimas mas
ampliamente analizadas son las involucradas en la degradacion de los compuestos
mas abundantes de la hojarasca, la celulosa y la lignina (Sinsabaugh et al. 2008).

Estos compuestos, junto con pequefias porciones de pectinas y almidon, forman la
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fraccion llamada fibra. La degradacion de la lignina es un proceso fenol-oxidativo
mediado principalmente por hongos (Boer et al. 2005; Schneider et al. 2012), que
puede extenderse por largos periodos de tiempo (Mansfield 2005). Las enzimas
involucradas en este proceso incluyen monooxigenasas (fenol-oxidasas, lacasas),
dioxigenasas y peroxidasas (Sinsabaugh 2010). La celulosa suele estar asociada con
restos de lignina y hemicelulosa (Mansfield 2005) y para su hidrdlisis, los
microorganismos, hongos y bacterias, producen enzimas extracelulares hidroliticas
como [-1,4-endoglucanasas y B-1,4-exoglucanasas (celobiohidrolasas) que actdan
de forma sinérgica y que al final tienen como productos oligosacaridos como la
celobiosa (Mansfield 2005; Berg y McClaugherty 2014). Estos productos,
posteriormente, se hidrolizan en glucosa por la accion de la B-glucosidasa
(Mansfield 2005; Berg y McClaugherty 2014) y finalmente son metabolizados a
CO, por microorganismos aerobios, 0 a &cidos organicos y alcoholes por

organismos anaerobios (Dickinson y Pugh 1975).

1.4.3 Factores abioticos que afectan la descomposicion de la hojarasca en el
contexto del cambio climético
Algunos de los factores ambientales que mas afectan el proceso de descomposicion
en los ecosistemas aridos y semiaridos son: la temperatura (Bornman et al. 2015,
2019), la humedad del suelo (Tank et al. 2010; Allison et al. 2013; Prieto et al.
2019), la radiacion solar (ultravioleta y visible) (Austin 2006; Gallo et al. 2006;
Almagro et al. 2015) y la humedad relativa del aire (Dirks et al. 2010; Almagro et
al. 2017). En la Cuenca Mediterranea, los niveles de dichos factores, de acuerdo a
las predicciones de disminucién de la nubosidad y de la cubierta vegetal como
consecuencia del cambio climéatico (IPCC 2014), variaran en un futuro préximo.
En concreto, se espera que la temperatura, la humedad relativa del aire y la
incidencia de la radiacion ultravioleta (UV) aumenten y que la precipitacion
disminuya(IPCC 2014). Estos cambios podrian afectar el proceso de
descomposicién de forma directa, a través de cambios en, por ejemplo, la

degradacion fotoquimica (Hewins et al. 2019) o en la abundancia microbiana
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(biomasa bacteriana y fungica), y/o de forma indirecta, a través de cambios en la
calidad de las hojas (Bornman et al. 2015; Verdaguer et al. 2018; Diaz-Guerra et
al. 2018). Sin embargo, hasta el momento, son pocos los estudios en los que se haya
analizado el efecto de dichos factores de forma conjunta sobre el proceso de
descomposicién de la hojarasca de especies mediterraneas esclerdfilas, y su
importancia relativa en el proceso de descomposicion no esta clara (Allison et al.
2013; Prieto et al. 2019). Este tipo de estudios son de gran interés, puesto que
cambios en el proceso de descomposicién podrian traducirse en cambios en los
ciclos biogeogquimicos y en el almacenamiento de carbono y nutrientes en el suelo
(Sinsabaugh et al. 2002).

Efectos de la radiacion UV

Los mecanismos a través de los cuales la radiacion UV afecta la descomposicion
de la materia orgéanica aln no estan totalmente descritos (Song et al. 2013; Lin et
al. 2015b), si bien se ha comprobado que la radiacion UV puede afectar la
descomposicién de la hojarasca de forma directa y/o indirecta (Barnes et al. 2015;
Bornman et al. 2015; Lin et al. 2015a) (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Efectos directos e indirectos de la radiacion UV sobre la descomposicién de la
hojarasca terrestre, incluidas las posibles interacciones con otros factores ambientales
(Adaptado de Bornman et al. 2015).

El efecto directo de la radiacion UV (UV-B + UV-A) sobre la
descomposicién puede ser deinbido a cambios en la degradacion fotoquimica (o
fotodegradacion) o en la abundancia, actividad y composicion de las comunidades
microbianas (Song et al. 2013; Bornman et al. 2015). En la fotodegradacion, la
radiacion UV degrada directamente los componentes de la materia organica de la
hojarasca, especialmente la lignina (Vargas et al. 2006; Day et al. 2007a; Ballaré et
al. 2011; Austin et al. 2016), dando como resultado la liberacion de compuestos
volatiles, entre ellos el CO, 0 metano, y promoviendo la pérdida directa de carbono
a la atmosfera sin incorporarse a la materia orgénica del suelo (Austin 2006). La
radiacion UV también podria tener un efecto sobre la descomposicion de la

hojarasca a través de la fotofacilitacion (“fotopriming”). La fotofacilitacion o
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exposicion de las hojas muertas a la radiacion solar justo antes de la abscision,
podria cambiar quimicamente la calidad de la hojarasca, promoviendo la
degradacion de los compuestos recalcitrantes, como la lignina, y por tanto,
facilitando su degradacion microbiana (Barnes et al. 2015; Austin et al. 2016). La
mayoria de estudios concluyen que la fotodegradacion de la hojarasca es producida
por la radiacion UV-B, aunque existen evidencias que sugieren que la radiacion
UV-A también podria jugar un papel importante en este proceso (Austin 2006;
Brandt et al. 2009; Austin y Ballaré 2010; King et al. 2012). El efecto de la
degradacion fotoquimica producida por la radiacion UV se considera importante,
principalmente, en ecosistemas con una elevada variabilidad climatica, es decir,
con una alternancia acusada entre los periodos secos y lluviosos (Ballaré et al.
2011), como los habitats mediterraneos (Baker et al. 2015). De hecho, en un futuro
proximo se espera que, en estos ecosistemas, una mayor incidencia de la radiacién
UV genere un incremento considerable de las tasas de descomposicién (Gallo et al.
2009; Song et al. 2013), aunque faltan mas estudios para corroborar esta hipotesis.
Ademas, la radiacion UV, especialmente la radiacién UV-B, también podria afectar
de forma directa y negativamente el desarrollo de bacterias y hongos al inhibir su
crecimiento, su supervivencia y, en los hongos, también la produccion de esporas
(Duguay y Klironomos 2000; Caldwell et al. 2007; Zhou et al. 2015). Estos efectos
de “fotoinhibicion microbiana” debidos a la radiacion UV-B generalmente se
consideran el resultado de impactos perjudiciales sobre el ADN y sus procesos de
reparacion (Barnes et al. 2015).

Por otro lado, la radiacién UV (UV-B + UV-A) actla de forma indirecta
en la descomposicion de la hojarasca alterando la composicion quimica (calidad) o
las caracteristicas (tamafio o espesor) de las hojas cuando la planta esta en
crecimiento (Barnes et al. 2015; Bornman et al. 2015; Verdaguer et al. 2018;
Pieriste et al. 2020). Por ejemplo, en las hojas, la radiacion UV-B puede inducir la
acumulacion de compuestos recalcitrantes dificiles de degradar o de compuestos

protectores, como los fenoles, que podrian mantenerse hasta la senescencia y, por
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tanto, podrian retardar o reducir la descomposicidn, pues los sustratos serian de
dificil acceso para los descomponedores (Barnes et al. 2015).

En la mayoria de trabajos realizados hasta el momento, se han evaluado los
efectos de la radiacion UV ambiental de forma global, y en algunos de la radiacion
UV-B de forma especifica, pero no se cuenta con suficiente informacion sobre cuél
es el rol de la radiacion UV-A en este proceso de descomposicion (Pieriste et al.
2019).

En los ambientes mediterraneos, la mayoria de trabajos concluyen que la
radiacion solar (Henry et al. 2008), especialmente la radiacion UV, incrementa las
pérdidas de peso de la hojarasca debido a la degradacién microbiana de compuestos
como la celulosa (Baker et al. 2015) y la reduccion del carbono labil (Gaxiola y
Armesto 2015). Ademas, esta fotodegradacion seria mayor en especies caducifolias
gue en arbustos de hoja perenne (Gaxiola y Armesto 2015). En estos ecosistemas,
también parece existir un efecto indirecto de la radiacion UV, a través de la
fotofacilitacion que, de acuerdo a Lin et al. (2018), podria ser el principal
responsable de la descomposicion de la lignina y de la hemicelulosa. Sin embargo,
también existe un estudio en donde no se encontr6 ningun efecto de la radiacion
UV sobre la descomposicion de la lignina de la graminea Bromus diandrus,
mientras que se redujo la descomposicién microbiana en las primeras etapas del
proceso de descomposicion (Lin et al. 2015b). Esto podria sugerir que el efecto
neto de la radiacion UV puede variar dependiendo de la especie y de otros factores
ambientales (Brandt et al. 2007; Song et al. 2013; Barnes et al. 2015; Bornman et
al. 2015). Por tanto, se requieren mas estudios para comprender mejor la
fotodegradacion y su contribucion en los procesos de descomposicion (Lin et al.

2015b), especialmente de plantas esclerofilas mediterraneas.

Efectos de la sequia
En general, se considera que la sequia reduce las tasas de descomposicion de la
hojarasca, principalmente, al devenir el agua limitante para los organismos

descomponedores. Esta limitacion conlleva una modificacion en la estructura y
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funcion de las comunidades de los organismos que colonizan la hojarasca (LeRoy
et al. 2014; Mora-Gomez et al. 2019). Concretamente, la sequia afecta la biomasa
de hongos y bacterias, aunque parece que los hongos tienen una mayor tolerancia
al déficit hidrico que las bacterias (Cornejo et al. 1994; Santonja et al. 2017). Por
otro lado, la sequia también puede tener un efecto negativo en la descomposicion
al reducir la calidad de la hojarasca, basicamente al incrementar la relacion C/N, el
contenido de lignina, celulosa o cutina de las hojas (Allison et al. 2013; Hewins et
al. 2019). Asi mismo, la reduccion de la precipitacion reduciria la lixiviacion de
compuestos solubles (Santonja et al. 2015), lo cual reduciria la mineralizacion de
los nutrientes en el suelo. Sin embargo, la direccion y la magnitud del efecto difiere
entre las especies, dependiendo de la composicién quimica de la hojarasca
(Santonja et al. 2015), del clima local y del tipo de microorganismos del suelo
(Couteaux et al. 1995).

En estudios realizados en el Mediterraneo, se ha descrito que la sequia
redujo la tasas de descomposicion de la hojarasca de praderas perennes (Almagro
et al. 2015) y también en especies lefiosas (Saura-Mas et al. 2012). En otros
ecosistemas mediterraneos se redujo la pérdida de peso de la hojarasca entre un 15
y un 20%, acompariado de la reduccion de la biomasa fungica y bacteriana (Allison
et al. 2013). A pesar de esto, los estudios realizados en especies mediterraneas
esclerdfilas son limitados. Por tanto, es importante ampliar este conocimiento y
comprender mejor la influencia de la disponibilidad hidrica sobre la dindmica de
las reservas y flujos de carbono y nutrientes en los ecosistemas mediterrdneos
(Waring and Running 2007).

Interaccion radiacion UV y sequia

Estudios previos sugieren que el efecto de la fotodegradacion sobre la
descomposicién tiene, en general, mayor importancia cuando las condiciones de
humedad son limitadas (Smith et al. 2010; Barnes et al. 2015; Bornman et al. 2015).
En cambio, cuando la descomposicion no esta limitada por la humedad, una mayor

exposicion a la radiacion UV-B disminuye las tasas de descomposicion, debido a
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su efecto negativo sobre la actividad microbiana (Smith et al. 2010). Una tendencia
similar se ha observado en los pocos trabajos realizados en la Cuenca Mediterranea,
en donde, al parecer, la radiacion UV acelera la descomposicion de la hojarasca,
presumiblemente a través de la fotodegradacion, cuando estd combinada con
reducida disponibilidad de agua, en donde la actividad microbiana tiende a ser baja
(Almagro et al. 2015). Sin embargo, el efecto de la radiacion UV sobre las tasas de
descomposicion de la hojarasca podria variar entre especies y entre ecosistemas.
De hecho, en otros trabajos, también realizados en ecosistemas mediterraneos, se
concluy6 que la exposicién a la radiacién UV en condiciones de precipitacion
reducida, unicamente incrementa las pérdidas de carbono durante el proceso de
descomposicion de las especies caducifolias, pues la descomposicion de arbustos
de hoja perenne no mostré cambios (Gaxiola y Armesto 2015). Sin embargo, hasta
donde conocemos, hay pocos estudios disponibles sobre el efecto interactivo de la
radiacion UV y la sequia sobre la descomposicion de la hojarasca de especies
mediterraneas, y ain menos centrados en especies esclerdfilas. Por tanto, es
esencial ampliar este conocimiento, sobre todo teniendo en cuenta que las especies
esclerofilas mediterrneas estan ya sometidas a altos niveles de radiacion UV y
déficit hidrico, para valorar como la variacién en estos factores a consecuencia del
cambio climatico podria afectar los ciclos biogeoquimicos de dichas comunidades.

Con estos antecedentes, en este trabajo estudiaremos dos especies
esclerdfilas, Arbutus unedo y Phillyrea angustifolia, que se encuentran
ampliamente distribuidas en las comunidades arbustivas de la Cuenca del
Mediterraneo (Diaz-Guerra et al. 2019). Desde el punto de visto ecoldgico, estas
dos especies son importantes, entre otras razones, porque son fuente de alimento
para los animales (Rosalino et al. 2010), siendo también de interés para la industria

alimentaria, sobre todo A. unedo (Tardio et al. 2002).

1.5 Obijetivos y estructura de la tesis
Debido a que las variaciones en la incidencia de la radiacion solar UV en la

superficie terrestre conjuntamente con el incremento de episodios de sequia en la
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Cuenca Mediterrdnea, a causa del cambio climatico, puede afectar el

funcionamiento de los ecosistemas, el objetivo principal de este estudio es aportar

informacién sobre los efectos de la radiacion UV y la sequia sobre distintas especies

esclerdfilas tipicas de los ecosistemas mediterraneos y que crecen en el campo de

forma natural. Para esto se han propuesto tres objetivos especificos:

1.

26

Estudiar en plantas de E. multiflora crecidas bajo condiciones naturales y

teniendo en cuenta la variacion estacional, el efecto de la radiacion UV y/o

disponibilidad hidrica, sobre diferentes:

1.1 Pardmetros bioquimicos como son el contenido foliar en pigmentos
fotosintéticos, los compuestos absorbentes de la radiacion UV (UACs), y
el contenido de carbono (C) y nitrdgeno (N).

1.2 Parametros fisioldgicos como son el intercambio de gases, el contenido
relativo de agua y el peso especifico foliar.

1.3 Parametros relacionados con la reproduccion como son la morfologia y
produccién de botones florales, y la produccion de flores funcionales

durante la primavera.

Evaluar del perfil fendlico y de la actividad antioxidante de los frutos de Prunus

spinosa desarrollados bajo diferentes condiciones de radiacion ultravioleta

(LV)

2.1 Evaluar el contenido y la naturaleza de los compuestos fendlicos presentes
en la piel y en la pulpa de los frutos maduros de P. spinosa.

2.2 ldentificar los cambios en el perfil fendlico de la piel y la pulpa de los frutos
de P. spinosa madurados bajo diferentes condiciones de radiacion UV

2.3 Valorar el efecto de la radiacion UV sobre la actividad antioxidante de la
piel y la pulpa de los frutos de P. spinosa y su relacién con los compuestos

fendlicos.
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3. Estudiar del proceso de descomposicion de la hojarasca de A. unedo y

P.angustifolia bajo diferentes niveles de radiacion UV y precipitacion.

3.1 Determinar las diferencias en el proceso de descomposicion de la hojarasca
de dos especies perennifolias esclerdfilas mediterraneas, A. unedo y P.
angustifolia, considerando su calidad inicial y la dindmica microbiana.

3.2 Estudiar el efecto de la radiacion UV (UV-B y UV-A) y/o de la reduccion
de la precipitacion sobre la calidad inicial de la hojarasca de A. unedo y P.
angustifolia (efecto indirecto), y su posterior efecto sobre la pérdida de
peso durante el proceso de descomposicién.

3.3 Evaluar el efecto de la radiacién UV (UV-B y UV-A) y/o de la reduccion
de la precipitacion sobre la pérdida de peso y la actividad microbiana de la

hojarasca en descomposicion de A. unedo y P. angustifolia (efecto directo).

Para cumplir cada uno de los tres objetivos se propusieron tres experimentos que
se detallan en el capitulo de material y métodos (Capitulo I1), y cuyos resultados se
muestran divididos por apartados en los capitulos de resultados (Capitulo Il1),

discusion (Capitulo IV) y conclusiones (Capitulo V).
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Capitulo 11

Material y métodos

Estudio del efecto de la radiaciéon UV y la disponibilidad de agua sobre las
caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de las hojas de Erica scoparia, asi

como sobre su floracion.

2.1 Lugar de estudio y disefio experimental

El estudio se llevo a cabo en la finca Can Vilallonga (41° 52° 48” N, 2° 54° 33” E),
en el municipio de Cassa de la Selva (Girona, NE de la Peninsula Ibérica), ubicada
a 250 msnm. En esta finca predomina la vegetacion mediterrdnea arbustiva,
especialmente brezo de escobas (Erica scoparia), madrofio (Arbutus unedo), y
labiérnago (Phillyrea angustifolia), aunque, en menor proporcion, también se
pueden encontrar algunos pies de alcornoque (Quercus suber), pino pifionero
(Pinus pinea) y pino maritimo (Pinus pinaster). El estudio se Ilevo a cabo desde
diciembre 2016 hasta octubre 2017.

Los datos de precipitacion, temperatura e irradiacion solar global se
obtuvieron de la estacién meteoroldgica de Cassa de la Selva (177 msnm, 41° 87
N, 2° 93' E), situada a 3 km de distancia de la zona experimental (Figura 2.1). En
cuanto a los datos de precipitacién, el mes de enero de 2017 fue muy humedo,
mientras que los meses de primavera fueron mas secos que en afios anteriores (Fig.
2.1B). En concreto, la precipitacién acumulada en marzo-abril en 2017 fue de 32.65
mm, cuando en 2016, 2015 y 2014 la precipitacion acumulada fue de 55.5 mm,
54.7 mmy 47.7 mm, respectivamente. Ademas, en el 2017 no existi6 una variacion
significativa en cuanto a los datos de temperatura media mensual (°C), en
comparacion de los afios 2016, 2015 y 2014. Por otro lado, los meses més calurosos

fueron entre junio y agosto, coincidiendo con los picos de irradiacion solar.
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Figura 2.1 Datos ambientales del periodo noviembre 2016 - octubre 2017 en que se realizo
el estudio. A) Media mensual de temperatura (°C) e irradiacion solar global diaria (MJ m-
2) y B) precipitacion total mensual (mm) y media mensual de humedad relativa diaria (%).
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En la finca, en agosto de 2011, se establecieron sobre vegetacion natural
18 parcelas de 3 m de ancho x 3 m de largo y 1.5 m de altura en el centro de la
parcela, agrupadas en tres bloques, en cada una de las cuales habia un minimo de 3
individuos de E. scoparia, 3 de P. angustifolia y 1 de A. unedo. Cada parcela fue
construida con estructuras de metal, sobre las que se instalaron filtros transparentes,
con la finalidad de establecer las distintas condiciones del tratamiento de radiacion
UV (Tabla 2.1). Los filtros tenian pequefias perforaciones en la parte inferior para
permitir la recoleccién del agua de lluvia en las canaletas plasticas (PVC) y se
colocaron con una pendiente de 10° hacia el sur. En la cara sur de cada parcela se
colocaron dos franjas de 40 cm del mismo filtro que el del techo para evitar la
exposicion directa de las plantas a la radiacion solar (Figura 2.2). Se aplicé un
disefio experimental de bloques completos al azar con tres niveles de radiacion UV
combinados con dos regimenes de precipitaciéon. El experimento se replicd tres

veces (3 blogques y en cada bloque 6 parcelas).

Figura 2.2 Imagen de una de las parcelas instaladas en la zona experimental. Las parcelas
fueron construidas con estructuras de metal que soportaban plasticos que actuaban como
filtros de distintas longitudes de onda dentro del rango de la radiacion UV. El agua de lluvia
se recogia a través de un canal y se almacenaba en tanques situados al lado de las parcelas.
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En diciembre de 2016, en cada parcela se seleccionaron tres plantas de E.
scoparia, y en estas plantas se marcaron 9 ramas de entre 4 y 6 cm de longitud: en
5 de ellas se realizo el seguimiento del numero de flores funcionales durante la
etapa de floracion (abril-junio), mientras que las otras 4 se utilizaron para analizar
la evolucion mensual de la morfologia (diametro y altura) del boton floral (febrero,

marzo y abril) hasta llegar a flor (mayo).

2.1.1 Tratamiento de radiacion ultravioleta (UV)

El tratamiento de radiacién UV consistio en la exposicion de las parcelas a
tres niveles de radiacién UV: a) con radiacion UV ambiental (UVBA o control),
gue se logro utilizando un filtro de metacrilato de 3 mm de espesor (MC0100XN,
Polimer Tecnic, Girona, Espafia) que transmite practicamente toda la radiacién UV
(desde 280 hasta 400 nm); b) con exclusién de radiacion UVB (280-315 nm),
utilizando un filtro de poliéster (Melinex, Ponscosta, Valencia, Espafia) que permite
el paso solo de la radiacién UV-A (315-400 nm) y c) con radiacion UV casi nula
(UVO0), que se consiguié utilizando un filtro de policarbonato de 2 mm de espesor
(PC0100UV, Polimer Tecnic, Girona, Espafia) que excluye tanto la radiacion UV-
B como la radiacion UV-A. La transmitancia en las bandas UV vy visible de los
distintos filtros se midié en el campo en dias despejados, en distintos puntos dentro
de las parcelas y a nivel del dosel de las plantas. Para esto, se utiliz6 un
espectroradiéometro monocromador (SR9910, Irradian Ltd., Reino Unido). Los
espectros de transmitancia de los filtros se obtuvieron comparando a mediodia los
espectros medidos debajo de los filtros con los espectros medidos fuera de las
parcelas (Tabla 2.1). Ademas, se obtuvo las dosis medias mensuales de radiacion
UV que recibieron las plantas (Tabla 2.2) de acuerdo con el método detallado en
Nenadis et al. (2015).
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Tabla 2.1 Porcentaje (%) de radiacion UV y densidad del flujo de fotones fotosintéticos
(PPFD; 400-700 nm) transmitida por los filtros y que, por tanto, llega a las plantas, en
relacién a la ambiental, para cada una de las condiciones de radiacion UV. Los flujos de
radiacion UV se expresan como radiacion UV eritematica (UVE), espectro de accion
generalizado de respuesta de la planta (GEN), funcién ponderada del crecimiento de la
planta (PG), y radiacion UVB y UVA sin ponderar.  McKinlay (1987); ° Caldwell (1971);
¢Flint & Caldwell (2003)

Radiacién  Tipo de filtro UVE? GENP PG* uv-B UV-A PPFD
uv (%) (%) (%) (%) (%) (%)
UVBA Metacrilato 78-83 76-82 80-85  78-83 81-86 85-89
UVA Poliéster 4-8 1-3 24-28 1-3 32-44 76-85
uvo Policarbonato 4-6 4-7 4-5 4-6 5-6 72-87

Tabla 2.2 Medias mensuales (de enero a octubre 2017) de las dosis ambientales de
radiacién UV a nivel del suelo ponderadas con el algoritmo de radiacion UV eritematica
(UVE), el espectro de accion generalizado de respuesta de la planta (GEN) y la funcién
ponderada del crecimiento de la planta (PG), ademas de las radiaciones UV-B y UV-A no
ponderadas y la densidad de flujo de fotones fotosintéticamente activa (PPFD) medida en
la estacion radiométrica de la Universidad de Girona.  McKinlay (1987);  Caldwell (1971);
¢Flint & Caldwell (2003)

UVE? GEN® PG¢ UVv-B UV-A PPFD

Mes (kJ/m?dia) (kd/m?dia) (kd/m?dia) (kJ/m?dia) (MJ/m?dia) (mol/m? dia)
Enero 0.65 0.47 8.97 4.35 0.33 13.82
Febrero 1.13 1.02 13.07 8.29 0.51 20.09
Marzo 2.47 2.78 23.14 19.05 0.93 3541
Abril 3.64 4.44 30.49 28.18 131 48.38
Mayo 4,52 5.78 35.31 34.87 141 51.32
Junio 5.42 7.28 39.17 41.44 1.50 54.47
Julio 5.12 6.89 36.85 39.08 1.15 41.49
Agosto 4.44 5.92 32.44 33.99 1.19 43.46
Septiembre 2.81 3.47 23.31 21.75 0.77 28.88
Octubre 2.35 2.82 20.27 18.08 0.76 29.29

Los filtros fueron limpiados frecuentemente para evitar la acumulacion de
polvo. En el caso de los filtros de poliéster, estos fueron reemplazados de forma
periddica para evitar su degradacion y, en alguna ocasion, debido a su rotura a causa

del fuerte viento.
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2.1.2 Régimen de precipitacion (P)

El tratamiento de precipitacion se aplicd en dos niveles: a) precipitacion ambiental
(W) y b) reduccion del 30% (10% en invierno) de la precipitacion ambiental (D).
Se decidio este porcentaje de reduccion porque es el estimado para la region
Mediterranea en un futuro préximo (IPCC 2014). En todas las parcelas, el agua de
lluvia fue recogida en tanques graduados de 310 L por medio de canaletas plésticas
(PVC) (Figura 2.2). En las parcelas con tratamiento de precipitacion ambiental (W),
toda el agua de lluvia recogida fue distribuida manualmente de forma homogénea
en todo el terreno de la parcela después de cada evento de lluvia, mientras que en
las parcelas con tratamiento de reduccion de la precipitacion (D) se aplico solo una
porcion (30% o 10% en invierno) del total de agua recogida.

La humedad del suelo fue medida mensualmente utilizando un
reflectometro (Field Scout TDR300, Spectrum Technologies, Inc. USA) en tres
puntos de cada parcela y se expresé como el porcentaje promedio de contenido
volumétrico de agua. En general, las parcelas sometidas a una reduccion de la
precipitacion (D) tuvieron un contenido de agua un 22% menor que las que
recibieron toda la precipitacion natural (W) a lo largo del experimento (p<0.05,
n=36). Concretamente, el contenido volumétrico de agua (%) del suelo en las
parcelas que recibian la precipitaciéon natural fue de 13.57 + 0.49 %, mientras que

aquellas con sequia fue 10.53 £ 0.38 % (Anexo 1).

2.2 Toma de muestras

El muestreo de la especie estudiada (E. scoparia) tuvo una duracién de alrededor
de una semana en cada estacion y comenzd el 21 de enero de 2017 (invierno), el 14
de abril (primavera), el 27 de julio (verano) y el 31 de octubre (otofio), en dias
soleados entre 12:00 — 14:00 pm. Para los anlisis de los distintos parametros
bioguimicos se recolectaron hojas de cada una de las 3 plantas marcadas por
parcela, las cuales provenian de 3 ramas situadas en la parte superior de la copa,
totalmente expuestas a la radiacion solar y que habian crecido el afio anterior

(2016). Las muestras destinadas al analisis del contenido foliar de pigmentos y de
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compuestos absorbentes de la radiacion UV (UACSs) fueron envueltas en papel de
plata, inmediatamente congeladas con nitrégeno liquido, transportadas hasta el
laboratorio de Fisiologia VVegetal de la Universidad de Girona y almacenadas en el
congelador a -18 °C hasta su posterior analisis. Las muestras destinadas al analisis
del contenido foliar de C, N e is6topos, contenido relativo de agua (RWC) y peso
especifico foliar (LMA) fueron almacenadas en bolsas de papel y analizadas en el
laboratorio el mismo dia del muestreo. Los pardmetros relacionados con el
intercambio de gases fueron medidos in situ en una rama de cada planta marcada

(3 por parcela).

2.3 Analisis de campo y laboratorio

2.3.1 Seguimiento estacional de parametros bioquimicos foliares

Contenido foliar de pigmentos fotosintéticos

Para determinar el contenido foliar en clorofilas y carotenoides de las hojas de E.
scoparia, se triturd una muestra de 0.1 g de hojas frescas por planta con 10 mg de
CaCOsz; en un mortero con la ayuda de 200 ml de nitrégeno liquido
aproximadamente. La extraccion se realizé afiadiendo acetona 100% (1 ml) seguida
de acetona 80% (7 ml) en alicuotas. Se centrifug6 el extracto (5 minutos a 6000
rpm) y el sobrenadante se enrasé a 10 ml con solucion de acetona 80%. Con un
espectrofotometro (Thermo Electron Corporation-Genesys 6, USA) se midié la
absorbancia a 470, 663.6, 646.6 y 750 nm usando acetona 80% como blanco. Si el
valor de la absorbancia a 750 nm (representa la turbidez de la muestra) era mayor
de 0.05 se volvié a centrifugar. Para calcular el contenido de pigmentos

fotosintéticos se aplicaron las ecuaciones expuestas en el trabajo de Porra (2002):

Clorofilaa (ug ml™1) = 12.25 (Aggs.6) — 2-55 (Agacs)
ClOI‘Oflla b (IJ.g ml_l) = 20.31 (A646.6) —491 (A663.6)
Clorofila total (ug ml™%) = 17.76 (Agse6) + 7.34 (Agez6)
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100 (A4;0) — 3.27 (clorofila a) — 104 (clorofila b)
227

Los resultados se expresaron en mg de pigmento por cada gramo de peso seco foliar

Carotenoides (ug ml™1) =

(DW, “Dry Weight”) utilizando la relacion peso fresco/peso seco de las hojas

obtenida para cada planta.

Contenido foliar de compuestos absorbentes de la radiacion UV

Para la extraccion de los compuestos absorbentes de la radiacion UV (UAC, “UV-
Absorbing Compounds”) solubles en metanol, se introdujeron 100 mg de hojas
frescas por planta de E. scoparia en un tubo de pléstico con 10 ml de una solucién
de HCIl-metanol-agua (1:79:20) (Caldwell 1968) y se mantuvo en la oscuridad a
4°C durante 72 horas (Grifoni et al. 2016). Se tom6 1 ml del extracto y en un
espectrofotometro UV-vis (SHIMADZU-2501PC, Japdn) se midieron los espectros
de absorcién a 280-315 nmy 315-400 nm. El contenido de compuestos absorbentes
de la radiacion UV (UAC) se determind como el area bajo la curva de absorcion
(AUC, “Area Under the Curve”), desde 280 nm a 315 nm para los compuestos
absorbentes de la radiacion UV-B (UACuvs) y de 315 a 400 nm para los
absorbentes de la radiacion UV-A (UACuva) por unidad de peso seco (DW).

Contenido foliar de carbono (C) y nitrogeno (N)

Una muestra de 4 mg (Sartorius 2MP, Alemania), de hojas secas (60°C durante 48
h) de cada planta de E. scoparia, previamente triturada con un molino de bolas
(MM200 Retsch, Alemania), fue encapsulada en capsulas de estafio (Sn) y enviada
a la Universidad de California (UC Davis Stable Isotope Facility, Davis, EE. UU.)
para la determinacion tanto del contenido en carbono y nitrégeno como de los
is6topos °N y BC. Alli se utiliz6 un analizador elemental (PDZ Europa ANCA.-
GSL, Sercon Ltd., Cheshire, UK) vinculado a un espectrometro de masas de
isétopos de flujo continuo. El contenido de C y N fue expresado como miligramos

por cada gramo de peso seco de hojas. El valor 3'°N se expresd en relacion al

36 Radiacion UV y disponibilidad de agua en la fisiologia de E. scoparia



Material y métodos

nitrégeno atmosférico y el 3*3C con respecto al estandar PDB (Pee Dee Belemnite),

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

R muestra — R referencia

87 (%o) = ( ) +1000

R referencia

donde Z: is6topo pesado de carbono o nitrégeno, y R: relacién entre el is6topo mas
pesado y el mas ligero (**C/*2C o **N/*N) tanto para la muestra como para la
referencia (Brand et al. 2014).

2.3.2 Seguimiento estacional de parametros fisiolégicos foliares

Intercambio de gases foliar

En el campo, las tasas de intercambio de gases en las hojas se midieron
estacionalmente, aproximadamente, a 400 ppm de CO: utilizando un equipo portatil
de andlisis de gases por infrarrojos de circuito abierto (IRGA; CIRAS-2,
PPsystems, Amesbury, Estados Unidos) conectado a una cdmara de intercambio de
gases para coniferas PLC3 (80 x 40 mm). Estas mediciones permitieron determinar
la tasa de transpiracion (E, mmol H,O m2s?), la conductancia estomatica (gs, mmol
m2s?) y la tasa fotosintética (A, umol CO, m? s1) de las hojas. La eficiencia en el
uso del agua (WUE, pmol CO> mmol* H,O) se obtuvo de la relacién entre las tasas
de fotosintesis y transpiracién. En verano, los datos de transpiracion foliar fueron
tan bajos que no pudieron ser determinados, con lo cual tampoco se pudo calcular
el WUE para esta estacion. Todos los datos obtenidos con el IRGA se corrigieron
considerando el area de las hojas introducidas dentro de la pinza. Para ello las hojas
se escanearon (Escaner Epson Perfection 1250, Estados Unidos), se eliminaron los
objetos extrafios mediante el programa de dibujo Photoshop, y con el programa de
analisis de imagenes, ImageJ (Version 3.00, University of Texas, San Antonio,

Estados Unidos), se calcul6 el area total de cada muestra.
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Contenido relativo de agua y peso especifico foliar

El contenido relativo de agua (RWC, “Relative Water Content”) se estimo a partir
del peso fresco (FW, “Fresh Weight”), peso turgente (TW, “Turgid weight) y peso
seco (DW, “Dry Weight”) de la muestra, para lo cual se pesaron 0.1 g de hojas
frescas para cada planta de E. scoparia, e inmediatamente se sumergieron en 5 ml
de agua destilada y se guardaron en la oscuridad durante 24 horas a 4°C. Al cabo
de este tiempo, se pesaron de nuevo las hojas para obtener el peso turgente
(retirando previamente el agua que pudiese haber sobre la superficie de la hoja),
luego se colocaron las hojas en la estufa durante 48 horas a 70 °C y finalmente se

pesaron para obtener su peso seco. EI RWC se calculé como:

Para calcular el peso especifico foliar (LMA, “Leaf Mass Area”) se
escanearon las hojas (Escaner Epson Perfection 1250, Estados Unidos) antes de ser
sumergidas en agua destilada y mediante el programa de dibujo Photoshop,
utilizado para incrementar la nitidez y eliminar los objetos extrafios, y el programa
de analisis de imagenes, ImageJ (Version 3.00, University of Texas, San Antonio,
Estados Unidos), se calcul6 el area total de cada muestra (0.1 g de hojas por planta).

El LMA se calculd dividendo el peso seco de las hojas por su area total.

2.3.3 Analisis de distintos parametros relacionados con la floraciéon

Al iniciar el estudio (diciembre 2016), se realizo el recuento de botones florales
iniciales para cada una de las 5 ramas marcadas en las 3 plantas de E. scoparia
seleccionadas para cada parcela. El recuento semanal del nimero de flores
funcionales de cada rama comenz6 el 25 de abril y termin6 el 6 de junio (6
semanas). Las flores de E. scoparia son hermafroditas, asi que se consideré que
estas eran funcionales cuando estaban totalmente abierta y los estambres podian

apreciarse claramente. A partir de los datos obtenidos se calcul6 el porcentaje de
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flores funcionales en relacion al nimero total de botones florales iniciales de cada
rama y posteriormente, se calcul6 la media por planta.

De febrero a mayo de 2017, se realizd un seguimiento mensual (4 meses)
de la evolucién de la morfologia de los botones florales para lo cual, en cada
muestreo, se tomé una de las 4 ramas marcadas en cada planta (3 plantas por
parcela) destinadas para este propdsito y, en frio, fueron trasladadas al laboratorio.
Una vez alli, se seleccionaron 15 botones florales de cada rama, se pesaron y
escanearon (Epson Perfection 1250). Con el software ImageTool (Version 3.00,
University of Texas, San Antonio, Estados Unidos) se determiné el diametro (mm),
altura (mm) y area (mm?) de cada botén (febrero-abril) o flor (mayo). El volumen
(mm?) se estimé a partir del diametro y la altura de cada botdn o flor, considerando

que el botdn tiene una forma esférica y la flor tiene forma de cono.

2.4 Andlisis estadistico

Para todos los analisis se utilizo el paquete estadistico SPSS (IBM SPSS statistics,
Corporation, Chicago, Estados Unidos) usando los datos obtenidos para cada una
de las tres plantas seleccionadas en cada parcela y considerando un nivel de
significacion p <0.05. Previamente al analisis estadistico, el WUE y los porcentajes
de flores funcionales fueron transformados logaritmicamente para cumplir el
criterio de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y la homogeneidad de la varianza
(test de Levene).

Para evaluar el efecto de los tratamientos de radiacion ultravioleta (UV) y
precipitacion (P), asi como de la variacion estacional (T), sobre los pardmetros
bioguimicos y fisioldgicos estudiados (excepto para el WUE), se usé un modelo
lineal mixto (LMMs) con 3 factores fijos (UV, P, y estacion) y un factor aleatorio
(Bloque) con los datos de las cuatro estaciones. En el caso de los anélisis de la
eficiencia en el uso del agua (WUE), también se aplicé un modelo LMMS con tres
factores 3 factores fijos (UV, P, y estacion) y un factor aleatorio (Bloque) pero
Gnicamente con los datos de invierno, primavera y otofio. Esto debido a que, en

verano, en algunos casos el valor de E fue cero, por lo que no se pudieron calcular
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los datos de WUE en esta estacion. En el caso de existir un efecto significativo de
los factores, se aplicd un modelo lineal general para cada estacién seguido de una
la prueba post-hoc Tukey para determinar entre qué estaciones o condiciones de
radiacion UV habia diferencias significativas. Para analizar el efecto de los
tratamientos de radiacion UV y precipitacion, asi como la variacion en el tiempo
sobre los parametros morfolGgicos, asi como sobre el porcentaje de flores
funcionales en las distintas fechas de muestreo, también se utiliz6 ANOVAs de
medidas repetidas. Cuando la interaccién entre los factores fue significativa, se
evaluo el efecto de uno de los factores dentro de los niveles de los otros factores
mediante ANOVAs de uno o dos factores. Para evaluar si se produjo un efecto de
la radiacion UV o de la precipitacién sobre el namero inicial (diciembre) de botones
florales cm™ de rama, se aplicé una ANOVA de dos factores fijos (UV, P) y uno

aleatorio (Bloque) utilizando las medias por planta.

Evaluacién de la composicion fendlica y la actividad antioxidante de frutos de

Prunus spinosa madurados bajo diferentes condiciones de radiacion UV

2.5 Lugar de estudio y disefio experimental

Este estudio se llevd a cabo en Girona (41°56'29.7"N 2°49'14.0"E, NE de la
Peninsula Ibérica), en una zona agricola donde las parcelas estaban rodeadas de
margenes vegetados en los que Prunus spinosa (endrina) era muy abundante, asi
también se encontraban otras especies como Rubus ulmifolius (zarzamora) o
Phillyrea angustifolia (labiérnago). De los distintos margenes se escogid uno
orientado al sur-este, de modo que las plantas tuvieran la maxima insolacion diaria.
En este margen, de unos 150 m de largo, se seleccionaron 3 zonas con un minimo
de 3 individuos de P. spinosa en cada una, y a los tres individuos seleccionados de
cada zona se les aplicaron distintas condiciones de radiacion UV. Para garantizar
la total exposicion de los frutos a la radiacion solar, se podaron los tallos de otras
plantas que podian hacerles sombra. El experimento se realiz6 de mayo a

septiembre de 2018 y los datos ambientales de precipitacion, temperatura e
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irradiacion solar global de este periodo se obtuvieron de la estacién meteoroldgica
de la misma ciudad de Girona (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Datos ambientales del periodo mayo-septiembre de 2018 en que se realiz6 el
estudio. A) Media mensual de la temperatura (°C) y de la irradiacidn solar global diaria (MJ
m?) y B) precipitacion acumulada mensual (mm) y media mensual de la humedad relativa
diaria (%).

Radiacion UV en el perfil fenélico de frutos de P. spinosa 41



Material y métodos

2.6 Tratamiento de radiacion ultravioleta (UV)

Para estudiar el efecto de la radiacion UV ambiental sobre el perfil fenolico de
frutos maduros de P. spinosa, se realizd un experimento de exclusion de la
radiacion UV utilizando distintos filtros. Estos filtros se montaron sobre estructuras
cilindricas (22 cm de largo y 7 cm de didmetro), realizadas con alambre y abiertas
en ambos extremos, que se colocaron alrededor de las ramas, siempre evitando que
las hojas o los mismos frutos tocaran los filtros (Figura 2.4). Las condiciones de
radiacion UV a las que se sometieron los frutos fueron: a) Radiacién UV ambiental
(condicion UVBA): se utiliz6 un filtro de propileno-etileno fluorado (FEP) de 0.1
mm de grosor (Holscot Europe, Holanda) que transmite toda la radiacion UV (280-
400 nm). b) Exclusion de la radiacion UVB (280-315 nm) (condicién UVA): se
utilizo un filtro de poliéster (Melinex, Ponscosta, Valencia, Espafia) de 0.25 mm de
grosor que solo transmite la radiacion UVA (315-400 nm). c) Exclusion de la
radiacion UV ambiental (condicion UV0): se empleé un filtro de diacetato de
celulosa (Ultraphan URUV, Digefra, Alemania) que bloguea la radiacion por
debajo de 395 nm.

Los espectros de transmitancia de los filtros se obtuvieron comparando a
mediodia los espectros medidos debajo de los filtros con los espectros medidos
fuera de las parcelas (Tabla 2.3). Ademas, se obtuvo las dosis medias mensuales de
radiacion UV que recibieron las plantas (Tabla 2.4) de acuerdo con el método
detallado en Nenadis et al. (2015).
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Tabla 2.3 Porcentaje de radiacion UV y densidad del flujo de fotones fotosintéticos (PPFD;
400-700 nm) transmitida por los filtros y que, por tanto, llega a los frutos, en relacion a la
ambiental, para cada una de las condiciones de radiacion UV. Los flujos de radiacién UV
se expresan como radiacion UV eritematica (UVE), espectro de accién generalizado de
respuesta de la planta (GEN), funcién ponderada del crecimiento de la planta (PG), y
radiacion UVB y UVA sin ponderar. * McKinlay (1987);  Caldwell (1971); © Flint &
Caldwell (2003).

Radiacion Tipo de UVEF GEN®  PG°  UV-B  UV-A PPFD
uv filtro IO W N o W O N <)
UVBA FEP 82-84 G8l82 8687 8283 8788 9394
UVA Poliéster 48 13 2428 13 3244 7685
uvo pacetato 68 56 1416 56 2728  90-01
de celulosa

Tabla 2.4 Medias mensuales (entre mayo y septiembre 2018) de la dosis de radiacion UV
que llega a nivel del suelo ponderadas con el algoritmo de radiacion UV eritematica (UVE),
el espectro de accién generalizado de respuesta de la planta (GEN) y la funcion ponderada
del crecimiento de la planta (PG), ademas de las radiaciones UV-B y UV-A no ponderadas
y la densidad de flujo de fotones fotosintéticamente activa (PPFD) medida en la estacion
radiométrica de la Universidad de Girona. 2 McKinlay (1987); ® Caldwell (1971); ¢Flint &
Caldwell (2003)

Mes UVE? GEN® PG°¢ UVv-B UV-A PPFD
(kJ/m?dia) (kJ/m?dia) (kd/m?dia) (kJ/m?dia) (MJ/m?dia) (mol/m? dia)

Mayo 3,91 4,79 32,51 30,08 1,22 44,75

Junio 5,21 6,90 38,62 39,97 1,53 55,48

Julio 5,15 6,90 37,32 39,34 1,43 52,21

Agosto 3,94 514 29,93 30,31 1,17 43,03

Septiembre 3,09 3,90 24,66 23,82 0,93 35,08
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Figura 2.4 Cilindros de alambre cubiertos con distintos tipos de pléastico para filtrar las
diferentes longitudes de onda segun la condicion de radiacién UV deseada, colocados en
algunas ramas de P. spinosa con frutos.

Los cilindros se colocaron a mediados de mayo cuando los frutos estaban
completamente verdes, tenian entre 7 y 9 mm de diametro y pesaban entre 500 y
600 mg (peso fresco). En cada una de las tres zonas se colocaron tres cilindros (en
tres individuos distintos) para cada nivel de radiacion UV a estudiar, por tanto, en
total, se colocaron 27 cilindros: 9 cilindros para la condicion UVBA, 9 para UVA
y 9 para UVO0. A lo largo del experimento, los filtros en mal estado se fueron

reemplazando por otros de nuevos.

2.7 Muestreo y extraccion de compuestos fendlicos

Los frutos o endrinas fueron recolectados en septiembre 2018 (después de casi 4
meses) bajo las distintas condiciones de radiacion UV), una vez habian madurado.
Las endrinas de los cilindros de cada zona y condicion de radiacién UV se
mezclaron para obtener una muestra compuesta. También se recogieron endrinas
de las mismas zonas pero que habian madurado fuera de los cilindros, es decir, bajo

condiciones naturales, y se usaron como control del efecto del filtro. Asi, al final se
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obtuvieron 3 muestras compuestas para cada condicién de radiaciéon UV, méas 3
controles sin filtro. Las muestras fueron transportadas en una nevera portéatil al
laboratorio donde se guardaron en un ultracongelador (EICold Lab-85, Espafia) a -
80°C hasta su analisis. Para su andlisis, se separaron, manualmente, la piel, la pulpa
y las semillas de los frutos y se congelaron, por separado, en nitrégeno liquido (-
120°C). La pulpa y la piel se liofilizaron durante 48 y 24 horas, respectivamente,
después, se trituraron en un molinete de bolas (MM200 Retsch, Alemania) durante
2 minutos a 20 Hz. Finalmente, la muestra triturada se almacend en tubos de
propileno de 15 ml sellados con papel parafilm.

Los compuestos fendlicos se extrajeron con una solucién de HCIl-metanol-
agua (1:79:20). Para la piel se mezclaron 50 mg de muestra 'y 4 ml de solucién, y
para la pulpa, 200 mg de muestra 'y 2 ml de solucién (Del-Castillo-Alonso et al.
2016b). Las muestras con la solucidén se mantuvieron en la oscuridad durante una
noche a 4 °C. Después se centrifugaron (15 min, 6000 g y 4 °C) para obtener el
sobrenadante (extracto fenolico) que, posteriormente, fue usado para el andlisis del
perfil fendlico, los compuestos absorbentes de la radiacion UV vy la actividad
antioxidante.

Por otro lado, para conocer el porcentaje que representaba la piel, pulpa 'y
semillas de los frutos de P. spinosa, se tomaron 20 frutos maduros frescos y se
pesaron por separado las distintas fracciones. En concreto estos frutos pesaron de
media 1,7 + 0.07 gramos y la piel representé el 13+0.58 %, la pulpa el 35+1.83 %
y el resto, que seria la semilla, un 53+2.10% del peso.

2.7.1 Analisis del perfil fendlico y de los compuestos absorbentes de la
radiacion UV

El analisis de los compuestos fendlicos de las muestras de piel y pulpa se realizaron

por cromatografia liquida de ultra-alta resolucion (UPLC) usando un Sistema LC

Waters Acquity Ultra Performance (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU)

acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion Microtof Il (Bruker

Daltonik, Bremen, Alemania) equipado con una fuente multimodo Apollo Il
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ESI/APCI y controlado por el software Bruker Daltonics DataAnalysis
(Massachusetts, EE. UU). Se us6 un modulo detector UV a 520 nm para los
antocianos (electrospray en modo positivo) y a 324 nm para el resto de compuestos
(electrospray en modo negativo). El potencial capilar se ajust6 a 4 kV, la
temperatura del gas de secado fue de 200 °C y su flujo de 9 L min?, el gas
nebulizador se ajusté a 3,5 bar y 25 °C. Los espectros se adquirieron entre m/z 120
y 1505 en ambos modos (Del-Castillo-Alonso et al. 2016b).

El contenido de los compuestos fendlicos fue calculado a partir del tiempo
de retencion en los cronogramas obtenidos y relacionados con estandares
comerciales. Se obtuvo las curvas de calibracion de los siguientes compuestos
estandar: Acido cumarico (y = 19626x, R? = 0.997), Acido cafeico (y = 30729x,
R?=0.997), Acido ferGlico (y = 22949x, R? = 0.998), Quercetin (y = 40632x,
R2=0.997), Kaempferol (y = 80304x, R?=0.9964), Isorhamnetin (y = 82872x,
R2=0.999), Apigenin (y = 64044x, R?=0.996), Malvidin glucésido (y = 51646x,
R2=0.995). Los resultados obtenidos se expresaron como mg por 100g de peso seco
(DW). El contenido de polifenoles totales se consideré como la suma del total de
los compuestos analizados en este estudio.

Para el andlisis del contenido de compuestos absorbentes de la radiacion
UV (UACs) se tom6 1 ml del extracto fendlico extraido anteriormente con la
solucién HCI-metanol-agua y con un espectrofotometro Lambda 35 (Perkin-Elmer,
Wilton, CT, EE. UU) se midi6 el espectro de absorcién entre 280 y 400 nm. El
contenido de UACs en las muestras se determind como el &rea bajo la curva (AUC)
de absorcion entre 280 y 315 nm para compuestos absorbentes de la radiacion UV-
B (UACuv-g) y entre 315 y 400 nm para compuestos absorbentes de la radiacion
UV-A (UACuv-a).

2.7.2 Determinacion de la actividad antioxidante de las muestras
La actividad antioxidante, tanto de la piel como de la pulpa, se determiné mediante
el método del ABTS (2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) descrita en

Re et al. (1999). Este método se basa en la formacidn de radicales catidnicos del
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ABTS (ABTS™) al mezclar este compuesto con un oxidante, generalmente
persulfato de potasio, dando la mezcla un color azul con una absorbancia maxima
a 734 nm. Las moléculas antioxidantes del extracto fendlico de las muestras (piel o
pulpa de endrina) reducen el radical a ABTS™, lo que se traduce en una disminucion
de su coloracién y, por tanto, en una reduccion de la absorbancia de la solucion.
Para preparar la solucién ABTS™ se mezcl6 88 pl K;S;0s, 2.45 mM con 5
ml ABTS 7mM vy se diluy6 con etanol hasta conseguir una absorbancia de 0.7
0.02 a 734 nm. El extracto fendlico de pulpa o piel de endrina se diluyé con metanol
hasta encontrar la dilucién adecuada en la que al mezclar 100 pl de extracto con 1
ml de ABTS™ se inhibiera entre un 20-80% de la absorbancia de la solucién de
partida ABTS™ (0.7 £ 0.02 a 734 nm). Una vez encontrada la dilucion adecuada, se
midié la absorbancia de la mezcla después de 4 minutos a 734 nm en un
espectrofotometro (Thermo Electron Corporation-Genesys 6, EE. UU) utilizando
etanol como blanco. Se realizd una curva de calibracidn utilizando Trolox (2.5 mM)
como estandar antioxidante. En la curva de calibracion se usan los datos de
concentracion del trolox y el porcentaje de inhibicion calculado con la siguiente

formula:

% inhibicién= 1 — 22 4 100

La actividad antioxidante se expresa como (UM de Trolox Eq. g* DW).
2.8  Andlisis estadistico
La normalidad y homocedasticidad de las variables estudiadas se analizaron
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y Levene, respectivamente. Las variables
que no eran normales y las varianzas no homogéneas (en concreto, el contenido de
compuestos absorbentes, de acidos hidroxicindmicos y de flavonoides totales, asi
como la suma total de quercetinas y kaempferoles y la actividad antioxidante)
fueron transformadas con logaritmo.

El efecto del tratamiento de radiacion (UV) sobre el contenido de
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de la piel y la pulpa de los frutos
se evaluo aplicando ANOVAs de un factor para la piel y la pulpa por separado. En

el caso de existir un efecto significativo de la radiacion UV, se realizaron pruebas
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post-hoc (Tukey) para determinar las diferencias entre las diferentes condiciones
de radiacion UV. Ademas, se realiz6 un ANOVA de un factor (Tipo de muestra)
para identificar si habia diferencias entre el perfil fenélico de la piel y de la pulpa.
Se realizaron correlaciones de Pearson para determinar si habia correlacién entre
las variables analizadas de la piel y de la pulpa, usando todos los datos. También se
realizaron correlaciones dentro de cada nivel de radiacion UV para determinar si
los valores de los compuestos fenélicos encontrados en las endrinas estaban
relacionados con la actividad antioxidante.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPSS
(IBM SPSS statistics, Corporation, Chicago, EE. UU). Para todos los analisis
se considero un nivel de significacion p < 0.05, excepto en las correlaciones

gue también se tomo en cuenta un p < 0.01.
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Estudio del proceso de descomposicion de la hojarasca de Arbutus unedo y

Phillyrea angustifolia bajo diferentes niveles de radiacion UV y precipitacién.

2.9 Lugar de estudio y disefio experimental

El estudio se llevo a cabo en las mismas parcelas que el experimento 1, ubicadas
en una comunidad arbustiva de la finca de Can Vilallonga (41° 52° 48 N, 2° 54°
33” E) situada en el municipio de Cassa de la Selva (Girona, NE de la Peninsula
Ibérica). El experimento de descomposicion se realizé6 con Arbutus unedo y
Phillyrea angustifolia, al ser dos de las especies arbustivas dominantes de la
comunidad y ser especies de amplia distribucién en la Cuenca del Mediterraneo
(Ollero et al. 2002).

Las parcelas de 3 m x 3 m fueron sometidas a 3 niveles de radiacion UV
utilizando diferentes filtros (Tabla 2.1 y 2.2) en combinacion con dos niveles de
precipitacion: natural y reduccion del 30% (10% en invierno). Cada uno de los
tratamientos UV*P fueron replicados tres veces (3 bloques y en cada bloque 6
parcelas). Durante el tiempo en que dur6 el experimento, de octubre 2017 a octubre
2018, los datos mensuales de precipitacion, temperatura e irradiacion solar global
(Figura 2.5) se obtuvieron de la estacién meteoroldgica de Cassa de la Selva (177
msnm, 41° 87' N, 2° 93' E), situada a 3 km de distancia del lugar de estudio.
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Figura 2.5 Datos ambientales en el periodo octubre 2017 - octubre 2018. A) Media mensual
de temperatura (°C) e irradiacion solar global diaria (MJ m2) y B) precipitacion acumulada
mensual (mm) y media mensual de humedad relativa diaria (%).
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2.10 Recoleccion de la hojarasca

Entre agosto y septiembre de 2017, se recogieron hojas senescentes de A. unedo y
P. angustifolia que ain no habian caido al suelo. Con el fin de determinar si las
condiciones de radiacion UV y precipitacion en que se desarrollaron las hojas tiene
un efecto sobre el proceso de descomposicion (historia de la hojarasca), una parte
de las hojas se tomaron de las plantas que crecieron bajo los diferentes tratamientos
de radiacién UV y precipitacién (a partir de ahora, hojarasca pretratada); y otra
parte se recogieron de individuos de fuera de las parcelas y, por tanto, eran hojas
gue se habian desarrollado bajo condiciones naturales de radiacion UV y
precipitacion (a partir de ahora, hojarasca natural). Durante el proceso de
descomposicion, ambos tipos de hojarasca (pretratada y natural) se sometieron a
los mismos tratamientos de radiacién UV y precipitacion. Las hojas senescentes
recolectadas, separadas de acuerdo a su especie, procedencia (pretratada, natural)
y, en el caso de las hojas pretratadas, tratamiento de radiacion UV y precipitacién,
fueron secadas al aire durante 7 dias, pesadas y luego guardadas en la oscuridad en
sobres de papel hasta la realizacion del experimento.

Para estudiar el proceso de descomposicion de la hojarasca se utilizo la
técnica de las bolsas de descomposicion (Graca et al. 2005). Para A. unedo, se
prepararon 144 bolsas, 72 se rellenaron con hojarasca pretratada y 72 con hojarasca
natural. Para P. angustifolia, debido a que habia poca hojarasca, se prepararon 54
bolsas, 36 se utilizaron para la hojarasca pretratada y 18 bolsas para natural. En
cada una de las 18 parcelas del experimento de radiacion UV y precipitacion se
colocaron 8 bolsas con hojarasca de A. unedo, 4 bolsas para la pretratada y 4 para
la natural, y 3 bolsas con hojarasca de P. angustifolia, 2 para la pretratada y 1 bolsa

para la natural.

2.11 Técnica de las bolsas de descomposicion y muestreo

Las bolsas de descomposicion (15 x 15 cm) fueron construidas con malla de
polietileno de alta densidad (90% de transmitancia de radiacién UV) con un tamafio
de malla de 1,39 x 1,39 mm (MALMOSBLO1, cristal, Macoglass, Valladolid,
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Espafia). Las bolsas que contenian 4 o 2 g de hojarasca secada al aire de A. unedo
y P. angustifolia, respectivamente, fueron trasladadas en sobres individuales, para
no perder material en el transporte, y colocadas dentro de las parcelas (Figura 2.6)
el 26 de octubre de 2017, dia en que se inici6 el experimento. Las bolsas se
colocaron en contacto con el suelo y expuestas el méximo posible a la radiacion
solar. En caso de que hubiera alguna rama de la vegetacion de dentro de las parcelas

gue sombreara las bolsas, ésta se corto.

Figura 2.6 Bolsas de descomposicidn colocadas en una de las parcelas del experimento de
radiacién UV vy precipitacion junto a un individuo de A. unedo. Todas las bolsas se
etiquetaron segun la especie y procedencia de la hojarasca (pretratamiento o natural).

Las bolsas con hojarasca natural y pretratada de A. unedo se muestrearon a
los 33, 117, 237 y 347 dias después de ser colocadas en el experimento. Las bolsas
con hojarasca pretratada de P. angustifolia se muestrearon a los 117 y 347 dias de
su colocacidn y las bolsas con la hojarasca natural solo se muestrearon una vez, al

finalizar el experimento, a los 347 dias (Tabla 2.5).
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Las bolsas recogidas en los distintos muestreos se trasladaron
cuidadosamente al laboratorio en bolsas de pléstico individuales para evitar
pérdidas de material durante el transporte. Alli fueron abiertas y se eliminaron a
mano los restos de suelo, los invertebrados, u otro material organico diferente del
de la muestra. Después la hojarasca remanente fue pesada, y subdividida en
porciones considerando los distintos analisis a realizar en cada fecha de muestreo
(Tabla 2.5). El material destinado al andlisis de la actividad enzimatica extracelular,
biomasa de hongos y biomasa de bacterias fue separado en fresco, mientras que el
resto de la hojarasca fue colocada en sobres de papel para la determinacion del peso

seco libre de cenizas (AFDW) y para los analisis de la calidad de la hojarasca.

Tabla 2.5 Cronograma de muestro y analisis realizados. El experimento de descomposicion
se inici6 el 26 de octubre del 2017.

Procedencia de Analisis realizados

la hojarasca

Especie Tiempo de muestreo (dias)

Inicial 33 117 237 347

% AFDW remanente *
Actividad enzimatica
Biomasa fungica
Biomasa bacteriana
!Calidad hojarasca

A. unedo

L I
* % % X
* % % X
* % % X

% ok ok o

Plantas

pretratadas % AFDW remanente
Actividad enzimética

P. Biomasa fungica
angustifolia Biomasa bacteriana

!Calidad hojarasca

% % %

Ll I S T

% AFDW remanente
Actividad enzimatica

A. unedo
Plantas crecidas
en condiciones

Biomasa fungica
Biomasa bacteriana
!Calidad hojarasca

naturales
P.
angustifolia

% AFDW remanente
Actividad enzimatica
Biomasa flngica
Biomasa bacteriana
ICalidad hojarasca

*

L T I I S B Tl BN R R R )

*

!La calidad de la hojarasca incluye el anélisis del: contenido de carbono (C), nitrégeno (N),

lignina, celulosa y fibra.
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2.12 Analisis realizados

2.12.1 Peso seco remanente libre de cenizas (AFDW) o materia organica
remanente

El peso seco remanente libre de cenizas (AFDW) se calcul6 de la hojarasca
recogida en los distintos momentos segun se indica en la Tabla 2.5. Asi, una
submuestra de la hojarasca inicial (4 g de A. unedo y 2 g de P. angustifolia) y de la
hojarasca recogida de las bolsas en los distintos muestreos (2 g de A. unedoy 1 g
de P. angustifolia) fue pesada (balanza analitica Sartorius 2MP, Alemania) y secada
en la estufa (Memmert GmbH, Schwabach, Alemania) a 60 °C durante 48 h.
Después se volvié a pesar y 100 mg de cada muestra se coloco en la mufla a 450
°C durante 4 horas para calcular el AFDW (Graca et al. 2005).

El resto de hojarasca se trituré en un molino de bolas (MM200 Retsch,
Alemania) durante 2 minutos a 20 Hz y se guard6 en tubos de polipropileno de 2ml

para realizar los analisis relacionados con la calidad de la hojarasca.

Constante de descomposicion (k)

La tasa de descomposicion de la hojarasca de las dos especies y de las diferentes
procedencias se estimé a partir de la constante de descomposicién k (afio ) que
fue calculada mediante un modelo de decaimiento exponencial (Olson 1963). Se
aplicé la funcion: M= M, * e, donde M es el peso seco restante de las muestras
en cada tiempo de muestreo (t), M, el peso seco inicial y k el coeficiente de tasa de

descomposicion.

2.12.2 Calidad de la hojarasca

Como se detalla en la tabla 2.5, la composicion quimica de la hojarasca (contenido
de carbono (C), nitrégeno (N), lignina, celulosa y fibra) se analizo al inicio y al
final del experimento y para cada especie y procedencia. Para el anlisis del Cy N
se pesaron 4 mg de hojarasca seca y triturada, se encapsularon en capsulas de estafio

(Sn) y se enviaron a la Universidad de California (UC Davis Stable Isotope Facility,
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Davis, Estados Unidos), donde realizaron los analisis mediante un analizador
elemental (PDZ Europa ANCA-GSL, Sercon Ltd., Cheshire, Reino Unido)
vinculado a un espectrometro de masas de is6topos de flujo continuo. Los
resultados se expresaron como pg C mg* AFDW o pug N mg* AFDW de hojarasca.

El contenido de fibra, celulosa y lignina fue determinado segln el método
propuesto por Gessner (2005a), basado en la eliminacion progresiva de la materia
organica de la muestra. Para determinar el contenido de fibra se realizd una primera
eliminacion de materia organica llevando a ebulliciéon 250 mg de hojarasca seca
triturada con 20 ml solucién &cido-detergente (Acido sulfdrico 0.5 M + bromuro de
hexadeciltrimetilamonio [CTAB, 20 g I"]) durante 60 minutos. Después se filtré la
solucion en un crisol Gooch (Fisherscientific, Espafia) y se pasd varias veces
acetona a través del crisol para lavar el material organico restante. El crisol fue
secado durante una noche a 105°C en la estufa, se enfrid y se pesé (W,). El
contenido de fibra acido detergente (ADF) se calculé como la pérdida de peso

durante este proceso en relacién al peso inicial de la muestra:
ADF (%) = 2o~ e 10
Wm

donde W, es el peso del crisol con la materia organica restante (celulosa+lignina),
W: es el peso del crisol seco solo y W, es el peso inicial de la muestra seca triturada.
La segunda eliminacién de materia organica se realizé afiadiendo en cada crisol una
solucion de &cido sulfarico al 72% durante 3 horas, de modo que la muestra siempre
permaneciera cubierta de acido, y luego se elimind el &cido pasando a través del
crisol agua caliente en abundancia. El crisol fue nuevamente secado durante una
noche en la estufa a 105°C, enfriado y pesado (Wa). El contenido de celulosa acido
detergente (ADC) fue determinado como la pérdida de peso debido al 72% de

tratamiento con H2SO4

ADC (%) = Yo — e
(/())—W*loo
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Finalmente, el crisol se introdujo en la mufla (550°C por 3h), se dejo enfriar y se
pesd (W)). El contenido de lignina &cido detergente (ADL) se representa como la
pérdida de peso debido la ignicién y se calculd a partir de la siguiente ecuacion

W =W
ADL (%) —W* 100

El contenido de fibra, celulosa y lignina se expres6 como porcentaje de
AFDW.

2.12.3 Biomasa fungica

Para determinar la biomasa fungica de la hojarasca, se utiliz el método descrito
por Gessner (2005b) en que se utiliza el ergosterol como indicador de la presencia
de hongos, al ser el ergosterol uno de los compuestos mas importantes de las
membranas celulares fungicas (Gessner y Newell 2002).

De las distintas muestras de hojarasca fresca, iniciales y de cada uno de los
muestreos, se pesaron 250 (£10) mg, los cuales se liofilizaron durante 24 horas en
botes de plastico cubiertos de parafilm perforado para permitir la salida del vapor
de agua. Después, las muestras se pesaron y se extrajo el ergosterol en un bafio
maria con una solucion de KOH (0.14M en metanol) a 80 °C durante 30 minutos.
En cada serie de analisis se incluy6 un blanco con una solucién de ergosterol de
concentracién conocida (30 mg I%). El extracto fue purificado mediante un sistema
de filtracion a presion usando unos cartuchos de extraccion en fase sélida (Waters
Sep-Pak®, Vac RC, tC18, 500 mg sorbente, Estados Unidos). El ergosterol retenido
en los cartuchos fue eluido con isopropanol y almacenado en viales de vidrio a -20
°C hasta su analisis. La cuantificacion del ergosterol se realiz6 mediante un equipo
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC analyser Waters corporation,
Estados Unidos) equipado con una columna Nova-Pak C18, 4 um (3.9 mm x 300
mm, Waters corporation, Estados Unidos). En cada serie de analisis de realiz6 una
recta patron de ergosterol para comparar los resultados. EL contenido de C fingico
se calculd teniendo en cuenta: a) el factor de correccion 182 propuesto por Gessner

& Chauvet (1993) en el que se transforma el contenido de ergosterol (mg/g peso
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seco) en biomasa seca fungica (mg) y b) el contenido de C en la masa seca fingica
que se considera que representa el 43 % (Baldy y Gessner 2002).

2.12.4 Biomasa bacteriana

La abundancia bacteriana de la hojarasca se cuantificé mediante citometria de flujo
siguiendo los procedimientos de Amalfitano & Fazi (2008) y Vivas et al. (2017).
De cada muestra recogida (Tabla 2.6) se pesaron 0.5 g de hojarasca fresca, los
cuales se trituraron en un molino de bolas (MM200 Retsch, Alemania),
Posteriormente, se afiadieron 125 ml de tampdn acetato (50mM), y se mantuvo en
agitacion continua (agitador Heidolph Unimax 1010, Schwabach, Alemania) hasta
obtener una solucion homogénea. De esta solucion, se tom6 una muestra de 10 ml,
se afladié 100ul de formaldehido para conservarla y se almacenoé en refrigeracién
(4 °C) hasta su analisis.

Para su andlisis, la muestra se diluyé (1:4) con una solucién tampén
esterilizada (NaCl 130 mM, Na;HPO4 7 mM, NaH:PO, 3 mM, formaldehido 37 %,
pirofosfato de sodio decahidratado 99 %, y tween 20 0.5 %) que ayuda a separar
las células (Amalfitano et al. 2009). Para favorecer ain mas la separacion de las
celulas bacterianas, se agitd la muestra durante 30 minutos a 150 rpm (Heidolph
Unimax 1010, Schwabach, Alemania) y se sonicd durante 2 minutos (40 W,
40KHz, Selecta, Espafia), obteniéndose una solucién de la cual se tomd una
submuestra de 1 ml. Esta submuestra se purifico agregando 1 ml de Nicodenz
(Optiprep, gradiente de densidad media, Estados Unidos) y después centrifugando
(Thermo Scientific MicroCl 17R, Alemania) a 4 °C durante 90 minutos a 13300
rpm (17000 g). Luego, se procedio a separar 1 ml del sobrenadante y se diluyo
(1:10) con la solucion tampdn esterilizada. Finalmente, de la solucion anterior, se
tomé una submuestra de 400 pl, se tifid con 4 pl de SYTO13 (solucion 5 mM,
Fisher, Estados Unidos) y se incub6 durante 15 minutos a oscuras. A cada una de
las muestras de hojarasca se le afiadié 10 pl de una solucion de bolas de latex
“beads” (Polysciences, 10° beads ml™?, diametro 1.0 pm, Fisher, Estados Unidos),

como estandar interno de referencia (Vivas et al. 2017), y se procedid al recuento
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con el citometro de flujo (Becton Dickinson FACSCalibur, Bélgica) equipado con
un laser de argon (488 nm). La mayoria de datos fueron obtenidos a velocidad
elevada “HI” y la concentracion de la muestra se ajustd para mantener el recuento
de eventos en 10000 s ~ .

El contenido de C bacteriano se dio como mg g™* de peso seco de hojarasca,
considerando que el biovolumen de una bacteria es de 0.1 um?® (Theil-Nielsen et
al., 1998) y que existen 0.22 g de C en cada cm?® de biovolumen de bacterias
(Bratbak y Dundas 1984).

2.12.5 Actividad enzimatica extracelular

Se analizé la actividad de tres enzimas extracelulares relacionadas con el proceso
de descomposicion de la hojarasca. Dos de las enzimas son hidroliticas, la
celobiohidrolasa (CBH) que se relaciona con la degradacién parcial de la celulosa
en celobiosa, y la B-glucosidasa (BG) que participa en los ultimos pasos de
descomposicion de la celulosa, degradando la celobiosa u oligémeros pequefios que
contienen enlaces B-D-glucosa, obteniendo glucosa como producto. La otra enzima
es oxidativa, la fenol-oxidasa y se relaciona con la degradacion de la lignina. La
actividad de las enzimas hidroliticas se analizO mediante un método de
fluorescencia, mientras que la actividad de la fenol-oxidasa se determind mediante
un ensayo colorimétrico, de acuerdo a los métodos detallados en Saiya-Cork et al.
(2002) y German et al., (2012), con ligeras modificaciones. Todos los analisis de
actividad enzimética se llevaron a cabo en condiciones de saturacion, para lo cual
se realizaron ensayos previos en los que, a partir de curvas de saturacion, se
determinaron las concentraciones del sustrato de cada una de las enzimas para
alcanzar la saturacion (Tabla 2.6). Las enzimas hidroliticas se midieron utilizando

el 4-methylumbelliferone (MUB) como referencia estandar.
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Tabla 2.6 Enzimas extracelulares ensayadas en hojarasca de A. unedo y P. angustifolia,
namero de la comision de enzimas (E.C.), sustrato sintético utilizado y su concentracion (4-
MUB = 4- methylumbelliferil, L-DOPA= L-3,4- dihidroxifenilalanina).

Enzima Abreviacion Numero Sustrato sintético Concentracion de
E.C. saturacion del sustrato
B-glucosidasa BG 3.2.1.21 4-MUB-B-D- 200 uM
glucopyranoside
Celobiohidrolasa CBH 3.2.191 4-MUB--D- 200 uMm
cellobioside
Fenol-oxidasa POXx 1.10.3.2 L-DOPA 25 mM

La actividad enzimatica extracelular de las muestras se analizo
inmediatamente después de su recoleccion (Tabla 2.5). En el laboratorio, 0.5 g de
hojarasca fresca se trituraron en un molino de bolas (MM200 Retsch, Alemania),
luego se afiadi6 al homogenato 125 ml de tampon acetato (50 mM) a pH 6.2 (pH
del suelo de las parcelas; Diaz-Guerra et al. 2018) y se mantuvo en agitacion a 170
rpm (Heidolph Unimax 1010, Alemania). Después, se tomaron 200 pl de la muestra
en suspension y se colocaron en una microplaca oscura de 96 pocillos con 50 pl del
sustrato enzimatico correspondiente (Tabla 2.6). En el caso de las enzimas
hidroliticas, en la microplaca también se incluyeron los blancos (50 pl de tampén
acetato + 200 ul de cada muestra en suspension), 3 réplicas del control negativo
(50 pl de sustrato enzimatico + 200 ul de tampdn acetato), los estandares quench
(50 pl MUB, 10 pM + 200 ul de muestra en suspension) y 3 réplicas de la referencia
estandar (50 pl MUB, 10 uM + 200 pl de tampon acetato). La microplaca fue
incubada en la oscuridad y a temperatura ambiente durante 2 horas para la -
glucosidasa y 4 horas para la celobiohidrolasa. Posteriormente, en cada micropozo,
se afiadio 10 pl de NAOH 1 M para parar la reaccién y se midio la fluorescencia
usando un lector de placas multimodo (TECAN Infinite® 200 PRO, Suiza) con
365nm de excitacion y 450 nm de emision. Finalmente, se realizaron las
correcciones teniendo en cuenta el control negativo y los estandares quench, y se
expresaron las actividades enzimaticas extracelulares como pmol MUB g AFDW-
Lhi,

Radiacion UV y precipitacion en la descomposicion de hojarasca de A. unedo y P. Angustifolia 59



Material y métodos

Para los ensayos de fenol-oxidasa, en una microplaca transparente de 96
pocillos se afiadieron 200 ul de cada muestra en suspension con 50 ul del sustrato
correspondiente (Tabla 2.6), se incluyeron los blancos (50 pl de tampén acetato +
200 pl de cada muestra en suspension) y 3 réplicas de control negativo (50 pl del
sustrato enzimatico + 200 pl de tampon acetato). Después de 18 horas de
incubacion en oscuridad y a temperatura ambiente se midi6 la absorbancia a 450
nm usando el lector de placas multimodo (Infinite® 200 PRO, TECAN, Suiza). La
actividad enzimética extracelular de fenol-oxidasa se expresé en pmol DIQC (2,3-
dihydroindole-5,6-quinone-2-carboxylate, producto de la degradacién de L-
DOPA) por cada gramo de peso seco libre de cenizas de la hojarasca (umol DIQC
g AFDW1 hh).

Los valores negativos de actividad enzimatica extracelular fueron

reemplazados por 0 para los analisis estadisticos.

Andlisis estadisticos

Para el analisis de la calidad de la hojarasca pretratada se aplico una ANOVA de 4
factores con especie (A. unedo y P. angustifolia), tiempo (inicio y a los 347 dias de
descomposicidn), tratamiento de radiacion UV (UVBA, UVAy UV0) y tratamiento
de precipitacion (natural y reducida) como factores fijos (Anexo 3). No obstante,
muchas de las interacciones con especie fueron significativas, analizandose,
finalmente, los datos para cada especie por separado mediante ANOVAs
trifactoriales. Para determinar si habia diferencias entre especies en la calidad
inicial de la hojarasca natural (procedente de fuera de las parcelas) se aplico una
ANOVA de un factor (especie), y para analizar el efecto de los tratamientos sobre
la calidad de la hojarasca natural al finalizar el experimento se aplicé una ANOVA
de dos factores (tratamiento de radiacion UV y precipitacion) para cada una de las
especies por separado. También se realiz6 un ANOVA unifactorial para determinar
las diferencias en la calidad inicial de la hojarasca pretratada y la hojarasca natural
de las dos especies por separado (Anexo 2). Por otro lado, se testo si el experimento

en si (infraestructura) podia tener algun efecto sobre la calidad de la hojarasca de
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las dos especies. En concreto, para cada especie, se compararon los parametros de
calidad inicial medidos en la hojarasca de las plantas crecidas en las parcelas
experimentales con radiacion UV ambiental (UVBA) y toda el agua de lluvia, con
los datos obtenidos de la hojarasca natural de fuera de las parcelas experimentales
mediante una ANOVA unifactorial (Ver anexo 4).

Para evaluar el efecto de los tratamientos de radiacion UV y precipitacion
sobre la comunidad microbiana y la actividad enzimatica extracelular en la
hojarasca pretratada a lo largo del proceso de descomposicién, se aplicé una
ANOVA de medidas repetidas teniendo como factores fijos la radiacion UV y la
precipitacion para cada especie por separado. También para valorar las diferencias
iniciales entre ambas especies en cuanto a la comunidad microbiana de la hojarasca
pretratada se realiz6 una ANOVA de un factor con especie como factor fijo. Para
valorar la dindmica de la comunidad microbiana en la hojarasca natural se aplicd
una ANOVA de un factor para determinar diferencias entre especies en la hojarasca
al inicio del proceso y una ANOVA de dos factores (radiacion UV y precipitacion)
para determinar para cada especie el efecto de los tratamientos sobre la hojarasca
al finalizar el experimento.

Para evaluar el efecto de la radiacion UV y la precipitacion sobre la pérdida
de peso de la hojarasca tratada de las dos especies y la hojarasca natural de A.
unedo, se aplico una ANOVA de medidas repetidas de dos factores (radiacion UV
y precipitacion). Para valorar el efecto de los tratamientos sobre la pérdida de peso
de la hojarasca natural de P. angustifolia se aplico una ANOVA de dos factores
usando los datos obtenidos a los 347 dias. Para analizar el efecto de los tratamientos
sobre la constante de descomposicion (k) de la hojarasca pretratada de las dos
especies y la natural de A. unedo, se aplico una ANCOVA de dos factores fijos
(radiacion UV vy precipitacion) teniendo como covariable el dia de muestreo.

Finalmente, considerando que el AFDW al final del experimento es un
importante indicador de descomposicion, se aplic una ANOVA de 4 factores fijos:

especie, procedencia de la hojarasca (pretratada o natural), tratamiento de radiacion
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UV vy tratamiento de precipitacion, para determinar el efecto de cada factor sobre
la pérdida de peso a los 347 dias de descomposicidn.

Cuando los efectos del tratamiento de radiacion UV fueron significativos,
se realiz6 una comparacion post hoc mediante el test de Tukey para determinar las
diferencias intra-factoriales. En el caso de existir interacciones entre los factores,
se evaluo el efecto de un factor dentro de los niveles del otro factor aplicando
ANOVA:s.

También, se realizaron correlaciones de Pearson parciales entre los
parametros relacionados con la actividad microbiana de la hojarasca pretratada
(biomasa microbiana y flngica y actividades enzimaticas) con un nivel de
significacion de 0.01.

Todas las variables cumplieron las asunciones de normalidad y
homocedasticidad analizadas mediante los tests de Shaphiro-Wilk y Levene,
respectivamente, si bien, la variable tasa de descomposicién, biomasa de hongos,
biomasa de bacterias y la actividad de los tres enzimas ensayados fueron
transformadas logaritmicamente. Para todos los andlisis estadisticos se utilizé el
programa “SPSS Statistics” para Windows version 25 (IBM, Corporation, Chicago,

Estados Unidos) considerando un nivel de significacion p < 0.05.
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Resultados

Estudio del efecto de la radiacion UV y la disponibilidad de agua sobre las
caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de las hojas de Erica scoparia, asi

como sobre su floracion.

La radiacién UV, como factor individual, Unicamente afectd el WUE de las plantas
de E. scoparia, mientras que el régimen de precipitacion modificé solo el contenido
de C foliar. En cambio, se observo un efecto interactivo de la radiacion UV con la
precipitacion en muchos de los parametros (Tabla 3.1), incluidos los relacionados
con la floracion (Tabla 3.2). Ademas, muchas de estas interacciones dependieron
de la estacion. El factor bloque, solo tuvo un efecto significativo sobre la
interaccion entre la radiacion UV y la precipitacion en el WUE, por lo cual se

descart6 esta interaccion y, por tanto, no aparece en la tabla de resultados.

3.1 Parametros bioquimicos

EL contenido de pigmentos fotosintéticos de las hojas de E. scoparia varié en
funcion de la estacion y también debido a un efecto combinado de la radiacién UV
y de la precipitacién en momentos puntuales del afio (Tabla 3.1). En primavera, las
hojas presentaron concentraciones menores de clorofila a, clorofila total y
carotenoides. La interaccion entre la radiacion UV y la precipitacion tuvo un efecto
significativo sobre el contenido foliar de pigmentos fotosintéticos sélo en
primavera. Asi, bajo condiciones méas secas, la radiacion UV-A incremento el
contenido de clorofila a y clorofila total en un 26%, de clorofila b en un 33% y de
carotenoides en un 20% en relacion a los niveles de estos pigmentos en las hojas

no expuestas a la radiacion UV (UVO0) (Figura 3.1).
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Por el contrario, con lluvia natural, el contenido foliar de clorofila b en las hojas
disminuy6 casi un 23% en las plantas expuestas sélo a la radiacion UV-A en
comparacion a aquellas que no recibieron radiacion UV. Ademas, las plantas que
crecieron en las parcelas de exclusién de la radiacién UV presentaron un contenido
20% menor de clorofila a y clorofila total, un 30% menos de clorofila b y una
relacién clorofila a/b un 14% mayor en condiciones de sequia que bajo
precipitacion natural. Lo opuesto ocurre cuando las plantas crecen expuestas sélo a
la radiacion UV-A, ya que, en estas plantas, la reduccion de la precipitacién
incrementd aproximadamente en un 22% el contenido de clorofila a, clorofila total
y carotenoides y en un 26% el contenido de clorofila b (Figura 3.1).

El contenido foliar de compuestos absorbentes de la radiacién UV (UAC),
varié en funcién de las condiciones estacionales. Asi, en verano se observé un
mayor contenido tanto de UACuv-s como de UACuv-a (Tabla 3.1). También, se
observé un efecto interactivo entre la radiacién UV y la precipitacion sobre estos
parametros, el cual fue independiente de la estacion. Bajo precipitacion reducida,
las hojas expuestas a la radiacion natural (UVBA) mostraron un incremento en el
contenido de UACuv-a de casi el 17% y el 22% en comparacion con las hojas que
crecieron expuestas solo a radiacion UV-A o bien sin radiacion UV,
respectivamente (Figura 3.2B). En cambio, en condiciones de precipitacion natural,
las hojas expuestas a la radiacion UV natural (UVBA) y a la radiacion UV-A
mostraron una reduccion del contenido de UACuyv.e del 17% y del 11% en
comparacion con las plantas UVO0, respectivamente (Figura 3.2A). Al mismo
tiempo, las hojas que no recibieron radiacion UV disminuyeron un 15% y casi un
20% el contenido de UACuv-s Y UACuv.a, respectivamente, al crecer bajo una
menor disponibilidad hidrica (Figura 3.2A, B). Las hojas expuestas sélo a la
radiacion UV-A también disminuyeron el contenido de UACuv-aen casi un 10% al
crecer bajo condiciones més secas (Figura 3.2B). Por el contrario, las hojas

expuestas a la radiacion UV ambiental incrementaron en un 9% y en un 10% el
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contenido de UACuv-s Y UACuv-a, respectivamente, al reducirse la precipitacion
(Figura 3.2A, B).
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Figura 3.1 Media + SE (n = 9) del contenido en A) clorofila a, B) clorofila b, C) clorofila
total a + b, D) carotenoides y E) relacién clorofila a: clorofila b de las hojas de E. scoparia
bajo diferentes condiciones de radiacion UV y precipitacion en primavera. Diferentes letras
(minusculas en W y mayusculas en D) indican diferencias significativas entre condiciones
de radiacion UV dentro de cada nivel de precipitacion y el asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los niveles de precipitacion dentro de cada nivel de radiacién UV.
(UVBA: radiacién UV ambiental, UVA: exclusion de la radiacion UV-B, UVO0: exclusion
de la radiacion UV; W: precipitacién natural, D: reduccion de la precipitacion)
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En cuanto al contenido foliar en carbono, se observé que, bajo condiciones
mas secas, las hojas contenian de media casi 7 mg g DW mas de carbono (Tabla
3.1). Ademas, el contenido foliar de C y N también varié de acuerdo a las
condiciones estacionales de forma que, en verano, se observd un contenido de C
mayor y un contenido de N menor en las hojas, y por tanto, una relacién C:N mayor
que en el resto de estaciones (Tabla 3.1). Por otro lado, tanto el §*C como el §'°N
presentaron sus valores méas bajos en otofio (Tabla 3.1) y precisamente solo en esta
estacion se observo un efecto significativo de la precipitacion sobre el 313C. Asi, en
otofio, las plantas que estuvieron bajo una menor disponibilidad hidrica mostraron
valores de &8'C alrededor de un 3% mas altos que las que crecieron bajo
precipitacion natural (Figura 3.3). En el resto de estaciones la tendencia es similar,

aungue no llega a ser estadisticamente significativa.
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Figura 3.2 Contenido de A) compuestos absorbentes de la radiacion UV-B (UACuv-g) y B)
compuestos absorbentes de la radiacion UV-A (UACuv-a) de las hojas de E. scoparia
(media + SE, n = 36). Diferentes letras (mindsculas en W y mayusculas en D) indican
diferencias significativas entre condiciones de radiacion UV dentro de cada nivel de
precipitacién y el asterisco (*) indica diferencias significativas entre los niveles de
precipitacion dentro de cada nivel de radiacion UV. (UVBA: radiacion UV ambiental,
UVA: exclusion de la radiaciéon UV-B, UVO0: exclusion de la radiacion UV; W:
precipitacion natural, D: reduccion de la precipitacion)
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Figura 3.3 Valores de 613C (media £ SE, n= 27) en hojas de E. scoparia bajo los dos
niveles de precipitacion en cada una de las estaciones. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre las condiciones de precipitacion para cada estacion. (W: precipitacion
natural, D: reduccion de la precipitacion)

3.2 Parametros fisiolégicos

El contenido relativo de agua (RWC) y el peso especifico (LMA) de las hojas de
E. scoparia unicamente fueron sensibles a los cambios estacionales (Tabla 3.1).
Asi, las hojas tuvieron un RWC menor y un LMA mayor en primavera. Al igual
gue los parametros anteriores, la transpiracion (E), la conductancia estomatica (gs),
la tasa fotosintética (A) y la eficiencia en el uso del agua (WUE) de las hojas de E.
scoparia variaron estacionalmente y, los valores mas bajos de estos parametros
(excepto en el caso de E y WUE para el cual no hay datos) se obtuvieron en verano
(Tabla 3.1). No se observo ningun efecto del tratamiento de precipitacion sobre el
intercambio de gases foliar, mientras que la radiacion UV afect6 el WUE, de forma
que las plantas que no recibieron radiacién UV tuvieron un WUE un 37% y un 30%
mayor que las que recibieron sélo radiacion UV-A y radiacion ambiental (UVBA),
respectivamente (Tabla 3.1). Por otro lado, se observo que el efecto de la radiacion
UV sobre E y gs vario en funcion de la estacion (Tabla 3.1), debido a que la
radiacion UV sdlo afectd de forma significativa a estos parametros en invierno
(Figura 3.4). En esta estacion, las plantas expuestas s6lo a la radiacion UV-A
mostraron una mayor transpiracion foliar (42%) y una conductancia estomatica mas

elevada (37%) en comparacion con las plantas que no recibieron radiacion UV
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(Figura 3.4). La exposicion de las plantas a la radiacion UV-B no modifico de forma
significativa el efecto de la radiacion UV-A sobre estos parametros.
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0

Invierno Primavera Verano Otofio

Figura 3.4 Medidas de A) Transpiracion (E) y B) conductancia estomatica (gs) (media
SE, n=18) de las hojas de E. scoparia bajo los diferentes niveles de radiacion UV en cada
una de las estaciones. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las
condiciones de radiacion UV en cada estacion. (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA:
exclusion de la radiacion UV-B, UV0: exclusion de la radiacion UV)

3.3 Parametros relacionados con la floracién de E. scoparia

No se detectd ningln efecto de los tratamientos de radiacién UV y precipitacion
sobre la produccion inicial de botones florales de E. scoparia, ni sobre los
pardmetros morfoldgicos de los botones florales a lo largo del periodo de estudio,
excepto en el caso del diametro y del volumen, para los cuales se observé una

interaccion significativa entre los dos tratamientos y el momento de muestreo
(Tabla 3.2).
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Concretamente, se detectdé que la interaccion entre los dos tratamientos fue
significativa Unicamente para los valores obtenidos en mayo, cuando ya los botones
florales habian pasado a ser flores. Asi, al analizar los datos para este mes, se
observo que, en condiciones de sequia, las flores expuestas a la radiacion UV
ambiental (UVBA) presentaron un didmetro y un volumen un 11% y un 30%
menor, respectivamente, en comparacion a las flores de las plantas expuestas sélo
a laradiacion UV-A (Figura 3.5Ay B). Ademas, las flores de las plantas expuestas
a la radiacion UV ambiental presentaron un didmetro (7%) y volumen (casi 22%)

menor al crecer bajo precipitacion reducida (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Medidas del A) diametro y B) volumen (media + SE, n = 9) de las flores de E.
scoparia bajo los diferentes niveles de radiacién y precipitacion en el mes de mayo.
Diferentes letras (minusculas en W y mayusculas en D) indican diferencias significativas
entre condiciones de radiacion UV dentro de cada nivel de precipitacion y el asterisco (*)
indica diferencias significativas entre los niveles de precipitacion dentro de cada nivel de
radiacion UV. (UVBA: radiacién UV ambiental, UVA: exclusién de la radiacién UV-B,
UVO: exclusion de la radiacion UV; W: precipitacion natural, D: reduccion de la
precipitacién)

Los tratamientos de radiacion UV y precipitacion no afectaron significativamente
el porcentaje de flores funcionales en relacion al nimero de botones florales
iniciales de E. scoparia durante el seguimiento del periodo de floracion realizado
(Figura 3.6). En general, los maximos valores de flores funcionales se detectaron

entre el 9y 17 de mayo (129 y 137 dias después del inicio de la aparicion de los
botones).
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Figura 3.6 Porcentaje de flores funcionales (n = 9) en relacion al nimero total de botones
florales iniciales (diciembre 2016) para cada planta de E. scoparia bajo los diferentes
niveles de radiacion UV vy precipitacion en los distintos momentos de muestreo (desde el
25 de abril hasta el 6 de junio de 2017). (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusion
de la radiacion UV-B, UVO0: exclusion de la radiacion UV)

Evaluacion de la composicion fendlica y la actividad antioxidante de frutos de

Prunus spinosa madurados bajo diferentes niveles de radiacion UV

3.4 Anadlisis del contenido de compuestos fenolicos, UACs y de la actividad
antioxidante de la piel y de la pulpa de los frutos de P. spinosa
El contenido de UACs, de fenoles totales y la actividad antioxidante de la piel de
los frutos de P. spinosa fue diferente al de la pulpa (Tabla 3.3). En relacion a los
UACs, la piel presentdé un 30% menos UAVuv.e que la pulpa y su actividad
antioxidante fue la mitad que la de la pulpa. En relacion a los compuestos fendlicos
en la piel y en la pulpa se encontraron &cidos hidroxicinamicos, flavonoles y
flavonas y solo en la piel se detectaron antocianos. En general, el total de fenoles
fue inferior en la piel que, en la pulpa, presentando la pulpa casi el doble que la

piel. Dentro del grupo de acidos hidroxicindmicos se determinaron 5 compuestos,
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y todos ellos se encontraron en menor cantidad en la piel que en la pulpa,
presentando, en general, la pulpa unas 3.5 veces mas &cidos hidroxicinamicos que
la piel. Si bien, las dos fracciones tuvieron como compuesto mayoritario el acido
3-O-cafeoilquinico, éste estuvo seguido por el acido 3-O-feruloilquinico en la piel,
y el acido 4-O-cafeoilquinico en la pulpa. En la piel, destaco la concentracion de
flavonoles que fue hasta 10 veces mayor que la de la pulpa. Entre los flavonoles, el
contenido de quercetinas y kaempferoles fue 9 y 47 veces superior en la piel que,
en la pulpa, respectivamente, siendo la relacion quercetinas/kaempferoles inferior
en la piel que en la pulpa. En la piel se identificaron 13 flavonoles y 7 en la pulpa.
El flavonol més abundante en la piel y en la pulpa fue la quercetina-3-O-pentosido,
y el contenido de los distintos flavonoles descritos fue superior en la piel que, en la
pulpa, excepto para la quercetina ramnosil-hexésido y la quercetina acetil-
rutinosido, para las cuales la piel y la pulpa presentaron concentraciones similares.
En la pulpa, y no en la piel, la flavona apigenina pentdsido fue muy abundante.
Como se ha comentado, Unicamente en la piel se encontraron antocianos, en
concreto 4, de los cuales los mas abundantes fueron cianidina-3-O-rutinésido y

peonidina-3-O-rutinosido.

3.5 Efecto de la radiacion UV sobre el contenido de compuestos fenolicos y

la actividad antioxidante en la piel y la pulpa de los frutos de P. spinosa
En general, la radiacion UV no afect6 el perfil fendlico de la piel y la pulpa de las
endrinas de P. spinosa. No obstante, se detectaron diferencias significativas en un
compuesto fendlico individual de la pulpa, posiblemente debido a la variabilidad
encontrada entre muestras (Tabla 3.3). En concreto, la pulpa de los frutos que
maduraron con radiacion UVA tuvo un contenido en quercetin-3-O-rutinésido un
30% superior que la encontrada en la pulpa de los frutos que no recibieron radiacion
UV (UV0). Esta misma tendencia, aunque marginalmente significativa, se observo
para el contenido de kaempferol-3-O-glucésido y para la suma total de

kaempferoles de la pulpa (Tabla 3.3).
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3.6 Relacion entre el contenido de fenoles, UACs y la actividad antioxidante
de la piel y la pulpa de los frutos de P. spinosa.

Al estudiar la relacién entre el contenido total de los distintos grupos de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de piel y pulpa (Tabla 3.4), se encontr6 una
correlacion positiva entre el total de &cidos hidroxicindmicos (Tac) de la piel y los
compuestos absorbentes de la radiacion UV (UACuv.ay UACyv.g) de la pulpa. A
su vez, el Tac de la pulpa también se correlacion6 positivamente con los UAC s
de la piel. El Tac de piel y pulpa mostré una correlacion positiva, mientras que el
Tac de la pulpa también se correlacion6 negativamente con el total de flavonoles y
la suma de quercetinas de la piel. Por ultimo, la actividad antioxidante de la pulpa
se correlaciono positivamente con la de la piel (Tabla 3.4).

Tabla 3.4 Coeficiente de correlacién de Pearson (n = 9) entre los compuestos absorbentes
de la radiacién UV (UAC), distintos grupos de fenoles y la actividad antioxidante de la piel
y de la pulpa de los frutos de P. spinosa, utilizando los datos para las tres condiciones de
radiacion UV. (** p < 0.01, * p < 0.05, ns: no significativo)

Pulpa
UACuv-8  UACuv-a Tac Tflav SQue SKae Act.Antiox|
UACuv-s ns ns 0.734" ns ns ns ns
UACuv-a ns ns ns ns ns ns ns
) Tac 0.708" 0.758"  0.939™ ns ns ns ns
Piel Tflav ns ns -0.678" ns ns ns ns
Tan ns ns ns ns ns ns ns
SQue ns ns -0.698" ns ns ns ns
SKae ns ns ns ns ns ns ns
ActAntiox  ns ns ns ns ns ns 0.750"

UAC: Compuestos absorbentes de la radiacion UV, Tac: Total &cidos hidroxicindmicos, Tflav: Total
flavonoles, Tan: total antocianos, Sque: suma de quercetinas, Ske: suma de kaempferoles, ActAntiox:
actividad antioxidante.

3.7 Relacién entre el contenido en fenoles, UACs y la actividad antioxidante
de los frutos de P. spinosa madurados bajo las diferentes condiciones de
radiacion UV.

La actividad antioxidante de piel y pulpa de los frutos de P. spinosa que maduraron

sin radiacién UV no se correlacion6 con el contenido en UACs, ni con el contenido

de ninguno de los grupos de compuestos fenolicos descritos. En cambio, la
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actividad antioxidante de los frutos que recibieron radiacion UV-A o radiacién UV

ambiental (UVBA) se correlacion6 positivamente con el contenido en UACuv.s Y

en &cidos hidroxicindmicos, y, negativamente, con el contenido de flavonoles,

antocianos, quercetinas y kaempferoles (Tabla 3.5).

Tabla 3.5.- Coeficiente de correlacion de Pearson (n = 6, excepto para el total de antocianos
en que n = 3) entre los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de los frutos de P.
spinosa considerando los datos obtenidos para la piel y la pulpa. (** p < 0.01, * p < 0.05,

ns: no significativo)

Compuestos fentlicos Actividad antioxidante

uvo UVA UVBA
UACuv-s ns 0.958™ 0.959™

UACuv-a ns ns ns
Total acidos hidroxicinamicos ns 0.920™ 0.923™
Total flavonoles ns -0.950™ -0.892"
Total antocianos ns -0.956™ -0.883"
Sque ns -0.942™ -0.894"
Ske ns -0.955™ -0.869"

UAC: Compuestos absorbentes de la radiacion UV, Sque: suma de quercetinas, Ske:

suma de

kaempferoles. (UVBA: radiacién UV ambiental, UVA: exclusién de la radiacion UV-B,

UVO0: exclusién de la radiacion UV)
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Estudio del proceso de descomposicion de la hojarasca de Arbutus unedo y

Phillyrea angustifolia bajo diferentes niveles de radiacion UV y precipitacién.

3.8 Descomposicion de la hojarasca de A. unedo y P. angustifolia procedente
de plantas que crecieron bajo diferentes niveles de radiacion UV y
precipitacion (hojarasca pretratada)

3.8.1 Calidad de la hojarasca pretratada

Diferencias entre especies

Los porcentajes de fibra, celulosa y lignina de la hojarasca de A. unedo fueron un
56 %, 45 % y 43 %, respectivamente, superiores a los de P. angustifolia, ademas,
la hojarasca de A. unedo presentd un contenido inferior de Cy N, un 2 %y 21 %,
respectivamente, y valores superiores de C:N que la de P. angustifolia (Tabla 3.6).
En relacion al factor tiempo, en A. unedo y P. angustifolia el porcentaje de fibra,
lignina y celulosa fue superior al finalizar el proceso de descomposicion que, al
inicio, aunque disminuyé el contenido de C (Tabla 3.6). En la hojarasca de A.
unedo, también disminuyé el contenido de N 'y aumento la relacion C:N al finalizar

el estudio a los 347 dias.

Efecto de los tratamientos de radiacion UV y/o precipitacion

Los tratamientos de radiacion UV y precipitacion no afectaron el contenido de
fibra, celulosa o de lignina de la hojarasca de A. unedo, pero si que afectaron al
contenido de C, N y la relacion C:N. Asi, al inicio del experimento y bajo
precipitacion natural, el mayor contenido de C se midid en las hojas senescentes
que habian crecido sin radiacion UV, y disminuy6 gradualmente al someterse a
UVAy UVBA (Tabla 3.7A).
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Ademas, el contenido de C de la hojarasca de A. unedo de las parcelas UVA
y UVBA fue mayor en las parcelas en que se redujo el aporte de agua de lluvia,
ocurriendo lo contrario en la hojarasca de las plantas crecidas sin radiacion UV
(Figura 3.7A). Por otro lado, el contenido de N y la relacion C:N de la hojarasca de
A. unedo también fue sensible a los tratamientos, y a su interaccion, pero en este
caso los resultados no dependieron del tiempo (Tabla 3.7).
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& 40 - radiacién UV y precipitacion en las figuras B y
C se mantiene tanto al inicio como al final del
20 1 experimento). Diferentes letras (mindsculas en
0 W y mayusculas en D) indican diferencias
W D

significativas entre condiciones de radiacién

Precipitacion UV dentro de cada nivel de precipitacion y los
asteriscos (*) indican diferencias significativas entre los niveles de precipitacion dentro de
cada nivel de radiacion UV. (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusion de la
radiacion UV-B, UVO0: exclusion de la radiacion UV; W: precipitacion natural, D: reduccion
de la precipitacion)

Asi, en condiciones de precipitacion natural, el mayor contenido de Ny la
menor relacion C:N se encontro en la hojarasca de A. unedo perteneciente a plantas

que habian crecido expuestas a toda la radiacion (UVBA). En cambio, en
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condiciones més secas, el mayor contenido de N y la menor relacién C:N se
encontro en la hojarasca proveniente de plantas que habian crecido en ausencia de
radiacion UV (UV0) (Figura 3.7B, C).

En P. angustifolia, la hojarasca de las plantas crecidas sélo bajo radiacion
UV-A mostré un mayor contenido inicial de C que la de las parcelas UVBA,
mientras que la hojarasca de las parcelas UV0 mostro valores intermedios (Figura
3.8A). En cambio, también solo al inicio del experimento, la concentracion de N
fue menor y la relacion C:N mayor para la hojarasca de las parcelas UVA que para
la de las parcelas UVBA y UVO0 (Figura 3.8B, C).
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Figura 3.8 Contenido (media + SE, n=3) de A) contenido de C de, B) contenido de Ny C)
relacion C:N de la hojarasca al inicio del proceso de descomposicion en P. angustifolia,
bajo las diferentes condiciones de radiacion UV estudiadas. Diferentes letras (minasculas
en W y mayusculas en D) indican diferencias significativas entre condiciones de radiacion
UV. Condiciones de radiacion UV (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusion de la
radiacion UV-B, UVO0: exclusion de la radiacion UV)

En P. angustifolia, a diferencia de A. unedo, el tratamiento de radiacion
UV modifico el contenido de fibra de la hojarasca, pero este efecto varié en funcion
del nivel de precipitacion y del tiempo (Tabla 3.7). Asi, a los 347 dias, la hojarasca
que recibi6 toda el agua de lluvia presentdé un 3.8% menos de fibra al
descomponerse con radiacion UV ambiental que sin radiacion UV (Figura 3.9A).
Este efecto también se observo bajo condiciones de precipitacion reducida, pero en

este caso, la hojarasca de las parcelas UVBA también tuvo un contenido menor de
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fibra que la de las parcelas UV0 y UV-A, indicando un efecto especifico de la
radiacion UV-B. También se observo que el contenido de fibra de la hojarasca de
las parcelas UVO fue superior cuando recibi6 toda la precipitacion natural (Figura
3.9A).
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D uvo

Precipitacion

Figura 3.9 Contenido de A) fibra (media = SE, n= 3) bajo los diferentes niveles de radiacién
UV y precipitacion y, B) celulosa (media = SE, n= 6) bajo los diferentes niveles de radiacién
UV de la hojarasca pretratada de P. angustifolia a los 347 dias de descomposicidn, de
acuerdo a la interaccién de factores mostrada en la tabla 3.7. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre condiciones de radiacion UV dentro de cada nivel de
precipitacién, y los asteriscos (*) indican diferencias significativas entre los niveles de
precipitacién dentro de cada nivel de radiacién UV. (UVBA: radiacion UV ambiental,
UVA: exclusion de la radiacion UV-B, UVO0: exclusion de la radiacion UV, W:
precipitacién natural, D: reduccion de la precipitacion)

En P. angustifolia, el contenido de celulosa y lignina de la hojarasca
también fue sensible a los tratamientos (Tabla 3.7). El contenido de celulosa, al
igual que el contenido de fibra, solo fue distinto entre los niveles de radiacion UV
al finalizar el experimento. Asi, la hojarasca de las parcelas UVBA y UVA tuvo
menos celulosa que la de las parcelas sin radiacion UV, estos resultaros fueron
independientes de la precipitacion, e indican un efecto de la radiacion UV-A
(Figura 3.9B). En cuanto a la lignina, independientemente del tiempo y de la
precipitacion, la hojarasca de las parcelas UVA tuvo valores un 11% inferiores que
la de las parcelas sin radiacion UV, no diferencidndose de éstas la hojarasca de las
parcelas UVBA (Tabla 3.7).
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3.8.2 Dindmica de la comunidad microbiana en la hojarasca pretratada

Al inicio del proceso de descomposicion no se detectaron diferencias significativas
en la biomasa de bacterias de la hojarasca de las dos especies. En cambio, la
biomasa de hongos en P. angustifolia fue casi el doble de la de A. unedo. La
hojarasca de P. angustifolia también presentd mayor actividad enzimatica
extracelular (aproximadamente, el triple de actividad B-Glucosidasa (BG), el doble
de actividad celobiohidrolasa (CBH) y unas diez veces mas de actividad fenol-
oxidasa (POX)) que A. unedo (Tabla 3.8).

Tabla 3.8 Biomasa microbiana y actividad enzimatica extracelular inicial (media £ S.E, n
=18) de B-glucosidasa (BG), celobiohidrolasa (CBH) y fenol-oxidasa (POX) en la hojarasca
pretratada de A. unedo y P. angustifolia. La columna p-valor (p) indica los valores de
significacion obtenidos en los analisis estadisticos (ANOVAS) (ns = no significativo).

Parametro Espeme_ -
A. unedo P. angustifolia p
Biomasa fungica (mg C/g AFDW) 0.23 £0.04 0.45+0.07 0.010
Biomasa bacteriana (mg C/g AFDW) 1.91+£0.12 1.74£0.12 ns
BG (umol MUF/g AFDW*h) 2.44 +0.30 6.13 +0.68 <0.001
CBH (umol MUF/g AFDW*h) 0.27 £0.01 0.44 +0.02 <0.001
POX (umol DIQC/g AFDW*h) 0.25+0.09 248 +0.38 <0.001

Los tratamientos de radiacién UV y precipitacion afectaron la biomasa
fangica y bacteriana en diferentes momentos del proceso de descomposicién de la
hojarasca de A. unedo, lo cual explicaria las interacciones significativas obtenidas
entre los distintos factores, aunque, no afectaron el nivel de actividad de las enzimas
analizados para esta especie (Tabla 3.9). En cambio, en P. angustifolia, los
tratamientos de radiacion UV y precipitacion afectaron practicamente todos los

parametros analizados a lo largo del proceso de descomposicion (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9 Efecto de la radiacion UV, la precipitacidn, el tiempo de muestreo y sus
interacciones sobre la biomasa microbiana y la actividad enzimatica extracelular de la
comunidad microbiana de la hojarasca de A. unedo y P. angustifolia. Cuando el efecto es
significativo, se muestran los p-valores obtenidos en las ANOVAs trifactoriales aplicadas
para cada especie (BG, B-glucosidasa; CBH, celobiohidrolasa; POX, fenol-oxidasa; ns = no
significativo).

Especie Parametro Radiacién Precipitacion Tiempode Interaccion
uv (Uv) P) muestreo (T)
Biomasa fungica (mg C/g AFDW) ns ns 0.015 UV*P*T
Biomasa bacteriana (mg C/g AFDW) ns ns <0.001 UV*T, P*T
BG (umol MUF/g AFDW*h) ns ns <0.001
A. unedo CBH (umol MUF/g AFDW*h) ns ns 0.016
POX (umol DIQC/g AFDW*h) ns ns ns
Biomasa fungica (mg C/g AFDW)  0.001 ns <0.001 UV*p
Biomasa bacteriana (mg C/g AFDW)  0.042 <0.001 <0.001 UV T PT
UV*P*T
UV*T; P* T
" ;
; BG (umol MUF/g AFDW*h) ns 0.007 <0.001 UV*P*T
angustifolia  CBH (umol MUF/g AFDW>*h) ns ns <0.001 -
UV*P; UV*T;
POX (umol DIQC/g AFDW*h) <0.001 ns <0.001 P*T: UV*P*T

En la hojarasca pretratada de A. unedo, la biomasa de hongos tendid, en
global, a incrementar a medida que avanzaba el proceso de descomposicion, siendo
el valor promedio al inicio de 0.23 mg C/g AFDW y a los 347 dias de 0.92 mg C/g
AFDW. No obstante, el efecto de los tratamientos vari6 a lo largo de los distintos
dias de muestreo (Figura 3.10), lo cual explicaria la triple interaccion encontrada
(Tabla 3.9). Asi, a los 33 dias de iniciar el experimento, en las parcelas que
recibieron toda el agua de lluvia, la biomasa de hongos fue superior en la hojarasca
de A. unedo de las parcelas UVO que en la de las parcelas UVA y UVBA, mientras
que, a los 237 dias, la hojarasca de las parcelas UVA fue la que mostré un menor

contenido de hongos (Figura 3.10A).
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Figura 3.10.- Biomasa fungica (A, B) y bacteriana (C, D) en la hojarasca pretratada de A.
unedo durante el proceso de descomposicion considerando los diferentes niveles de
radiaciéon UV (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusién de la radiacién UV-B,
UVO0: exclusion de la radiacion UV) y para cada nivel de precipitacion (lzquierda:
precipitacién natural (W), derecha: precipitacion reducida (D)).

En las parcelas que recibieron menos agua de lluvia, a los 33 dias, la
hojarasca expuesta a la radiacion UVA mostro, en cambio, la mayor cantidad de
biomasa fungica (Figura 3.10B). También a los 33 dias, la hojarasca de las parcelas
UV0 y UVBA tuvo mayor biomasa fangica bajo condiciones de precipitacion
natural que bajo condiciones mas secas. En relacion a la biomasa bacteriana de la
hojarasca de A. unedo, ésta fue superior a la de hongos al inicio del proceso de
descomposicién, pero, conforme avanzo el tiempo, fue disminuyendo, llegando a
valores cercanos a 0.01 mg C/g AFDW a los 347 dias (Figura 3.10). No obstante,

a los 33 dias, independientemente del tratamiento de precipitacion, la biomasa de
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bacterias incrementd en la hojarasca de las parcelas UVBA en relacion a las de
UVA, aunque este incremento fue solo marginalmente significativo (Figura 3.10C,
D).

En cuanto a la actividad de las enzimas analizadas en la hojarasca de A.
unedo, es notable que no se viera afectada por los tratamientos de radiacion UV y/o
precipitacion aplicados. Solo se detectaron cambios en la actividad f-glucosidasa y
celobiohidrolasa a lo largo del proceso de descomposicién (Tabla 3.9).
Especificamente, la actividad B-glucosidasa de la hojarasca de A. unedo disminuyo
de 2.44 £ 0.30 hasta 0.71 + 0.09 pumol MUF/g AFDW*h durante el proceso de
descomposicion, mientras que la actividad de la celobiohidrolasa, increment6
ligeramente de 0,27 £ 0.01 a 0.44 £ 0.09 pumol MUF/g AFDW*h.

En el caso de la hojarasca de P. angustifolia, en global, la colonizacion
fangica incrementd durante el proceso de descomposicion desde 0.44 mg Clg
AFDW al inicio hasta 3.38 mg C/g AFDW después de 347 dias (Tabla 3.9, Figura
3.11A, B). Por otro lado, al analizar la interaccion entre los tratamientos de
radiacion UV y precipitacion (Tabla 3.9), se obtuvo que, en general, en condiciones
de precipitacion natural, la hojarasca de P. angustifolia de las parcelas UVA 'y UV0
tenia una colonizacién fangica mayor que la de las parcelas UVBA. Ademas, la
hojarasca que se descompuso bajo el tratamiento de exclusién de radiacion UV
(UVO0) tuvo 67% menos de biomasa fungica cuando se descomponia en las parcelas
con precipitacion reducida que en las parcelas con precipitacion natural (Figura
3.11 A, B). La biomasa bacteriana, por otro lado, disminuy6 progresivamente
mientras avanzo el proceso de descomposicién de la hojarasca de P. angustifolia,
presentando al finalizar el estudio valores cercanos a cero. No obstante, al inicio,
una menor aportacion de agua de lluvia favorecio la colonizacion bacteriana. Con
el transcurso del tiempo, la diferencia en la biomasa bacteriana entre las
condiciones de precipitacion desaparecio, si bien, a los 117 dias ain se observo

dicha diferencia en la hojarasca de las parcelas UVBA (Fig. 3.11C, D).

Radiacion UV y precipitacion en la descomposicion de hojarasca de A. unedo y P. angustifolia 85



Resultados

Precipitacion natural ——w Precipitacion reducida =---- D
O UVBA A UVA o UV0
101 General: UVBA < UVA 10 1
eneral: <
A UVBA < UVO0 B
8 1 UV0=UVA 8 1
g = UVOW>UVOD
>
ERs6 6 -
=<
RSy
4 4
E g L T=0 -
[ W<D -~
2 2 5
:::=,.====G:--r=:::::_‘_':.':_-__.—.-:_—::
O = T T T 1 0 lE T T T EI:I 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
C 3- D 3
A
[3+ \‘
g ‘
5821
2% T=117 R
pole) UVBA-W<UVBA-D
20 T=347 T=347
€ ol UVBA>UVA 1 1 RY UVBA> UVA
S E UVBA> UVO %:: ____ UVBA> UV0
@ UVA= UVO e UVA=UVO
O T T T O T T ~~~‘~T‘~ L= ] 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400

Tiempo de muestreo (dias) Tiempo de muestreo (dias)

Figura 3.11 Biomasa fangica (A, B) y bacteriana (C, D) en la hojarasca pretratada de P.
angustifolia durante el proceso de descomposicion considerando los diferentes niveles de
radiacion (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusion de la radiacién UV-B, UVO:
exclusion de la radiacion UV) y para cada nivel de precipitacion (Izquierda: precipitacion
natural (W), derecha: precipitacion reducida (D)).

En general, la actividad B-glucosidasa en la hojarasca de P. angustifolia
incrementd durante el proceso de descomposicion, aunque en las parcelas bajo
precipitacion reducida solo aumentd en la hojarasca que recibi6 radiacion UVA
(Figura 3.12B). Ademas, puntualmente, al inicio de la descomposicién, la actividad
B-glucosidasa de la hojarasca de las parcelas UVO fue inferior a la de las parcelas
UVA bajo precipitacion natural y a la de las parcelas UVBA bajo precipitacion
reducida (Figura 3.12A, B).
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Figura 3.12 Actividad enzimatica extracelular durante el proceso de descomposicion de la
hojarasca pretratada de P. angustifolia bajo los diferentes tratamientos de radiacion UV
(UVBA: radiacién UV ambiental, UVA: exclusidn de la radiacion UV-B, UVO0: exclusion
de la radiacion UV) dentro de cada nivel de precipitacion (lzquierda: precipitacion natural
(W), derecha precipitacion reducida (D)).

Radiacion UV y precipitacion en la descomposicion de hojarasca de A. unedo y P. angustifolia 87



Resultados

En relacidn al efecto del tratamiento de precipitacion, tanto al inicio como
al final del experimento, la actividad de la B-glucosidasa fue superior en la
hojarasca de P. angustifolia de las parcelas sometidas a precipitacion natural en
comparacion con las de precipitacion reducida. Esto fue asi especialmente para las
parcelas UBVA y UVA al inicio, y UV0 y UVA al final (Figura 3.12A, B).

La actividad de las enzimas celobiohidrolasa y fenol-oxidasa, a diferencia
de la B-glucosidasa, fue menor, en general, al final del proceso de descomposicién
de la hojarasca de P. angustifolia (Figura 3.12C-F). Solo la actividad fenol-oxidasa
fue sensible a los tratamientos aplicados. Al inicio del estudio, la actividad fenol-
oxidasa fue inferior en la hojarasca de las parcelas con radiacion UV ambiental que
en la de las parcelas con UVA, independientemente de la precipitacion (Figura
3.12E, F). En cambio, también al inicio, la actividad fenol-oxidasa de la hojarasca
de las parcelas UVO0 vario6 segun la disponibilidad hidrica, siendo ésta superior a la
de la hojarasca de las parcelas UVBA en condiciones de precipitacion natural e
inferior a la de la hojarasca de las parcelas UV A bajo precipitacion reducida (Figura
3.12E, F).

Al analizar las correlaciones entre la biomasa microbiana y la actividad
enzimatica, la biomasa fungica de la hojarasca de A. unedo se correlaciond
positivamente con la actividad enzimatica de la celobiohidrolasa (Tabla 3.10). En
cambio, la biomasa fangica de la hojarasca de P. angustifolia se correlaciond
positivamente con la actividad de la B-glucosidasa, mientras que su biomasa
bacteriana se correlaciond, también positivamente, con la actividad de la fenol-
oxidasa (Tabla 3.10).
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Tabla 3.10 Valores del coeficiente de correlacion de Pearson entre la biomasa microbiana
y la actividad enzimatica extracelular de la hojarasca pretratada de A. unedo (n=90) y de P.
angustifolia (n=54) durante el proceso de descomposicion. (BG: B-glucosidasa, CBH:
celobiohidrolasa, POX: fenol-oxidasa) (ns = no sifnificativo). ** p < 0.01

A. unedo P. angustifolia
Parametro Biomasa  Biomasa Biomasa Biomasa
fangica  bacteriana fangica  bacteriana
BG (umol MUF/g AFDW*h) ns ns 0.538™" ns
CBH (umol MUF/g AFDW*h), 0.468™ ns ns ns
POX (umol DIQC/g AFDW*h), ns ns ns 0.639™

3.8.3 Peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente y constante de
descomposicion (k) de la hojarasca pretratada
La materia organica o AFDW remanente y la constante de descomposicion de la
hojarasca de A. unedo y P. angustifolia mostraron respuestas distintas a los
tratamientos de radiacion UV y/o precipitacién (Tabla 3.11). En A. unedo, el
AFDW remanente increment6 en los primeros muestreos y después disminuy6
hasta llegar al 97% al finalizar el estudio (a los 347 dias) (Figura 3.13A, B).
Ademas, la pérdida de peso difirié en la hojarasca de las parcelas UVBA segun el
nivel de precipitacién recibido, perdiendo mas materia organica la hojarasca bajo
precipitacion natural (Figura 3.13A, B). En P. angustifolia, la pérdida de peso fue
superior que en A. unedo (Figura 3.13), llegando a tener al finalizar el estudio, un
89%, en promedio, de AFDW remanente (Figura 3.13C, D). No obstante, esta
reduccion fue superior bajo precipitacion natural que, con precipitacion reducida,
alcanzando valores a los 347 dias de 86% y 93%, respectivamente (Figura 3.13C,
D), lo cual podria explicar la interaccion significativa entre tiempo de muestreo y

precipitacion observada en P. angustifolia (Tabla 3.11).
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Tabla 3.11 Significacién (p-valor) obtenida en las ANOVAs realizadas para determinar el
efecto de la radiacion UV, la precipitacidn, el tiempo de muestreo y sus interacciones sobre
el peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente y la constante de descomposicion (k) de
la hojarasca pretratada de A. unedo y P. angustifolia (ns = no significativo).

Especie Parametro Radiacién  Precipitacion Tiempo de Interaccién
uVv (UV) P) muestreo (T)
A. unedo AFDW (%) ns 0.033 <0,001 UV*p
k (afio™) ns ns - ns
P. angustifolia AFDW (%) ns ns <0,001 P*T
k (afio?) 0.046 0.004 - ns
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Figura 3.13 Porcentaje de peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente de la hojarasca
pretratada de A. unedo (A y B) y P. angustifolia (C y D) durante el proceso de
descomposiciéon bajo los diferentes tratamientos de radiacion UV en cada nivel de
precipitacion (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusion de la radiacién UV-B,
UVO: exclusion de la radiaciéon UV; W: precipitacion natural, D: reducciéon de la
precipitacién).
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La constante de descomposicion de la hojarasca A. unedo no se vio afectada
por los tratamientos de radiacion UV y/o precipitacion (Tabla 3.11, Figura 3.14A).
En cambio, la constante de descomposicidon de la hojarasca de P. angustifolia, fue
menor para la hojarasca de las parcelas UVBA que para la de las UVO0 (Figura
3.14B) y, en general, también fue inferior para la hojarasca de las parcelas con
sequia en comparacion con la de las que la recibieron toda (Figura 3.14B).

A 03 - B 03 - oUVBA
UVO>UVBA BUVA
UV0>UVA ouvo
UVA=UVBA
0,2 - 0,2 {w>D
S
o
E
~ 0,1 - 01
. % % .
w D w D
Precipitacion Precipitacion

Figura 3.14 Constante de descomposicion (media + S.E, n = 3) de la hojarasca pretratada
de A. unedo (A) y P. angustifolia (B) bajo el efecto de los tratamientos la radiacion UV y
de precipitacién. (UVBA: radiacién UV ambiental, UVA: exclusién de la radiacion UV-B,
UVO: exclusion de la radiacion UV; W: precipitacion natural, D: reduccion de la
precipitacién)

3.9 Descomposicion de la hojarasca de A. unedo y P. angustifolia procedente

de plantas que crecieron en condiciones naturales (hojarasca natural)

3.9.1 Calidad de la hojarasca natural

La hojarasca de A. unedo tuvo mas fibra, méas celulosa y mas lignina que la de P.
angustifolia, tanto al inicio como al final del proceso de descomposicion (Tabla
3.12). Ademas, la hojarasca de A. unedo, al inicio y al finalizar el experimento tuvo
menos N, y una relacion C:N superior que la de P. angustifolia. Al finalizar el
tiempo de descomposicidn, en la hojarasca natural de las dos especies se observo
una disminucion significativa del contenido de C, independientemente del

tratamiento de precipitacion (Tabla 3.12).
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Por otro lado, después de 347, dias los tratamientos de radiacion UV y
precipitacion no afectaron a la calidad de la hojarasca natural de A. unedo, (Tabla
3.13). En cambio, si afectaron el contenido de fibra, de N y a la relacion C:N de la
hojarasca P. angustifolia (Tabla 3.13). Concretamente, el contenido de fibra de la
hojarasca de P. angustifolia bajo precipitacion natural fue menor en la hojarasca
procedente de las parcelas UVBA que en las otras dos (Figura 3.15A). Por otro
lado, cuando la hojarasca se descompuso sin radiacion UV, el contenido de N fue
superior, y por tanto la relacién C:N inferior, en las parcelas que recibieron toda el
agua de lluvia en comparacion con las gque recibieron menos agua (Figura 3.15B,
C).

A 80 B 12 - ZUVBA
B UVA
10 1 * ouvo
60 - =
= a a % 8 1
3 b <
© 40 A > 0 1
2 >
- E 4
20 - z
2 m
0 0
W D W D
C 100 -
Figura 3.15 Media + S.E (n=3) de A) el
30 - porcentaje de fibra, b) contenido de Ny C) de
la relacion C:N de la hojarasca de P.
5 60 - * angustifolia procedente de plantas crecidas
& bajo condiciones naturales al finalizar el
% 40 1 estudio de descomposicion, después de 347
o dias, segln los diferentes niveles de radiacion
20 - UV y precipitacion. Diferentes letras indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre
0 condiciones de radiacion UV dentro de cada
w D nivel de precipitacion y el asterisco (*) indica

Precipitacion diferencias significativas entre los niveles de
precipitacién dentro de cada nivel de radiacion UV. (UVBA: radiacion UV ambiental,
UVA: exclusion de la radiacion UV-B, UVO0: exclusion de la radiacion UV; W:
precipitacion natural, D: reduccion de la precipitacion).
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3.9.2 Dindmica microbiana de la hojarasca natural

Al finalizar el estudio de descomposicidn, a los 347 dias, la biomasa de hongos en
la hojarasca de ambas especies fue muy superior a la de bacterias, sobre todo para
P. angustifolia (Tabla 3.14). Ademas, P. angustifolia presentd valores mucho méas
elevados de actividad B-glucosidasa y celobiohidrolasa que A. unedo. Por el
contrario, la hojarasca de A. unedo tuvo casi un 95% mas biomasa de bacterias que
la de P. angustifolia (Tabla 3.14).

Tabla 3.14 Biomasa microbiana y actividad enzimética inicial (media = S.E, n = 18) de la
de la hojarasca natural de A. unedo y P. angustifolia. La columna p-valor (p) indica los
valores de significacion obtenidos en las ANOV As unifactoriales (BG, B-glucosidasa; CBH,
celobiohidrolasa; POX, fenol-oxidasa; ns, no significativo).

Parametro A. unedo P. angustifolia p
Biomasa fungica (mg C/g AFDW) 0.73+0.18 2.05+0.36 0.002
Biomasa bacteriana (mg C/g AFDW) 0.006 + 0.0005 0.0003 + 0.00006 <0.001
BG (umol MUF/g AFDW*h) 1.57 +0.25 21.93 +3.89 <0.001
CBH (umol MUF/g AFDW*h) 0.16 +0.02 477+1.25 0.001
POX (umol DIQC/g AFDW*h) 0.31+0.14 0.60+0.15 ns

Tabla 3.15 Efecto de la radiacion UV, la precipitacién y su interaccién sobre la biomasa y
la actividad de la comunidad microbiana de la hojarasca natural de A. unedo y P.
angustifolia. Se muestra la significacion (p-valor) obtenida a partir de las ANOVAs
aplicadas (BG: pB-glucosidasa, CBH: celobiohidrolasa, POX: fenol-oxidasa, ns: no

significativo).

A. unedo P. angustifolia
Pardmetro Radiacion Precipitacion Interaccion  Radiacion UV Precipitacion Interaccion
uv (UV) P) (UV*P) (uv) P) (UV*P)
Biomasa flngica ns ns ns ns ns ns
(mg C/g AFDW)
Biomasa bacteriana ns ns ns ns ns ns
(mg C/g AFDW)
BG (umol MUF/g 0.042 ns ns 0.043 0.047 ns
AFDW*h)
CBH (umol ns ns ns 0.05 0.046 ns
MUF/g AFDW*h)
POX (umol ns ns ns ns ns ns
DIQC/g AFDW*h)
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Los tratamientos de radiacién UV y precipitacion no afectaron la biomasa
fangica ni bacteriana de la hojarasca de las dos especies Al final del periodo de
descomposicién estudiado (Tabla 3.15). En cuanto a la actividad enzimatica
extracelular, la radiaciéon UV-B tuvo un efecto negativo sobre la actividad B-
glucosidasa de la hojarasca de A. unedo y P. angustifolia, disminuyéndola un 66%
y en un 70%, respectivamente, en las parcelas UVBA en relacion a las parcelas
UV-A (Figura 3.16A, D).

La actividad celobiohidrolasa también fue menor (un 85%) en la hojarasca
de P. angustifolia de las parcelas UVBA en comparacion a la de las parcelas UV-
A (Figura 3.16E). Por otro lado, la actividad B-glucosidasa y celobiohidrolasa de la
hojarasca de P. angustifolia fue casi el doble o mas del doble, respectivamente, en
las parcelas sometidas a precipitacion natural que en la de las parcelas con
precipitacion reducida (Figura 3.16D, E). No se encontrd ningun efecto de los
tratamientos sobre la actividad enzimaética de la fenol-oxidasa en ninguna de las dos
especies (Tabla 3.15, Figura 3.16C, F).
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Figura 3.16 Media + S.E (n=3) de la actividad enzimatica extracelular de la hojarasca
natural de A. unedo y P. angustifolia crecidas en condiciones naturales a los 347 dias de
estar expuesta a las distintas condiciones de radiacion UV dentro de cada nivel de
precipitacion. (UVBA: radiacion UV ambiental, UVA: exclusion de la radiacion UV-B,
UVO0: exclusion de la radiacién UV; W: precipitacion natural, D: reduccion de la
precipitacién)
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3.9.3 Peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente y constante de
descomposicion (k) de la hojarasca natural
El AFDW remanente de la hojarasca de A. unedo disminuyd, en general, un 9% a
los 347 dias de descomposicion (Tabla 3.16, Figura 3.17). Ademas, la hojarasca de
las parcelas UVA perdi6 més materia orgdnica que las parcelas UVO,
independientemente del tratamiento de precipitacion (Figura 3.17). Para P.
angustifolia, al no tener suficiente hojarasca, solo se realiz6 un Unico muestreo al
finalizar el estudio, y se encontrd que la hojarasca habia perdido casi el 13% de su

peso original, no observandose ningin efecto de los tratamientos (Tabla 3.16).

Tabla 3.16 Significacion (p-valor) de la ANOVA de medidas repetidas y la ANCOVA
aplicada para determinar el efecto de la radiacion UV, la precipitacion, el tiempo de
muestreo y sus interacciones sobre el peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente y la
constante de descomposicion (K), respectivamente, de la hojarasca natural de A. unedo, y la
significacion (p-valor) de la ANOVA bifactorial aplicada para determinar el efecto de los
tratamientos (radiacion UV y precipitacién) en la hojarasca natural de P. angustifolia al
final del experimento. (ns, no significativo).

Especie Parametro Radiacion UV Precipitacion  Tiempo de Interaccion
(UV) P) muestreo (T)
A. unedo AFDW (%) 0.015 ns <0.001 ns
k (afio) ns ns - ns
P. AFDW (%) ns ns - ns
angustifolia k (afio?) - - - .
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Figura 3.17 Porcentaje de peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente de la hojarasca
natural de A. unedo durante el proceso de descomposicion bajo los diferentes tratamientos
de radiacion UV (p<0.05), independiente del tratamiento de precipitacién. (UVBA:
radiacion UV ambiental, UVA: exclusion de la radiacion UV-B, UVO0: exclusion de la
radiacion UV)

3.10 Anadlisis global del efecto de los factores estudiados sobre el peso seco
libre de cenizas (AFDW) remanente a los 347 dias de descomposicion.
Los cuatro factores estudiados: especie, procedencia de la hojarasca (pretratada o
naturales), tratamiento de radiacion UV y tratamiento de precipitacién, afectaron el
AFDW remanente de forma independiente, puesto que la interaccion entre los

factores no fue significativa (Tabla 3.17).

Tabla 3.17 Efecto de los factores estudiados sobre el porcentaje de peso seco libre de
cenizas (AFDW) remanente a los 347 dias de descomposicion. Se muestran los valores de
significacion (p-valor) para cada uno de los cuatro factores considerados en las ANOVAs
(ns: no significativo).

Fuente de variacion p
Especie <0.001
Procedencia de la hojarasca 0.006
Radiacién UV (UV) 0.037
Precipitacion (P) <0.001

Interacciones ns
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La hojarasca de P. angustifolia se descompuso mas rapido que la de A.
unedo, llegando a perder, a los 347 dias, hasta el 12% de su peso original, a
diferencia de A. unedo que solo perdié un 6% en el mismo periodo (Figura 3.18A).
Ademés, la hojarasca de las plantas pretratadas se descompuso un 3% mas
lentamente que la hojarasca de las plantas que habian crecido de forma natural
(Figura 3.18B). En cuanto al efecto global de la radiacion UV, se obtuvo que la
pérdida de peso de la hojarasca descompuesta en las parcelas con radiacion UV-A
fue hasta un 5% superior que la de las parcelas con radiacion UV ambiental
(UVBA) (Figura 3.19A). Por otro lado, el déficit hidrico (D) redujo hasta en un 5%
la descomposicién de la hojarasca de las dos especies, en comparacion con la

hojarasca que recibi6 toda el agua de lluvia (Figura 3.19B).
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Figura 3.18 Porcentaje de peso seco libre de cenizas (AFDW) remanente (n = 18) al
finalizar el estudio de descomposicidn, a los 347 dias, de A) la hojarasca de A. unedo y P.
angustifolia y B) la hojarasca procedente de plantas de las dos especies sometidas
previamente a un tratamiento de radiacion UV y precipitacion (pretratamiento) o procedente
de plantas que crecieron en condiciones naturales (natural). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre especies (p<0.05).
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Figura 3.19 Porcentaje de peso seco libre de cenizas (AFDW) de la hojarasca de las dos
especies a los 347 dias de descomposicion, A) bajo las diferentes condiciones de radiacion
UV y B) de precipitacion estudiadas. Diferentes letras indican diferencias significativas
entre los distintos niveles de cada tratamiento (p < 0.05). (UVBA: radiacién UV ambiental,
UVA: exclusion de la radiacién UV-B, UVO0: exclusién de la radiacion UV; W:
precipitacion natural, D: reduccion de la precipitacion).

100 Radiacion UV y precipitacion en la descomposicion de hojarasca de A. unedo y P. angustifolia



Capitulo IV 4

Discusion

Estudio del efecto de la radiacion UV y la disponibilidad de agua sobre las
caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de las hojas de Erica scoparia, asi

como sobre su floracion.

4.1 Parametros bioguimicos

En primavera, concretamente a mitad de abril, se observaron en las hojas de E.
scoparia, los valores mas bajos de clorofilas y carotenoides de todas las estaciones.
Esto podria ser debido a que la primavera del afio de estudio, en comparacion con
las precedentes, fue muy seca (ver material y métodos). Ademas, en esta estacion,
al reducir en un 30% la precipitacion, la exposicion de las plantas a la radiacion
UVA (sin radiacion UV-B) increment6 el contenido foliar de clorofila a, clorofila
b, clorofila total y carotenoides, lo que explicaria las interacciones entre los
tratamientos de radiacion UV y precipitacion encontrados (Fig. 3.1). Estos
resultados son contrarios a los encontrados en el mismo experimento en Arbutus
unedo y Phillyrea angustifolia bajo los mismos tratamientos, donde no se
observaron cambios en el contenido de clorofila y carotenoides foliares (Verdaguer
et al. 2018). Posiblemente, esto sea debido a que E. scoparia estuvo cerca de 3 afios
mas que A. unedo y P. angustifolia bajo los tratamientos, lo que podria significar
que las plantas de E. scoparia atravesaron por un proceso de aclimatacion a las
diferentes condiciones de radiacion UV y/o precipitacion a largo plazo. De hecho,
en estudios previos se sugirié que el incremento del contenido de clorofilas en
respuesta a la radiacion UV-A podria ser atribuido en parte al ajuste del aparato
fotosintético durante la aclimatacion a intensidades de luz elevadas (Lichtenthaler
y Babani 2004; Stroch et al. 2015). Por otro lado, en estudios de laboratorio

realizados en plantas de Hordeum vulgare (Stroch et al. 2015) y Brassica oleracea
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(Moreira-Rodriguez et al. 2017), sometidas a radiacion UV-A (8 y 7.16 W/m?,
respectivamente) también se observo que una redireccion del flujo de carbono hacia
la biosintesis de clorofilas y carotenoides especificos. De todas maneras, faltan
estudios para determinar el efecto interactivo de la radiacion UV-A y la
disponibilidad hidrica sobre el contenido de clorofilas. En relacion a los
carotenoides, su incremento probablemente estaria relacionado con la capacidad
que tiene la radiacion UV-A de promover, en algunas especies, la proteccion del
aparato fotosintético en condiciones de estrés abidtico (Verdaguer et al. 2017), en
este caso estrés hidrico. Dicha proteccion se ha relacionado con la activacion de la
disipacién del exceso de energia en forma de calor a través del ciclo de las
xantofilas o el aumento de los niveles de compuestos absorbentes de la radiacion
UV y/o antioxidantes (Demmig-Adams et al. 2006; Joshi et al. 2007; Klem et al.
2015). Por el contrario, bajo condiciones naturales de lluvia, las hojas expuestas a
la radiacién UV-A disminuyeron el contenido de clorofila b (y clorofila a, aunque
el efecto no llegd a ser significativo). Estudios previos han relacionado la
disminucién en el contenido de clorofilas en respuesta a la exposicion a la radiacion
UV-A con un incremento en el contenido de metabolitos secundarios, como
flavonoides, con el fin de evitar dafios en los fotosistemas (Close et al. 2003; Klem
et al. 2015).

En cuanto al efecto de la precipitacion, se observd que en ausencia de
radiacion UV, las hojas de las plantas de E. scoparia sometidas a déficit hidrico
redujeron el contenido de clorofila. La reduccién en el contenido foliar de
pigmentos fotosintéticos se ha descrito como una estrategia comun en muchas
especies para hacer frente al déficit hidrico (Mafakheri et al. 2010; Sarker y Oba
2018; Oraee y Tehranifar 2020; Prgomet et al. 2020). Ademas, estudios previos
muestran que, bajo condiciones de estrés hidrico, la reduccion de clorofila b es
mayor que la de clorofila a y por tanto incrementa la relacion clorofila a/clorofila
b (Ashraf y Harris 2013; Prgomet et al. 2020), lo cual concuerda con los resultados
encontrados en nuestro trabajo. Sin embargo, otros estudios, como por ejemplo los

realizados en A. unedo y P. angustifolia que coexistian en el mismo experimento
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con E. scoparia (Verdaguer et al. 2018) o en Prunus dulcis (Prgomet et al. 2020),
no se han observado cambios significativos en el contenido de clorofilas en
respuesta a la sequia. Por otro lado, en un trabajo realizado en 6 especies
mediterraneas se observd una disminucion de la relacion clorofila a/clorofila b
(Bernal et al. 2013). Por tanto, la disparidad de resultados sugiere que la respuesta
de las plantas a la sequia depende de la especie y/o de la intensidad del déficit
hidrico, y/o del grado de adaptacion de la especie a dicho estrés.

De acuerdo con lo esperado, el contenido foliar de compuestos absorbentes
de la radiacion UV (UAC) fue superior en verano (julio), coincidiendo con la época
en que los ecosistemas mediterraneos reciben una mayor incidencia de radiacion
UV (Tabla 2.2) y estan expuestas a un mayor estrés hidrico (Manrique 2003;
Munné-Bosch y Pefiuelas 2004). Esto esta de acuerdo con trabajos previos donde
se describe un incremento de los UAC cuando las plantas reciben radiacion UV,
especialmente UV-B (Kolb et al. 2001; Bernal et al. 2013; Grifoni et al. 2016).

En el presente estudio también se observo un efecto interactivo entre los
tratamientos de radiacién UV y precipitacion sobre los UACSs, independiente de la
estacion. Concretamente, la radiacion UV-B estimul6 la produccion de compuestos
absorbentes de la radiacion UV-A (UACuv-a) en condiciones de sequia. Este efecto
sinérgico de la sequia y la radiacion UV-B sobre la acumulacion de UACs también
se ha descrito en Trifolium repens (Hofmann et al. 2003). En un experimento de
exclusion de la radiacion UV llevado a cabo con Vitis vinifera, Grifoni et al. (2016)
sugirieron que el hecho de que la radiacion UV-B determine una sintesis
preferencial de UACuv-a, en lugar de UACuv-g, podria indicar que los mecanismos
de defensa de la planta para contrarrestar el estrés inducido por la radiacién UV-B
estdn orientados a aumentar los compuestos fendlicos que actuan como
antioxidantes, principalmente flavonoides, los cuales tienen su espectro de maxima
absorcion en la region de la radiacion UV-A. Ademas, en estudios realizados
también en especies mediterraneas como A. unedo (Nenadis et al. 2015; Diaz-
Guerra et al. 2019) o Quercus suber (Diaz-Guerra et al. 2019) o en otras especies,

como Petroselinum crispum (Beggs y Wellmann 1994), se concluyé que la
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radiacion UV-B fue mas eficiente que la radiacion UV-A induciendo la
acumulacién de flavonoles, especialmente quercetinas.

En el presente estudio también se observé que las plantas de E. scoparia
expuestas a la radiacion UV-A disminuyeron los UACuv.g en condiciones de
precipitacion natural, lo cual se relacionaria con una reduccion en el contenido
foliar de clorofilas (aunque ésta sélo fue significativa para la clorofila b). Estos
resultados estarian de acuerdo con los encontrados en un estudio previo con Laurus
nobilis, en el que el contenido foliar de determinadas quercetinas y kaempferoles
disminuy6 al exponer las plantas a un incremento en la radiacion UV-A
coincidiendo con la activacién de otros mecanismos de fotoproteccion, como la
reduccidn de los pigmentos fotosintéticos y un aumento en la disipacion del exceso
de energia en forma de calor, especialmente en condiciones de baja disponibilidad
hidrica (Bernal et al. 2015). En cuanto el efecto de la precipitacion, en E. scoparia
se ha observado que en condiciones de radiacion UV ambiental (UV-B + UV-A),
el déficit hidrico produjo un incremento de UACs (UACuv-g Y UACuv.a), mientras
que lo contrario ocurrié en ausencia de radiacion UV. Estos resultados apoyan la
hip6tesis de que la radiacion UV y la sequia tienen un efecto sinérgico en la
acumulacién de UACs, al menos en E. scoparia.

Como ya se ha comentado, la incidencia de la radiacion UV y otros factores
de estrés como la sequia pueden incrementar la asignacion del carbono recién
asimilado por las plantas a la produccion de metabolitos, especialmente
flavonoides, para que las plantas puedan hacer frente a las condiciones de estrés
(Bornman et al. 2015). Esta podria ser la razon por la que, tanto en respuesta a la
reduccion de la precipitacion como a las condiciones ambientales de verano, se
observo una mayor acumulacion de carbono en las hojas, coincidiendo en verano
con un mayor contenido en compuestos absorbentes de la radiacion UV. Este
incremento de carbono explicaria el aumento de la relacion C:N foliar, junto con la
disminucién del contenido de las hojas en nitrégeno, que normalmente ocurre bajo
estrés hidrico (Gargallo-Garriga et al. 2015) debido a la limitacién en la adquisicion

de nitrégeno por parte de la planta (Peri et al. 2012). Estos resultados estan de
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acuerdo con los obtenidos en otros estudios de déficit hidrico realizados en especies
mediterraneas, como por ejemplo Globularia alypum y Erica multiflora (Sardans
et al. 2008), aunque en un estudio previo realizado en el mismo experimento no se
encontro ningun efecto significativo de la sequia sobre el contenido de carbono de
las hojas de Phillyrea angustifolia y Arbutus unedo, mientras que el contenido
foliar en nitrégeno increment6 (P. angustifolia) o no se modificé (A. unedo) (Diaz-
Guerra et al. 2018).

4.2  Parametros fisiolégicos

El contenido foliar de is6topos estables como el 8'°C (relacionado con la
eficiencia en el uso agua) y el 3*°N (relacionado con las fuentes de N de la planta)
(Llorens et al. 2003; Squeo y Ehleringer 2004) estdn normalmente relacionados
positivamente (Peri et al. 2012). Asi, valores bajos de 6*C estarian relacionados
con una baja eficiencia en el uso del agua (WUE) (Peri et al. 2012; Magarfia Ugarte
et al. 2019). En este estudio, las plantas de E. scoparia mostraron valores
ligeramente inferiores de 8!3C en otofio (octubre) en comparacién con el resto de
estaciones, probablemente porque en este mes increment6 la precipitacion y, por
tanto, las plantas redujeron el WUE. Esto coincide con los datos de WUE foliar
obtenidos in situ a través del analisis del intercambio de gases. Ademas, en esta
estacion, las plantas que se desarrollaron con una menor disponibilidad de agua
mostraron valores mas altos de §'C, lo cual indica una mayor eficiencia en el uso
del agua. En un estudio previo, realizado en el mismo experimento, pero con A.
unedo y P. angustifolia, no se observo ningun efecto del régimen de precipitacion
sobre el contenido de 3'*C (Diaz-Guerra et al. 2018). Por otro lado, en otofio
también se observaron los valores mas bajos 6*°N, lo cual seria esperable pues, en
algunos estudios se sugiere que generalmente los valores de 5'°N de las hojas de la
planta disminuyen con el aumento de la precipitacion (Craine et al. 2009; Peri et al.
2012), probablemente debido a la movilizacion de "N mas ligero" para la nutricion

de la planta (Craine et al. 2009). La disminucién de 8'°N cuando existe alta
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precipitacion podria reflejar una fuerte limitacion y una baja disponibilidad de N
en el suelo (Peri et al. 2012).

En cuanto a los parametros relacionados con el intercambio de gases, como
era de esperar, en verano, las plantas redujeron dréasticamente la conductancia
estomatica (gs), la fotosintesis neta (A) y la transpiracion (E), la cual en algunos
casos fue tan baja que fue imposible medirla, al igual que la eficiencia en el uso del
agua (WUE). Del resto de estaciones, los valores mas bajos de WUE fueron
observados en otofio, junto a los valores mas altos de E y gs, lo cual coincide con
un valor menor de §'3C. Estos resultados sugieren que E. scoparia seria una especie
que evitaria la sequia, ya que en verano previene el déficit hidrico cerrando los
estomas y disminuyendo la pérdida de agua por transpiracién (y, por tanto, la
asimilacion de carbono). Estos resultados son similares a los observados en otras
especies mediterraneas como E. multiflora (Llorens et al. 2003), Pistacia lentiscus
o P. angustifolia (Altieri et al. 2015) Por otro lado, el tratamiento de precipitacion
no tuvo ningun efecto significativo sobre el intercambio de gases foliar de E.
scoparia, mientras que la radiacion UV-A redujo significativamente la WUE
independientemente de la estacion. Por tanto, no se han encontrado evidencias de
que en E. scoparia la radiacion UV-A mejore el WUE en condiciones de sequia,
como se ha observado en otras especies mediterraneas (Bernal et al. 2015;
Verdaguer et al. 2017, 2018). En invierno (enero), la radiacion UV-A increment6
la Ey la gs foliar, probablemente debido a que este mes fue el mas lluvioso del afio,
y a que la radiacion UV-A promoveria un mayor gasto de agua de las plantas de E.
scoparia. Por otro lado, los tratamientos de radiacion UV y precipitacion no
tuvieron ningun efecto significativo sobre el contenido relativo de agua (RWC) y
el peso especifico foliar (LMA) de las hojas de E. scoparia. Estos resultados son
contrarios a los esperados, pero estan en linea con los antes encontrados en un
estudio realizado en el mismo experimento, pero en A. unedo y P. angustifolia
(Verdaguer et al. 2018). La poca sensibilidad del RWC a los niveles de radiacion
UV o al déficit hidrico, en el caso de estas especies mediterraneas, podria atribuirse

a que, de acuerdo a Martinez-Vilalta et al. (2019), este es un parametro estable y
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s6lo varia cuando hay un déficit hidrico muy marcado. Por otro lado, la estabilidad
del LMA podria estar relacionado con la edad de la planta y con el proceso de
adaptacion que ha sufrido la planta al desarrollarse en condiciones climaticas
mediterraneas, con alta incidencia de radiacion UV y déficit hidrico.

4.3  Parémetros relacionados con la floracion

En este estudio, los tratamientos de radiacion UV y precipitacion no afectaron la
produccién de botones florales (nimero de flores/cm de tallo) iniciales ni tampoco
la produccion de flores funcionales de E. scoparia durante el periodo de floracién
estudiado. Sin embargo, bajo condiciones de sequia, la exposicion de las plantas a
la radiacion UV-B redujo el diametro y volumen de las flores de E. scoparia. Algo
similar se observo en otros estudios en donde el incremento de la radiacion UV-B
redujo el tamafio de la flor (Kakani et al. 2003; Kaoti et al. 2005). Una reduccién en
el tamafio de la flor podria afectar la polinizacion ya que se ha visto que los
polinizadores prefieren flores grandes (Essenberg 2012; Barbir et al. 2014; Llorens
et al. 2015). En cuando al efecto de la precipitacion, la flores de las plantas que
fueron sometidas a la sequia tuvieron menor diametro y volumen en condiciones
de radiacion UV ambiental (UV-B + UV-A). Este efecto de la sequia ya fue
reportado en otros estudios realizados, por ejemplo, en dos variedades de Olea
europaea L. (arbequina y manzanilla) (Pierantozzi et al. 2013), en especies de
cultivo como Diplotaxis tenuifolia (Barbir et al. 2014) o en especies silvestres
mediterraneas como Erica multiflora y Globularia alypum (Llorens y Pefiuelas
2005). La reduccion en el tamafio de las flores en ningln caso se vio compensada
por una mayor produccién de flores, como si se ha visto en otros estudios en

especies mediterraneas (Llorens y Pefiuelas 2005).
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Evaluacion de la composicion fendlica y la actividad antioxidante de frutos de

Prunus spinosa madurados bajo diferentes niveles de radiacion UV

4.4 Diferencias entre el perfil fendlico y la actividad antioxidante de la piel
y de la pulpa de los frutos de P. spinosa

En este trabajo se ha estudiado el contenido de flavonoides (flavonoles, flavonas y
antocianos) y de derivados de los &cidos hidroxicindmicos en la piel y en la pulpa
de frutos de P. spinosa (endrinas), ya que, de acuerdo a estudios previos, son las
clases mas abundantes de compuestos fendlicos en los endrinas silvestres
procedentes del Mediterraneo (Guimardes et al. 2013; Ruiz-Rodriguez et al. 2014)
0 de otros ecosistemas europeos (Veli¢kovi¢ et al. 2014; Mikulic-Petkovsek et al.
2016; Popovié et al. 2020). Hasta donde conocemos, éste es el primer estudio en
que se analiza por separado el perfil fenolico de la piel y de la pulpa de las endrinas
de P. spinosa. Los resultados muestran que, como era de esperar, el contenido de
fenoles difirié entre la piel y la pulpa de las endrinas, siendo el contenido de
flavonoides superior en la piel, mientras que los &cidos hidroxicindmicos se
encontraron en mayor proporcion en la pulpa. Estos resultados estan de acuerdo
con los descritos previamente en otras especies con frutos tipo drupa, como Prunus
persica (Tomas-Barberan et al. 2001), en bayas, como Vitis vinifera (Teixeira et al.
2013a) o en Solanum lycopersicum (Zivanovié¢ et al. 2017), lo que sugiere que la
sintesis de fenoles estaria regulada de forma diferente en la piel y en la pulpa. Esta
regulacién diferencial podria ser debida tanto a factores internos como externos,
puesto que las células de la piel estdn sometidas a condiciones ambientales muy
diferentes de las de la pulpa.

En cuanto al contenido de &cidos hidroxicindmicos, en estudios realizados
en drupas de P. spinosa se observd que el derivado del acido hidroxicindmico con
mayor concentracion era el &cido 3-O-cafeoilquinico, también llamado &cido
neoclorogénico (Guimaraes et al. 2013; Mikulic-Petkovsek et al. 2016; Popovi¢ et

al. 2020). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las endrinas de P.
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spinosa, tanto en la piel como en la pulpa, aunque en esta Gltima la concentracion
de 3-O-cafeoilquinico fue casi cuatro veces superior. Se desconoce la funcion del
acido 3-O-cafeoilquinico, si bien su gran abundancia en la pulpa (llegando a
representar el 71% de todos los compuestos descritos en ésta), y el hecho de que la
actividad antioxidante de la pulpa sea casi el doble de la de la piel, sugiere que su
funcidn puede ser antioxidante, lo cual estaria en linea con los resultados obtenidos
previamente en esta misma especie (Mikulic-Petkovsek et al. 2016) o en otras
(Teixeira et al. 2013b). El principal mecanismo de accién antioxidante de los acidos
hidroxicindmicos es a través de su capacidad para neutralizar radicales libres, la
cual esta vinculada a su capacidad de donar hidrégeno o electrones y a la estabilidad
de los radicales fenoxilo resultantes (Jacob et al. 2012). Sin embargo, también se
han sugerido otros mecanismos de accion, como la quelacion de metales de
transicion, como el cobre o el hierro, los cuales son catalizadores del estrés
oxidativo (Teixeira et al. 2013b). Por otro lado, los &cidos hidroxicinamicos son
particularmente efectivos en la absorcién de la radiacién UV-B (Landry et al. 1995;
Kolb et al. 2001), lo cual también podria explicar su abundancia en la piel (54% de
los compuestos fendlicos descritos).

El contenido de flavonoides, y particularmente de flavonoles, tanto
quercetinas como kaempferoles, fue superior en la piel que en la pulpa, lo cual
estaria de acuerdo con otros estudios realizados en otras especies como Solanum
lycopersicum (Zivanovié et al. 2017) o M. domestica (Merzlyak et al. 2002). El
hecho de que el contenido de quercetinas y kaempferoles sea mayor en la piel que
en la pulpa probablemente sea debido a que la piel es la primera barrera de defensa
que tiene el fruto frente a los distintos factores bidticos o abidticos como serian, por
ejemplo, los patgenos o la radiacion UV. Las quercetinas son consideradas
moléculas antioxidantes més eficaces en la eliminacién de radicales libres que los
kaempferoles (Ryan et al. 1998; Sroka 2005; Zietz et al. 2010). Por lo tanto, las
quercetinas podrian ser mas efectivas para contrarrestar los efectos potencialmente
nocivos de los radicales libres oxidativos producidos en el tejido vegetal cuando

estd sometido a un factor estresante, como podria ser la radiacion UV-B (Ryan et
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al. 1998). No obstante, el hecho de que la relacion quercetinas/kaempferoles sea
mucho menor en la piel que en la pulpa indica que proporcionalmente la piel tiene
un mayor contenido en kaempferoles, los cuales son mas eficaces en la absorcion
de la radiacion UV que las quercetinas (Nenadis et al. 2015).

En cuanto al contenido de antocianos, el antociano mayoritario en los frutos
de P. spinosa fue la cianidina-3-rutindsido, lo cual esta de acuerdo con resultados
anteriores obtenidos en la misma especie (Ruiz-Rodriguez et al. 2014; Mikulic-
Petkovsek et al. 2016). Los glucdsidos de cianidina son los responsables del color
rojo de algunos frutos, como por ejemplo las bayas de V. vinifera (Veberic et al.
2015), pero si se acumulan en gran abundancia el tono del color puede cambiar a
negruzco, como es el caso de las drupas de P. spinosa (Mikulic-Petkovsek et al.
2016). Esta coloracion de los frutos, desde el punto de vista ecolégico, tiene una
gran importancia porque atrae a organismos dispersores de las semillas (Grotewold
2006; Askari-Khorasgani y Pessarakli 2019) favoreciendo la reproduccion de la
planta (Haminiuk et al. 2012). Ademas, en general, los antocianos son de gran
interés para el sector agroalimentario, debido a su impacto en las caracteristicas
sensoriales de los productos alimenticios gracias a su coloracion natural intensa que
va desde naranja y rojo hasta azul y pdrpura, y por sus beneficios para la salud

como antioxidantes (de la Rosa et al. 2010; Gonzalez de Mejia et al. 2020)

4.5 Efecto del tratamiento de radiacion UV sobre el perfil fendlico de la piel
y la pulpa de los frutos de P. spinosa
Las plantas protegen sus érganos aéreos de la radiacion UV, principalmente,
acumulando en los tejidos epidérmicos diferentes tipos de compuestos fendlicos,
como los &cidos hidroxicinamicos y los flavonoides (Burchard et al. 2000;
Kotilainen et al. 2008; Keller 2015). En este estudio, no se observaron diferencias
en el contenido de acidos hidroxicindmicos en los frutos de P. spinosa (piel o pulpa)
madurados con o sin radiacion UV ambiental, o sin radiacion UV-B. De acuerdo
con estos resultados, estudios previos con V. vinifera, concretamente con la piel de

las uvas, tampoco observaron que la radiacion UV afectara el contenido de &cidos
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hidroxicinamicos, o si lo hacia, era de forma muy sutil (Kolb et al. 2001; Berli et
al. 2011; Del-Castillo-Alonso et al. 2016b). En parte, esta respuesta podria ser
debida a la elevada cantidad de fenoles que presentan las especies mediterraneas,
las cuales, durante el verano, que es cuando los frutos de muchas especies, entre
ellas P. spinosa y V. vinifera, maduran, deben hacer frente a condiciones de alta
radiacion solar, altas temperaturas y poca disponibilidad hidrica (Manrique 2003;
Munné-Bosch y Pefiuelas 2004),. De hecho, el contenido en estos compuestos en
las endrinas analizadas en este estudio es hasta 2 veces superior al descrito en
diferentes genotipos de P. spinosa que crecieron en las montafias serbias (Popovic¢
et al. 2020) caracterizadas por un clima continental moderado (Radovanovi¢ et al.
2013). De todas maneras, en la piel del tomate, S. lycopersicum, se describié un
notable incremento del acido cafeico cuando recibia radiacion UV-B y UV-A
(Zivanovié et al. 2017). Por tanto, no se puede descartar un efecto especie
especifico de la radiacién UV en la sintesis de acidos hidroxicindmicos, ni que la
sintesis de estos compuestos provocada por la radiacion UV-B no pueda verse, a su
vez, afectada por otros factores, como por ejemplo la presencia de acido abscisico
(ABA) (Berli etal. 2011). EI ABA es una fitohormona que participa en la activacion
de la defensa de los tejidos contra los efectos potencialmente dafiinos de la
radiacion UV-B, aparentemente al desencadenar la biosintesis de fenoles (Berli et
al. 2011).

En la piel de los frutos de P. spinosa no se observaron cambios en el
contenido total de flavonoides (flavonoles y antocianos) en respuesta al tratamiento
de radiacion UV. Estos resultados son contrarios a los obtenidos en otros
experimentos de exclusion de la radiacion UV realizados con frutos de V. vinifera,
en donde se observé un incremento, en la piel, del contenido de flavonoles,
especialmente de los glucdsidos de quercetinas y kaempferoles (Liu et al. 2015),
cuando los frutos estaban expuestos a la radiacion UV-B natural (Berli et al. 2011;
Gregan et al. 2012; Del-Castillo-Alonso et al. 2016b; Martinez-Lscher et al. 2019)
0 en otros experimentos de aumento de la radiacion UV (Matus et al. 2009;

Martinez-Lischer et al. 2014; Liu et al. 2015). Resultados similares también se
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observaron en la piel de pomos de M. domestica cuando fueron sometidas a
radiacion UV-B artificial (Solovchenko y Schmitz-Eiberger 2003). Estos resultados
indican que la respuesta a la radiacion UV de los flavonoides de la piel varia en
funcidn de la especie. No obstante, claramente hace falta aumentar el nimero de
especies estudiadas, especialmente especies silvestres de la Cuenca del
Mediterraneo y de interés ecoldgico como P. spinosa. Por otro lado, se conoce que
la actividad antioxidante de los flavonoles depende de su grado de hidroxilacién,
es decir, del niamero de grupos hidroxilos unidos al anillo B aromatico (Sroka
2005), siendo la actividad antioxidante de los flavonoles dihidroxilados
(quercetinas) superior a la de los monohidroxilados (kaempferoles e
isorhamnetinas) (Zietz et al. 2010). En algunos trabajos se ha detectado un
incremento en el contenido de flavonoles dihidroxilados, pero también de
monohidroxilados, en la piel de los frutos expuestos a la radiacion UV-B (Martinez-
Luscher et al. 2014). Sin embargo, en nuestro estudio, la proporcion relativa de
estos flavonoles no fueron afectados por la radiacion UV, probablemente debido a
que tanto la piel como la pulpa de los frutos de P. spinosa cuentan con un elevado
contenido constitutivo de quercetinas y kaempferoles lo cual relativiza la
importancia de aumentar su contenido bajo los niveles de radiacion UV ambiental
(Del-Castillo-Alonso et al. 2016Db).

En este estudio, la radiacion UV no afectd el contenido de los antocianos
detectados en la piel de las endrinas. En V. vinifera, que es la especie
mayoritariamente estudiada en este tipo de estudios, los resultados son dispares.
Asi, por ejemplo, Martinez-Luscher et al. (2014) tampoco encontraron ningun
efecto de la radiacion UV-B sobre la acumulacion de antocianos en la piel de las
uvas, mientras que en otros estudios se detectd un incremento significativo (Matus
et al. 2009; Martinez-Lischer et al. 2019). En otros casos, se observé un efecto de
la radiacion UV- B sobre el contenido de antociano de la piel solo al inicio de la
maduracion de las uvas en plantas crecidas en condiciones de laboratorio (Kataoka
et al. 2003) o en condiciones de campo en el Mediterrdneo (Del-Castillo-Alonso et

al. 2016b), el cual desaparecid al final del proceso de maduracion (Kataoka et al.
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2003; Del-Castillo-Alonso et al. 2016b). Se ha sugerido que la mayor acumulacion
de antocianos, relacionada con la exposicion a la radiacion UV, se produce al inicio
de la maduracién cuando la enzima flavonol-3-O-glucosiltransferasa (UFGT,
especifica en la sintesis de antocianos) comienza a expresarse (Boss et al. 1996).
Las diferencias en los resultados sugieren que las variaciones en el perfil de
antocianos, en respuesta a la incidencia de la radiacion UV, dependen de las
caracteristicas genéticas de cada especie o cultivar (Castellarin et al. 2006), y del
estado de desarrollo del fruto (Del-Castillo-Alonso et al. 2016b).

Actualmente existen pocos trabajos en que se estudie el efecto de la
radiacion UV en la pulpa de los frutos, centrandose la mayoria en la piel, o en el
fruto entero. Sin embargo, las respuestas de la pulpa y las semillas a la radiacion
UV pueden ser diferentes a las de la piel (Del-Castillo-Alonso et al. 2019). En este
estudio, dos flavonoles glucosilados encontrados en la pulpa fueron sensibles a la
radiacion UV. Concretamente, los frutos expuestos a la radiacion UV-A
incrementaron significativamente el contenido de quercetina-3-O-rutinésido y
marginalmente el contenido de kaempferol-3-O-glucésido en la pulpa en relacion
a los frutos madurados sin radiacion UV ambiental. En otros estudios, aunque
hechos con hojas de diversas especies, también se ha encontrado que la radiacion

UV-A afecta la sintesis de flavonoles (Verdaguer et al. 2017).

4.6 Relacion entre el contenido de fenoles y UACs y la actividad
antioxidante de los frutos de P. spinosa.
Segun los resultados de las correlaciones, los acidos hidroxicinamicos de la piel de
las endrinas se correlacionan positivamente con los UACs y é&cidos
hidroxicindmicos de la pulpa; por tanto, la sintesis de estos compuestos, en la piel
y en la pulpa, podria estar coordinada. Hasta donde conocemos, este es el primer
estudio en que se describen dichos resultados, y, por tanto, faltaria mas informacion
para esclarecer su significado. En esta misma linea, la actividad antioxidante de la
piel esté correlacionada positivamente con la de la pulpa, lo cual podria ser debido

a la funcion antioxidante de los &cidos hidroxicindmicos, ya que son los compuestos
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mas abundantes, tanto en la piel como en la pulpa de las endrinas. Finalmente, la
correlacion negativa observada entre el total de acidos hidroxicindmicos de la pulpa
y el total de flavonoles y quercetinas de la piel sugiere que el alto contenido
concentraciones de &cidos hidroxicinamicos en la pulpa podrian ser la causa de las
tasas relativamente moderadas de biosintesis de flavonoides en la piel, al competir
ambos tipos de compuestos fendlicos por los mismos precursores (Kolb et al. 2001;
Del-Castillo-Alonso et al. 2016a).

Los resultados de las correlaciones teniendo en cuenta la piel y la pulpa de
las endrinas de P. spinosa maduradas bajo las distintas condiciones de radiacién
UV, muestran que la actividad antioxidante no se correlaciona con el contenido de
UACs ni de compuestos fendlicos cuando los frutos maduraron sin radiacion UV
ambiental (UVO0). Estos resultados serian esperables, puesto que el contenido de
compuestos fenolicos esta relacionado con la radiacién UV, especialmente con la
radiacion UV-B (Burchard et al. 2000; Kotilainen et al. 2008; Keller 2015). En
cambio, cuando recibieron radiacién UV-A o radiacion UV ambiental (UV-B +
UV-A), la actividad antioxidante estuvo correlacionada positivamente con el
contenido total de &cidos hidroxicindmicos y de UACuv-s, lo cual sugiere que, a
pesar de no haber diferencias significativas entre los niveles de radiacion UV, la
exposicion a la radiacion UV generaria una estrecha relacion entre el contenido de
acidos hidroxicinamicos y UACuv-s Y la actividad antioxidante de los frutos.
Curiosamente, la actividad antioxidante de los frutos que maduraron bajo radiacion
UV-A vy radiacion UV ambiental también se correlacioné negativamente con el
contenido de flavonoles (quercetinas y kaempferoles) y antocianos. Esto resultados
estarian en linea de lo comentado anteriormente, sugiriendo que la actividad
antioxidante de las endrinas seria debida, principalmente, a los 4&cidos

hidroxicindmicos y no a los flavonoles o antocianos.
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Estudio del proceso de descomposicion de la hojarasca de Arbutus unedo y

Phillyrea angustifolia bajo diferentes niveles de radiacion UV y precipitacién.

4.7 Efecto de la especie en la descomposicién de la hojarasca
La calidad o composicion quimica de la hojarasca afecta en gran medida el proceso
de descomposicion, y por tanto, varia éste en funcion de la especie (Imbert et al.
2004). En este estudio, la hojarasca de P. angustifolia, independientemente de su
procedencia, presenté un contenido menor de celulosa, lignina y una relacién C: N
baja (mayor contenido de nitrdgeno), en comparacion con la de A. unedo (Tabla
3.6, 3.12). Ademas, a los 347 dias de descomposicion, la hojarasca de P.
angustifolia perdio un 6% mas peso que la de A. unedo (Figura 3.18A). Por tanto,
nuestros resultados concuerdan con los descritos anteriormente en otras especies,
en cuanto a que las tasas de descomposicién son menores cuando la hojarasca tiene
niveles altos de lignina, un bajo contenido de N o una mayor dureza (Gessner y
Chauvet 1994; Martinez-Yrizar et al. 2007), como seria el caso de A. unedo. En la
hojarasca de P. angustifolia un bajo contenido de lignina y un elevado contenido
de N podria facilitar su descomposicién biética (Almagro et al. 2017), posiblemente
al quedar cubierta la demanda microbiana de N y encontrarse los compuestos
organicos mas accesibles a los microorganismos al presentar un bajo contenido de
lignina (Prieto et al. 2019).

Durante el proceso de descomposicion, el porcentaje de fibra, celulosa y
lignina de la hojarasca pretratada y natural aumentd en las dos especies (Tabla 3.6,
3.12), lo cual podria relacionarse con una disminucion de los compuestos l&biles
dando lugar a un incremento en el porcentaje de compuestos recalcitrantes. De
hecho, en ambas especies, e independientemente de si la hojarasca fue pretratada o
no, el contenido de carbono disminuyé (Tabla 3.6, 3.12), lo que sugiere que hubo
una pérdida de compuestos solubles, como azlcares, durante la etapa de lixiviacion,
probablemente combinado con la accién de microorganismos oportunistas de

rapido crecimiento (Berg y McClaugherty 2014). En la hojarasca pretratada de A.
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unedo, al finalizar el estudio, la relacién C:N fue mayor al disminuir el N, lo cual,
esta de acuerdo con los resultados obtenidos por Prieto et al. (2019) en su estudio
de descomposicion de la hojarasca de Helianthemum squamatum, en donde sugiere
que durante la descomposicion se mineraliza el N. En cambio, la hojarasca de P.
angustifolia, de ambas procedencias (Tabla 3.6, 3.12), no mostré cambios en el
contenido de N a través del tiempo, lo cual podria indicar una inmovilizacion neta
de N por parte de los microorganismos del suelo (Henry et al. 2008).

Por otro lado, aunque la hojarasca de P. angustifolia se descompuso mas
rapidamente que la de A. unedo, las diferencias entre especies descritas al inicio
para la calidad quimica se mantuvieron al final del estudio, independientemente de
la procedencia de la hojarasca, lo cual refuerza el papel de las caracteristicas
especificas de la hojarasca de cada especie durante la descomposicion, al menos
durante las primeras etapas, ya que al finalizar el estudio quedd més del 85% de la
materia organica por descomponer en ambas especies. Este porcentaje de pérdida
de peso estd dentro de lo esperable, pues, en general, la descomposicién de las
especies perennes esclerdfilas es un proceso lento, especialmente en ecosistemas
semiaridos, como muchas zonas del Mediterraneo. Por ello, los experimentos de
descomposicién tienen una duracion minima de 12 meses y los porcentajes de
pérdida de peso varian entre 5y 40% (Gallardo y Merino 1993; Cortez et al. 2007,
Gliksman et al. 2018; Pereira et al. 2019). De hecho, en un estudio comprobaron
que la descomposicion de hemicelulosa y celulosa en la hojarasca de especies
esclerdfilas se produjo principalmente durante los primeros 540 dias, mientras que
la descomposicion de la lignina tuvo lugar principalmente después de 630 dias
(Zhang et al. 2019).

A parte de la calidad quimica de la hojarasca, en la regulacion del proceso
de descomposicion también es importante la actividad microbiana, es decir, los
tipos de descomponedores microbianos y su actividad enzimatica (Bokhorst y
Wardle 2013; Lopez-Mondéjar et al. 2016; Zhang et al. 2019). En este sentido, la

elevada actividad enzimatica hallada en la hojarasca de P. angustifolia, al inicio y
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al final del experimento, también podria justificar su mayor pérdida de peso durante
el periodo de estudio en comparacion con la de A. unedo (Tabla 3.8, 3.14). En las
dos especies, la biomasa flngica tendié a aumentar durante el proceso de
descomposicién estudiado, mientras que la tendencia de la biomasa bacteriana fue
la contraria. Estos resultados estan en linea con otros estudios en donde se ha
observado una mayor contribucion de la biomasa bacteriana al inicio de la
descomposicion (Mora-Gémez et al. 2016). Este rapido crecimiento bacteriano en
las primeras etapas de descomposicion estaria relacionado con el uso eficiente de
polisacéridos simples, lo cual pudo haber limitado el aumento de la biomasa
fangica por la competencia por los compuestos solubles disponibles de la hojarasca
(Romani et al. 2006). Sin embargo, también hay trabajos en donde la tendencia de
crecimiento microbiana es contraria, pues en ellos describen que la biomasa
bacteriana en la hojarasca aumenta con el tiempo mientras que la biomasa fangica
decrece (Snajdr et al. 2011), posiblemente porque los hongos, al actuar primero,
aumentarian la disponibilidad de sustrato para las bacterias, al descomponer los
polisacéridos (Romani et al. 2006). Las diferencias encontradas entre nuestro
estudio y otros trabajos podria atribuirse a que la colonizacién de hongos y bacterias
depende del tipo de hojarasca (Snajdr et al. 2011). De hecho, en anteriores trabajos
se ha sugerido que las comunidades microbianas en la hojarasca en descomposicion
estan fuertemente influenciadas por las caracteristicas de cada tipo de hojarasca,
como su composicién quimica (Santonja et al. 2018; Zhang et al. 2019).

En cuanto a la actividad enzimatica extracelular, la biomasa fangica de la
hojarasca de A. unedo estuvo correlacionada con la actividad enzimatica de la
celobiohidrolasa (Tabla 3.10), lo cual sugiere que estos microorganismos usaron
maés efectivamente la celulosa. La actividad B-glucosidasa de la hojarasca de A.
unedo fue elevada al inicio de la descomposicion pero casi imperceptible al final
del estudio, posiblemente porque sus actividad esta relacionada con el contenido de
sacaridos solubles de la hojarasca, mas abundantes al principio de la
descomposicién (Sinsabaugh et al. 2002). En P. angustifolia curiosamente, la

biomasa fungica se correlacion6 con la actividad de la B-glucosidasa, mientras que
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la biomasa bacteriana con la actividad de fenol-oxidasa (Tabla 3.10) lo que podria
significar que, en esta especie, los hongos producen enzimas para degradar
principalmente los glicidos més solubles y las bacterias tendrian cierto papel en la
degradacion de la lignina a través de la fenol-oxidasa, especialmente en las
primeras etapas de descomposicion donde su biomasa fue mas abundante. Este
papel de algunas comunidades bacterianas en la degradacion del complejo
lignoceluldsico ya se ha sugerido en anteriores trabajos (Vicufia et al. 1993; Boer
et al. 2005; Sinsabaugh 2010; Mora-Gémez et al. 2016), sin embargo, para llegar a
la completa degradacion de la lignina se requiere la accion de los hongos (Vicufa
et al. 1993). Resultados similares se observaron en la descomposicion de otras
especies forestales como Quercus mongolica, Juglans mandshurica, Acer mono, y
Larix gmelinii, en donde cada tipo de hojarasca se caracterizd por una comunidad
fangica especifica, y por tanto, diferentes patrones de produccién de enzimas
extracelulares (Zhang et al. 2019). Estos resultados sugieren que la produccién de
enzimas extracelulares depende del tipo de microorganismo, sus requerimientos de
nutrientes y sus interacciones (Brandt et al. 2010).

En cualquier caso, debido a que la hojarasca de las dos especies se
encontraba en etapas tempranas de descomposicidn, al finalizar el estudio, es
probable que la colonizacién de las comunidades microbianas y su consecuente
produccion de enzimas extracelulares cambie en fases mas avanzadas del proceso
(Mora-Gomez et al. 2016).

4.8 Efectos indirectos (calidad inicial) de la radiacion UV y/o de la
precipitacién sobre el proceso de descomposicién de la hojarasca
pretratada

Los tratamientos de radiacion UV y precipitacion a los que estuvieron sujetas las

hojas durante su desarrollo afectaron de forma diferente la calidad inicial de la

hojarasca, béasicamente el contenido en N y la relacion C:N de las dos especies,
pues no se observaron diferencias en el contenido de fibra, lignina y celulosa. No

obstante, en un estudio previo, realizado con las mismas especies y bajo los mismos
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tratamientos, no se observd ningun efecto de los tratamientos sobre el contenido de
C, Ny larelacion C:N de la hojarasca (Diaz-Guerra et al. 2018). Posiblemente, esto
sea debido a que en el trabajo de Diaz-Guerra et al. (2018) las plantas solo habian
estado entre 2 y 4 afios bajo los tratamientos, mientras que en el presente estudio
llevaban 7 afios, pudiéndose atribuir los cambios encontrados en este estudio,
principalmente en el contenido de N y larelacion C:N, a un proceso de aclimatacion
a largo plazo de las plantas a las diferentes condiciones de radiacion UV y
precipitacion.

Los resultados obtenidos, sugieren que la exposicion de las plantas a la
radiacion UV-B tendria un efecto positivo sobre la calidad inicial de la hojarasca
de las dos especies, al incrementar el contenido en N (baja relacién C:N), aunque
en A. unedo, esto sucedid solo en condiciones de lluvia natural (Figura 3.7B, Cy
3.8B, C). El incremento en N inicial en la hojarasca bajo radiacion UV-B fue
reportado también en Triticum aestivum (Yue et al. 1998). Sin embargo, también
existen trabajos en los cuales el aumento en la radiacion UV-B redujo el contenido
de N en la hojarasca (Zhou et al. 2018), o0 no tuvo ningun efecto, como en ciertos
arbustos de ecosistemas subantarticos (Pancotto et al. 2003). De hecho, en general,
se considera que la radiacion UV-B reduciria el contenido de N debido a su afecto
inhibidor de la actividad nitrato reductasa y de otras enzimas claves del
metabolismo del N (Xu y Zhou 2004). La diferencia en los resultados
probablemente se deba a que los efectos indirectos de la radiacion UV-B sobre la
composicion quimica de la hojarasca difieren entre especies, ecosistemas y
enfoques experimentales (Pancotto et al. 2003). Por otro lado, en las dos especies,
se encontré un efecto negativo de la radiaciéon UV-A sobre la calidad de la
hojarasca, al disminuir el contenido de N (mayor relacion C:N), aunque este efecto
se observo solo bajo precipitacion reducida en el caso de la hojarasca de A. unedo
(Figura 3.7B, C y 3.8B, C). Estos resultados no estarian de acuerdo con algunos
trabajos previos donde se sugiere que la radiacion UV-A promueve la acumulacion
del N foliar (Weih et al. 1998; Verdaguer et al. 2017). La disminuci6n del contenido

en nitrégeno observada en el presente estudio podria indicar una menor absorcion

Radiacion UV y precipitacion en la descomposicion de hojarasca de A. unedo y P. angustifolia 119



Discusion

de N por parte de las raices, disminuyendo su concentracion en los tejidos, lo cual
estaria de acuerdo con efecto que tiene el déficit hidrico sobre el nitrogeno
(Gargallo-Garriga et al. 2015).

A pesar del efecto positivo de la radiacion UV-B sobre la calidad quimica
inicial, en general, la hojarasca pretratada de las dos especies tuvo un menor
contenido de N inicial (alta relacion C:N) en relacion a la hojarasca natural (Anexo
2). Esto indica que el efecto negativo de la radiacién UV-A sobre el contenido de
N fue mas importante que el efecto positivo de la radiacién UV-B a la hora de

determinar la calidad inicial de la hojarasca pretratada de las dos especies.

4.9 Efectos directos de la radiacion UV y/o de la precipitacion sobre la
descomposicién de la hojarasca pretratada (pérdida de peso y actividad
microbiana)

Los cambios descritos en la calidad inicial de la hojarasca pretratada de las dos

especies en respuesta a los tratamientos de radiacion UV y precipitacion se

mantuvieron al finalizar el estudio de descomposicién en A. unedo, pero no en P.

angustifolia. En A. unedo, un mayor contenido en N en la hojarasca bajo radiacion

UV-B y precipitacion natural podria estar de acuerdo con la tendencia que tiene la

hojarasca expuesta a la radiacion UV ambiental y lluvia natural a perder mas peso,

sobre todo en los momentos iniciales (Figura 3.13A), lo cual también podria
relacionarse con una mayor biomasa de bacterias (Figura 3.10C). Dado que la
descomposicién microbiana puede ser ralentizada por la radiacion UV-B (Duguay

y Klironomos 2000; Caldwell et al. 2007; Zhou et al. 2015), los resultados

obtenidos podrian explicarse por un mayor efecto positivo de la radiacion UV-B

para descomponer la materia organica comparado con su efecto negativo sobre la
actividad microbiana (Pieristé et al. 2019). En cambio, en la hojarasca de A. unedo
de las parcelas que recibian radiacion UV-A y menos agua de lluvia, aunque
disminuyo el contenido de N en la hojarasca (Figura 3.7), la colonizacién de hongos
fue superior, al inicio de la descomposicion (Figura 3.11A, B). Probablemente, en

estas condiciones (radiacion UV-A y precipitacion reducida), y solo al inicio de la
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descomposicién, exista un mayor efecto de la fotodegradacién de la materia
orgénica, con lo cual la comunidad fungica pudo acceder a los sustratos méas
facilmente (Baker et al. 2015), aunque esto no se reflejo en la pérdida de peso.

En P. angustifolia, el efecto observado de la radiacion UV y la
precipitacion sobre el contenido inicial de N y la relacion C:N de la hojarasca
desapareci¢ al final del proceso de descomposicion (Tabla 3.7). Sin embargo, al
finalizar el estudio se observé que la radiacion UV-B redujo el contenido de fibra
de la hojarasca de P. angustifolia especialmente en condiciones de sequia (Figura
3.9A). Esto coincide con trabajos previos en que se sugiere que bajo condiciones
de sequia, los efectos de la fotodegradacién son mas evidentes (Smith et al. 2010;
Barnes et al. 2015; Bornman et al. 2015; Almagro et al. 2017). Ademas,
curiosamente se observd que la radiacion UV-A también intervino en la
fotodegradacién, en este caso de la lignina y celulosa de la hojarasca de P.
angustifolia (Tabla 3.7, Figura 3.9), independientemente del nivel de precipitacion.
En algunos trabajos realizados en campo, en bosques templados himedos (Pieristé
et al. 2019) o en condiciones controladas de laboratorio en especies de uso
comercial (Li et al. 2016) se ha sugerido que la radiacion UV-A tendria un papel
importante en la fotodegradacion, especialmente de la celulosa. De hecho, en un
trabajo reciente realizado con 3 especies (una lefiosa, un arbusto frutescente y una
herbacea) propias de un ecosistema arido se sugiere que la radiacién UV-A seria el
principal impulsor de la fotodegradacion abiética (Day y Bliss 2019). No obstante,
en otros trabajos, también realizados en ecosistemas aridos, solo se han encontrado
pequefios efectos de la radiacion UV-A sobre la lignina u otros compuestos, como
la celulosa (Brandt et al. 2007, 2010; Day et al. 2007b; King et al. 2012). Esto
sugiere que el grado de fotodegradacion de la hojarasca debido a la radiacion UV-
A depende de la especie, y tiempo de descomposicion (King et al. 2012). Por tanto,
el efecto concreto de la radiacion UV-B y UV-A en la fotodegradacion de los
compuestos recalcitrantes (fibra, lignina y celulosa) no estan totalmente descritos,
por lo cual se necesitan méas estudios que examinen estos efectos no solo sobre el

contenido de lignina sino también en su estructura quimica (Wang et al. 2015).
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Por otro lado, también se observo un efecto interactivo entre la radiacion
UV-B vy la precipitacion sobre la actividad microbiana de la hojarasca de P.
angustifolia, de forma que, bajo precipitacion natural, la radiacion UV-B limito el
aumento de la biomasa fungica (Figura 3.11A) a lo largo del proceso de
descomposicién, lo que estéa de acuerdo con el efecto fotoinhibidor de la radiacion
UV-B sobre los hongos descrito en estudios previos (Caldwell et al. 2007; Barnes
etal. 2015).

En la hojarasca de P. angustifolia, la precipitacién también afecto el
proceso de descomposicion, de forma que, al finalizar el estudio, la sequia redujo
la pérdida de peso de la hojarasca (Figura 3.14 C, D), lo cual también esta de
acuerdo con una mayor actividad de B-glucosidasa (Figura 3.12 A) y con la
reduccidon de la constante de descomposicién (k) de la hojarasca de esta especie
bajo precipitacion reducida (Tabla 3.11, Figura 3.14B). Estos resultados son los
esperados pues, en la mayoria de trabajos se reportan tasas menores de
descomposicion cuando existe limitacion de agua (LeRoy et al. 2014; Mora-Gomez
et al. 2019). En concreto, en otros estudios realizados en la region Mediterranea se
describid que la sequia redujo la tasa de descomposicién de la hojarasca de especies
herbaceas en un 34% (Almagro et al. 2015), al igual que en especies lefiosas como
el roble mediterraneo (Saura-Mas et al. 2012), principalmente en los primeros
meses de descomposicién debido a que los compuestos solubles se lixivian con méas

dificultad bajo condiciones de sequia.

4.10 Efectos directos de la radiacion UV y/o de la precipitaciéon sobre la
descomposicion de la hojarasca natural (pérdida de peso y actividad
microbiana)

No se encontrd ningun efecto de los tratamientos de radiacion UV y/o precipitacion

sobre la calidad (Tabla 3.13) o la biomasa de microorganismos (Tabla 3.14) durante

la descomposicion de la hojarasca natural de A. unedo, observandose solo un efecto
negativo de la radiacion UV-B sobre la actividad B-glucosidasa al final del

experimento (Figura 3.16A), aungue no se tradujo en una menor pérdida de peso

122 Radiacion UV y precipitacion en la descomposicién de hojarasca de A. unedo y P. angustifolia



Discusion

(Figura 3.17). En cambio, en P. angustifolia, los efectos de los tratamientos
descritos estarian en linea con los descritos para la hojarasca pretratada. En
concreto, la radiacién UV-B promovio la degradacion de la fibra en condiciones de
precipitacion natural (Figura 3.15A), y limit6 la actividad extracelular de f-
glucosidasa y de celobiohidrolasa (Figura 3.16D, E). Ademas, la sequia también
disminuyo la actividad extracelular de la B-glucosidasa y de la celobiohidrolasa en
la hojarasca natural, igual como se habia comentado para la hojarasca pretratada.
Por tanto, estos resultados indican que el factor especie es determinante en el
proceso de descomposicidn, mientras que las condiciones ambientales en que se
desarrollan las plantas pueden modular este proceso en determinadas especies,

como sucede en el caso de A. unedo en este estudio.

4.11 Comparacion de la descomposicion de la hojarasca pretratada y la
natural
Los resultados obtenidos al comparar el proceso de descomposicién de la hojarasca
pretratada y natural ponen de relieve que las condiciones ambientales en las que se
desarrollan las plantas pueden afectar la calidad quimica de las hojas y, en
consecuencia, alterar el proceso de descomposicién, como se ha comentado en
otros articulos (Barnes et al. 2015; Bornman et al. 2015). Asi, la hojarasca de A.
unedo y P. angustifolia recogida de las plantas que crecieron en condiciones
naturales, es decir, con radiacion UV ambiental y precipitacion natural (Tabla
3.13), fue menos sensible a la fotodegradacion que la hojarasca de las plantas
pretratadas (Tabla 3.7), posiblemente por el elevado contenido de compuestos
recalcitrantes dificiles de degradar, como lignina y celulosa, de las primeras (Zhou
et al. 2018). Ademés, como ya se explicé en la seccion 4.8, la hojarasca pretratada
tuvo menor calidad, concretamente, menor contenido inicial de N (alta relacion
C:N) en comparacion de la natural (Anexo 2), lo cual podria haber influido
negativamente en la descomposicion (Hewins et al. 2019; Prieto et al. 2019) al
limitar la actividad microbiana (Santonja et al. 2015). De hecho, las comunidades

microbianas suelen necesitar extraer fuentes externas de N (es decir, materia
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organica del suelo) para poder degradar el material vegetal de baja calidad (Averill
y Waring 2018). Los resultados anteriores estarian de acuerdo con el hecho de que
la pérdida de peso en la hojarasca pretratada al finalizar el proceso de
descomposicién fue un 3% menor que la pérdida de peso de la hojarasca natural
(Figura. 3.18B). Estos resultados sugieren que, al menos en las primeras etapas de
descomposicidn, el contenido de N inicial de la hojarasca podria ser mas importante
para determinar la pérdida de peso durante el proceso de descomposicion que el
contenido de compuestos recalcitrantes, ya que, al finalizar el estudio, la hojarasca
pretratada se descompuso menos que la natural, a pesar de tener menor contenido
de celulosa y lignina (Tabla 3.6, 3.12). Esto probablemente se deba a que en las
primeras etapas de descomposicion es mas evidente la descomposicién microbiana
(Zhang et al. 2019), favorecida por un mayor contenido de N de la hojarasca natural,
mientras que la degradacion de la lignina, a través de la fotodegradacion (Henry et
al. 2008; King et al. 2012), se hace mas evidente en las etapas avanzadas de la
descomposicion (Bornman et al. 2019). Aunque en la hojarasca pretratada,
especialmente de P. angustifolia, se vio algin indicio de fotodegradacion (Figura
3.9A, B), esto no se reflejé en la pérdida de peso (Figura 3.18B).

Las diferencias entre la hojarasca natural y la hojarasca proveniente de las
parcelas con radiacion UV ambiental (UVBA) y precipitacion natural podrian
atribuirse al disefio experimental en si, es decir al efecto de los filtros y de la gestion
del riego. En concreto, en A. unedo solo varié el contenido en Cy en P. angustifolia
el contenido en fibra, celulosa y celulosa (Anexo 4), no variando en ninguna de las
dos especies el contenido en N, ni la relacion C:N, parametros que, como se ha

visto, son determinantes en la descomposicién de la hojarasca.

4.12 Efecto global de la radiacion UV y precipitacion sobre la pérdida de peso
de la hojarasca de las dos especies

El andlisis global de la pérdida de peso de la hojarasca (pretratada y natural) de las

dos especies, no se observo una interaccion entre el efecto de la radiacion UV y el

nivel de precipitacion, al menos durante las primeras etapas del proceso de
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descomposicién estudiadas. Asi, después de 347 dias de descomposicion se observd
que la radiacion UV-B, independientemente de la precipitacion, ralentizo hasta el
5% la pérdida de peso de la hojarasca (Figura 3.19A). Segun algunos estudios, la
radiacion UV-B tendria un efecto inhibidor de la descomposicion a través de la
limitacion de la actividad microbiana (Duguay y Klironomos 2000; Pancotto et al.
2003). En nuestro estudio, esto estaria en consonancia, bésicamente, con la
disminucién de la biomasa fangica en la hojarasca de P. angustifolia pretratada
(Figura 3.11B) y la inhibicion de la actividad extracelular de algunas enzimas en la
hojarasca natural de A. unedo y P. angustifolia (3.16A, D, E). En algunos trabajos
se sugiere que en los ecosistemas forestales donde los descomponedores
determinan la velocidad de descomposicién, el efecto de la fotomineralizacion
directa (fotodegradacion) podria ser anulado por la capacidad de la radiacién UV-
B de inhibir la actividad microbiana (Pieristé et al. 2020). Ademas, las plantas que
crecen en presencia de radiacion UV-B tienden a acumular compuestos fenolicos
en los tejidos vegetales como se ha visto en A. unedo (Verdaguer et al. 2018) para
evitar que los fotones UV-B lleguen a moléculas sensibles en los tejidos interiores,
y mantenerlos en la hojarasca, afectando negativamente la descomposicion (Yue et
al. 1998; Agati y Tattini 2010; Ballaré et al. 2011; Barnes et al. 2015). Sin embargo,
en otros estudios se sugiere que la fotodegradacion es un controlador importante de
la descomposicion de la hojarasca en ambientes semiaridos (Austin 2006; Bornman
et al. 2015), como algunos de los ecosistemas mediterraneos (Baker et al. 2015).
De hecho, en nuestro trabajo, aunque no es significativo, la hojarasca que se
descompuso con radiacion UV-A tendié a perder mas peso que la que recibié
radiacion UV-B (Figura 3.19A). Esto estaria de acuerdo con la capacidad que se
observo de la radiacion UV-A para descomponer compuestos recalcitrantes como
lignina 'y celulosa (Tabla 3.7, Figura 3.9B). Incluso en algun trabajo se ha sugerido
que la radiacion UV-A seria el principal impulsor de la fotodegradacion abiotica
(Day y Bliss 2019). La diferencia de nuestros resultados con los anteriormente
publicados, probablemente sea debida a que la descomposicion de estas dos

especies esclerofilas mediterrdneas (A. unedo y P. angustifolia) se encontraba en
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las primeras etapas, y segun Bornman et al. (2019), la descomposicion de la
hojarasca por fotodegradacion solo se hace evidente en etapas avanzadas del
proceso de descomposicion. Por tanto, un estudio de mayor duracion (al menos dos
afios) hubiese sido necesario para comprender mejor los efectos de la radiacion UV-
B y UV-A en la descomposicion.

Por otro lado, como era de esperar, el tratamiento de sequia también
ralentizé la pérdida de peso de la hojarasca de las dos especies (concretamente en
un 5%) después de 347 dias de descomposicion (Figura 3.19B). Esta reduccién en
la pérdida de peso es inferior a la encontrada en otros estudios realizados en
especies mediterraneas. Concretamente, en los primeros meses de descomposicion,
la sequia redujo la tasas de descomposicién de la hojarasca de diferentes arbustos
en un 18% (Prieto et al. 2019) y de especies herbaceas perennes en un 34%
(Almagro et al. 2015).

Probablemente, las diferencias entre estudios se deban a que, como se ha
dicho, las tasas de descomposicion dependen de la especie de la que proviene la
hojarasca de las condiciones ambientales en las que las plantas se desarrollan y los
factores ambientales que intervienen en el proceso de descomposicion. Por otro
lado, el efecto de la sequia podria ser mas significativo en fases mas avanzadas del
proceso de descomposicion, pues, como ya se ha comentado, la degradacion de la

hojarasca se encontraba en las primeras fases.

4.13 Discusioén general

Las plantas, entre ellas las especies mediterraneas, generalmente, responden a las
variaciones en los niveles de radiacion UV (Bornman et al. 2019) y disponibilidad
hidrica (Caser et al. 2019) a través de cambios bioguimicos y fisiologicos. En el
presente estudio, las respuestas de aclimatacion de las plantas de E. scoparia a la
radiacion UV-A y UV-B fueron diferentes y estuvieron moduladas por la
precipitacion, lo cual coincide con estudios previos realizados con otras especies

mediterraneas, como Arbutus unedo, Quercus suber o P. angutifolia (Nenadis et al.
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2015; Verdaguer et al. 2018; Diaz-Guerra et al. 2019). A nivel reproductivo, las
plantas de E. scoparia expuestas a la combinacién de radiacion UV-B y
condiciones méas secas desarrollaron flores més pequefias, probablemente para
reducir el area de exposicion a la radiacion UV, por otro lado, la construccion y el
mantenimiento de las flores requiere agua y carbohidratos, (Wu et al. 2017), lo cual
sugiere que la sequia también podria haber limitado el desarrollo de las flores de E.
scoparia. Esta reduccion del tamarfio de las flores en respuesta al estrés producido
por la radiacién UV-B y déficit hidrico podria también afectar la polinizacién
(Essenberg 2012; Barbir et al. 2014; Llorens et al. 2015) comprometiendo su
reproduccion. A nivel bioguimico, cuando las plantas de E. scoparia crecieron
expuestas a radiacion UV-A bajo precipitacion reducida incrementaron el
contenido foliar de carotenoides, probablemente para proteger el aparato
fotosintético (Joshi et al. 2007; Verdaguer et al. 2017). En cambio, al crecer
expuestas a la radiacion UV-B y precipitacion reducida incrementaron el contenido
en compuestos absorbentes de la radiacion UV-A (UACuv.a), probablemente
flavonoides, debido a su capacidad para actuar como antioxidantes y contrarrestar
asi el posible estrés inducido por la combinacion de radiacion UV-B y sequia
(Grifoni et al. 2016). Estas respuestas a nivel foliar de las plantas, podrian afectar
de forma indirecta las caracteristicas bioquimicas de los frutos (Jordan 2017),
ademas del efecto directo que puede ejercer la radiacion UV sobre estas
caracteristicas (Solovchenko y Schmitz-Eiberger 2003; Berli et al. 2008, 2011,
Matus et al. 2009; Jug y Rusjan 2012; Marfil et al. 2019). Sin embargo, en nuestro
estudio del perfil fenolico de las drupas de Prunus spinosa, no se observaron
variaciones significativas en la concentracion de flavonoides y acidos
hidroxicindmicos cuando los frutos maduraron bajo distintas condiciones de
radiacion UV. Por tanto, no se observo un efecto directo de la radiacion UV sobre
la composicion de fenoles de las drupas de P. spinosa, aunque no se puede descartar
un efecto indirecto en caso de que las plantas hubiesen crecido expuestas a las
distintas condiciones de radiacion UV. Por otro lado, la radiacion UV también

puede afectar al proceso de descomposicion de la hojarasca de forma directa o bien
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de forma indirecta a través de la modificacion de las caracteristicas bioquimicas de
las hojas (Barnes et al. 2015; Bornman et al. 2015). En el presente estudio, la
radiacion UV-A afectd la descomposicion de forma indirecta, al disminuir la
calidad de la hojarasca, concretamente su contenido en N (relacién C:N elevada),
efecto que fue intensificado por la sequia y que se tradujo en una reduccion de la
pérdida de peso al final del periodo de descomposicion estudiado. La radiacion UV-
B, en cambio, disminuyd de forma directa la descomposicion de la hojarasca debido
a su efecto inhibidor de la actividad microbiana (Duguay y Klironomos 2000;
Pancotto et al. 2003). La radiacion UV-A también tuvo un efecto directo sobre la
descomposicion de la hojarasca al estimular la fotodegradacion de la celulosa y la
lignina, lo que explicaria la tendencia a acelerar la pérdida de peso durante el
proceso de descomposicién observada, especialmente, en la hojarasca con un
menor contenido de compuestos recalcitrantes, como la lignina. Aunque en
anteriores estudios ya se sugirié que la radiacion UV-A puede tener un efecto
importante en la degradacién de la hojarasca (Brandt et al. 2007, 2010; King et al.
2012; Day y Bliss 2019; Pieristé et al. 2019), hasta donde conocemos, este seria
uno de los pocos trabajos realizados en especies esclerofilas mediterraneas que
distingue los efectos de la radiacién UV-A y UV-B sobre la descomposicion de la

hojarasca en ecosistemas forestales naturales.

En resumen se podria decir que al igual que se ha observado en otras
especies mediterraneas (Paoletti 2005; Bussotti et al. 2014; Verdaguer et al. 2018;
Diaz-Guerra et al. 2019), E scoparia y P. spinosa son especies altamente adaptadas
a las condiciones climéaticas mediterraneas, habiendo desarrollado diferentes
estrategias bioquimicas y fisiologicas para hacer frente a la radiacion UV-B y UV-
A ambiental, muchas de las cuales estarian moduladas por la disponibilidad hidrica.
Sin embargo, un incremento en la radiaciéon UV combinado con una intensificacion
de la sequia podria, en un futuro, tener implicaciones sobre el desarrollo de las
plantas y su capacidad competitiva, lo cual podria acabar afectando el

funcionamiento del ecosistema. Por ejemplo, en el caso de E. scoparia, la reduccion
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en el tamafio de sus flores cuando las plantas crecieron expuestas a la radiacion
UV-B junto con una menor disponibilidad hidrica no parecio6 verse compensada por
una mayor produccion de flores, lo cual podria afectar la polinizacion de las flores
y limitar, a la larga, la reproduccion de las plantas, comprometiendo la
supervivencia de la especie (Llorens y Pefiuelas 2005). Otro proceso importante
que podria verse considerablemente afectado por el cambio climético es el ciclo del
carbono, del nitrégeno y de otros elementos esenciales, concretamente en su
incorporacién en el suelo. Por un lado, debido a una posible reduccion de las tasas
de descomposicion de la hojarasca al aumentar la radiaciéon UV-B y la sequia,
principalmente en las especies con un contenido foliar mayor de compuestos
recalcitrantes (menor calidad de la hojarasca), y, por otro lado, a un efecto
estimulador de la fotodegradacion de la hojarasca al aumentar la radiacion UV-A.
Este efecto estimulador de la fotodegradacion podria modificar sustancialmente los
flujos de carbono al acelerar su retorno a la atmésfera (King et al. 2012). El retorno
de carbono a la atmésfera se daria principalmente a través de la produccién abiética
de diéxido de carbono (Brandt et al. 2009), monéxido de carbono y metano
(McLeod et al. 2008), especialmente en regiones semiaridas (King et al. 2012)
como en muchas zonas del Mediterraneo. Sin embargo, el efecto neto de la
radiacion UV sobre la descomposicién de la hojarasca de las especies
mediterraneas estudiadas dependera del balance neto entre el efecto inhibitorio de
la radiacion UV-B y el efecto estimulador de la radiacion UV-A bajo condiciones

mas secas.
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Co

nclusiones

Estudio del efecto de la radiacién UV y la disponibilidad de agua sobre las

caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de las hojas de Erica scoparia, asi

como sobre su floracion.

~

130

La mayor parte de los efectos de los tratamientos de radiacion UV y
precipitacion sobre los parametros bioquimicos y fisioldgicos analizados
fueron sensibles a los cambios en las condiciones ambientales estacionales.
Las hojas de las plantas E. scoparia muestran diferentes estrategias
bioguimicas para hacer frente a la radiacion UV-By UV-A, y dichas respuestas
estdn moduladas por el nivel de precipitacion. En condiciones de déficit
hidrico, el sistema de defensa de la planta para protegerse de la radiacion UV-
A estaria basado en la acumulacion de pigmentos fotosintéticos, especialmente
carotenoides, mientras que para hacer frente a la radiacion UV-B, la defensa
estaria dirigida a incrementar el contenido foliar de UACuyy-a.

Las respuestas fisioldgicas de las hojas de E. scoparia a la reduccion de la
disponibilidad hidrica sugieren que dicha especie desarrollaria una estrategia
evitadora de la sequia, consistente en cerrar los estomas y disminuir la
transpiracion, a pesar de comprometer la asimilacion de carbono, en la estacion
mas seca y calurosa, el verano.

Los parametros fisioldgicos y bioquimicos de las hojas de E. scoparia son mas
sensibles a la radiacién UV-A y dependen en gran medida de las condiciones
ambientales estacionales, mientras que los pardmetros relacionados con la
floracién, concretamente con el tamafio de la flor, son mas sensibles al efecto
de la radiacién UV-B. Sin embargo, en la mayoria de los casos, estos efectos

son funcion del nivel de precipitacion.



Conclusiones

~

La radiacion UV-B y la baja disponibilidad hidrica tienen un papel sinérgico
sobre el tamarfio floral, reduciéndolo, lo cual en un futuro podria afectar la

polinizacion de esta especie.

Evaluacion de la composicion fendlica y actividad antioxidante de frutos de

Prunus spinosa madurados bajo diferentes niveles de radiacion UV

~

El perfil fendlico de los frutos maduros de P. spinosa difiere segln se trate de
la piel o de la pulpa. En la piel, la diversidad y el contenido de flavonoles
(quercetinas y kaempferoles) es superior que, en la pulpa, mientras que los
antocianos solo se han detectado en la piel. No obstante, en ambas fracciones
(piel y pulpa) los compuestos fendlicos predominantes son los &cidos
hidroxicinamicos.

El contenido y la naturaleza de los fenoles descritos en los frutos maduros de
P. spinosa es insensible a las distintas condiciones de radiacion UV ensayadas
en este estudio, posiblemente por ser una especie mediterranea con altos niveles
constitutivos de estos compuestos.

La actividad antioxidante de los frutos maduros de P. spinosa, tanto de la piel
como de la pulpa, dependeria basicamente del contenido de &cidos
hidroxicinamicos, y no del contenido de flavonoles. La maduracion de los
frutos bajo radiacion UV-A o UV ambiental favoreceria la relacién entre los
acidos hidroxicinamicos y la actividad antioxidante de los frutos.

Un contenido elevado de acidos hidroxicindmicos en la pulpa de los frutos
maduros de P. spinosa podria comprometer la acumulacion de flavonoles en la

piel de dichos frutos.

Estudio del proceso de descomposicion de la hojarasca de Arbutus unedo y

Phillyrea angustifolia bajo diferentes niveles de radiacion UV y precipitacion.

~

Los resultados de este trabajo refuerzan la idea de que la descomposicion de

las hojas es un proceso que depende de la especie y de sus caracteristicas

131



Conclusiones

132

quimicas. Asi, se descompondria mas rapidamente, al menos al principio del
proceso, la hojarasca con un menor contenido de compuestos recalcitrantes y
con un contenido en N suficiente para cubrir la demanda microbiana, como
seria el caso de P. angustifolia. Ademas, este mismo patron especie-
dependiente lo seguirian los microorganismos con la produccion de enzimas
especificos dependiendo de la calidad de la hojarasca.

La radiacién UV-A tiene dos efectos sobre el proceso de descomposicion: el
primero seria un efecto indirecto negativo, ya que, conjuntamente con la sequia,
disminuye la calidad inicial de la hojarasca (reduce el N e incrementa la
relacién C:N), lo cual reduce la pérdida de peso y, posiblemente, altera el ciclo
del N del ecosistema al quedar inmovilizado el N en la hojarasca. El segundo,
seria un efecto directo, modulado positivamente por la sequia, sobre la
fotodegradacion de compuestos recalcitrantes, como la celulosa y la lignina, lo
cual acelera la pérdida de peso, al menos durante los primeros meses del
proceso de descomposicion. Los dos efectos estarian modulados también por
el contenido de compuestos recalcitrantes en la hojarasca.

En la hojarasca de A. unedo y P. angustifolia, la radiacion UV-B tiene un efecto
inhibidor de la actividad de los microorganismos y de su capacidad de producir
enzimas necesarias para la descomposicion.

Los resultados obtenidos indican que el factor especie es determinante en el
proceso de descomposicidn, si bien las condiciones ambientales en que crecen
las plantas modularian este proceso.

Considerando los escenarios futuros de cambio climatico en la Cuenca del
Mediterraneo, el incremento de la radiacion UV-B y la sequia reducirian las
tasas de descomposicion de la hojarasca, principalmente en las especies con un
mayor contenido de compuestos recalcitrantes (menor calidad). A la vez, el
incremento de la radiacion UV-A podria favorecer la fotodegradacion de la
hojarasca, lo cual podria modificar sustancialmente los flujos de carbono. Sin

embargo, el resultado final dependera del balance entre ambos efectos.
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Anexos

Anexo 1 Media * S.E. (n=3) del contenido volumétrico de agua (%) del suelo durante el
periodo de muestreo (2017) de las parcelas en condiciones de precipitacion natural (W) y
reduccion de la precipitacion (D) teniendo en cuenta los distintos niveles de radiacién UV.

Tratamiento de precipitacion
Mes W )

Enero 1737 +1,6 13,25+ 1,22
Febrero 23,28 £1,33 17,57 +1,39
Marzo 22,55 £ 1,66 16,95+ 1,34
Abril 18,35+1,12 13,1+1,04
Mayo 10,94 + 0,98 9,15+ 0,99
Junio 10,94 + 0,98 9,15+ 0,99
Julio 7,58 £ 0,62 7,11 £ 0,69
Agosto 5,97+0,6 5,15+ 0,61
Septiembre 7,59 +0,76 6,22 + 0,58
Octubre 8,5+0,71 6,26 £ 0,41

Anexo 2 Comparacion de la calidad inicial de la hojarasca natural y pretratada de A. unedo
y P. angustifolia. La columna p (p-valor) indica la significacion resultante del analisis
estadistico ANOVA unifactorial (ns, no significativo).

Parémetro A. unedo P. angustifolia
Pretratada Natural p Pretratada Natural p
Fibra (%) 48,12 +1,25 49,19+058 ns 30,33 +0,64 39,48+0,18  <0,001
Celulosa (%) 21,16 +0,75 23,47+0,64 0,025 15,33+ 0,42 20,97+0,61  <0,001
Lignina (%) 20,74 +0,77 23,19+0,63 0,019 14,58 + 0,39 16,11+0,05  <0,001

C(mg/g AFDW)  53432+1,94 52936+019 0016 54187+127 531,57+226 <0,001
N (mg/g AFDW) 612+022 657001 0046  753+0,15 830£004  <0,001
Relacion C:N 89,18+301  8052+011 0007  7249+164  6402+006 <0001
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Anexo 4 Comparacion de la calidad inicial (media = S.E) de la hojarasca con
pretratamiento de radiacion UV ambiental (UVBA) y precipitacion natural (W) con la
hojarasca procedente de plantas que crecieron en condiciones naturales. La columna p-
valor (p) indica los valores de significacion obtenidos en los analisis estadisticos

(ANOVAS) (ns, no significativo).

. A. unedo P. angustifolia
Parametro
Pretratada Natural p Pretratada Natural p
Fibra (%) 49,68 + 3,48 49,18 + 1,69 ns 27,37 £ 0,02 39.48+1,06 <0.001
Celulosa (%) 22,18 +2,28 23,47 +1,85 ns 15,73 £0,05 20.97+1,88 <0.001
Lignina (%) 21,81 +2,26 23,18 +1,83 ns 14,88 +0,4 16.11£1,05 0.039
C (mg/lg AFDW) 519,17+0,86 529,36 +0,55 0.001 538,11 +0,17 531,57 +6,58 ns
N (mg/g AFDW) 6,62 £+ 0,07 6,57 £ 0,02 ns 8,07+£0,01 8,3+0,11 ns
Relacion C:N 78,39 £0,78 80,52 £ 0,31 ns 66,64 £ 0,15 64,01 £0,18 ns
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