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RESUMEN. Impacto del ozono troposférico sobre la anatomia foliar de Abies pinsapo Boiss. I: Estudio de
la distribucion de dafios. Con el fin de elaborar unos criterios unificados para la evaluacion del impacto del
ozono troposférico y compararlos con la respuesta de las poblaciones naturales de Sierra Bermeja y Sierra
de las Nieves, se han reproducido en camaras Open Top, ambientes filtrados y enriquecidos con ozono para
realizar una caracterizacion microscopica del dafio que produce el ozono troposférico sobre Abies pinsapo
Boiss. Los resultados demuestran que pese a que la morfologia foliar permanece inalterada tras someter
durante un mes en condiciones de 30 ppb durante 8 horas al dia, a nivel tisular se han producido dafios de
consideracion que afectan de este endemismo.

Palabras clave. Anatomia, Abies pinsapo, ozono, cdmaras Open Top.

ABSTRACT. Tropospheric ozone injury on the foliar anatomy of Abies pinsapo Boiss. I: Study of damage
distribution. With the aim of develop unified criteria to evaluate the tropospheric ozone injury and compare
with responses in Abies pinsapo Boiss. in natural populations in Sierra Bermeja and Sierra de las Nieves, it
has been reproduced in Open Top Chambers conditions of filtered air and addition of controlled amounts of
ozone. Results show that despite leaf morphology remains unaltered after a treatment with 30 ppb 8 hours
per day, at tissue level there have been injuries that affect this endemism.
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INTRODUCCION habla del ozono como un contaminante se-

cundario, debido a su origen, y sin embargo sus

Los fotooxidantes, y especialmente el  efectos sobre las masas forestales pueden ser
ozono, han sido considerados como dafiinos  considerados como de primer orden. Por ello
para la vegetacion desde 1980 en Europa. Se  continuamente se van mejorando los métodos
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para conocer la distribucion del ozono tanto a
nivel global como a nivel local (Cuevas et al,
1996, Fishman et al, 2003).

La recepcion de material vegetal de
Abies pinsapo Boiss. y su estudio inicial,
mediante el uso de microscopia electronica
de barrido, indicaron que existia un dafio en
las aciculas, pero no se podia determinar las
causas. Parte del material fue procesado para
su observacion con microscopia optica y los
resultados preliminares destacaron patrones de
comportamiento similares a los producidos por
el efecto del ozono en otros taxones (Glinthard-
Goerg and Vollenweder, 2007; Reig-Armifiana
et al, 2004).

En el presente trabajo se muestran los
primeros datos sobre el estado de conservacion
de las masas forestales de Abies pinsapo Boiss.
en Sierra Bermeja y Sierra de las Nieves, como
parte de un estudio a largo plazo de estos
bosques y sobre como afecta el ozono a su
biologia reproductiva.

OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo se
estructuran en dos partes principales: en
primer lugar realizar una prospeccion de la
distribucion de dafios foliares en Abies pin-
sapo, con la reproduccion de un ambiente
con cantidades de ozono controlado para
realizar una caracterizacion de los dafos, es-
tableciendo criterios unificados de evaluacion
de dafios foliares. Seguidamente, los resultados
se compararon con muestras tomadas de las
poblaciones naturales para determinar el nivel
de afectacion.

METODOLOGIA

A partir de semillas de las poblaciones
naturales se obtuvieron plantulas con hojas
que estuviesen en su primer afio de crecimiento
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y hojas en segundo afio. La distincion entre
hojas de ambos tipos se baso en el hecho
que los pinsapos tienen s6lo una época de
crecimiento al afio, de manera que cada verticilo
corresponde a un afio de vida de la plantula
(Arista et al, 1997). Cuatro alvéolos forestales
con las plantulas fueron llevadas a la Granja
Experimental La Peira, propiedad del Centro
de Estudios Ambientales del Mediterraneo
(CEAM), en el término municipal de Benifaio,
a 20 kilémetros de Valencia, emplazada en
39°16°14.8’N, 00°26°59”W y 30 metros
de altitud sobre el nivel del mar, para ser
sometidas a tratamiento con aire filtrado y
aire enriquecido con ozono. Dos plantulas
fueron introducidas en una camara Open Top
(OTC), de tipo NCLAN, en las cuales el aire
fue filtrado mediante el uso de dispositivos con
filtros con carbono activo. Otras dos plantulas
fueron introducidas en camaras en la cuales
el ambiente fue enriquecido con 30 ppb de O,
durante 8 horas al dia. En los intervalos de 15
dias y 1 mes se tomaron muestras de aciculas
de primer y segundo afio. Una de las réplicas
fue fijada en F.A.A. (formol-acético-alcohol,
Johansen, 1940) y la otra en un fijador de
tipo Karnoski (mezcla de glutaraldehido y
paraformaldehido) al 4% durante 8 horas, esta
ultima neutralizada con tampon fosfato de
Sorenson 0.1 M pH 7.2.

Para la obtencion de muestras foliares de
las poblaciones naturales se sigui6 un gradiente
altitudinal desde los 930 metros hasta los 1700
metros en Sierra Bermeja y Sierra de las Nieves
(tab. 1). Se obtuvieron ramas con aciculas en
primer y segundo afio de crecimiento que fueron
fijadas en F.A.A.

Todas las muestras fueron deshidratadas
siguiendo series de etanol crecientes. Una vez
llegado a este punto, las muestras fijadas en
F.A.A. fueron procesadas segun los proced-
imientos de obtencion de secciones en parafina
con un grosor de 10-12 um. Las muestras fi-
jadas en Karnoski fueron infiltradas en resina
LR White Medium Grade (London Resins) y
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Localidad UTM Altitud Fecha recoleccion

Genalguacil. Arroyo del Algarrobo. 302954 E 930 23/06/2005

Carril de las Alberquillas 4041569 N

Yunquera. Pinsapar Saucillo 30SUF2265 1100 10/05/2005

Genalguacil. Paseo de los Pinsapos 302985 E 1180 23/06/2005
40400894 N

Yunquera. Pinsapar Saucillo 30SUF2265 1350 10/05/2005

Parauta 317609 E 1440 10/05/2005
4057850N

Casares. Los Reales Sierra Bermeja 302339 E 1450 23/06/2005
4040208 N

Puerto de los Quejigales 30SUF1863 1500 10/05/2005

Puerto Pilones 322153 E 1700 10/05/2005
4061932 N

Tabla 1. Lista de localidades en las que se realizo la recoleccion de muestras en Sierra de las Nieves y Sierra

Bermeja siguiendo un gradiente altitudinal.

posteriormente polimerizadas, obteniéndose
secciones de 1-1.5 um. Una fraccidon de todas
las muestras fue aclarada con agua destilada
para la obtencion de secciones utilizando un
microtomo de congelacion. Se seleccionaron
aquellas mas adecuadas para realizar tincion
una soluciéon Yodo Yodurada de lugol, que evi-
dencia la presencia de almidén en los plastos.
Otra parte se sometio a una tincién con Azul de
Anilina para su posterior observacion bajo mi-
croscopio con luz ultravioleta, con una longitud
de onda de excitacion de 360 nm.

De las secciones que se obtuvieron me-
diante el uso de microtomo de parafina, una
parte se tifieron con Safranina-Verde Rapido,
la otra mediante tincidn triple con Astra Blue,
Rojo Neutro y Naphtol Yellow. Se trata de una
alternativa a una tincion triple para la deteccion
de lipidos (Brundrett et al, 1992).

Asi mismo, se prepararon muestras para
hacer un estudio de las superficies con mi-
croscopia electronica de barrido, siguiendo la
metodologia usual para ello.

Finalmente las secciones semifinas que
se obtuvieron de las muestras infiltradas en
resina se tifieron mediante el colorante Azul

de Toluidina.

Una vez procesadas las muestras se ob-
servaron en un microscopio Olympus AT70TF
con fuente de iluminacion en epifluorescencia
Olympus U-ULS 100 HG ademas de una ca-
mara para la realizacion de fotografia digital
Olympus C-2000 Zoom.

Las fotos fueron calibradas mediante la
adquisicion de imagenes de una escala micro-
métrica Olympus OB-M 1/100 a los diferentes
aumentos que se realizaron las fotos: 10x, 20x,
40x%, 100x. Para ello se emple6 el software Ado-
be Photoshop CS al que se le afiadi6 el plug-in
Ipage Processing Tool Kit 5 para analisis de
imagen.

RESULTADOS

Anatomia de la hoja de Abies pinsapo no
alterada

Muestra una cuticula gruesa de naturaleza
cérea y por debajo una epidermis de células
redondeadas con pared secundaria poco desa-
rrollada. Presenta un lumen celular reducido
y ocupado por sustancias de naturaleza terpé-
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nica (fenoles), muy afines a la Safranina. La
subepidermis presenta células redondeadas de
mayor tamafio y de gruesa pared celuldsica. El
lumen celular esta ocupado en menor medida
por sustancias analogas a las que ocupan las
células de la epidermis.

En el estrato inferior encontramos un
mesofilo organizado en un parénquima en em-
palizada de células con grueso didmetro siendo
biestratificado en la zonas alejadas del haz
vascular y monoestratificado en las proximas.
Sus células estan ocupadas por una vacuola
central con un material translticido en las areas
centrales y material de naturaleza fendlica en el
contorno que aumenta a medida que envejece
la hoja, y rodeado en la periferia por una gran
cantidad de cloroplastos discoidales, uniformes
y de pequefio tamaiio (fig. 1A).

Por debajo del parénquima en empalizada
encontramos una zona de transicion formada
por células con vacuolas que albergan sus-
tancias de naturaleza lipidica que tienden a
agregarse.

El parénquima lagunar, por debajo de la
zona de transicion, presenta pocos espacios para
la circulacion de gases. Son células delgadas
con pared primaria y contenido semejante al del
parénquima de transicion, si bien la cantidad de
éstas no es regular. El contenido en cloroplastos
es sensiblemente inferior al del parénquima en
empalizada, presentando ademas un didmetro
menor (fig. 1B).

La epidermis del envés es monoestratifica-
da con cuticula desarrollada aunque en menor
medida que en la epidermis del haz.

Existe presencia de estomas tetraciclicos
tanto en la cara adaxial como en la abaxial,
siendo los primeros poco funcionales.

La zona central esta rodeada por una vai-
na monoestratificada formada por células sin
Banda de Caspari. En su interior se encuentra
el haz vascular acompafiado de un parénquima
de transfusion formado por células mesenqui-
maticas con contenido en material resinifero,
células con vacuolas de contenido acuoso y
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fibras lignificadas de pared delgada con con-
tornos deformados.

Los haces del xilema se disponen en
posicion adaxial, estando constituidos por un
conjunto de traqueidas de escaso diametro en
la zona cercana al floema y de mayor didmetro
en la zona periférica. El floema se dispone en
filas radiales de células cribosas alternando
con células albuminiferas que albergan en su
seno contenido resinifero. Las células mas
viejas situadas en la zona periférica aparecen
completamente colapsadas (fig. 1C).

En las proximidades del margen foliar se
situan dos conductos resiniferos formados por
una capa de células de transicion con paredes
mucho mas desarrolladas que el resto que aislan
el contenido de los parénquimas presentes a su
alrededor. En la zona interior hay un estrato
de células secretoras que van perdiendo su
contenido a medida que lo vierten en la luz del
conducto.

Anatomia de la hoja de Abies pinsapo fumi-
gada en camaras Open Top

Los ejemplares de 4. pinsapo tratados
en camaras OTC con 30 ppb de ozono, mas el
ambiental, presenta una serie de alteraciones
caracteristicas debidas a la accion oxidante de
dicho gas (fig. 2A). Tras 15 dias de exposicion,
se observa que la cuticula sufre una ligera
degeneracion, el contenido en polifenoles en
la epidermis se torna muy denso y aparecen
formaciones bandeadas como en pilas de
sacos que separan el contenido vacuolar con
una transformacion caracteristica semejante
a la descrita para Pistacia lentiscus (Reig-
Arminana et al., 2004). La lamina media de
las células del parénquima en empalizada es
sensible a los agentes oxidantes, es degradada
por oxidacidn, por ello las células se separan y
comienzan a sufrir deformaciones al alterarse
también la celulosa de la pared primaria, que
se desprende poco a poco en pequefias gotas y
va adelgazando.

En hojas de un afo se ha podido observar
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Figura 1. Secciones Abies pinsapo sometidas a aire filtrado empleadas como control. A, vista detalle su-
perficie adaxial. B, superficie abaxial. C, organizacion de los haces conductores. Cuticula (c), epidermis
(e), subepidermies (se), parénquima en empalizada (pe), parénquima lagunar (pl), estoma (es), vaina (v),
xilema (xi), floema (flo).

Figura 2. Dafos producidos por efecto del ozono. A, sobre el tejido parenquimatico: degradacion de la lamina
media (flecha),fragmentacion de la vacuola central (*), muerte celular. B, sobre el haz vascular: colapso
del floema y alteraciones en células adyacentes (flechas) mientras los haces xilematicos se mantienen sin
mostrar dafios.

Figura 3. Efecto producido por el ozono en aciculas de dos afios. A, alteracion de la pared celular (tonalidades
rojizas), cambio en la composicion del contenido celular y fragmentacion de la vacuola. B, dafios en haces
vasculares y parénquima acumulador de agua. C, detalle de la deposicion de calosa en elementos del floema,
que disminuye el transporte de elaborados por sus células.
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coémo se ha producido la formacion y acumu-
lacion de granulos de almidén. El contenido
vacuolar sufre un proceso semejante al descrito
para la epidermis, mientras que el parénquima
lagunar sufre dafios similares al parénquima en
empalizada: la lamina media y la pared primaria
se degradan apareciendo sinuosidades en la pa-
red celular que dejan grandes espacios entre si,
notablemente mayores en las inmediaciones de
los estomas. En ellos se observa un cambio en
el contenido celular, con la aparicion de granu-
laciones. En las zonas adyacentes a las paredes
degeneradas se forman unos microcristales que,
ademas, presenta un cambio de tonalidad no
apreciable en hojas filtradas.

Los haces vasculares no muestran alte-
raciones histolégicas significativas en hojas
sometidas a periodos cortos de exposicion al
ozono (15 dias). El xilema mantiene su estruc-
tura, mientras que el floema presenta un ligero
aplanamiento de sus células (fig. 2B).

A mayores tiempos de exposicion si existe
colapso. Las células acompafiantes si que mues-
tran un cambio en el contenido vacuolar, que
aparece con un aspecto granulado y las células
del tejido de transfusion empiezan a deformarse
y a perder su funcion reguladora en el intercam-
bio de agua y sustancias. La degeneracion del
mesofilo aumenta cualitativamente. Desaparece
el contenido vacuolar de polifenoles, los plastos
estan fuertemente degradados y los granulos de
almidon se agrupan en otros de mayor tamafio,
presentando un color mas intenso al aplicarle la
solucion de lugol. Las células adquieren forma
angulosa, poligonal, y la hoja apenas es funcio-
nal desde el punto de vista vegetativo.

Es llamativa la diferencia de compor-
tamiento entre las hojas con crecimiento de
primer afio frente a las hojas que ya han com-
pletado un ciclo primario de crecimiento. El
parénquima en empalizada de las hojas jovenes,
cuando se ve afectado por ozono, reacciona
fragmentando la vacuola central y deforman-
dose en una serie de pilas de discos inclinados
segun el eje mayor de la célula. Por el contrario,
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en las células de hojas con mas de un afio, se
observa que el contenido de la vacuola cambia,
mostrando tonalidades diferentes, marcada por
el colorante Azul de Toluidina (fig. 3A). El
floema acaba por colapsarse en su totalidad,
al aplicar diferentes tinciones observamos un
contenido denso en las vacuolas, mientras que
el xilema no muestra alteraciones significativas
en su estructura ni en su organizacion (fig.
3B). La calosa se presenta en mayor cantidad
y en areas cada vez mas cercanas al xilema, al
estudiar secciones tefiidas con Azul de Anilina
y observadas mediante microscopia de fluores-
cencia con excitacion de 360 nanometros (fig.
3C). En los cortes semifinos y en la misma zona
presentan un floema con contenido en su mayor
parte denso y la zona distal colapsada.

Las hojas viejas, de mas de un afio, en
condiciones de fumigado con ozono presentan
marcados dafos a principios de la segunda
semana. El proceso de senescencia se acelera
y aparecen alteraciones diversas, que no obede-
cen a procesos de senescencia habituales. Las
vacuolas de contenido denso se contraen y el
tonoplasto se desprende de la pared, su conte-
nido sufre alteraciones, presentando algunas
zonas una coloracion granate al tefiir con Azul
de Toluidina. Se observa un aumento de las
granulaciones refringentes en el interior de las
vacuolas de contenido denso, que en muchas
células parenquimaticas llegan a ocupar mas
del 90% del contenido vacuolar.

Las células sufren una contraccioén gene-
ral, las paredes también degeneran y de ellas se
desprenden microgotas de naturaleza fendlica,
todo ello evidencia un aumento muy grande de
los espacios intercelulares que se hace mucho
mas acusado en las cercanias de las camaras
subestomaticas. El aspecto de las células
parenquimaticas se torna muy irregular. El
floema distal (mas alejado del xilema) aparece
totalmente colapsado, sus células aplanadas y
carentes de funcionalidad.

Los conductos resiniferos dejan también
de ser funcionales por degeneracion de las cé-
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lulas secretoras que desaparecen por completo
y dejan en la luz del canal las células parenqui-
maticas subyacentes a las anteriores.

Alteraciones en las muestras de hoja de Abies
pinsapo tomadas en el campo

Sierra Bermeja (930 m. de altitud)

Para aciculas de primer afio, se aprecian
dafios de cierta consideracion, semejantes a los
de una planta mantenida mas de un mes en ca-
mara. Especialmente en los parénquimas en em-
palizada y lagunar, donde resaltan los grandes
espacios existentes, ademas de la observacion
de la degradacion de la vacuola formando un
apilamiento caracteristico, también observado
tanto en Pistacia lentiscus (Reig-Armifiana
et al., 2004) como en Pinus halepensis (Gar-
cia-Breijo, comunicacion personal), y con un
grado de afectacion mayor que el mostrado en
el patron de degradacion.

El efecto del impacto continuado duran-
te mas de un afio de crecimiento refleja una
alteracion en la lamina media que favorece
la desorganizacion de los parénquimas en
empalizada y lagunar, asi como un aumento
de vesiculas dentro del contenido vacuolar del
parénquima lagunar como se puede observar
en las secciones semifinas tefiidas con Azul de
Toluidina.

En las muestras tomadas en este emplaza-
miento no se advierte una pérdida significativa
de células parenquimaticas. Tampoco se ob-
serva un descenso en la actividad clorofilica,
pues la tincion con Azul de Anilina examinada
con microscopio de fluorescencia muestra que
hay cloroplastos que serian fotosintéticamente
activos. El tejido que presenta mayor grado de
afectacion es el floema, debido a una acumula-
cion de calosa en los elementos floematicos.

Sierra de las Nieves (1100 m. de altitud)
Encontramos c6mo a nivel del parénquima

lagunar se ha producido desestructuracion del

tejido y pérdida de células parenquimaticas,

dejando unos espacios entre si, especialmente
patentes bajo las camaras subestomaticas de
la cara adaxial. Estos estomas presentan por
debajo un volumen muy reducido y el inter-
cambio de gases y vapor de agua estaria muy
limitado si se compara con los estomas de la
cara abaxial.

Las secciones tefiidas con Lugol muestran
la presencia de granulos de almidéon en hoja de
primer afio, lo que contrasta con una hoja que,
por su estadio del desarrollo, debiera tener un
metabolismo activo de sus reservas.

El patrén de comportamiento es similar
en aciculas de segundo afio, pese a que la
localizacién del emplazamiento estd alejada
respecto al de la muestra de la Sierra Bermeja.
Hay una intensa pérdida de células tanto del pa-
rénquima en empalizada como del parénquima
lagunar. Las células de la vaina, pese a tener un
contenido celular de color claro, muestran en
sus paredes sintomas del efecto de los fotooxi-
dantes, al presentar una tonalidad violacea. En
las células xilematicas no se observa alteracion
en su estructura, mientras que las células floe-
maticas, sobre todo cuanto mas alejadas estan
del cambium vascular, presentan un mayor
grado de aplastamiento y obliteracion de la luz
celular, asi como la aparicion de paredes con
sinuosidades que no se observa en secciones
realizados en plantas sanas.

Sierra Bermeja (1180 m. de altitud)

En aciculas de primer afio, las epidermis
presentan alteracion en la pared celular, con un
cambio de coloracion de las tinciones con Azul
de Toluidina en la pared primaria en las zonas
donde contacta con el aire, mientras las pare-
des radiales y tangencial externa, al presentar
mayor unioén entre sus células y la presencia de
la cuticula, no muestran dicha alteracion. Los
tejidos parenquimaticos, tanto lagunar como en
empalizada, muestran alteraciones significati-
vas en sus paredes. Destacamos la observacion
de espacios en el parénquima en empalizada,
que debieran estar ocupados inicialmente por
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cé¢lulas de este tejido, o en muchos casos células
en pleno proceso de degeneracion, diminuyen-
do la efectividad de los procesos en dicho tejido.
Las células epidérmicas y subepidérmicas ad-
yacentes a los espacios dejados por la pérdida
de tejido, muestran claros signos de alteracion
en su membrana celular, aunque todavia no en
su contenido (fig. 4A).

Cuando se observan hojas de dos afios de
edad, los procesos de detoxificacion de la planta
no pueden hacer frente al efecto acumulado del
ozono, produciendo inicialmente un proceso de
degradacion de la lamina media y después del
citoplasma, observandose una desorganizacion
del vacuoma en unidades mas pequeiias y apila-
das, para producirse posteriormente un proceso
de lisis celular, generando espacios donde las
c¢lulas debieran formar un mosaico. La epider-
mis presenta células con citoplasma colapsado e
intensamente tefiido y la subepidermis tiene el
engrosamiento de la pared celular, obliterando
la luz. Las células del tejido parenquimatico
adyacente se alteran, se observan numerosos
fenémenos de lisis celular y las células adya-
centes presentan deformaciones en la pared
y un contenido irregular con la formacion de
microgotas hacia el exterior (fig. 4B).

Sierra de las Nieves (1350 m. de altitud)

No se aprecia la misma cantidad de dafio
que en las poblaciones analizadas con anteriori-
dad. Epidermis y subepidermis presentan pared
celular delgada, con el contenido de la vacuola
claro, con la formacion de microgotas en al-
gunas de las células del parénquima lagunar,
y nucleos en interfase bastante voluminosos.
El parénquima en empalizada presenta células
que debieran mostrar una longitud mayor a la
anchura, siendo aqui bastante irregulares en
forma, y similares en tamafio a las células sube-
pidermicas del haz y a las de la epidermis. Las
secciones tefiidas con Azul de Toluidina reflejan
que la cuticula y las paredes primarias, sobre
todo en las células de guarda del los estomas
en el envés, muestran una tonalidad rosada,
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sintoma del efecto de los fotooxidantes sobre
la ldmina media y la pared primaria, pese a
que no se vea tanto impacto a este nivel en las
paredes primarias de las célula del parénquima
lagunar.

En aciculas de segundo aflo, la cuticula no
presenta alteraciones significativas, tampoco la
epidermis del haz, del envés y la subepidermis,
en las zonas donde aparece este tipo celular.
Por el contrario, los parénquimas tanto lagunar
como en empalizada muestran falta de organiza-
cioén en el tejido, dejando espacios intercelulares
mas marcados en las células del parénquima
esponjoso, donde ademas presentan formacion
de almidon alrededor de la vacuola central.
Asimismo las células exhiben sinuosidades a
nivel de la pared primaria. Los haces vasculares
mantienen su estructura, sin embargo la tincién
de secciones con Azul de Anilina y su obser-
vacion bajo el microcopio con luz fluorescente
remarca que la actividad de los cloroplastos
no es demasiado elevada, ya que la emision de
estos organulos es poco apreciable.

Parauta (1400 m. de altitud)

El aspecto general de la seccion transver-
sal de las aciculas muestra dafios a nivel de
epidermis y la subepidermis, con contenidos
celulares fuertemente tefiidos en los cortes
semifinos, acorde a los resultados que se han
obtenido en hojas con mas de un afio de vida.
Las células del parénquima en empalizada
presentan la misma situacion, ademas de una
clara desestructuracion de las laminas me-
dias y paredes primarias, que muestran una
coloracion diferente consecuencia del efecto
de los fotooxidantes sobre ellas, apareciendo
espacios intercelulares patentes. El parénquima
esponjoso presenta degradacion de las vacuolas
y desestructuracion de las paredes, con una
elevada pérdida de células como consecuencia
de la lisis celular que sufre este tejido.

Cuando las aciculas son de dos afios de
edad, en el parénquima en empalizada se ha
observado desagregacion celular, pero sin llegar
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Figura 4. Muestra de dafios segiin un gradiente altitudinal de muestras recolectadas en Sierra de las Nieves
y Sierra Bermeja.: 1180 m, 1 aflo (A), 2 afios (B); 1800 m, 2 afios (C); 1500 m, 1 afio (D), 2 afios (E); 1700
m, 1 afio (F), 2 afios (G).
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auna pérdida de células apreciable. A nivel del
parénquima lagunar, las laminas medias y las
paredes primarias se tifien con el colorante Azul
de Toluidina con una coloracion rosado-rojiza.
Las células aparecen con formas esféricas, nue-
vamente dejando espacios intercelulares, pero
sin llegar a una pérdida de células (fig. 4C).

Sierra Bermeja (1450 m. de altitud)

La cuticula de las planta no presenta al-
teraciones estructurales, si se encuentran en
la epidermis adaxial, cuyas paredes celulares
muestra una coloracion rosada debido a la oxi-
dacion de la [amina media y pared primaria por
efecto del ozono, sin mostrar alteraciones den-
tro del contenido celular, lo que evidencia que
los efectos del gas no han atravesado la barrera
de la pared celular. A nivel de parénquima en
empalizada encontramos una situacion menos
notable, destacando que el tejido no se organiza
en una empalizada regular, sino que aparecen
intercaladas células, con una longitud mayor
al doble de la anchura, con otras que presentan
aspectos y tamanos irregulares sin encontrar en
zonas donde se pasa de una subepidermis mo-
noestratificada a biestratificada. El parénquima
lagunar presenta grandes espacios intercelulares
asi como células con paredes sinuosas y angu-
losas. El contenido celular muestra sintomas de
un inicio de degradacion de la vacuola central y
la formacion de microgotas que seran vertidas
con posterioridad.

La endodermis forma un tejido continuo,
asi como el tejido de transfusion. El haz vas-
cular que se encuentra en su interior, muestra
una estructura de tejido no afectado. En esta
localidad el efecto acumulado en las hojas que
tienen mas de un afio es significativamente
superior al de las hojas de primer afo. Las cé-
lulas epidérmicas aparecen con una afectacion
muy destacada, desfigurando la estructura y el
contenido en este tejido, mostrando un continuo
degradado donde es dificil distinguir una célula
de la adyacente. Las células del parénquima en
empalizada proximas a los estomas en la cara
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adaxial, presentan alteraciones en su contenido
celular similares a las de las células epidérmi-
cas, mientras que el resto del tejido parenqui-
matico muestra una separacion y aparicion de
sinuosidades entre las laminas medias de las
células iniciando espacios intercelulares en un
tejido que debiera ser compacto y sin espacios.
El contenido celular se tifie llamativamente con
la tincion de Azul de Toluidina.

El parénquima esponjoso presenta células
de diferente tamafio y estructura irregular, con
laminas medias y paredes primarias con una
tonalidad indicadora del efecto de fotoxidantes
yun contenido en el que se observa claramente
la formacion de microgotas de distinta indole
y un inicio en la desestructuracion del nucleo,
posiblemente entrando en un proceso de muerte
celular en un periodo de tiempo no demasiado
alejado.

A nivel de haz vascular, el floema tiene
una luz celular practicamente obliterada y las
paredes celulares de este tejido estan colapsadas
y presentan una compresion y aplastamiento de
las células, que dificulta el paso de sustancia
elaboradas a través de ellas.

Sierra de las Nieves (1500 m. de altitud)

Se puede observar que en las muestras a
esta altura la cuticula, asi como la epidermis y
la subepidermis presentan escasas alteraciones.
El contenido celular del parénquima en empali-
zada se asemeja al de las muestras control, asi
como las ldminas medias y paredes primarias,
que presentan menor grado de degradacion, de
manera que las células de este tejido dejan esca-
sos o nulos espacios intercelulares entre ellas y
no se aprecia con la tincién de Azul de Toluidina
oxidaciones en las paredes (fig. 4D). La zona de
transicidn muestra células que empiezan a dejar
pequeios espacios intercelulares, con un conte-
nido similar a las de las células del parénquima
en empalizada y con paredes nuevamente sin
dafios significativos. El parénquima esponjoso
tampoco presenta signos evidentes del impacto
de ozono en aciculas con crecimiento durante
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el primer afo.

En las hojas de su segundo afio, no se
aprecian alteraciones en la organizacion tisular.
El metabolismo de las aciculas cambia con
respecto al de las hojas de primer afio, obser-
vandose un contenido que se tifie fuertemente
con el colorante Azul de Toluidina (fig. 4E). La
tincion con Azul de Anilina y su observacion
bajo el microscopio de fluorescencia indica que
los haces vasculares muestran una organizacion
tisular no alterada y que el floema presenta
una estructura sin obstruccion de los vasos
conductores.

Sierra de las Nieves (1700 m. de altura)

A esta altitud, el efecto de los fotooxidan-
tes existe en baja medida, ya que se puede apre-
ciar su impacto a nivel de las laminas medias y
pared primaria que aparece ligeramente alterada
en las células del parénquima en empalizada,
presentando un contenido celular similar al de
una hoja sana. En el parénquima lagunar los
efectos son algo mas acusados, mostrando ya
deformacion de las laminas medias y las pare-
des primarias, y el contenido celular presenta
alteraciones sin llegar en estos momentos a
una pérdida celular por desestructuracion de
su contenido (fig. 4F).

El efecto del ozono en bajas concentra-
ciones y durante tiempo prolongado no ofrece
grandes alteraciones en la anatomia foliar, sin
embargo a nivel celular se puede observar
una alteracion en las ldminas medias y en las
paredes primarias, tanto del parénquima en
empalizada como en el parénquima lagunar. En
hojas que tienen mas de un afio, el metabolismo
produce una serie de sustancias que se tifien con
el Azul de Toluidina en diferentes tonalidades,
asi como granulos de almidén que no se tifien
con este colorante acuoso (fig. 4G). Las mues-
tras tratadas con la solucion de Lugol indican
que esta sustancia es almidon.

Los haces vasculares no presentan dafios
apreciables, pero se observa bajo luz fluorescen-
te y tincién con Azul de Anilina que la cantidad

de cloroplastos esta reducida si se compara con
una hoja no afectada por ozono de las mismas
caracteristicas.

Estudio de las superficies foliares con
Microscopia Electronica de Barrido

En todas las muestras estudiadas se obser-
van acumulaciones de materiales que pueden
llegar a obturar los estomas, que no son obser-
vables en las preparaciones para microscopio
optico, pues son eliminados durante el proce-
sado. En ninguna de las muestras estudiadas se
ha podido observar el aspecto cristalino de las
ceras epicuticulares, tal vez sea debido al enve-
jecimiento acelerado por el ozono y por ello la
estructura preponderante es amorfa (Kinunnen
etal., 1999, Piercy et al., 1994). En la poblacion
a menor altitudes (figura 5A), no se presentan
modificaciones destacables de la cuticula. Los
dafios mas fuertes son observados en la pobla-
cion de Parauta (Figura 5B), donde se aparece
una gran cantidad de materiales depositados y
dafios por degradacion y agrietamiento en la
cuticula. A mayores altitudes (Figuras 5 C y D)
los dafios cuticulares observados son escasos y
presentan mayor obliteracion de los estomas por
deposicion de materiales.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Después de comparar los dafios produci-
dos en camaras OTC y las muestras tomadas en
campo podemos afirmar que el ozono produce
diversos efectos en las aciculas de Abies pinsa-
po, que en parte coinciden con una senescencia
acelerada. Algunas de estas alteraciones son
comunes a las observadas en otras especies
estudiadas, especialmente en Pinus halepensis,
Pinus uncinata, Pinus cembra, Picea abies
(Kainulaien et al., 2000, Soda et al., 2000; Vo-
llenweider & Giinthardt-Goerg, 2005), primero
se acumula almiddn en las células del parénqui-
ma y después los amiloplastos sufren un pro-
ceso de degeneracion. Las vacuolas, con denso
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Figura 5: Muestras de Microscopio Electronico de Barrido siguiendo un gradiente altitudinal: Sierra Bermeja
(A); Parauta (B), Los Reales Sierra Bermeja (C), Puerto de los Quejigales (D).

contenido en taninos y fenoles (Peltonen ef al.,
2005), se retraen en el interior celular y apare-
cen claramente despegadas de la zona externa
y con bandeado interior, asi como alteracion
de estos materiales por su efecto antioxidante
(Moss et al., 1998). Como en Pistacia (Reig
Armifana et al., 2004), también se producen

microgotas en las paredes (Padkkonen et al.,
1998), y aumentan los espacios intercelulares,
y las célula adquieren contornos muy sinuosos
y angulares, especialmente en las cercanias de
las camaras subestomaticas. En el floema au-
mentan los acimulos de calosa, disminuyendo
la funcionalidad de este tejido y, finalmente, se
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produce su colapso.

Todas estas alteraciones tienen implicacio-
nes fisiolodgicas y funcionales para la planta, y
son coherentes con diversos estudios (Gravano
et al., 2004, Vollenweider & Giinthardt-Goerg,
2005) que ponen de manifiesto que algunas
plantas que crecen bajo concentraciones de 0zo-
no elevadas, presentan una menor asimilacion
de CO,, ya que se produce una disminucion del
tejido asimilativo (por aumento de los espacios
intercelulares) y de los cloroplastos funcionales;
asimismo se detecta una pérdida importante en
la carga floematica, lo que vendria explicado
por los grandes acumulos de calosa en los vasos.
En diversas especies se ha detectado también
que el ozono produce un aumento de la relacion
entre la biomasa de la parte aérea de la planta
y la parte subterranea.

Si bien los dafios no son iguales en todos
los ejemplares, analizando los datos en las dos
poblaciones de Abies pinsapo encontramos
diferente comportamiento. En los individuos de
la Sierra Bermeja que se ubican a 930, 1180 y
1450 metros sobre el nivel del mar se manifiesta
que el efecto del ozono sobre los tejidos es en
un grado elevado ya en hojas de primer afio
en todas las muestras, y que la presencia en el
tiempo afecta, ademas, de manera visible a los
tejidos una vez las aciculas estan en su segundo
afio de vida. Los efectos se ven dramaticamente
incrementados a medida que se aumenta en
altitud, de manera que las muestras que se to-
maron a mayor altitud, presentaban en seccion
dafios internos irreversibles con muerte celular
en sus tejidos.

Los individuos de los cuales se han to-
mado muestras en la Sierra de las Nieves se
encontraban en las siguientes altitudes: 1100,
1350, 1400, 1500 y 1700 metros sobre el nivel
del mar. En ellos se observa que desde las cotas
mas bajas, existe un impacto del ozono, mos-
trando signos de un dafio moderado, sin llegar
a la muerte celular, aunque si mostrando una
anatomia senescente en hojas en su primer afio,
con un crecimiento correspondiente a esa etapa,

pero que mostraba claramente una fisiologia
de planta en etapas finales de su vida, con gran
acumulacion de almidon.

A medida que se aumentan las cotas en
altitud, se observa que pese a existir dafios la
planta puede mantener su actividad celular, no
llegando a su 6ptimo, pero superando la crisis
producida por el impacto del ozono. Todos estos
dafios siguen un gradiente altitudinal, condicio-
nado por la topografia del area.
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