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Resumen

Resumen

Senecio formosus crece en la Cordillera de Mérida entre los 2800 y 4350 msnm lo que supone que ha
desarrollado adaptaciones anatomicas y fisioldégicas particulares que le han permitido sobrevivir
condiciones extremas. En este trabajo se estudia la resistencia al congelamiento, la conductividad
hidraulica y su relacion con las caracteristicas del xilema en individuos en: Paramo de San José a
3100 msnm y Paramo de Piedras Blancas a 4200 msnm. La resistencia al congelamiento se
determin6 comparando la temperatura de congelamiento y de dafio en hojas y tallos. La
conductividad hidraulica se determiné a través del método de simulacion del flujo de agua en ramas y
tallos. Para los estudios anatomicos se realizaron cortes a mano alzada y macerados que se tifieron
con alcian blue y safranina. Las temperaturas de congelamiento y dafio no difieren significativamente
en los individuos que crecen a 3100 msnm, en hojas: -3,7 y -2,6 °C, respectivamente y en tallos: -3,4
y -4,5°C, respectivamente. En contraste, en los individuos que crecen a 4200 msnm, las temperaturas
de congelamiento si difirieron significativamente de las de dafio, siendo en hojas: -4,8 y -7,6°C,
respectivamente y en tallos: -4,1 y -8,4°C, respectivamente. De éstos resultados se infiere que los
individuos que crecen en el limite superior (4200m) son tolerantes al congelamiento mientras que a
3100 m no muestran resistencia a las temperaturas congelantes. Los individuos de Piedras Blancas
muestran una menor conductividad hidraulica en ramas (4,09 Kg m's™® MPa™) respecto a las plantas
de San José (32,72 Kg m's™ MPa™), diferencias que no se explican por el diametro de los elementos
de vasos sino por la longitud del vaso. Otro caracter que pudiese estar relacionado con estas
diferencias en la conduccién son las diferencias en la proporcion de vasos y traqueidas, ya que los
individuos que crecen a menor altitud presentan mayor proporcion de elementos de vasos que
traqueidas lo cual favorece una conduccion mas rapida. Se deduce que S. formosus en su limite
superior de distribucién, donde las heladas son mas frecuentes, ha desarrollado resistencia al
congelamiento y ciertos caracteres como una mayor proporcion de traqueidas que elementos de
vasos permitiéndole colonizar dichas altitudes. Mientras que los que crecen en el limite inferior por
estar expuestas a heladas menos frecuentes no resisten el congelamiento extracelular, sino que han
desarrollado una mayor proporcion de elementos de vaso que tragueidas.
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1. Introduccién

1. INTRODUCCION

Los ecosistemas de la alta montafa tropical al igual que los de las zonas templadas alpinas y articas,
estan sometidos a condiciones de bajas temperaturas y alta radiacion solar, por lo que las plantas de
estos ambientes han logrado evolucionar y adquirir una notable especializacion morfoanatomica y
fisiolégica. Las plantas de las latitudes templadas se han adaptado a las bajas temperaturas gracias
al desarrollo de estrategias de latencia y concentrando su crecimiento y reproduccion a periodos mas
favorables (primavera y verano) (Korner, 1999). En contraste, las plantas de la alta montafia tropical
deben mantenerse fisioldgicamente activas, debido a que la temperatura presenta fluctuaciones
abruptas en los ciclos diarios, incluyendo ocasionales temperaturas congelantes cualquier dia del afio
(Azbcar y Rada 2006).

En general, las plantas resisten las temperaturas congelantes a través de dos estrategias basicas:
evasion y tolerancia, en ambos casos se impide la nucleacién de hielo intracelular (Azécar y Rada,
2006). La evasion consiste en impedir el proceso de congelamiento extracelular, ya sea por la
proteccion del tejido foliar, ajustes osméticos o por sobreenfriamiento de los tejidos expuestos a bajas
temperaturas (Goldstein et al., 1985; Rada et al., 1985a ,1987; Az6car y Rada, 2006). En contraste, la
tolerancia permite a las plantas sobrevivir la formacion de hielo en los espacios intercelulares, y en
este caso particular son las proteinas y los mucilagos los que juegan un papel importante al retardar
los procesos de deshidratacion, minimizando los dafios ocasionados por dicho proceso (Goldstein y
Nobel, 1991). Cabe mencionar que ambos mecanismos, evasion y tolerancia han sido descritos en
plantas que crecen tanto en ambientes de alta montafia tropical como extratropical (Azécar y Rada,
2006).

En la alta montafia tropical, las temperaturas congelantes se presentan tipicamente por encima de los
3000 msnm (Azécar y Monasterio, 1980; Sarmiento, 1986). Por lo que el congelamiento, representa
uno de los principales retos en especies perennes con amplios intervalos de distribucién altitudinal.
Una de las consecuencias directas de este proceso es la interrupcion de la funcion hidraulica, debido
a que cuando esto ocurre, los gases disueltos en el xilema son forzados a salir de la solucion para
formar burbujas en el hielo, las cuales pueden disolverse o en el peor de los casos promueven la
formacion de embolismos, impidiendo de esta manera el flujo del agua (Cavender y Holbrook, 2001).
Davis et al. (1999), Hacke et al. (2005) y Sperry et al. (2006) mencionan que existen evidencias de
gue el proceso de cavitacion por congelamiento en angiospermas esta relacionado con el didmetro de
elementos conductores (elementos de vasos y tragueidas), coincidiendo en que conductos mas
estrechos son menos susceptibles a la cavitacion que conductos mas anchos. En este sentido,
Carlquist (1966) encuentra que esta disminucién es mucho mas marcada en plantas que crecen hacia
zonas frias, debido a que estos ambientes estan sujetos a una alta frecuencia de heladas; por
consiguiente, las plantas modifican la estructura del xilema a fin de minimizar la cavitacion de los
elementos conductores. Sin embargo, esto representa una menor eficiencia en términos de
conduccién debido a que esta adaptacion conduce a una menor eficiencia en el transporte de agua
(conductividad hidraulica).

Por otra parte, se tiene que los estudios morfoanatémicos foliares realizados en los paramos
Venezolanos en: Asteraceae, Fabaceae, Melastomataceae y Rosaceae indican que a medida que se
asciende altitudinalmente, se aprecia una disminucién en la estatura de las plantas y de la superficie
foliar. Sin embargo, el grosor de la hoja aumenta por lo que se infiere que estos cambios estan
asociados a una disminucion en el tamafio de las células y a un incremento en el grosor de las
paredes de las mismas (Bricefio et al., 2000, Ely y Torres, 2003; Colmenares et al., 2005; Torres y
Luque, 2007).

Basados en el estrés térmico al que estan sometidas las plantas en el paramo Andino y Altiandino, el
presente trabajo pretende integrar aspectos relacionados con la resistencia al congelamiento, la
conductividad hidraulica y su relacién con la densidad, estructura y dimensiones de los elementos
conductores (elementos de vaso y traqueidas, punteaduras y placas de perforacion) en
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1. Introduccién

individuos de Senecio formosus que crecen en los limites de su intervalo de distribucion altitudinal: en
el paramo de San José a 3100 msnm y en el padramo de Piedras Blancas a 4200 msnm.

1.1 El paramo

El paramo puede caracterizarse en funcion de criterios altitudinales, climéticos, fisonomicos,
floristicos y geograficos. En este sentido, no existe una definicién simple para este ecosistema, y por
ello a continuacion se detallardn algunos de los criterios usados para definirlo:

El paramo como area geografica, se localiza en las regiones mas elevadas de Venezuela,
Colombia y Ecuador con algunas ramificaciones hacia el norte de Costa Rica y Panamd y hacia
el sur en el norte de Pert (Az6car y Rada, 2006). Su intervalo latitudinal abarca los 8° S en Peru
hasta los 11° N en el Macizo de Santa Marta en Colombia (Troll, 1968; Monasterio, 1971;
Monasterio, 1980a). En Venezuela, los paramos ocupan una amplia region ubicada en los
estados: Mérida, Tachira y Truijillo (Monasterio y Molinillo, 2003).

Segun el criterio altitudinal, el paramo se ubica por encima del limite arbéreo alrededor de los
3000 msnm (Monasterio, 1980b; Ataroff y Sarmiento, 2004), no obstante, en Venezuela se
sefiala los 2500 msnm como la altitud mas baja observada (Monasterio y Reyes, 1980). Esta
cota altitudinal esta sujeta a variaciones locales de acuerdo a las distintas cordilleras, vertientes
y laderas (Sarmiento et al. 1971, Azécar y Rada, 2006), por tanto, es frecuente que el limite
inferior se encuentre a partir de los 3000 m en las vertientes secas y 3400 m en las vertientes
mas humedas; mientras que el limite superior esta dado en general, por la linea de nieves
perpetuas (4600-4800 msnm) (Azécar y Rada, 2006). Monasterio (1980a) sefiala que en los
Andes Venezolanos se pueden establecer dos zonas ecoldgicas bien diferenciadas: la primera
de ellas corresponde a la franja del piso Andino, cuyo intervalo altitudinal esta entre 2800 y 4000
msnm Yy la segunda es la del Altiandino, por encima de los 4000 msnm hasta los 4700 msnm.
Cada unidad tiene asociado un tipo particular de vegetacion, siendo éste el caracter mas visible,
gue surge como resultado de la confluencia de distintos elementos tales como los factores:
climaticos, edéficos, geomorfoldgicos e hidricos.

Segun el criterio climatico, los paramos se encuentran expuestos a condiciones climaticas muy
particulares; principalmente variaciones térmicas estacionales minimas y fluctuaciones
importantes en la temperatura diaria, por tal razén Hedberg (1964), lo describe como un clima de
verano durante el dia e invierno en la noche, donde la temperatura minima puede llegar por
debajo de los 0 °C en las madrugadas y las maximas alrededor de 30 °C en horas del mediodia,
cualquier dia del afio (Monasterio y Reyes, 1980). Los Andes Venezolanos presentan una
estacionalidad en las precipitaciones, con patrones unimodales (patron llanero) con los minimos
valores entre diciembre-abril, y bimodales (patrén lacustre) con dos maximos en precipitaciones,
el primero entre abril-mayo, y el segundo entre septiembre-octubre (Monasterio y Reyes, 1980).
Estos patrones, presentan una estacién seca muy bien definida con una precipitaciébn que
alcanza desde 650 mm en el extremo seco, hasta 1800 mm en el himedo (Monasterio y
Molinillo, 2003).

. Desde el punto de vista fisondmico, Monasterio (1980b) propone la existencia de siete

asociaciones de vegetacién que se pueden encontrar en los pisos altitudinales de los paramos
venezolanos, en orden descendente: el desierto periglacial (4000-4800 msnm), ubicado en el
piso altitudinal conocido como el Altiandino, donde suelos desnudos alternan con rosetas
acaules y cojines, pequefios arbustos asociados a rosetas y hierbas. Seguidamente,
encontramos el paramo desértico (3900-4600 msnm), también perteneciente al Altiandino,
donde prevalecen rosetales altos y abiertos conformados por especies de los géneros
Coespeletia Cuatrec y Espeletia Mutis ex Bonpl. A estas mismas elevaciones y descendiendo
hasta los 3500 m, crecen los bosques Altiandinos de Polylepis sericea Wedd. El paramo andino
(2800-4000 msnm) o paramo propiamente dicho se encuentra en el piso Andino, dominado por
rosetales-arbustales, gramineas y hierbas, siendo Espeletia schultzi Wedd la especie
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1. Introduccién

dominante. En este mismo piso altitudinal se encuentran los pajonales (3500-4000 msnm),
caracterizados por la presencia de los géneros Calamagrostis Adans y Cortaderia Stapf. Otra
variacion de los paramos dominados por gramineas son los pastizales (3000-3800 msnm),
ubicado en el piso Andino y representado por los géneros: Agrostis L, Calamagrostis Adans, Poa
Rchb, Carex L, Chusquea Kunth y Puya Molina. En el limite altitudinal mas bajo se encuentran
los bosques parameros (2700-3200 msnm) que se ubican dentro del piso Andino y se
caracteriza por la presencia de los géneros: Aragoa Kunth y Alnus Hill.

V. Desde el punto de vista floristico, Cuatrecasas (1958) dividi6 el ecosistema paramo en tres
subpisos altitudinales: a) El subparamo, dominado por arbustos cuyos géneros principales
pertenecen a la familia de las Asteraceae (Baccharis L, Senecio L, Loricaria Wedd, Gynoxys
Cass, Stevia Cav, Eupatorium L., Diplostephium Kunth), las Hypericaceae (Hypericum L) y las
Ericaceae (Gaultheria J.F. Gmel, Befaria Mutis ex L, Pernettya Gaudich y Vaccinium L). b) El
paramo propiamente dicho esta caracterizado por gramineas de los géneros Calamagrostis
Adans, Festuca L y las formas de vida en rosetas de innumerables Espeletias. c) El
superparamo, entre los 3900-4600 msnm limitado por la linea de las nieves perpetuas, donde las
heladas son mas frecuentes y de mayor duracion.

Actualmente, se acepta que la integracion de los criterios floristicos y fisonémicos son los mas
apropiados para clasificar los paramos, dado que cada tipo de vegetacion, no es mas que el resultado
de la confluencia de una serie de factores: altitudinales, climaticos, edaficos, geograficos,
geomorfolégicos e hidricos (Ataroff y Sarmiento, 2004). En el presente trabajo, se caracteriza el
ecosistema paramo Andino y Altiandino tomando en consideracion estos dos Ultimos criterios.

1.2 Resistencia al congelamiento en plantas de los paramos Venezolanos

El desarrollo de las plantas en la alta montafia tropical esté limitado, en parte, por las temperaturas
congelantes factor que crea condiciones de estrés en estos organismos. En tal sentido, las plantas
resisten las temperaturas congelantes a través de dos mecanismos: la evasion y la tolerancia. La
evasion consiste en impedir la formacién de hielo extracelular, esto se logra mediante: la acumulacién
de solutos osmaéticamente activos intracelularmente que permiten mantener el agua en estado liquido
a temperaturas por debajo del punto de congelamiento, el sobreenfriamiento estrategia que promueve
el retraso en la formacion de los cristales de hielo a través de la acumulacion de solutos
intracelularmente y/o caracteristicas anatémicas especificas, la proteccion de los érganos a través de
estructuras aislantes de manera que no alcancen temperaturas por debajo de 0 °C, el aislamiento del
tejido meristematico mediante la yema nocturna y aislamiento de la médula mediante hojas
marcescentes, la presencia de pubescencia en las hojas que promueve un aumento de la
temperatura en estas Ultimas (Smith, 1974 y 1979; Rada, 1983; Rada et al.1985a y 1987; Goldstein et
al., 1985, Goldstein y Meinzer, 1983; Rosquete, 2004).

En este sentido, las rosetas gigantes del género Espeletia Mutis ex Bonpl evaden el congelamiento a
través de un conjunto de mecanismos, que van desde de una moderada capacidad de
sobreenfriamiento en las hojas (Rada, 1983; Rada et al., 1985a; Goldstein et al., 1985, Squeo et al.
1991), la presencia de una capa de hojas marcescentes que actla como un aislante térmico
manteniendo la temperatura del agua en la médula por encima de 0°C alin cuando la temperatura del
aire esté por debajo de dicho valor (Goldstein y Meinzer, 1983; Rada et al., 1985a), la proteccién de la
yema apical mediada por movimientos nictinasticos de las hojas (Smith, 1979), hojas pubescentes
gue contribuyen a mantener un balance térmico favorable para el crecimiento y la translocacion de
asimilados (Meinzer y Goldstein, 1985).

En el caso de Polylepis sericea Wedd, especie arbérea que alcanza altitudes de 4600 msnm, su
resistencia a las temperaturas congelantes ocurre a través de una moderada capacidad de
sobreenfriamiento unido a un ajuste osmético diario (Rada et al., 1985b; Goldstein et al., 1994).
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La tolerancia a diferencia de la evasion permite la formacion de cristales de hielo en los espacios
intercelulares y es favorecida en parte por la baja concentracion de electrolitos en estos espacios con
respecto a la del contenido celular (Levitt, 1972). Los estudios de resistencia al congelamiento en
especies con habito herbaceo, indican que las gramineas hasta ahora estudiadas a excepcién de los
bambues toleran el congelamiento (Marquez et al.,, 2006). Las gramineas lefiosas como las
Chusquea Kunth, evaden el congelamiento a través del sobreenfriamiento en hojas (Ely, 2009; Kiyota,
2011). En otras formas de vida, se ha encontrado que las rosetas acaules son tolerantes al
congelamiento (Squeo et al., 1991), mientras que los arbustos no presentan un patron bien definido,
es decir, podian ser evasoras o tolerantes (Azocar, 2006 y Caceres, 2008).

Cabe considerar por otra parte, que la tolerancia como mecanismo de resistencia requiere un menor
costo desde el punto de vista energético, por lo que resulta mas efectivo cuando las temperaturas
congelantes tienen una mayor duracion (Rada et al ,2008; Squeo et al., 1991). En contraste, la
evasion solo es segura si la exposicion a las temperaturas congelantes es relativamente breve (Rada
et al., 1987).

En cuanto a los estudios de resistencia a las temperaturas congelantes en gradientes altitudinales en
los paramos venezolanos, so6lo se encuentran los de Goldstein et al. (1985) en varias especies del
género Espeletia Mutis ex Bonpl y Coespeletia Cuatrec y Rada et al. (1987) en Espeletia schultzii
Wedd. Ambos estudios indican que la temperatura de congelamiento (que determina la capacidad de
sobreenfriamiento) y dafio se hacen mas negativas a medida que la altitud incrementa. Por otra parte,
el Unico trabajo en Senecio formosus Kunth relacionado con la resistencia a las bajas temperaturas
fue realizado por Squeo et al. (1991), el cual revel6 que esta especie tolera el congelamiento
extracelular a 4200 msnm. Estos autores ademas concluyen que la resistencia a las bajas
temperaturas en esta especie también esta asociada a la ocupacion de micrositios (i.e. creciendo
entre rocas) que proporcionan un tipo de proteccion frente a las temperaturas congelantes nocturnas.

1.3 Dimensiones de los elementos conductores y conductividad hidraulica

Diversos estudios han propuesto que existe una correlacion entre el didmetro de los vasos y la
pérdida de conductividad hidraulica en caso de congelamiento Sperry y Sullivan (1992), Logullo y
Salleo (1993), Langan et al. (1997), Davis et al. (1999), Pitterman y Sperry (2003). La conductividad
hidraulica esta determinada por la ecuacion de Hagen y Poiseuille (Lambers et al., 1998), la cual
describe el transporte de un fluido a través de un capilar ideal:

Jy = (WR™AY, / 8n*L) (Ec.1).

Donde: J, es la conductividad hidraulica, R (mm) es el radio de un solo elemento conductor, A¥,
(MPa) es la diferencia en la presién hidrostatica, n (mm? MPa) es la constante de viscosidad y L
(mm) es la longitud del elemento conductor. En esta ecuacion se muestra una correlacion directa
entre la conductividad hidraulica y diametro del elemento conductor, ya que ésta es proporcional a la
cuarta potencia del radio del elemento conductor.

1.4 Efectos de las temperaturas congelantes sobre la conductividad hidraulica

Una de las consecuencias del congelamiento es la interrupcién de la conduccién hidraulica cuando
los conductos xilematicos (elementos de vaso) se embolizan tras eventos de congelamiento y
descongelamiento (Hacke y Sperry, 2001). Cavender y Holbrook (2001) mencionan que cuando
ocurre el congelamiento, los gases disueltos en el xilema son forzados a salir de la solucién para
formar burbujas en el hielo. Al producirse el descongelamiento, estas burbujas de gases
eventualmente se disuelven, sin embargo, en algunos casos no se disuelven y pueden promover la
formacion de embolismos, impidiendo de esta manera el flujo del agua, a este proceso se le conoce
como cavitacion.
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De acuerdo a la ecuacion de Young-Laplace (Ball et al., 2006), la disoluciéon o nucleacién de una
burbuja de aire dentro del elemento conductor depende de su presién interna (Psg), la cual es funcién
del radio (r), de la tension superficial del xilema (y) y de la presién de la savia del xilema (Py).

Donde:
PB: (2}//!‘) + Px (ECZ)

En el caso de que la columna de agua sea sometida a grandes presiones positivas, la
probabilidad de que se produzca la cavitacion de la misma, estard determinada por incrementos del
radio del elemento conductor y la tension superficial del xilema. Cabe acotar, que estos parametros
son altamente variables (Ball et al., 2006). Adicionalmente, la magnitud de Py depende de varios
factores entre ellos se encuentra la tasa de transpiracion y el contenido de agua en el suelo durante el
proceso de descongelacion (Sperry y Sullivan, 1992).

La induccion de embolismos por congelamiento ha sido estudiada por Sperry et al. (1994),
Langan et al. (1997), Pockman y Sperry (1997), Feild y Brodribb (2001), en una variedad de especies
de lugares templados, sin lograr entender el mecanismo. Por ello Davis et al. (1999), sugieren que la
susceptibilidad a la cavitacion por congelamiento esta vinculada a la estructura del xilema (diametro y
longitud de elemento de vaso, tipo de punteaduras y placas de perforacion), la fenologia y el
intercambio de gases. En este sentido, Lambers et al. (1998) mencionan que las plantas que poseen
vasos de menor diametro son menos susceptibles a la cavitaciéon por congelamiento. Por esta razon,
es factible que plantas tolerantes al congelamiento con una amplia distribucién altitudinal, presenten
una disminucién en el diametro de los vasos y por tanto sean menos eficientes en la conduccion.

1.5 Dimensiones de los elementos conductores en Asteraceae

Segun Carlquist (1966), los principales factores que influyen en la evolucion del xilema son: la latitud
(zonas templadas o zonas tropicales), el habito (arboles, arbustos, hierba y rosetas; anual o bianual,
perenne), y el habitat (ecuatorial, insular o continental). A continuacién se detallara la influencia que
tienen estos factores sobre las dimensiones de atributos del xilema.

Tabla 1. Caracteristica del xilema en especies de Asteraceae. Fuente: Carlquist (1966).

Categoria N° de N° de DEV LEV
Ecolégica colecciones | especies (um) (um)
Latitud estudiadas | estudiadas
Templada 204 191 51 191
Tropical 149 137 65 300
Habito 35 35 46 186
Anual o bienal
Perenne 29 29 39 152
Arbusto o sufrutice 186 173 45 240
Arbol 46 38 84 312
Roseta (arborea o arbustiva) 56 52 68 292
Habitat 11 9 80 300
Ecuatorial alpina
Insular 98 90 52 246
Continental 224 229 52 226

*DEV: didmetro promedio de elementos de vaso, LEV: longitud promedio de elementos de vaso
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Dado que entre tribus existen notables diferencias morfologicas, es posible considerar que existan
también caracteres anatémicos propios para cada uno de ellos, especialmente en el xilema. A
continuacion se muestran caracteristicas de algunas tribus de Asteraceae y particularmente la del
género Senecio (Senecioneae):

Tabla 2. Caracteristicas del xilema en tribus de Asteraceae. Fuente: Carlquist (1966).

Categoria N° de N° de N° de DEV LEV

sistematica géneros | Colecciones | especies (um) (um)
estudiados | estudiadas | Estudiadas

Tribu
Ambrosieae 6 15 15 44 187
Anthemideae 5 21 20 33 145
Arctotideae 1 2 2 56 129
Astereae 13 69 58 38 189
Calenduleae 3 4 4 41 158
Cichorieae 8 16 14 57 232
Cynareae 7 18 18 48 185
Eupatorieae 4 19 19 62 287
Helenieae 11 15 15 35 167
Heliantheae 33 53 53 48 255
Inuleae 11 19 17 52 218
Mutisieae 22 24 24 38 272
Senecioneae 12 45 42 58 297
Vernonieae 5 33 27 96 321

* DEV: diametro promedio de elementos de vaso, LEV: longitud promedio de elementos de vaso.

Sin embargo, la temperatura en la alta montafia tropical ejerce una influencia directa sobre los
didmetros de los elementos conductores, esto se debe en parte a la susceptibilidad de embolismos
gue presentan éstos ultimos. En este caso es oportuno mencionar los estudios de Torres (1979) y
Escalona (1999) en Asteraceae de los paramos Venezolanos. Autores que estudiaron la anatomia del
xilema obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 3. Anatomia del xilema de Espeletiinae. Fuente: Torres (1979).

Género Habito DEV (um) LEV (um) Traqueidas
Carramboa A 76 360 Ausentes
Libanothamnus A 73 380 Presentes
Tamania A 74 400 Presentes
Coespeletia AR 46 142 Ausentes
Espeletia AR 37 113 Ausentes
Espeletiopsis AR 78 252 Ausentes
Ruilopezia AR 53 263 Ausentes

*A: arborescente, AR: arrosetado, DEV: didmetro promedio de elementos de vaso, LEV: longitud promedio
de elementos de vaso.
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Tabla 4. Anatomia de arbustos esclerdfilos de paramo. Fuente: Escalona (1999).

DEV LEV DT LT

Familia Especie (um) (Lm) (Lm) (Lm)
Scrophulariaceae Aragoa lucidula 23 238 19 255
Rubiaceae Arcytrophylum nitidum 20 191 11 248
Asteraceae Hinterhubera imbricada 13 134 11 247
Hypericaceae Hypericum laricifolium 12 165 14 211
Hypericaceae Hypericum laricoides 12 198 12 229
Asteraceae Monticalia imbricatifolia 24 278 17 289

*DEV: didmetro promedio de elementos de vaso, LEV: longitud promedio de elementos de vaso, DT: didametro
promedio de traqueidas, LT: Longitud promedio de traqueidas.

Carlquist (1966, 1984, 1997) sugiere que existen algunos atributos del xilema considerados como
caracteres xeromorficos; en primer lugar, se encuentra el grado de agrupamiento de los elementos de
vaso, que en este caso particular parece actuar como un mecanismo de seguridad y ademas surge
como una adaptacion al congelamiento, este patrén es observado en el xilema primario de raices,
ramas Y tallos; y en segundo lugar, se halla la presencia de fibras libriformes y fibrotraqueidas.

1.6 Efecto de la altitud sobre las caracteristicas morfoanatdémicas

Las plantas tanto evasoras como tolerantes al congelamiento, muestran caracteres xeromorficos
entre los cuales se encuentran: un parénquima en empalizada mas desarrollado, menor tamafo de
los espacios intercelulares de manera de impedir el congelamiento del agua en estos ultimos (Azécar,
2006). Estas adaptaciones conducen a una menor relacion entre la superficie externa foliar y su
volumen, promoviendo de esta forma el desarrollo de laminas foliares pequefas (Fahn, 1974 y Flores,
1999), lo que se traduce en menores areas tanto foliar como foliar especifica.

Los estudios anatomicos realizados en los Andes Venezolanos indican que en la medida que la altitud
incrementa hay una tendencia a disminuir el tamafio de las plantas y la lamina foliar, la cual esta
estrechamente vinculada a una disminucion tanto del tamafio de las células como del aumento del
grosor de las paredes de éstas (Torres et al.,, 1996; Bricefio et al., 2000; Ely y Torres, 2003;
Colmenares et al., 2005; Azo6car, 2006). El incremento en la altitud también propicia la selecciéon de
rasgos xeromorficos foliares en las plantas de paramo entre los cuales estan: el desarrollo de
epidermis con paredes engrosadas, cuticulas muy gruesas, tejidos compactos, estomas en criptas,
indumento muy denso que previene la excesiva transpiracion (Torres et al.1996; Colmenares et al.,
2005; Azécar, 2006).

1.7 Caracteristicas y distribucion altitudinal de Senecio formosus en los
paramos Venezolanos

Entre los géneros mas representativos en los paramos, se encuentra Senecio L perteneciente a la
familia Asteraceae, la cual tiene la mayor dominancia y diversidad en los paramos (Monasterio,
1980b). Aristeguieta (1964) sefiala que este género estd constituido por aproximadamente 45
especies en Venezuela, con habitos muy diversos, que van desde arboles de porte pequefio,
arbustos, plantas trepadoras, sufritices y hierbas; de las cuales 13 se hallan distribuidas entre
Colombia y Venezuela, 18 son endémicas de los paramos de Venezuela, las restantes han sido
reportadas en la Cordillera de la Costa y Guayana. Una de las especies mejor representada de este
género es Senecio formosus un sufritice perenne, restringido a los paramos de Colombia y
Venezuela. En los paramos Venezolanos esta presente en los estados: Mérida, Tachira y Trujillo (Fig.
1). Se distribuye desde los 2800 hasta los 4350 m (Hokche et al., 2008). Adicionalmente, esta especie
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esta clasificada como vulnerable en el Libro Rojo de la Flora Venezolana del afio 2007, por la
explotacion comercial de poblaciones naturales para fines medicinales y en menor grado por la
destruccién del habitat para el desarrollo de actividades antropicas (Oyola, 2007). Considerando la
condicion bajo la cual esta catalogada S. formosus, este estudio aportar4 conocimientos en cuanto a
su anatomia y fisiologia, aspectos poco abordados en la misma.
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Figura. 1 Distribucion de Senecio formosus en los Andes Venezolanos. (Modificado de Josse et al., 2009).
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1.8 Hipotesis

En el paramo, a medida que la altitud incrementa, aumenta la frecuencia de heladas nocturnas; por
tanto, los individuos de Senecio formosus que crecen en el limite inferior de su intervalo de
distribucion altitudinal (3100 msnm), presenten mecanismos de resistencia menos desarrollados que
los individuos ubicados en el limite superior (4200 msnm). Paralelamente, esperariamos que el
incremento de la altitud implique una reduccion en el didmetro de los elementos conductores, lo cual
se reflejard en una menor eficiencia en la conductividad hidraulica especifica del tallo, por lo tanto, las
poblaciones ubicadas a menor altitud (3100 m) deben poseer una mayor conductividad hidraulica
especifica con respecto a las ubicadas a mayores altitudes (4200 m).

1.9 Objetivos
1.9.1 General

e Estudiar la resistencia a las temperaturas congelantes, la conductividad hidraulica y la
anatomia del xilema en individuos de Senecio formosus procedentes de dos pisos altitudinales
distintos (3100 y 4200 msnm).

1.9.2 Especificos

= Determinar la temperatura de congelamiento en hojas y tallos de S. formosus, tanto en plantas
intactas como en secciones desprendidas de los mismos de a dos altitudes contrastantes
(3100 y 4200 m).

= Determinar la temperatura de dafio en hojas desprendidas y secciones de tallos de individuos
de S. formosus en el limite inferior y superior de su intervalo de distribucion altitudinal (3100 y
4200 m).

e Determinar la conductividad hidraulica en ramas y tallos de S. formosus en individuos
procedentes de estas dos elevaciones (3100 y 4200 msnm).

e Estudiar las caracteristicas anatdmicas del sistema conductor en ramas Y tallos de individuos
de S. formosus procedentes de dos altitudes (3100 y 4200 m).

e Determinar el area foliar total de la planta en cada elevacion (3100 y 4200 msnm).
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2. METODOLOGIA
2.1. Area de estudio

Para el presente estudio se seleccionaron individuos en los extremos de su distribucion (Paramo de
San José 3100 msnm y Paramo de Piedras Blancas 4200 msnm), a fin de contrastar algunos de sus
atributos morfoanatémicos y ecofisiolégicos. Cada localidad fue georeferenciada y se muestran en el
siguiente mapa (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa de Mérida con la ubicacion de los paramos en los cuales se colectd Senecio formosus
(Elaborado por: Anders, 2011).

2.2 Paramo de San José

El sitio de estudio en el Paramo de San José se encuentra a 3100 msnm y se halla ubicado en la
latitud (8° 19’; 43,0” Norte) y longitud (71° 18’ 14,7” Oeste), entre los Municipios Campo Elias y
Arzobispo Chacdn del Estado Mérida, Venezuela.
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Figura 3. Paramo de San José.

2.2.1 Geologia

El area ocupada por el Paramo de San José, es una de las zonas de contacto de las formaciones
geoldgicas donde se ubican la mayor parte de los paramos de la Cordillera de Mérida, como lo son la
formacion Sierra Nevada y formaciéon Mucuchachi. La litologia de la Sierra Nevada, esta constituida
por gneis migmaticos y graniticos, esquistos micaceos, anfibolitas, rocas graniticas. Mientras que la
Formacion Mucuchachi, esta constituida por pizarras laminadas, pizarras limosas de color negro a
gris verdoso, carbonosas, piritas y franjas de areniscas impuras laminadas y duras (Shagam, 1969;
PDVSA-Intevep, 2007; Sodja, 2001, Rodriguez, 2010).

2.2.2 Clima

Las estaciones climaticas mas cercana al paramo de San José registran 900 mm en la vertiente seca
(Estacién Tostds, ubicada a 2400 msnm) y 1300 mm hacia la vertiente himeda (Estacion Acarigua,
ubicada a 1630 msnm) (Monasterio y Reyes, 1980). Adicionalmente, Cavieres et al. (2000)
mencionan que este paramo presenta un régimen de precipitacion bimodal, con maximos en los
meses de abril-junio y septiembre-noviembre, mientras que los periodos secos ocurren entre febrero-
marzo y junio-agosto; la temperatura promedio a 3200 msnm es de 8 °C y la precipitacion a esa
elevacion esta entre 1000-1100 mm.

2.2.3 Suelos

Los suelos son acidos, esqueléticos con textura predominantemente arcillosa, con susceptibilidad a la
erosién de moderada a alta (Duran, 1992; Sodja, 2001; Silva, 2010).

2.2.4 Vegetacion

El Paramo de San José, exhibe una vegetacién correspondiente a la de paramo Andino, donde
predomina la formacion pajonal paramero estableciéndose poblaciones de rosetas caulescentes
acompafadas por algunas herbaceas y pequefas franjas de especies arbustivas (Ataroff y
Sarmiento, 2004; Silva, 2010).

2.2.5 Intervencién antrépica

Un factor determinante en el establecimiento y alteracién de la estructura vegetal del ecosistema
paramo lo constituye el desarrollo y asentamiento de poblaciones humanas, las cuales a través de la
introduccion de actividades como la agricultura, el pastoreo, y las quemas esporadicas,
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han intervenido la estructura ecoldgica y floristica de este ecosistema, sobre todo en su limite inferior
(Sodja, 2001). Sin embargo, el pAramo de San José aun cuando pertenece a los paramos bajos de la
cordillera, esta bastante conservado pues la diversidad vegetal es alta, y la estructura poco alterada.
Esta percepcion se relaciona con el hecho de que hay muy pocas evidencias de pastoreo, y de
extensas areas cultivadas. Sin embargo, en el limite inferior de la vertiente seca se observan variados
y pequefios cultivos, lo cual hasta ahora no pareciera haber causado un fuerte impacto en el
ecosistema. Puede decirse entonces, que el paramo de San José se presenta menos intervenido que
el resto de paramos pertenecientes a la zona sur de la Sierra Nevada y mas aun con respecto a los
gue se localizan a lo largo de la zona Norte de la misma (Silva, 2010).

2.3 Paramo de Piedras Blancas

El area de estudio en el Paramo de Piedras Blancas esta a los 4200 msnm, entre la latitud (08° 51’
37,0” Norte) y longitud (70° 49’ 09,1 Oeste), ubicado en el Parque Nacional Sierra La Culata del
Estado Mérida, Venezuela.

Figura 4. Paramo de Piedras Blancas.

2.3.1 Geologia

El Paramo de Piedras Blancas se ubica dentro de la Sierra la Culata. En esta zona afloran rocas
pertenecientes al Grupo lIglesias (de edad Precambrico Superior), constituidas por ortogneises
biotiticos, gneisses migmatiticos con inyecciones apliticas “lit part lit” augegneises porfiboblasticos
biotiticos de grano grueso, gneises de grano fino con granate y biotita y mica esquistos granatiferos
(Ministerio de Minas e Hidrocarburos, 1970; Yanez, 1998).

2.3.2 Clima

El Paramo de Piedras Blancas exhibe un régimen pluviométrico unimodal, con una precipitacion
promedio de 798 mm (Torres, 2003; Azd4car, 2006). Presenta una época seca que va de diciembre a
marzo y la época himeda de abril a noviembre (Marquez, 2002), siendo el periodo de mayo-agosto el
mas himedo en esa localidad. La temperatura promedio anual es de 2,8 °C, sin observarse grandes
variaciones entre estaciones hidricas.

2.3.3 Suelos

El paramo desértico, constituye la formacién vegetal mas representativa del piso Altiandino, el cual se
interdigita con el desierto periglacial, ambas forman una cubierta discontinua en la cual prevalecen
grandes areas de substrato desnudo (Monasterio, 1980a; Alvizu, 2004). A medida que ascendemos
en altitud incrementa el contenido de roca y arena, en este sentido, la tasa a la cual se
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produce materia organica es menor, disminuyendo de esta manera la capacidad de retencion de agua
(Malagon, 1982; Azécar y Rada, 2006).

2.3.4 Vegetacion

Para el Paramo de Piedras Blancas, Monasterio (1980b) sefiala que es un rosetal alto y abierto que
consta en general de dos estratos, el primero entre 1 y 3 m de altura con un 5 a 30% de cobertura,
esta constituido en su mayoria por rosetas arborescentes relativamente espaciadas; cuyo género mas
predominante es Cospeletia Cuatrec. El segundo estrato se presenta al ras del suelo pero
discontinuo, con una cobertura entre el 2% y el 40%. El porcentaje de roca y suelo desnudo varia
entre 50% y 90%. Las formas de vida mas importantes de este estrato son los cojines, representado
principalmente por: Azorella Lamb, Arenaria L, Aciachne Benth, Lucilia Cass; existen también formas
en rosetas acaules de los géneros: Hypochoeris L., Calandrinia Kunth., Oenothera C C. Robin,
Malvastrum A Gray y Draba L y los arbustos enanos: Senecio L, Hinterhubera Sch. Bip ex Wedd,
Lanchemilla (Focke) Rydb.
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2.4. Descripcion botanica de Senecio formosus

Senecio formosus kunth, es una hierba de 20 a 60 cm de altura (Vivas y Ubiergo, 2010). Segln
Aristeguieta (1964) es una planta erecta, con tallos simples, redondeados, estriados, densamente
pilosos; pelos rojizos, tabicados. Hojas alternas, sésiles, lanceoladas, obtusas hasta agudas en el
apice, anchamente auriculadas en la base, 8-15 cm de largo, 2-3 cm de ancho, pilosas por ambas
caras, pelos por lo general glandulosos en el apice, irregularmente dentadas, membranaceas,
penninerviadas. Capitulos agrupados en corimbos terminales laxos. Cabezuelas heter6gamas,
radiadas, llamativas, disco 1,5 cm largo, 1,5-2,5 cm diametro, pediceladas, pedicelos pilosos, 1-7 cm
de largo, espaciadamente bracteolados, bractéolas lineales, 0,5-1,5 cm de largo, pilosas, conteniendo
numerosas flores. Involucro anchamente acampanado, 1,5-2 cm de largo, uniseriado; bracteas
alrededor de 20, tefiidas de morado-rojizo, lanceoladas, acuminadas en el apice, pilosas en el dorso;
pelos articulados; caliculo constituido por unas 6 bractéolas lineales, pubescentes y de unos 10 mm
de largo. Receptaculo ligeramente convexo hasta plano, desnudo. Flores del radio alrededor de 20,
femeninas, corolas liguladas, de color morado-rojizo, tubo piloso y de unos 6 mm de largo, lamina
oblonga, glabra, 1,5-3,5 cm de largo; flores del disco numerosas, hermafroditas, corolas tubulosas,
glabras, 10-12 mm de largo, rojizas. Aquenios pilosos, de unos 4 mm de largo. Papus constituido por
numerosas aristas blancas y de 6-8 mm de largo.

Involucro

i Caliculo
Cabezuelas heterogamas

/ Flores del radio _E

Pedicelo

) Ul
Flores del disco _E

Apice agudo

Hoja auriculadas en la base

Filotaxis alterna

Tallo estriado

Figura 5. Senecio formosus. (Modificado de Alvarez, 2009).
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2.5 Trabajo de campo

La colecta del material vegetal se llevé a cabo durante los meses de noviembre de 2010 y febrero de
2011 para la localidad de Piedras Blancas, época que corresponde al periodo himedo y seco.
Mientras que para el Paramo de San José el material se colecté a partir del mes de febrero hasta abiril
del 2011, meses que corresponden a la época seca. Se seleccionaron individuos adultos (con
evidencias claras de floracién o fructificacion) al azar en cada localidad para realizar los respectivos
estudios.

A continuacion se presenta de forma detallada la metodologia usada en este estudio, comenzando
con el establecimientos de estaciones microclimaticas, seguidamente la determinacion de la
temperatura de congelamiento y temperatura de dafio, determinacion de la conductividad hidraulica
especifica, estudios anatémicos y finalmente la determinacion del area foliar total.

2.5.1 Mediciones microclimaticas

En cada localidad se instalaron microestaciones portatiles marca HOBO, con la finalidad de comparar
los regimenes térmicos e hidricos a los cuales estd sometida actualmente la especie en estudio en el
paramo de San José y paramo de Piedras Blancas. En ambos sitios se midieron las variables
microclimaticas: temperatura del aire, radiacion total y contenido de agua en el suelo. El sensor de
radiacion se coloco a una altura aproximada de 50 cm, el sensor de temperatura a 25 cmy el TDR se
colocd a 5 cm de profundidad del suelo (Fig.6); cada estacion fue programada para hacer registros
cada 10 minutos. Por otra parte, cabe mencionar que la instalacion de este equipo se hizo en
diferentes meses por un periodo de 5-6 meses, desde noviembre hasta abril para la localidad de San
José y de diciembre hasta abril en Piedras Blancas que corresponden a épocas tanto humeda como

seca.

Figura 6: Estacion microclimética (HOBO) mostrando sensores de: (a) radiacion, (b) temperatura y (c)
contenido de humedad.
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2.5.2 Determinacion de la temperatura de congelamiento en Senecio formosus

2.5.2.1 Temperatura de formacién de hielo en hojas desprendidas y
secciones de tallos

Para la determinacion de la temperatura de congelamiento celular, se cortaron 5 individuos por altitud
a nivel del suelo, se colocaron en un recipiente con agua y fueron nuevamente cortados a 10 cm bajo
el agua (Ely, 2009), para evitar la interrupcion de la columna de agua. Posteriormente, este material
se cubrié con una bolsa negra y fue llevado al laboratorio dejandolo rehidratar por 24 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, se realizaron cortes transversales (de aproximadamente 4 cm) a los tallos
de los individuos colectados. En el caso de las hojas, se seleccionaron hojas bien expandidas
provenientes de diferentes tallos y a cada una de ellas se les sec6 sus superficies hUmedas con papel
absorbente. Seguidamente estos ultimos (hoja y secciones de tallo) se colocaron en el interior de
unos tubos de ensayo, sellados con tapones de goma. En cada uno de los tubos se colocé una hoja o
secciones de tallo, y dentro de estos se introdujeron termopares de cobre-constantan entre las
muestras de tallo y hoja (uno por tubo), asegurandose que ambos permanecieran en contacto. Una
vez finalizado dicho proceso, se colocé cada uno de los tubos dentro de un bafio refrigerante (marca
NESLAB, mod. RTE-111), el cual contenia una mezcla de alcohol isopropilico-agua y de esta forma
se procedi6 a disminuir su temperatura desde 5 °C hasta -20 °C, en un periodo de aproximadamente
4 horas a una tasa de 6,5 °C/h. Todos los termopares se hallaban conectados a una tarjeta de
adquisicién de datos, la cual era controlada por el software del programa Planta—ICAE. La utilizacion
de este programa permitié visualizar la temperatura de las muestras contenidas en los tubos de
ensayo, evidenciando el congelamiento a través de la formacion de exotermas (Fig. 7). Estas
exotermas se formaron por un aumento de la temperatura originado por la liberacion de energia de
los tejidos vegetales que se produce durante el proceso de congelamiento. Se realizaron 5 ensayos
en hojas y tallos por altitud.

+2 Exoterma

L\

Temperature [ °C ]
r

60 s

Tiempo

Figura 7. Formacion de exoterma por congelamiento de los tejidos vegetales (Modificado de: Larcher, 1995).

2.5.2.2 Temperatura de formacion de exotermas en hojas y tallos de
plantas completas

A fin de comparar la temperatura de congelamiento celular de hojas desprendidas y secciones de
tallos (descrito anteriormente, 2.5.2.1) y hojas y tallos de plantas completas se colectaron 3 plantas
por localidad, cada una de ellas se colocé en bolsas plésticas y fueron llevadas al laboratorio. Alli se
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colocaron en una camara de crecimiento simulando las condiciones naturales por 24 horas. A cada
planta se le colocaron termopares tanto en hojas como en tallos y luego fue introducida en una cava.
Posteriormente, la cava se colocé dentro de un refrigerador que alcanzaba temperaturas de hasta -
20°C. Una vez introducida la cava con la planta dentro del refrigerador se esperé que la temperatura
en el interior de la cava disminuyera, proceso que durd cerca de 5 horas (aproximadamente 5°C/h).
La temperatura de cada uno de los termopares fue registrada por el programa Planta-ICAE y
visualizada en el monitor del computador. Se realizaron 3 ensayos por localidad.

2.5.3 Temperatura de dafio celular

La temperatura de dafio celular se determindé mediante el método de liberacion de electrolitos
modificado por Lindén (2002) el cual es muy eficiente para detectar la aparicion de dafio histolégico.
El método consiste en determinar la temperatura a la cual se registra un incremento de la
conductividad eléctrica de una solucion deionizada que contiene muestras de tejido vegetal expuestas
a temperaturas por debajo de 0 °C. Incrementos en la conductividad eléctrica son producto de la
liberacién de electrolitos (en su mayoria iones de potasio) procedentes de la vacuola, como
consecuencia de la ruptura de las paredes celulares. Consideramos como temperatura de dafio
aquella en la que se produce la pérdida del 50% de los electrolitos (Ely, 2009).

El procedimiento se realizé sometiendo cada una de las muestras tanto de hoja como de tallo a una
disminucion gradual de la temperatura desde 5° C hasta los -20° C, de la misma forma anteriormente
descrita para la temperatura de formacién de las exotermas. Previamente, se realizaron cortes
transversales (de aproximadamente 4 cm) a los tallos de los individuos colectados, en el caso de las
hojas, se tomaron hojas bien expandidas de los diferentes tallos y cada una se coloc6 sobre una
superficie plana y se extrajeron discos del material vegetal con la ayuda de un cilindro metalico, de los
cuales se seleccionaron 5 discos por hoja en los cuales no se incluia la nervadura central, esto a fin
de estandarizar el método. Una vez finalizado dicho proceso, el material vegetal (hojas y secciones
de tallos) se introdujo en tubos de ensayo y sellados herméticamente, para luego colocarlos en el
interior del bafio refrigerante. A medida que disminuia la temperatura se retiraban tres tubos
conteniendo las muestras de hoja o tallo, en intervalos de 5° C. Las muestras retiradas en cada uno
de los intervalos, se introdujeron en un recipiente plastico que contenia 15 ml de agua deionizada, se
taparon y se almacenaron en el refrigerador a 4° C por 48 horas, y el control s6lo contenia agua
deionizada. Transcurrido este lapso de tiempo se procedié a medir la conductividad eléctrica (uS/
cm?) de la solucién que contenia la muestra (tallo u hoja) con un conductimetro digital, modelo
ExStikEC500 (marca Extech Instruments, U.S.A).

La temperatura a la cual se inicia el dafio celular, se pudo evidenciar mediante un incremento en la
conductividad eléctrica de la solucién con la muestra (hoja o tallo), la cual deberia inicialmente estar a
0 uS o cercana a este valor. Una vez transcurridas las 48 horas se midio la conductividad eléctrica de
todas las muestras sometidas al gradiente térmico, y luego se procedi6é a sumergirlas unos segundos
en nitrdgeno liquido, de esta manera se induce la ruptura de las paredes celulares de las muestras.
Posteriormente, se colocaron nuevamente en el recipiente y se dejaron por 48 horas a 4° C en el
refrigerador. Finalmente después de transcurrido este tiempo, se registroé la conductividad eléctrica,
cuyo valor corresponde al 100% de pérdida de electrolitos en la muestra. Con este ultimo valor, se
determind la temperatura a la cual se produjo la liberacién del 50% de los electrolitos, haciendo uso
de la siguiente ecuacion (Ely, 2009):

Tso0= Conductividad eléctrica (para cada temperatura) * 100 (Ec.3)
Conductividad eléctrica (luego de la ruptura inducida)

2.5.4 Determinacién de la conductividad hidraulica especifica

Se tomaron 10 individuos en cada altitud, cada uno de ellos se cort6 a nivel del suelo y seguidamente
colocados en un recipiente con agua y cortado dentro de éste, a fin de no interrumpir la columna de
agua. Este material fue llevado al laboratorio y colocado a 4°C por 24 horas.
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2.5.4.1 Determinacion de la longitud del vaso

Para la determinacién de la longitud del vaso se usaron 5 tallos y 5 ramas, a los cuales se coloc6 un
extremo del segmento de rama o tallo dentro de un recipiente con agua, y el otro extremo se sometio
a una presion de aire con la ayuda de una jeringa. Se realizaron cortes sucesivos a la rama o tallo,
hasta evidenciar la formacion de burbujas en la periferia del segmento de rama o tallo, lo cual
representaba la longitud del vaso (Fig.8). En el momento de realizar esta medicién, se removieron
todas las hojas de cada uno de los individuos de cada punto altitudinal, se colocaron en bolsas
plasticas previamente rotuladas y se llevaron al laboratorio. Este material posteriormente fue utilizado
en la determinacién del area foliar total.

-
>
Figura 8. Determinacion de la longitud del vaso en tallos de S. formosus.

2.5.4.2 Medicion de la conductividad hidraulica especifica

Se midi6é la conductividad hidraulica en 5 ramas y tallos en cada punto altitudinal, para ello se
cortaron segmentos cuya longitud dependia de los valores obtenidos en la seccién 2.5.4.1. Luego
dichos segmentos eran colocados en un recipiente con agua Yy huevamente cortados e
inmediatamente conectados al sistema de medicion, esto a fin de evitar la formaciéon de embolismos.

El sistema de medicidén estaba constituido por dos mangueras plasticas, una de ellas conectaba una
bolsa de didlisis colocada de manera vertical de manera que el flujo descendiera por gravedad (que
contenia en su interior 1,5 litros de agua) con un extremo del segmento de tallo, y el otro extremo del
segmento era colocado hacia una balanza analitica. Para determinar la altura de la columna de agua
(diferencia de presion a lo largo del segmento), se conectd otra manguera usando para ello una T.
Una vez conectado este sistema, la medicién se hizo a través de la recoleccion del agua en un
envase dentro de una balanza, los cambios en la cantidad de agua recogida dentro del envase nos
dieron el peso en un tiempo dado (Fig.9). Los registros (peso y tiempo) se hicieron en un periodo de
tiempo que podia variar entre 2 a 4 horas, hasta que el flujo se estabilizara, luego estos valores eran
graficados (peso vs tiempo) y la pendiente de la grafica representaba el flujo. Otros de los valores que
se tomaron en el momento de medicion fueron el diametro de la seccién transversal del elemento
medido, longitud del vaso y la altura de la columna.
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La conductividad hidraulica se determind haciendo uso de las siguientes formulas (Sperry y Tyree,

1988):
Ks=FL/ (AP As,)  (Ec. 4)

Donde:

Ks: Conductividad especifica del xilema.

F: Velocidad del flujo registrada.

L: Longitud del segmento medido.

AP: Diferencia de presion a lo largo del segmento.
Aq: Area transversal del conducto xilematico.

AP=pgh (Ec.5)
Donde:
p: Densidad del agua.
g: Gravedad.
h: Altura de la columna de agua.

Asw=TT 1 (Ec. 6)
Donde:
m: 3,14.
r: Radio de la seccién transversal del segmento medido.

Bolsa de
dialisis

Altura de la
columna de agua

Diametro de la seccién
transversal del segmento

b ) Conexion T
Longitud del segmento

L OFEg

I

Balanza analitica

Figura 9. Sistema utilizado en la determinacién de la conductividad hidraulica de la especie en estudio.
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2.5.5 Estudios anatbmicos
2.5.5.1 Cortes transversales a mano alzada de ramas y tallos de S.
formosus

Se utilizaron segmentos de ramas y tallos de especimenes colectados en cada altitud, los cuales
fueron fijados en campo en una solucion de FAA (formol, alcohol y acido acético al 70%) (Johansen,
1940), y posteriormente en el laboratorio se lavaron varias veces con agua para eliminar el FAA. Se
seleccionaron segmentos (n=3) de diferentes ramas y tallos de cada altitud, luego este material se
colocd en un recipiente con agua y glicerina al 50%, y dejado en la estufa a 70 °C hasta que
ablandara. Una vez ablandado este material se procedi6 a realizar cortes transversales a mano
alzada, seleccionando los cortes mas delgados (20-30 um) en la lupa estereoscopica, a éstos se les
aplicé una doble tincién con alcian blue y safranina en una proporcion 7:3 y para el montaje de los
cortes se uso glicerina liquida al 50%.

2.5.5.2 Macerados del xilema de S. formosus

A fin de conocer la composicién del xilema, se seleccionaron (n=3) porciones pequefias de ramas y
tallo (previamente ablandado), a éstas se les aplic6 una doble tinciéon con alcian blue y safranina en
una proporcion 7:3, luego se maceraron sobre un cubre objetos y se montaron con glicerina liquida al
50%. Las preparaciones se visualizaron en un microscopio 6ptico (Modelo Zeiss) dotado de un ocular
graduado (con una escala en pm), haciendo 30 mediciones de diametro (elementos de vaso y
traqueidas) para cada estructura (ramas y tallo) y altitud .en el campo de 40x. Esta técnica nos
permitié distinguir cada estructura (elementos de vaso y traqueidas), cosa que no es posible en los
cortes transversales.

2.5.5.3 Diametro de elementos de vaso en seccién transversal

La medicion del diametro de los elementos conductores en los cortes transversales, se realizé de la
misma manera antes descrita (seccion 2.5.5.2), midiendo 50 elementos conductores en el campo de
40x para cada altitud y estructura (ramas Y tallo).

2.5.5.4 Area conductora, espesor del xilema y densidad de
elementos de vaso

Para la medicion del area conductora, espesor del xilema y densidad de elementos de vaso se
tomaron 6 fotomicrografias de las mejores preparaciones (distintos campos en seccion transversal),
con una camara digital (SONY Cybershot DSC-W1 de 5.1 megapixels), y luego cada una de éstas
fueron insertadas en el programa Autocad 2005 (Alvarez, 2009), asi como la fotografia de la escala
en um en el objetivo en que se tomo cada fotografia. Para la determinacién del area conductora se
delimité el area que incluia la proporcién de xilema en cada haz vascular, luego se sumo toda el area
y se transformé a porcentaje y se tomé un promedio, mientras que para la determinacion del espesor
del xilema se midi6 desde el comienzo hasta finalizacion del xilema para cada haz (n=5). En la
medicion de la densidad de elementos de vaso en tallos se contd el nimero de elementos de vaso en
funcién del area de la fotografia (N° elementos de vaso/en seccion transversal de ramas y tallo por
mm?). Cabe acotar que no fue posible determinarla en ramas debido a que era dificil distinguir los
elementos de vaso.

2.5.6 Determinacién del area foliar total

Se seleccionaron 5 individuos en cada elevacion, a éstos se les removio toda la superficie foliar total y
se almacenaron en bolsas plasticas. Este material se transporto al laboratorio y se dejé rehidratar a 4
°C, para la posterior medicion al dia siguiente. Luego se procedié a escanear cada una de las hojas a
300 pixeles por cm, mediante el programa IrfanView for Windows version 4.2, una vez registrada la
imagen se determiné el area foliar en pixeles a través del software IMAGEJ 1.38x, los valores
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obtenidos se transformaron a cm?®. Luego se sumo toda el area a cada uno de los individuos y se
tomé un promedio. Tomando para cada localidad tanto el area foliar total como de area foliar
promedio.

2.5.7 Anédlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos ecofisiolégicos se empled estadistica no paramétrica, usando
una prueba U de Mann-Whitney de comparacion de medias del programa SPSS Statistics version
17.0 con un nivel de significacion de p<0,05, para determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas entre las temperaturas de formacién de exotermas en hojas y tallos de plantas enteras y
hojas desprendidas y secciones de tallo; la temperatura de congelamiento y temperatura de dafio;
area foliar promedio, area foliar total entre altitudes.

El analisis de los datos anatémicos se realiz6 mediante pruebas T, esto a fin de determinar si existen
diferencias estadisticamente significativas en el diametro de elemento de vaso y traqueidas en
estructuras (ramas Y tallo) y entre localidades, haciendo uso del programa SPSS Statistics version
17.0 con un nivel de significacién de p<0,05. Mientras que para el area conductora, espesor del
xilema y la densidad de elementos de vaso se usé una prueba U de Mann-Whitney con un nivel de
significacion de p<0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 Microclima

Las caracteristicas microclimaticas registradas en los sitios de estudio se resumen en la Tabla 5.
Datos que corresponden a los meses de noviembre a abril para la localidad de San José y de
diciembre a abril en Piedras Blancas. Las temperaturas mas negativas se registraron entre la 4:00 am
y 6:00 am en San José, y en el caso de Piedras Blancas entre las 2:00 am y 4:00 am; donde Piedras
Blancas es la localidad en la que se registran las menores temperaturas.

Tabla 5. Temperaturas minimas absolutas y promedios de aire, porcentaje de heladas, radiacion
maxima total y contenido de agua promedio en el suelo para las localidades de San José y Piedras
Blancas.

Localidad T min prom T prom % de dias R max prom CAS
(°C) (°C) con (W/m?) prom
heladas (m*m?)
San José 3,6 £0,20 9,9+0,04 9 875,97 + 20,8 0,399+ 0,0003
(-3.4)
Piedras Blancas -1,3+0,19 4,3+0,04 76 1037,24+ 23,3 0,317+0,0004
(-6.4)

Entre paréntesis las temperaturas minimas absolutas. T: temperatura, R: radiacién total, CAS:
contenido de agua en el suelo.

3.2 Resistencia al congelamiento
3.2.1 Comparacion de métodos

Los resultados de comparacién de la temperatura de congelamiento en hojas y tallos a través de dos
métodos se muestran en la Tabla 6. El andlisis estadistico indica que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos para el caso de los tallos; no obstante, no
podemos hacer esa inferencia en hojas debido a que los individuos de S. formosus ubicadas en la
localidad de Piedras Blancas, mostraron diferencias estadisticamente significativas en la temperatura
de congelamiento obtenida en hojas de plantas y hojas desprendidas. Por lo que se infiere que en el
caso particular de los tallo es valido determinar la temperatura de congelamiento haciendo uso de
cualquiera de los métodos (secciones de tallos o tallos de plantas enteras).

Tabla 6. Comparacion de la temperatura de congelamiento (TC) en hojas y tallos de plantas enteras y
hojas desprendidas y secciones de tallo de Senecio formosus procedentes de San José y Piedras
Blancas.

Hoja Tallo
TC TC TC TC
. en hojas de en hojas en tallos de plantas en secciones
Localidad plantas desprendidas enteras (°C) de tallo (°C)
enteras(°C) (°C)
San José -5,0+0,37a -3,7+0,38 a -4,1+0,41 a -3,4+0,18 a
Piedras Blancas -3,4+0,32a -48+0,30b -3,7+0,38 a -4,1+0,22 a

Letras distintas corresponden a diferencias significativas entre métodos. Prueba estadistica de U de
Mann Whitney para un P<0,05.
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3.2.2 Temperatura de congelamiento y temperatura de 50% de dafio

La temperatura de congelamiento y dafio en hojas desprendidas y secciones de tallo se muestran en
la Tabla 7. El tratamiento estadistico revelé que las hojas y tallos de los individuos de San José, no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre la temperatura de congelamiento y
temperatura de dafio. No obstante, los valores de temperatura de dafio se hallan muy cercanos a la
temperatura de congelamiento del agua en plantas no expuestas a temperaturas bajas, por tanto, en
este caso particular se infiere que ambas estructuras no presentan mecanismo de resistencia. Por el
contrario, para ambas estructuras (hojas y tallos) los individuos de Piedras Blancas mostraron
diferencias significativas entre temperatura de congelamiento y temperatura de dafio, por lo que se
infiere que los individuos de S. formosus son tolerantes al congelamiento extracelular. Resultado que
coincide con los estudios previamente realizados en poblaciones de S. formosus procedentes del
paramo de Piedras Blancas (Squeo et al., 1991). Por otra parte, si se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre localidades para todos los casos.

Tabla 7. Temperatura promedio de congelamiento (TC) y dafio (TD), obtenidos en hojas
desprendidas y secciones de tallos de Senecio formosus procedentes de San José y Piedras Blancas
y el mecanismo que exhiben.

Hoja Tallo

Localidad Mecanismo
TC (°C) TD (°C) TC (°C) TD (°C)

San José -3,7+0,38a*| -2,6+0,42a*| -3,4+0,18 a* -45+0,86 a* | -------memmmmm-

Piedras Blancas -48+0,30a* | -7,6 0,46 b* | -4,1+0,22 a* -8,4 + 0,67 b* Tolerante

Letras distintas corresponden a diferencias significativas entre temperaturas de dafo y
congelamiento, * indica diferencias significativas altitudinales.Prueba estadistica de U de Mann
Whitney para un P<0,05.

3.3. Conductividad hidraulica en ramas y tallos

Los resultados de conductividad hidraulica especifica y longitud de vaso en ramas y tallos se
muestran en la Tabla 8. Se tiene que los individuos de S. formosus mostraron diferencias notorias en
la conductividad hidraulica especifica y longitud de vaso en ramas. No obstante, para el caso del tallo
no fue posible determinar si existian diferencias significativas debido a limitaciones metodoldgicas. La
presencia de una médula con consistencia fragil en los tallos de Piedras Blancas, impidi6 la
realizacion de estas mediciones.

Tabla 8. Valores promedio de conductividad hidraulica especifica (Ks) y longitud de vaso (LV) en
ramas y tallos de Senecio formosus, procedente de los paramos San José y Piedras Blancas.

Ramas Tallos
Localidad
Ks LV Ks LV
(Kgm?*stMPa™ (cm) (Kgm*s*tMPa™) (cm)
San José 32,72+12,16 a 7,03+0,04 a 276,42 + 39,12 9,00 +£0,71
Piedras Blancas 409+1,10b 13,10+1,44 b _ _

Letras distintas representan diferencias significativas altitudinales.Prueba estadistica de U de Mann
Whitney para un P<0,05.

23



3. Resultados

3.4 Anatomia del xilema
3.4.1 Diametro de elementos de vaso en cortes transversales

El diametro de elementos de vaso (DV) en ramas y tallos se observan en la Tabla 9. Encontramos
gue los valores de diametro de los elementos de vaso en ramas estan en el intervalo de 7,2 y 26,4 ym
para los individuos de San José y Piedras Blancas. Por otra parte, los valores de diametro de
elementos de vaso en tallos estdn comprendidos entre 9,4 y 38,4 ym para ambas localidades. El
andlisis estadistico revel6 que el diametro de elementos de vaso en ramas resulta ser
significativamente superior en los individuos de Piedras Blancas respecto a los individuos de San
José; mientras que en tallo no hay diferencias estadisticamente significativas entre las localidades de
San José y Piedras Blancas.

Tabla 9. Valores promedio de didmetro de elementos de vasos (DV) en cortes transversales de
ramas Y tallos de Senecio formosus procedentes de San José y Piedras Blancas.

Ramas Tallos
Localidad oV oV
(um) (pm)
San José 11,8 +0,24 a 245 +0,89 a
Piedras Blancas 128+0,48b 18,4+ 0,79 a

Letras distintas corresponden a diferencias significativas altitudinales. Prueba estadistica de T de
Student P<0,05.

3.4.2 Diametro de elementos conductores en macerados
3.4.2.1 Diametro de elementos de vaso y traqueidas

Los diametros de elementos de vaso y traqueidas se muestran en la Tabla 10. De acuerdo a los
resultados obtenidos en los macerados de ramas y tallo, se tiene que los didmetros de los elementos
de vaso tanto en ramas como en tallo difirieron significativamente. Por el contrario, los diametros de
tragueidas en ramas y tallos, segun el tratamiento estadistico no presentan diferencias
estadisticamente significativas.

Tabla 10. Valores promedio de diametro en elementos de vasos y traqueidas medidos en macerados
de ramas y tallos de S. formosus procedentes de San José y Piedras Blancas.

Elementos de vaso Traqueidas
Localidad Ramas Tallos Ramas Tallos
DV (um) DV(um) DT (um) DT (um)
San José 152+0,58a | 27,7+1,40a | 119+0,58a | 16,6 +£0,92a
Piedras Blancas | 17,3+0,87b | 20,2+0,93b | 12,7+0,41a | 150+0,61a

Letras distintas corresponden a diferencias significativas altitudinales. Prueba estadistica de T de
Student P<0,05.
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3.4.3 Area conductora y densidad de elementos de vaso

Los resultados de area conductora (AC) de ramas y tallos y densidad de elementos de vasos (DEV)
en tallos se muestran en la Tabla 11. Los resultados de area conductora en ramas no presentan
diferencias estadisticamente significativamente entre los individuos de S formosus de San José y
Piedras Blancas. No obstante, en tallos los mayores valores de area conductora corresponden a los
individuos de Piedras Blancas con respecto a los de San José, mientras que la densidad de
elementos de vaso parece no diferir significativamente entre localidades.

Tabla 11. Valores promedio de porcentaje de area conductora (AC) en ramas y tallos y densidad de
elementos de vaso (DEV) en tallos de Senecio formosus procedentes de San José y Piedras Blancas.

Rama Tallo
Localidad AC AC DEV
(%) (%) (N° elementos de vaso/mmz)
San José 54+049a | 220+191a 174 + 16,85 a
Piedras Blancas | 6,5+0,59a | 51,1+2,28b 155 +12,13 a

Letras distintas corresponden a diferencias significativas altitudinales. Prueba estadistica de U de
Mann Whitney para un P<0,05.

3.4.4 Dimensiones del tejido conductor

Los resultados de espesor del xilema en seccion transversal en ramas y tallos de S. formosus se
observan en la Tabla 12. Este atributo no varié significativamente en ramas pero si en el caso de los
tallos, donde se aprecia un mayor espesor del xilema en los individuos de la localidad de Piedras
Blancas con respecto a los de San Joseé.

Tabla 12. Valores promedio del espesor del xilema (EX) en ramas y tallos de Senecio formosus
procedentes de San José y Piedras Blancas.

Ramas Tallos
Localidad EX EX
(um) (Hm)
San José 1426 +18,20a | 562,3+26,73 a
Piedras Blancas | 157.2 +29,64 a | 1304,1 +58,02 b

Letras distintas corresponden a diferencias significativas altitudinales. Prueba estadistica de U de
Mann Whitney para un P<0,05.
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3.4.5 Descripcion anatomica
3.4.5.1 Seccion transversal de ramas y tallos de S. formosus

En los cortes transversales de tallos de S. formosus, se observa un contorno redondeado (Fig.10a y
10b). En orden descendente tenemos que: la peridermis pluriestratificada se desprendié en la
mayoria de los tallos, por lo que no se pudo determinar el nimero de estratos. La corteza en los
individuos de San José estd formada por 8 a 10 estratos de células parenquiméticas y en los
individuos de Piedras Blancas esta formada por 4 a 6 estratos. El cilindro vascular en los tallos de
San José y Piedras Blancas tienen haces vasculares (HV) colaterales abiertos con casquetes de
fibras del floema primario y secundario conectados por un cambium de 3 a 4 estratos, seguidamente
el xilema secundario bien desarrollado. Los HV en Piedras Blancas tienen mayor tamafio con
respecto a los de San José, siendo el grosor del xilema del primero de 1304,1 um y el del segundo de
562,3 um (tabla 12). Tanto en los individuos de San José como en los de Piedras Blancas pareciera
haber una tendencia al arreglo de los poros en cadenas radiales pero sin un patron definido de
agrupamiento (Fig.11la y 11b). La parte central del tallo en ambos casos presenta una médula muy
desarrollada, la cual ocupa la mayor proporcién del 6rgano en los individuos de San José, mientras
que los individuos de Piedras Blancas es el cilindro vascular el que ocupa gran parte del mismo.

Las ramas en ambos casos presentan contorno circular (Fig.10c y 10d), con una epidermis
uniestratificada, formada por células isodiamétricas, redondeadas de paredes engrosadas y
revestidas por una capa de tricomas glandulares (Fig. 10c). La corteza en los individuos de San José
esta formada por 6 a 8 estratos de células parenquimaticas, mientras que en los individuos de
Piedras Blancas muestra de 7 a 9 estratos. El tejido vascular esta conformado por haces colaterales
abiertos de diversos tamafios, conectados por un cambium de 6 estratos; sin embargo, se presume
gue su actividad es limitada y no forma verdadero xilema secundario (Fig.11c). Ademas en este
organo también pareciera haber una tendencia al arreglo de los poros en cadenas radiales pero sin
un patrén de agrupamiento (Fig.11c y 11d). La médula parenquimatica en ambas poblaciones ocupa
la mayor proporcion en la rama. (Fig.10c y 10d).

3.4.5.2 Macerados del xilema de S. formosus

Los macerados en tallos muestran la presencia de los elementos conductores entre los que se
destacan: elementos de vaso estrechos con engrosamientos helicoidales en las paredes y placas de
perforacion simple, elementos de vaso propios de xilema secundario, con punteaduras escalariformes
y alternas en las paredes y placas de perforacion simple (Fig.10ey 10f), abundantes traqueidas
vasicéntricas con engrosamientos helicoidales cerrados en las paredes y fibrotraqueidas (Fig. 10h y
10i). Los macerados de ramas presentaron elementos tipicos de protoxilema y metaxilema con
engrosamientos anulares, espirales laxos y cerrados en las paredes tanto en los elementos de vaso
como en las traqueidas vasicéntricas, elementos de vaso escasos con placas de perforacion simple
(Fig.10g). Otro de los elementos que se encontrd tanto en tallos como en ramas fue la presencia de
células parenquimaticas isodiamétricas y rectangulares (Fig.10j).
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Figura 10. Anatomia caulinar y de ramas. a) Detalle de seccion transversal de tallo de San José, b) Detalle de
seccion transversal de tallo de Piedras Blancas. c) Detalle de seccion transversal de rama de San José. d)
Detalle de seccion transversal de rama de Piedras Blancas. e) Elemento de vaso con placa de perforacion
simple y punteaduras alternas. f) Elemento de vaso con placa de perforacion simple y punteaduras
escalariformes. g) Elemento de vaso con engrosamiento helicoidal. h) Fibrotraqueidas. i) Tragueida. j) Células
parenquimaticas. C: cuticula, Cf: casquete de fibras, Co: corteza, E: epidermis, F: fibra, Flo: floema, HV: haz
vascular, Pu: punteaduras, Pp: placa de perforacion, Pqg: parénquima, V: elemento de vaso, Xi: xilema.
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Figura 11. Agrupacion de los vasos en tallos y ramas de S. formosus. a) Detalle de la agrupacién de los
elementos de vasos en tallos de San José. b) Detalle de la agrupacién de los elementos de vasos en tallos de
Piedras Blancas. c) Detalle de la agrupacion de los elementos de vasos en ramas de San José. d) Detalle de la
agrupacion de los elementos de vasos en las ramas de Piedras Blancas.

3.5 Area foliar total

Los valores obtenidos para el area foliar (AF) no presentaron variaciones importantes, en efecto al
realizarle la respectiva prueba estadistica, no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas
en las poblaciones de S. formosus en las localidades San José y Piedras Blancas. Sin embargo,
cuando se compara los valores de é&rea foliar total si se observan diferencias estadisticamente
significativas.

Tabla 13. Valores promedio de area foliar (AF) y &rea foliar total (AFT) por plantas de S. formosus
procedentes de San José y Piedras Blancas.

Localidad AF AFT
(cm? (cm?
San José 13,2+1,19a 155,1 + 31,69 a
Piedras Blancas 94+159 a 654,6 £99,22 b

Letras distintas corresponden a diferencias significativas entre localidades. Prueba estadistica de U
de Mann Whitney para un P<0,05.
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4. DISCUSION
4.1 Microclima

El paramo presenta tres caracteristicas predominantes como lo son: las bajas temperaturas
nocturnas, la gran variabilidad térmica de los ciclos diarios con respecto a los ciclos estacionales y los
periodos de heladas nocturnas que incrementan con la altitud (Monasterio, 1980a; Sarmiento, 1986;
Rundel, 1994). Las caracteristicas climaticas en las localidades de San José y Piedras Blancas
coinciden con lo descrito en los pisos ecologicos Andino y Altiandino (Monasterio y Molinillo, 2003).
Los registros de temperatura del aire muestran claramente la presencia de temperaturas congelantes
en ambas localidades, donde las temperaturas minimas absolutas fueron de -3,4 y -6,4 °C
respectivamente. Pese a que se midieron sélo 5 y 6 meses (Piedras Blancas y San José
respectivamente), los valores registrados son representativos de ambas épocas (humeda y seca); en
donde la época seca presenta las mas bajas temperaturas. Ademas, esta percepcion se asocia con el
porcentaje de heladas. En tal sentido, se tiene que la localidad de Piedras Blancas ocupa la mayor
elevacion (4200 msnm) donde aumenta la frecuencia y magnitud de heladas, por ende, presenta un
alto porcentaje de heladas con respecto a San José que se ubica en el limite de éstas (76 y 9%
respectivamente). Particularmente en la localidad de San José, no se dispone de registros amplios de
temperatura que den una idea de la intensidad, frecuencia y variabilidad de las heladas, ciertamente
son necesarios para respaldar de manera mas sélida la influencia de las temperaturas congelantes
sobre la resistencia al congelamiento y la conductividad hidraulica que se argumenta en este trabajo.
Por el contrario, para la localidad de Piedras Blancas las temperaturas minimas tienden a ser mucho
mas negativas con valores que alcanzan los -10 °C (Pérez, 1984) segun registros de un afio
completo. Estas condiciones representan un riesgo en términos de conduccion, ya que influyen
directamente sobre el transporte de agua en los dias en los que las condiciones ambientales son mas
extremas.

Los individuos de las dos localidades estudiadas se ubican en vertientes secas, sin embargo, la
localidad de San José presenta una gran cobertura vegetal y una alta nubosidad (Cavieres et al.,
2000). En este caso, la radiacion, el contenido de agua en el suelo asi como las temperaturas
congelantes parecieran tener un menor efecto sobre las plantas. En contraste, la localidad de Piedras
Blancas se encuentra mayormente desprovista de vegetacién, y ademas sometida a una mayor
incidencia de radiacion, la cual sugiere un mayor calentamiento tanto a nivel del suelo como de la
capa vegetal representando un riesgo en cuanto a la pérdida de agua a causa de las posibles
mayores demandas evaporativas. Para el caso particular de las plantas que crecen en Piedras
Blancas, se plantea un compromiso con respecto a las temperaturas congelantes nocturnas, puesto
gue éstas influyen sobre el desarrollo de caracteres anatomicos que impidan la formacion de
embolismos por congelamiento-descongelamiento, lo que conduciria a una menor eficiencia en la
conduccion, pero a su vez, dichos caracteres afectarian a las plantas en momentos de alta demanda
evaporativa durante el dia. Por tanto, es necesario que S. formosus presente adaptaciones
fisiologicas y morfoanatémicas dirigidas no sblo a la proteccién contra las bajas temperaturas
nocturnas, sino también contra las altas temperaturas diurnas.

Los individuos de S. formosus en Piedras Blancas crecian de forma agregada, entre rocas y
asociadas a Hypericum laricifolium, observacién que coincide con el reporte de Azécar (2006) y
Caceres (2011) en Piedras Blancas a 4200 m. En relacion a esto, Caceres (2011) encuentra que S.
formosus muestra una asociacion espacial positiva con H. laricifolium, lo cual se manifiesta a través
de una mejora en su estatus hidrico, una mayor area foliar y area foliar especifica. Dicha facilitacion
se halla relacionada con el efecto aislante de los parches de vegetacién, ya que la copa del arbusto
permite mitigar el efecto de las altas radiaciones, las oscilaciones en la temperatura, la humedad
relativa del aire, lo que consecuentemente conduce a menores demandas evaporativas y potenciales
hidricos mas positivos (Franco y Nobel, 1988; Maestre et al., 2003; Alvizu ,2004; GOmez-Aparicio et
al., 2005; Caceres, 2011). Por otra parte, la agregacion esta vinculada a la ocurrencia de condiciones
ambientales heterogéneas, particularmente en el Altiandino, ésta es promovida en sitios mas
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favorables (Monasterio, 1979). En cuanto a la asociacion de la vegetacion con la presencia de rocas
superficiales, Pérez (1991,1992) y Puentes (2010) mencionan que esto se debe a que las rocas
modifican las condiciones microambientales (Ej. modificacion local de la amplitud térmica). Podria
pensarse entonces, que los individuos de S. formosus encontrados en Piedras Blancas se ubican en
“sitios seguros” donde las condiciones son més favorables, mientras que los individuos de San José
enfrentados a condiciones menos extremas no necesariamente estarian asociados positivamente con
arbustos u otros “sitios seguros”.

4.2 Resistencia al congelamiento

Senecio formosus resultd ser tolerante al congelamiento extracelular en el limite superior (4200
msnm) del gradiente altitudinal, sin embargo, en el limite inferior (3100 msnm) no exhibe un
mecanismo de respuesta frente a las temperaturas congelantes, lo que implica que la resistencia al
congelamiento es dependiente de la elevacion a la cual crecen los individuos. Los resultados
obtenidos sugieren, por un lado; que la tolerancia no es un atributo propio de la especie, sino que
esta determinado por las condiciones térmicas a las que esta Ultima esté enfrentada, y por otro lado
se valida nuestra hipoétesis, en la que se planteaba que los individuos de S. formosus ubicados en el
limite inferior de su intervalo de distribucion altitudinal (3100 msnm), presentarian mecanismos de
resistencia menos desarrollados que los individuos ubicados en el limite superior (4200 msnm).
Adicionalmente, este resultado apoya el estudio de resistencia al congelamiento realizado por Squeo
et al. (1991) en el paramo de Piedras Blancas a 4200 msnm, quienes determinaron temperaturas de
congelamiento y dafio en hojas (-3,5 y -9,5°C, respectivamente) y tallos (-3 y -7,9°C, respectivamente)
de S. formosus. Contrastando estos resultados con los de este estudio, las temperaturas de
congelamiento y dafio registradas en hojas (San José: -3,7 y -2,6°C respectivamente; Piedras
Blancas: -4,8 y -7,6°C respectivamente) y tallos (San José: -3,4 y -4,5 respectivamente; Piedras
Blancas: -4,1 y -8,4°C respectivamente) muestran ser muy similares a las reportadas por Squeo et al.
(1991). Ciertamente puede decirse que la tolerancia al congelamiento, constituye una adaptacion
exitosa para especies como S. formosus en la alta montafia tropical, ya que le permite alcanzar
mayores elevaciones (4200 m).

Por otra parte, la comparacion de la temperatura de congelamiento en tallos de plantas enteras (San
José: -4,1°C y Piedra Blancas: -3,7°C) y secciones de tallo (San José: -3,4°C y Piedras Blancas: -
4,1°C), se hizo a fin de determinar si la temperatura de congelamiento se veia afectada por el hecho
de que cuando se usan secciones de tallo, éstas ultimas no estdn sometidas a las presiones
negativas tipicas en éste. A través de este analisis, se descart6 la posible influencia que puede tener
la presion negativa sobre la temperatura de congelamiento en secciones de tallo, debido a que no se
mostraron diferencias importantes en los métodos usados en la determinacion de la temperatura de
congelamiento. En este sentido, se infiere que en el caso particular de tallo, es valido determinar la
temperatura de congelamiento haciendo uso de cualquiera de los métodos (usando secciones de
tallos o tallos de plantas enteras). Sin embargo, cuando se comparan los registros de temperatura de
congelamiento en hojas de plantas y hojas desprendidas en ambas localidades (San José: -5y -3,7°C
y Piedras Blancas:-3,4 y -4,8°C) se evidencian diferencias significativas en las hojas de la localidad
de Piedras Blancas. Esto pudiera estar atribuido a diferencias en el estado hidrico, factor que influye
en la temperatura de congelamiento en plantas (Goldstein et al., 1985; Rada et al., 1987).

4.3 Relacion de la conducciéon con el didmetro de vaso

Las plantas que logran colonizar altitudes cercanas a 4200 m, corren el riesgo de presentar
problemas de embolismos en los elementos conductores, ya que en la medida en que se asciende
altitudinalmente aumenta la frecuencia y magnitud de heladas. Donde la ocurrencia de temperaturas
congelantes durante las noches y las altas tensiones en las primeras horas de la mafiana, pueden
promover la formacion de embolismo en los elementos de vaso. Este hecho, consecuentemente
ocasiona la interrupcion de la conduccién hidraulica, aspecto muy bien documentado en Asteraceas
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arbustivas de zonas templadas (Kold y Sperry, 1999; Pockmann y Sperry, 2000; Hacke et al., 2000),
pero no abordado en especies de la alta montafia tropical.

De los resultados obtenidos, se encontré que la conductividad hidraulica especifica en ramas para la
localidad de San José (32,72 Kg m*S™ MPa™) resulta ser ocho veces mayor a la de Piedras Blancas
(4,09 Kg m*sS™ MPa™). Esto coincide con que la localidad de San José experimenta una menor
frecuencia de heladas con respecto a Piedras Blancas (9 y 76% respectivamente), lo que
consecuentemente, se traduce en una mayor eficiencia en la conductividad hidraulica en los
individuos de la menor elevacién (3100 m), con respecto a los individuos de la mayor elevacién (4200
m). Cabe acotar, que el material vegetal usado en este analisis no se encontraba congelado. En este
sentido, el resultado obtenido en las ramas de San José esta dentro del intervalo reportado en
especies herbaceas (30 y 60 Kg m?™S* MPa') (Milbum, 1979; Zimmermann y Milbum,
1982).Ciertamente la longitud de vaso es otro de los factores implicados en la conduccion de agua,
esto a razén de que vasos mas largos tardan mas tiempo en conducir agua que vasos mas cortos,
por tanto, la eficiencia resulta ser mayor en vasos mas cortos que en vasos largos. Nuestros
resultados corroboran esta afirmacion debido a que la longitud de vaso en las plantas en Piedras
Blancas (13,1 cm) result6 ser casi el doble que el observado en las plantas de San José (7,0 cm); lo
cual confirma que la mayor conductividad en San José esta relacionada con la presencia de vasos
mas cortos.

Por otra parte, en este estudio partimos de la premisa que incrementos en la altitud conllevan a una
reduccion en el diametro de los elementos de vaso, lo que consecuentemente conduce a una
disminucion de la eficiencia en la conduccién. Sin embargo, en este estudio encontramos que los
diametros de los elementos de vaso en secion transversal (San José: 11,8 um y Piedras Blancas:
12,8 um) y macerados (San José: 15,2 um y Piedras Blancas: 17,3 um) en ramas no resultaron ser
superiores en los individuos de la menor elevacién (3100 m) como habiamos esperado. Estas
discrepancias hacen pensar, que existen otros factores que para este estudio no se tomaron en
consideracion y que podrian afectar la eficiencia de la conduccién, como son las dimensiones y
densidad de las punteaduras en las paredes de los elementos de vaso, para los cuales seria
necesario realizar estudios de ultrestructura del xilema con MEB. Estudios micromorfolégicos (Frost,
1931; Liese, 1965; Schmid, 1965; Jansen et al., 2001) indican que la densidad y dimensiones de las
punteaduras juegan un rol importante en la conduccion del agua. Entre sus atributos se encuentran:
el tamafio, la forma, la profundidad de la cAmara de la punteadura, el arreglo de las punteaduras;
estos caracteres contribuyen a la seguridad en la conduccién del agua. Recientemente, Sperry (2003)
y Sano (2005) encuentran que no solo las punteaduras son determinantes de la eficiencia en la
conduccién del agua, sino que a esto se le suma la interconexion de las punteaduras que al parecer
actian como valvulas “check” que controlan el flujo entre conductos e inhibe la formacién de aire
entre estos. En este estudio, se encontré que los elementos de vasos en tallos presentaban
punteaduras escalariformes y alternas, y su densidad y disposiciéon influyen en la conduccién lateral
de los elementos de vaso (aunque no fue posible comparar la eficiencia en la conduccion en este
estudio por dificultades metodoldgicas) y si consideramos que las punteaduras generan mas del 50%
de la resistencia hidraulica en el xilema y son determinantes de la eficiencia hidraulica y en la
susceptibilidad a embolismos (Choat et al., 2008). En este sentido, es conveniente incluir estudios de
ultraestructura en estudios de conductividad hidraulica, particularmente en ecosistemas de alta
montafia. Por otra parte, las placas de perforacion tienen una participacion determinante en la
conducciéon hidraulica, en donde elementos de vaso con placas de perforacion escalariformes
resultan ejercer una resistencia mayor (2 a 20 %), que elementos de vasos con placas de perforacion
simple (2 a 5%) (Schulte y Castle, 1993; Ellerby y Ennos 1998). En tal sentido, las placas de
perforacion encontradas en tallos para ambas localidades, correspondian a placas de perforacion
simples, las cuales al parecer no ejercen una resistencia en el flujo del agua. En contraste, las ramas
presentaron en su mayoria elementos tipicos de protoxilema y metaxilema con engrosamientos
anulares, espirales laxos y cerrados con placas de perforacion simple que no deben limitar la
conduccion del mismo modo.
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Otro factor que esta influyendo en estas diferencias es la proporcion de traqueidas vasicéntricas con
respecto a los elementos de vaso, ya que la conduccién de las primeras es menos eficiente, en este
estudio se observé una mayor proporcion de traqueidas respecto a elementos de vaso en las ramas
de los individuos de S. formosus de Piedras Blancas (4200 m) respecto a los de San José (3100 m),
aunque no se llegd a cuantificar estas diferencias. Al respecto, Escalona (1999) encuentra que en
arbustos esclerdfilos de paramo gran parte de la conduccion esta desempefiada por las traqueidas,
por lo que cabe pensar, que la mayor proporcion y no el diametro de los elementos de vaso pudiese
estar relacionada con estas diferencias.

En esta investigacion, no se estudio la suceptibilidad a la cavitacion en el xilema, sin embargo, las
ocasionales heladas generan problemas en cuanto a la disponibilidad de agua absorbida a través de
las raices, y ademas la elevada evaporacion por la alta incidencia de radiacién son los principales
factores que inducen a la formacién de burbujas de aire dentro de los elementos de vaso y como
consecuencia se produce la cavitacion. Tradicionalmente el embolismo se habia considerado una
disfuncion préacticamente irreversible del sistema conductor. Sin embargo, cada vez existen mas
evidencias que indican que las burbujas de aire en los conductos xilematicos, pueden disolverse
mientras la planta transpira, incluso a potenciales hidricos notablemente negativos (Melcher et al.,
2001). Esto también podria ocurrir, si los conductos cavitados estuvieran aislados hidraulicamente de
los conductos funcionales, y hubiese un flujo de agua hacia los primeros que permitiera la
redisolucion de la fase gaseosa. Adicionalmente, las células vivas del parénquima podrian
proporcionar este flujo de agua (Holbrook y Zwieniecki, 1999).

Por otra parte, nuestros resultados sugieren que los elementos de vaso no corren riesgos de sufrir
embolismos debido a que los mismos no superan los 44 um, valor que se considera el umbral al cual
se produce la cavitacion por congelamiento en elementos de vaso (Davis et al., 1999).

4.4 Adaptaciones morfoanatémicas en Senecio formosus

En tallos es posible identificar modificaciones anatdémicas que pueden interpretarse como
adaptaciones a las variaciones microcliméticas. Dentro de las principales modificaciones en esta
estructura, estd el agrupamiento de los elementos de vaso en cadenas radiales, que parece actuar
como un mecanismo de seguridad y ademas surge como una adaptacién al congelamiento, este
patrén es observado en el xilema primario de raices, ramas y tallos; como también la presencia de
fibras libriformes y fibrotraqueidas, modificaciones anatdmicas que son consideradas como caracteres
xeromoérficos (Carlquist, 1966; 1984; 1997). En relacion a estos caracteres se encontré que en ambas
estructuras (ramas y tallos) para ambas localidades, pareciera haber una tendencia al arreglo de los
poros en cadenas radiales, pero sin un patrén definido de agrupamiento; ademas de la presencia de
tragueidas vasicéntricas. Esto guardaria relacibn con la seguridad del xilema en caso de
congelamiento del agua en el interior de los conductos. Carlquist (1984) afirma que la presencia de
tragueidas vasicéntricas esta relacionada con la presencia de agrupacion de vasos pequefios en
cadenas radiales, esto debido a que las traqueidas en este caso desempenfan la funcién de subsidiar
el sistema conductor en caso de que estos estén cavitados. Por otro lado, a través del estudio de las
caracteristicas del xilema, se corrobor6é que el xilema en ramas y tallo para ambas localidades (San
José y Piedras Blancas) estaba constituido por otras estructuras de soporte como son las fibras
libriformes y fibrotraqueidas que son caracteres xeromorficos adquiridos como adaptaciones a las
condiciones extremas en el paramo.

El diametro de los elementos de vasos (Tabla 9), es otro caracter que puede variar con la altitud,
aungque no siempre de manera consistente. En este caso, se tomaron como validos los valores
obtenidos en seccién transversal debido a que en los macerados se incluye el engrosamiento de la
pared y no el lumen celular del elemento de vaso. Los diametros y la densidad en los elementos de
vaso (Tabla 8 y 11), resultaron ser muy similares en las localidades estudiadas (San José y Piedras
Blancas). Especificamente, en los diametros de los elementos de vaso se coinciden con lo reportado
en Monticalia imbricatifolia (Asteraceae), en cuanto a las traqueidas son consistentes con lo reportado
en Hinterhubera imbricatifolia (Asteraceae) (Escalona, 1999); por lo que es posible afirmar que S.
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formosus presenta caracteres tipicos de Asteraceas de la alta montafa tropical. De acuerdo a los
resultados obtenidos, se rechaza la hip6tesis que proponia que, el incremento en altitud conlleve a
una reduccién del didmetro de elementos de vaso.

Otro aspecto que se abordd en esta investigacion esta relacionado con el area conductora y el
espesor del xilema. Shinozaki et al. (1964) mencionan que en arboles el area conductora en seccién
transversal es proporcional al area foliar que alimenta. Sin embargo, esto también puede ser
extrapolable a los sufrdtices, lo que indica que la mayor area foliar total de los individuos de la
localidad de Piedras Blanca, esta vinculado a un mayor porcentaje de area conductora (78%). Esto se
halla aparentemente asociado con el desarrollo del tejido xilematico, que presentan los tallos de
Piedras Blancas (1304 pm) respecto a los de San José (562um). Lo cual guarda mucha relacion con
la edad de las plantas; en el caso particular de Piedras Blancas es posible notar un mayor desarrollo,
pero no toda la proporcion del tejido conduce, esto debido a que existen otras estructuras como las
traqueidas que pareciera a simple vista tener una mayor proporcién, pero a su vez son menos
eficientes que los elementos de vaso, por tanto, en este caso la proporcion de tejido conductor
funcional es similar.
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5. CONCLUSIONES

1.

En el pdramo de San José (3100 m). Se registra un menor porcentaje de heladas, las
temperaturas minimas absolutas se mantienen muy cercanas a -3 °C, mientras que en el
paramo de Piedras Blancas el porcentaje de heladas es mayor y las temperaturas minimas
pueden disminuir hasta -6,4°C.

Se apoya la hipotesis que proponia que Senecio formosus en el limite inferior de su intervalo
de distribucién altitudinal (3100 msnm) no muestra mecanismo alguno de resistencia a las
temperaturas congelantes mientras que los individuos ubicados en el limite superior (4200
msnm) son tolerantes al congelamiento extracelular, por lo que se infiere que la tolerancia es
un atributo determinado por la temperatura ambiental.

Se confirma la hipétesis que proponia que los individuos ubicados a menor altitud (3100
msnm) debian poseer una mayor conductividad hidraulica especifica respecto a las ubicadas
a mayores altitudes (4200 msnm), donde las temperaturas congelantes tienen un papel
determinante en la eficiencia de la conduccion del agua.

La disminucién de la conductividad hidraulica en ramas no se relacion6 con una reduccion en
el diametro de elementos de vaso sino a la longitud de los mismos. En ambos casos los
diametros resultaron ser inferiores al umbral (44 um) propuesto por Davis et al. (1999), por lo
gue se infiere que no deberian ser vulnerables a la cavitaciéon por congelamiento.

Las diferencias en conductividad pueden estar relacionadas con otros factores que no se
tomaron en cuenta en este estudio, como la ultraestructura de las paredes de los elementos
conductores, la proporcion de traqueidas/vasos, ya que las traqueidas son menos eficientes
gue los elementos de vaso. Por otro lado, la proporcion de tejido conductor esta relacionada
con una mayor proporcién de area foliar total.

Senecio formosus esta expuesta a temperaturas congelantes que pudieran inducir
embolismos en el xilema; sin embargo, los estrechos didmetros de los elementos conductores
deben impedir los procesos de cavitacion, lo cual explica su adaptacién exitosa a las
condiciones de la alta montafia tropical.
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