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Resumen

Chusquea (Bambusoideae: Poaceae) es un género neotrépical muy representativo, por su
diversidad en especies y la elevada proporcion de endemismos en los Andes del Norte. Este
género se asocia tipicamente bosques; no obstante, en Venezuela existen cuatro especies
asociadas a paramos, de las cuales tres crecen en el Estado Mérida: C. angustifolia (2525-
2700m), C. spencei (2670-3650m) y C. guirigayensis (3800-4010m). Las dos primeras especies
se solapan en su intervalo de distribucion; sin embargo, no se han hallado coexistiendo. La
colonizacién y permanencia de Chusquea en los paramos sugiere el desarrollo de una serie de
adaptaciones morfolégicas, anatomicas y fisioldgicas, acerca de las cuales existe muy poca
informacion, dado que los trabajos en este grupo son muy limitados hasta la fecha. El objetivo
del presente trabajo fue determinar las adaptaciones anatomicas y fisiol6gicas a bajas
temperaturas que desarroll6 este género para colonizar el paramo. C. angustifolia fue colectado
en el Paramo Las Pifiuelas, C. spencei en el Paramo El Molino y C. guirigayensis en el Paramo
Piedras Blancas. En el caso de C. spencei, por la amplitud de su intervalo altitudinal (980 m),
también se trabajé con especimenes colectados previamente por Ely (2009) en los paramos La
Culata y La Aguada. El material para estudios anatomicos se fijé6 en FAA y el resto se dejo
rehidratando 24 h para determinar el AF y AFE, y para los estudios fisiolégicos. El material de
estudio anatomico de hoja y culmo se ablandd previamente con solucién Franklin y H,O, y se
preparé mediante raspados de epidermis y cortes a mano alzada, los cuales se tifieron con azul
astra-fucsina basica. Adicionalmente, se realizaron micrografias con MEB de la superficie foliar.
Se estudié la resistencia a bajas temperaturas de los tejidos foliares, determinando las
temperaturas de congelamiento extracelular y de dafio, mediante el método de liberacién de
electrolitos. Los mayores valores de AFE correspondieron a los individuos de C. spencei de
mayor tamafo (poblaciones La Culata y La Aguada), y los menores, en sentido decreciente a
C. angustifolia, C. guirigayensis y C. spencei de El Molino. Las tres especies presentan
caracteres anatdmicos xeromaorficos en hojas y culmos; en el primer caso representados por:
cuticulas engrosadas, células epidérmicas adaxiales altas y abaxiales con papilas muy
proyectadas, abundantes aguijones, meséfilo compacto, células fusoides ausentes o incipientes
y abundante esclerénquima asociado a los haces vasculares. En el segundo: cuticula
engrosada, un anillo esclerenquimatico periférico muy lignificado, células parenquimaticas con
paredes engrosadas y vasos estrechos. Las tres especies evaden el congelamiento
sobreefriando entre -12 y -10 °C. La evasion probablemente representa un atributo propio del
género, mas que una respuesta al ambiente, y es complementado por la complejidad

estructural y los caracteres xeromorficos antes mencionados.
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1. Introduccidén y antecedentes

1.1. El género Chusquea

Bambu es el nombre genérico utilizado tradicionalmente para designar a las gramineas
seudolefiosas pertenecientes a la subfamilia Bambusoideae. Su distribucién a nivel mundial es
bastante amplia, abarca zonas tropicales y subtropicales de Asia, Africa, América y Australia
(Clark, 1989; Hyde et al., 2002). En este grupo de plantas encontramos una gran diversidad de
tamafos y de habitos, dado que abarca desde plantas herbaceas hasta lefiosas, estas Ultimas
pueden ser trepadoras, arbustivas o arborescentes de hasta 30 m. A su vez, los bambues
también se destacan dentro de las gramineas por presentar ciclos de floraciéon
excepcionalmente largos entre 10 a 100 afios, cuya duracién varia en funcién de la especie
(Calderén y Soderstrom, 1980; Judziewicz et al., 1999). En la mayoria de los casos, la floracion
es gregaria (Judziewicz, et al. 1999); sin embargo, en los bambules de paramo la floracién es
asincroénica (Clark, 1989; Judziewicz et al., 1999; Ely, 2009). La capacidad de los bambues de
colonizar grandes extensiones se debe a su eficiente reproduccion asexual mediante rebrotes
del rizoma o enraizamiento de culmos. Este modo de propagacion clonal es efectivo siempre y
cuando las condiciones de luz y humedad sean o6ptimas (Stern et al., 1999; Okutomi et al.,
1996). Los culmos originados de este modo son genéticamente idénticos al resto y se conocen
como ramets. El conjunto de ramets de un individuo se denomina genet (Calderén y
Soderstrom, 1980; Judziewicz, et al., 1999).

De los géneros de bambules del neotrépico, el género Chusquea destaca como el mas
representativo, gracias a su alta diversidad en especies. Este género abarca a los bambues
seudolefiosos de culmo sélido, con yemas vegetativas polimérficas y espiguillas uniflosculadas,
con flésculos conformados por tres estambres y dos ramas estilares (McClure, 1973; Clark,
1989). La morfologia, disposicion, nimero y tamafio de las yemas vegetativas constituyen un
caracter propio del género; tipicamente los nudos presentan una yema central de mayor
tamafo circular o triangular, flanqueada por pocas a numerosas yemas subsidiarias (Clark,
1989). Las hojas son muy variables, desde pequefias y aciculares a grandes y acintadas, y la
vaina carece de setas o fimbrias (Judziewicz et al., 1999).



1.2. Distribucion

Chusquea, es uno de los géneros que presenta el intervalo de distribucion mas amplio,
tanto desde el punto de vista geografico como altitudinal;, se extiende desde México hasta
Argentina y Chile, y crece entre los 1500 y 4300 m snm (McClure, 1973; Clark, 1989;
Judziewicz et al., 1999; Clark et al. 2007). A pesar de que la mayor proporcién de las especies
de Chusquea crecen en bosques; también encontramos especies que crecen en los
ecosistemas de paramo (Judziewicz et al., 1999; Clark, 1989; Ely, 2009; Clark y Ely, 2011). De
las trece especies de Chusquea que se han descrito para Venezuela, ocho estan presentes en
la Cordillera de Mérida y de éstas, cuatro, pertenecientes todas al subgénero Swallenochloa,
crecen en ecosistemas de paramo: Chusquea angustifolia, C. guirigayensis, C. spencei y C.
tesellata (Clark, 1989; Cuello et al., 2010; Clark y Ely, 2011). En el presente estudio, nos
enfocaremos en describir la distribucién de las tres primeras, por el hecho de que crecen en el
Estado Mérida. C. angustifolia y C. spencei crecen en los paramos de Venezuela y Colombia
(Clark, 1989), mientras que C. guirigayensis es endémica de Venezuela (Nifio et al., 2006;
Clark y Ely, 2011). En Venezuela, C. angustifolia se distribuye entre los 2500-2800 m y se
limita a la region andina del occidente del pais; a los estados Tachira (Paramo de Tama),
Trujillo-Lara (Paramo de Jabon y Paramo de Guaramacal), Mérida (Sierra la Culata: Paramo las
Pifiuelas-El Tambor) y Zulia (Sierra de Perija). C. spencei abarca un intervalo altitudinal mas
amplio, situado entre los 2670 y 3650 m s.n.m, y crece en los mismos cuatro estados
mencionados anteriormente para C. angustifolia; sin embargo, también crece en Sierra Nevada
y en las regiones mas elevadas de la Cordillera de La Costa, por lo que de las tres especies, es
la que tiene el intervalo de distribucion mas amplio, tanto desde el punto de vista altitudinal
como geografico (Clark, 1989; Ely, 2009; Cuello et al., 2010).

Cabe destacar que aun cuando C. spencei puede crecer a la misma altitud que C.
angustifolia, los estudios floristicos realizados indican que con excepcion del Paramo de
Guaramacal (Cuello et al.,, 2010), no coexisten en una misma localidad. Por su lado, C.
guirigayensis presenta un distribucién muy restringida y discontinua en el pais. De las tres
especies, es la que presenta el intervalo altitudinal mas limitado, a la vez que el mas elevado;
dado que las Unicas dos localidades donde crece son el Monumento de Guirigay, entre los
3000 y 3900(3500-3600) m snm (Paramo de Niquitao), ubicado en el estado Truijillo, donde fue
reportado por primera vez (Nifio et al. 2006) y en el paramo de Piedras Blancas, estado Mérida;
donde se reportd por segunda vez, creciendo entre los 3760-4010m (Ely, 2009). Siendo éstos

los patrones de distribucion de cada especie en el Estado Mérida, es evidente que los



intervalos de distribucion de C. angustifolia y C. spencei nunca llegan a solaparse con el de C.
guirigayensis.

1.3. El ecosistema paramo

El levantamiento final de la Cordillera Andina ocurrié durante el Pleistoceno. Durante esta
era geoldgica, transcurrieron varios periodos glaciares e interglaciares, que bajo el marcado
régimen diario de las latitudes tropicales (que no son comparables con los regimenes
estacionales de las latitudes templadas), dieron origen a filtros y corredores ecoldgicos que
modelaron el paisaje, dando lugar a un nuevo ecosistema: El Paramo (Monasterio, 2002)

El paramo es un ecosistema de alta montafia tropical, que en el presente se extiende
desde los 9°N en Costa Rica hasta 8°S en Peru (Schubert et al., 1993). Una definicion mas
acertada para este ecosistema es dificil de proponer, ya que la creacién de un concepto
homogéneo de paramo varia entre los autores, debido a la diversidad de criterios y
perspectivas con la que se enfoca el término. Los diferentes criterios climaticos, altitudinales,

fisionémicos vy floristicos han permitido acercarse a crear una definiciébn de paramo.

Segun el criterio climatico, el paramo se caracteriza por presentar una alta radiaciéon
(Hedberg, 1964; Vareschi, 1970; Smith, 1988), bajas presiones parciales de O, y CO,
(Woodward, 1986; Woodward y Bazzaz, 1988 y Korner, 1988); una isoterma anual de baja
temperatura de aproximadamente 10°C (Sarmiento, 1987; Monasterio y Reyes, 1980), con
fluctuaciones térmicas diarias donde las minimas se dan en horas de la madrugada, pudiendo
llegar a descender por debajo de cero (0°C), y las maximas en horas cercanas al mediodia
pudiendo llegar a exceder los 30°C, mientras que los ritmos estacionales tienen poca
relevancia (Monasterio, 1980b, 2002; Monasterio y Reyes, 1980; Azocar y Rada, 2006). El
régimen de precipitacion varia entre 650 mm y 1800 mm (Monasterio y Reyes, 1980),
dependiendo de la vertiente que se trate, segin la exposicién de la ladera con respecto a los
vientos y a la incidencia solar, es decir, si es de sotavento o barlovento en el primer caso 6 si
es de solana 6 umbria en el segundo caso (Monasterio, 1979, 1980b, 2002). Todos estos
factores climaticos varian segun la franja altitudinal donde se encuentre dicho paramo. Otro
factor ambiental que caracteriza a los paramo son los suelos poco desarrollos, acidos, con
poca retencién de agua (Farifias y Monasterio, 1980) y pobres en nutrientes (Azocar, 1974;
Baruch, 1979).

Segun el criterio altitudinal, el paramo es definido como un ecosistema ubicado

tipicamente entre el limite arbéreo y las nieves perpetuas (Monasterio, 1980b; Ricardi et al.,



1997; Marquez et al 2004). El establecimiento de los limites tanto inferior como superior del
paramo ha sido un tema controversial hasta hoy dia. Monasterio (1980b) sugirié que el limite
inferior de los paramos venezolanos se ubica entre los 3000-3400 m de altitud, aunque aclara
gue este limite puede descender a 2500 m ¢ ascender hasta los 3500 m de altitud,
dependiendo de si la vertiente es humeda 6 seca. En contraste, el limite superior del paramo
esta determinado por la aparicién de las nieves perpetuas, es decir, entre los 4500-4800 m de
altitud, dependiendo del estado de evolucién de los glaciares. La variacion de los limites del
paramo esta influenciada por distintos factores, tanto a escala regional como local;
principalmente esta dada por la exposicion de la ladera, el régimen de precipitacion local, la
pendiente, la insolacién, la nubosidad y la naturaleza de la formacion geolégica (Monasterio,
1980b).

La distincion del limite arb6reo (treeline) y del paramo puede resultar compleja, ya que
entre estos dos ecosistemas hay un gradiente de condiciones ambientales, que genera un
mosaico de vegetacion con especies propias de ambos ecosistemas (AzOcar, 1981; Ramirez,
2008), y especies exclusivas de este ecotono (Tirado, 1997; Berg y Suchi, 2000). El limite
arboreo no sélo viene determinado por las condiciones ambientales, sino que también su

disposicién tiene un gran peso a escala temporal.

Por altimo, definiremos el paramo en funcién de criterios fisondmicos y floristicos, ya que
estos dos estan estrechamente relacionados. La fisonomia y composicion floristica de los
paramos se caracteriza principalmente por la presencia de gramineas en macollas o en cojines
como Calamagrostis, Cortaderia, Poa, Azorella, Aciachne y Lachemilla; arbustos enanos, como
Hypericum, Chaetolepis y Vaccinium, musgos, liquenes, rosetas caulescentes como Puya y
Espeletia y arboles de bajo porte como son Polylepis y Gynoxis (Berg y Suchi, 2000; Bricefio y
Morillo, 2006). Entre las familias mas representativas del paramo, en funcién de su dominancia
y diversidad, estan en primer lugar las Asteraceae y en segundo lugar las Poaceae. Las
primeras han sido ampliamente estudiadas, principalmente desde el punto de vista floristico,
fisiologico y morfoanatémico. En contraste, las Poaceae han recibido mucho menos atencion
pese a su representatividad, en particular desde el punto de vista fisioldgico (Marquez et al.,
2004, 2006; Garcia 2008; Ely, 2009).

A pesar de que los criterios fisondmicos vy floristicos son sin duda alguna, unos de los mas
apropiados y menos ambiguos para definir este ecosistema, también éstos varian dentro del

mismo paramo. El incremento en la altitud en los paramos genera un gradiente de condiciones



climaticas que aunado a las caracteristicas edaficas generan zonas o franjas de vegetacion.
Ataroff y Sarmiento (2004), basandose en los distintos microambientes generados a lo largo del
gradiente altitudinal, proponen un arreglo del mismo en dos niveles; el primero mas genérico,
abarca los pisos ecoldgicos, y en un nivel de mayor detalle, las unidades ecolégicas. Dentro del
ecosistema paramo se distingue el piso altiandiano entre los 4800 y 4000 m de altitud, el piso
andino superior ubicado entre los 4000 y 3000 m de altitud y entre los 3000 y 2000 m de altitud
el piso andino inferior. Cada uno de estos pisos ecolégicos esta asociado a distintas unidades
ecoldgicas, las cuales dependen su establecimiento de las diversas condiciones de

temperatura, precipitacion, naturaleza del suelo, vientos, entre otros factores ambientales.

Monasterio (1980a) propone seis distintas asociaciones de vegetacion (cinturones o franjas
de vegetacion) que se pueden encontrar en los pisos altitudinales de los paramos venezolanos,
en sentido descendiente: El paramo desértico, donde prevalece el rosetal alto y abierto,
constituido principalmente por los géneros Coespeletia y Espeletia; que son tipicos del paramo
de Piedras Blancas. En este desierto periglacial, es comun encontrar suelos desnudos
alternando con plantas formadoras de cojines, pequefios arbustos, asociadas a rosetas y
hierbas, o éstas Ultimas creciendo en forma solitaria. Este tipo de vegetacién se encuentra
tanto en Sierra la Culata como en la Sierra Nevada de Mérida. El paramo propiamente dicho,
abarca una formacién vegetal bastante heterogénea; desde mezclas de rosetales-arbustales,
pajonales, pastizales, o cualquiera de estas formas de vida en forma solitaria. Este tipo de
asociacion es muy comun tanto en Sierra Santo Domingo, La Culata y Sierra Nevada. Los
pajonales y pastizales parameros se caracterizan porque la mayor parte de su biomasa esta
representada por gramineas. Los pajonales estan representados principalmente por gramineas
en macolla de los géneros Calamagrostis y Cortaderia que crecen en forma discontinua a lo
largo de la Cordillera de Mérida, mientras que los pastizales parameros estan representados
generalmente por Agrotis, Calamagrostis, Poa, Chusquea y Puya. Finalmente, en el limite
inferior de este ecosistema, estan los bosques parameros los cuales colindan con el limite
arboreo, se caracterizan por la dominancia de Libanothamnus que alternan como arbustos

como Hypericum, Arcytophyllum, Vaccinum y rosetas del género Ruilopezia, entre otros.

Empleando criterios floristicos, sin ignorar las variaciones microcliméaticas generadas a lo
largo del gradiente altitudinal, Cuatrecasas (1958) definié los distintos cinturones de vegetacion
gue conforman el ecosistema paramo de la siguiente manera: El superparamo, comprende el
limite superior colindando con las nieves perpetuas, por lo cual la vegetacion presenta una

distribucién discontinua alternando con suelo desnudo. Entre los géneros dominantes de este



piso altitudinal encontramos Draba (Brassicaceae), Azorella (Apiaceae) y Cerastium
(Caryophyllaceae). El paramo propiamente dicho, dominado principalmente por frailejones
(Espeletia), pajonales (Calamagrostis) y Chuscales (Chusquea). El subparamo, que comprende
el limite inferior del paramo presenta una vegetacion de ecotono entre selva nublada y paramo,

donde las familias dominantes son Asteraceae, Hypericaceae y Ericaceae.

En funcion de la definicion de Cuatrecasas (1958) y Monasterio (1980a), podriamos decir
gue las tres especies de Chusqueas consideradas en este estudio, en el estado Mérida,
ocupan pisos altitudinales diferentes del ecosistema paramo. Chusquea angustifolia ocupa
paramos bajos o subparamos; C. spencei crece en el subparamo, en el paramo propiamente
dicho y en el limite inferior del superparamo, mientras que C. guirigayensis crece
exclusivamente en el superparamo o altianadino. Para tener una mejor comprension de la
distribucion actual de la vegetacion es conveniente analizar los distintos eventos climaticos y
geoldgicos que han ocurrido a lo largo de la historia del planeta (Steyermark, 1979). Para ello
haremos una breve revisiébn de como las distintas eras han modelado el paisaje de alta

montafia tropical hasta nuestro dia.

Diversos estudios basados en registros de polen, indican que durante los distintos periodos
glaciares e interglaciares que experimentaron los Andes tropicales durante los Ultimos 2
millones de afios, los cinturones de vegetacion experimentaron desplazamientos de sus limites
tanto superiores como inferiores, seguin las condiciones ambientales existentes en cada
periodo (Van der Hammen, 1974, 1988, 2000, 2003; Van der Hammen y Cleef, 1983; Salgado-
Labouriau et al., 1977,1992; Bradley et al., 1985; Smith y Cleef, 1988; Gonzéles et al., 2002;
Hooghiemstra et al. 2006).

Un estudio palinolégico realizado en el paramo de Mucubaji por Salgado-Labouriau et al.,
(1977); revel6 a una altitud de 3600m snm, un ensamble de polen conformado principalmente
por Asteraceae, Poaceae, Pteridophyta, Caryophyllaceae y una especie muy emblemética del
paramo, Montia meridensis (Portulacaceae). Este ensamble es similar al que se encuentra en
la actualidad en el Paramo Piedras Blancas a 4000m de altura, por lo que estos autores
sugieren que las condiciones hace 12650 BP eran marcadamente mas frias que las presentes,
y que como consecuencia de esto, los cinturones de vegetacién existentes durante dicho
periodo se desplazaron a elevaciones muy inferiores a las actuales. Esto sugiere que tanto la

vegetacion de paramo como la del bosque se hallaban a menores elevaciones, y se estima



que estos ultimos ocupaban elevaciones aproximadamente 400 m por debajo de su posicion
actual.

Bajo estos argumentos cabria pensar que las plantas presentes hoy dia en los paramos,
han tenido que desarrollar diferentes respuestas adaptativas bien sea a nivel morfologico,
anatomico, fisiolégico, bioquimico 6 genético, que le han permitido resistir condiciones
ambientales adversas en la escala temporal y permanecer hasta la actualidad en dichos
ecosistemas. En la siguiente seccién desarrollaremos las distintas adaptaciones morfolégicas y
anatomicas de plantas de paramo, especificamente las de forma de vida arbustiva, por ser las

Chusqueas de paramo de habito arbustivo.

1.4. Adaptaciones morfologicas y anatomicas foliares desarrolladas en arbustos de
paramo

Los estudios morfoanatémicos foliares realizados en dicotiledéneas del paramo realizados
en Asteraceae, Fabaceae, Melastomataceae y Rosaceae indican que a medida que se
asciende en el gradiente altitudinal, se aprecia una disminucion en la estatura de las plantas y
en su superficie foliar, mientras que el grosor de la hoja aumenta. A su vez, estos cambios
estan tipicamente asociados a una disminucion en el tamafio de las células y a un incremento
en el grosor de las paredes de las mismas (Rada et al., 1987; Bricefio et al., 2000).

El incremento en la altitud también propicia la seleccién de rasgos xeromarficos foliares
en las plantas del paramo: laminas foliares pequefias, frecuentemente con margenes revolutos,
de consistencia escleromorfa, cuticulas gruesas, células epidérmicas adaxiales altas, estomas
ubicados en criptas y mesdfilos muy compactos (Torres et al., 1996; Ely y Torres, 2003; Ely et
al. 2005 a,b; Colmenares et al., 2005; Az6car, 2006). Esta misma tendencia ha sido observada
en monocotiledéneas del paramo; sin embargo, este Ultimo grupo se distingue por la existencia
de papilas en la epidermis abaxial, cuya longitud puede incrementar con la altitud (Clark, 1986;
Ely y Lugue, 2006).

1.5. Anatomia de Chusquea
Diferentes autores han aportado al conocimiento de la anatomia de Chusquea, entre los

gue destacan: Metcalfe (1960), McClure (1973), Clark (1990), Montti et al., (2009), Judziewicz
et al., (1999); Vieira et al., (2000); entre otros. Los escasos estudios anatémicos realizados
hasta el presente en éste género, con excepcion de los estudios realizado por Clark (1986) y

Ely (2009) en C. spencei, se han llevado a cabo en especies trepadoras de bosques montanos.



Por dicho motivo, el presente estudio constituira un gran aporte al esclarecimiento de la
anatomia de las Chusqueas de paramo.

Entre los tres 6rganos vegetativos: raiz, tallo y hoja; la hoja es que el que presenta
mayor plasticidad, por ser el que estd mas expuesto a las condiciones ambientales (Fahn,
1990; Torres et al., 1996). A grandes rasgos, la anatomia de la hoja del género Chusquea es
muy consistente con la del resto de la subfamilia Bambusoideae (Metcalfe, 1960; McClure,
1973; Clark, 1990; Montti et al., 2009; Judziewicz et al., 1999; Vieira et al., 2000) y en lo que

respecta a la epidermis con el resto de las gramineas.

De manera general la anatomia foliar del género Chusquea consiste en hojas anfi o
hipoestoméaticas, superficie adaxial conformada por células epidérmicas que alternan con
grupos de células buliformes, ambas superficies con una epidermis uniestratificada, con
tricomas muy variados, desde aguijones, micro y macro pelos; células siliceas, células
suberosas y papilas de formas y tamafios muy variables (Metcalfe, 1960; McClure, 1973; Clark,
1990; Judziewicz et al., 1999; Montti et al., 2009). El mesofilo es bifacial, y esta compuesto de
células raquimorfas (también conocidas como brasiformes), que consisten en células
clorenquimaticas con invaginaciones en todas sus paredes, las cuales son mas profundas en
este género con respecto al resto de Bambusoideae (Clark, 1990; Judziewicz et al., 1999). El
otro tipo de células que conforman el meséfilo son las células fusoides, dispuestas a cada lado
de los haces vasculares. Dichas células se originan de las mismas células raquimorfas, pero a
diferencia de estas ultimas, no poseen cloroplastos ni otros contenidos celulares, por lo que se
le ha atribuido la funcién de refraccion de la luz (Clark, 1986; March y Clark, 2010). Los haces
vasculares presentan una vaina de dos capas de células, una interna formada por células
lignificadas y una externa compuesta por células parenquimatosas (Metcalfe, 1960).
Generalmente, los haces mayores se conecta con las epidermis mediante cordones celulares.
El nervio medio de la hoja es prominente hacia la cara abaxial, con un sistema vascular
complejo, y al igual que el resto de los haces vasculares, esta rodeado por casquetes de fibras
gue contribuyen a darle rigidez y soporte a la lamina de la hoja (Metcalfe, 1960; McClure, 1973,
Clark 1990; Judziewicz et al,. 1999; Montti et al., 2009). Esta estructura del mesdfilo, diferencia
a los bambues del resto de las gramineas y las variaciones anatdmicas de este caracter
pueden ser una herramienta muy Util para la identificacién taxonémica (Soderstorn et al., 1987;
Londofio, 2003; Montti et al., 2009).



La anatomia de culmo, a grandes rasgos, se caracteriza por presentar una atactostela
tipica de monocotiledéneas, con haces colaterales rodeados de casquetes de fibras, que se
anastomosan formando un anillo esclerenquiméatico, en el cual se encuentran embebidos los
haces vasculares periféricos (zona 1), a esta zona le sigue una zona de transicién (zona 2), en
la cual se distingue un aumento gradual del tamafio de los haces vasculares, asi como también
de la proporcion de células parenquimaticas, paulatinamente conforme va disminuyendo la
proporcion de fibras que rodean los haces vasculares, haciéndose casi imperceptible en la
region central del culmo, donde tanto los haces vasculares como las células parenquimaticas
alcanzan su mayor desarrollo (zona 3) (Metcalfe, 1960; McClure, 1973; Clark, 1990; Montti et
al., 2009)

Teniendo en consideracion lo anteriormente expuesto, cabria esperar que las especies
de Chusquea de paramo presenten caracteres anatomicos de culmo y de hoja tipicos del grupo
de los bambues, pero con rasgos xeromorficos tipicos de arbustos escleromorfos de paramo.
De cumplirse esta condicion, se esperaria que a medida que la altitud incrementa en el
gradiente altitudinal paramo-altiandino, se observe la aparicién de rasgos xeromorficos en los
organos vegetativos aéreos, condicion que deberia acentuarse a medida que se ascienda en el
gradiente altitudinal. En hojas, se esperaria un incremento en el grosor de la cuticula, en la
altura de las células epidérmicas adaxiales, estomas exclusivamente abaxiales, papilas
elongadas, mesofilo compacto, con pocas o ninguna células fusoides, asi como un incremento
en la proporcién de tejidos vasculares y esclerenquimaticos. Estas modificaciones deberian
estar asociadas a modificaciones morfologicas de la hojas, basicamente, una disminucion de la
superficie foliar y en el tamafo de las hojas, laminas mas coriaceas y adpresas al tallo (Az6car,
2006). En lo que respecta a los culmos, cabria esperar un incremento en la proporcion de
haces vasculares y de tejidos esclerenquimaticos, acompafiado de una disminucién del

didmetro de los vasos.

1.6. Respuestas desarrolladas por las plantas frente a las bajas temperaturas
Los ecosistemas de alta montafia de los Andes tropicales comparten con las zonas
templadas alpinas y articas las condiciones de temperaturas bajas y alta radiacion solar, para lo
cual las plantas han evolucionado y adquirido una notable especializacién (Kérner, 2003). En
las montafias de las zonas templadas, los periodos de frio extremo son estacionales, en
consecuencia la mayoria de las plantas de estas latitudes han desarrollado estrategias de
dormancia (Kérner, 2003). En las montafias tropicales, las variaciones en la radiacion y

temperatura fluctian en ciclos diarios durante todo el afio, lo cual significa que las plantas que



habitan en estos ecosistemas deben permanecer fisiolégicamente activas durante todo el afio;
ello constituye un escenario interesante para muchos cientificos, puesto que implica la
evolucion de una serie de adaptaciones tanto morfoanatémicas (Torres, et al.,, 1996; Ely y
Torres, 2003 y Ely y Luque, 2006) como fisiolégicas (Azécar y Rada, 1993; Az6car y Rada,
2006; Caceres, 2008; Ely, 2009).

En respuesta a las heladas, las plantas han desarrollado mecanismos de resistencia al
congelamiento (Azo6car y Rada, 1993; Kdrner, 2003). La resistencia a bajas temperaturas
puede ser lograda a través de dos mecanismos basicos: el de evasion y tolerancia, ambos
impiden la nucleacion de hielo intracelular, que en caso de suceder, seria letal para la planta
(Az6écar y Rada, 2006). La evasion consiste en impedir el proceso de congelamiento
extracelular, ya sea por aislamiento de los 6rganos expuestos o sensibles a las bajas
temperaturas, o por la prevencion de la formacion de hielo a temperaturas por debajo de cero
(Kérner, 2003; Az6car y Rada, 2006; Goldstein et al., 1985; Rada et al., 1985; Rada et al.,
1987). En contraste, los mecanismos de tolerancia al congelamiento son aquellos donde se
forma el hielo en espacios extracelulares sin producir dafios de tejido. Este mecanismo a
diferencia del anterior, de mantenerse durante periodos prolongados puede ocasionar una
severa deshidratacion que a su vez, ocasionaria una serie de dafios fisiologicos,
principalmente: cambios en las propiedades de la membrana celular, en la actividad enzimatica
y vias metabdlicas, desnaturalizacion de las proteinas, precipitacién de solutos y la alteracién
de la concentracion de azlcares, proteinas, acidos nucleicos y aminoacidos (Azécar y Rada,
2006).

Para impedir tales dafos, las plantas han desarrollado distintas adaptaciones a nivel
fisiologico, que les permiten resistir condiciones de bajas temperaturas, ya sea mediante el
aumento en el contenido de &cidos grasos no saturados en la membrana plasmatica 6 en el
incremento del modulo de elasticidad, asi como también en la acumulaciéon de solutos vy
produccion de proteinas crioprotectoras (Taiz y Zeiger, 1998). Se desconoce por completo de
gue manera lo realiza las plantas pertenecientes al género Chusquea.

Los mecanismos de evasion son eficientes siempre y cuando la duracién de las
temperaturas congelantes sea de pocas horas y éstas no sean demasiado bajas, mientras que
los mecanismos de tolerancia son apropiados para periodos de congelamientos prolongados
(Korner, 2003; Azocar y Rada, 2006). Los estudios realizados hasta el presente en los paramos

venezolanos han demostrado que la forma de vida arbérea generalmente presenta
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mecanismos de evasion a las bajas temperaturas (Cavieres et al., 2000; Rada et al., 1985,
Colmenares et al., 2005); en oposicion a las herbaceas, que en su mayoria presentan
mecanismos de tolerancia (Squeo et al., 1991; Marquez et al., 2006). Por otro lado, de acuerdo
a Squeo et al. (1991), las plantas de tamafios intermedios, representadas tanto por arbustos
pequefios y hierbas, pueden presentar cualquiera de estos dos mecanismos. Este resultado y
estudios posteriores realizados por este mismo autor en los Andes chilenos (Squeo et al.,
1996), y los estudios realizados por Azécar (2006) y Caceres (2008) en arbustos esclerdfilos de
los paramos venezolanos, indican que los mecanismos de resistencia estdn generalmente
asociados a las formas de vida, mas que a la estatura de las plantas. Es importante resaltar
gue todas las gramineas herbaceas estudiadas en los Andes venezolanos, Marquez et al.

(2006) presentan como estrategia la tolerancia al congelamiento.

Con respecto a las gramineas lefiosas como los bambues, es muy poco lo que se sabe
acerca de sus mecanismos de resistencia a bajas temperaturas. En el caso de los géneros de
bambues Asiaticos de zonas templadas, se han realizados algunos estudios relacionados a los
mecanismos de resistencia a las bajas temperaturas. Ishikawa (1984) estudi6é el mecanismo de
resistencia al congelamiento en Sasa senanensis (arbusto) y, encontré6 que la evasion al
congelamiento es lograda a través del sobreenfriamiento de todos sus Organos, registrando
temperaturas entre los -20 y -18°C en las hojas. En contraste, los estudios de Sasamorpha
borealis, Sasa niponnica y S. kurilensis (todos bambues arbustivos) realizados por Sakai y
Larcher (1987) demostraron que las tres especies presentan mecanismos de tolerancia al
congelamiento, llegando a resistir por mas de 16 horas temperaturas comprendidas entre -25 y
-15°C.

En los andes venezolanos, el Unico trabajo en bambules lefiosos relacionado con
mecanismos de resistencia a bajas temperaturas fue realizado por Ely (2009), el cual reveld
gue la resistencia a bajas temperaturas en Chusquea tanto trepadoras (Chusquea purdieana y
C. serrulata) como arbustivas (C. spencei) consiste en la evasibn mediante un marcado
sobreenfriamiento histoldgico, llegandose a registrar en hojas, temperaturas de congelamiento
entre -13 y -9 °C. Esta autora concluye, que las especies estudiadas no corren el riesgo de
sufrir daflos por las temperaturas congelantes, en primera instancia porque las dos especies
trepadoras habitan ecosistemas de selva nublada donde no se registran temperaturas
congelantes durante todo el afio; y en segunda instancia C. spencei la Unica especie de habito
arbustivo, se encuentra en el paramo propiamente dicho, donde se registra varias heladas

nocturnas durante el afio; sin embargo, estas heladas nocturnas son de baja intensidad y de
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poca duracién, por ello su temperatura de sobreenfriamiento impide que ocurran dafios
fisiolégicos. También resalta que la naturaleza evasora de estas tres especies de Chusquea es
analoga a las de otras plantas lefiosas de paramos y de bambues de climas templados.

En el presente estudio, se determinaran y posteriormente se compararan, las respuestas
gue han desarrollado las Chusqueas que habitan pisos altitudinales diferentes dentro de un
gradiente altitudinal comprendido entre los 2500 a los 4070m snm. Al relacionar la morfologia
externa (tamafio de las plantas) con las condiciones climaticas propias de cada piso altitudinal,
cabria suponer que Chusquea angustifolia que es la especie que se encuentra en el limite
inferior del gradiente, presente mecanismo de evasion como el determinado para C. spencei
(Ely, 2009). Mientras que C. guirigayensis al crecer en el limite superior (4070m snm) del

gradiente altitudinal sea tolerante a las bajas temperaturas.

El presente trabajo puede considerarse pionero en el grupo de los bambues, y representa
un importante aporte al estudio anatomico y de respuestas a las bajas temperaturas de las
gramineas lefiosas que habitan en los paramos andinos venezolanos, por lo cual contribuird

ampliar nuestro conocimiento sobre este grupo de plantas, asi como de las plantas del paramo.
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2. Hipotesis

La diversidad morfoanatomica entre especies, es un reflejo de las adaptaciones a las
variaciones microcliméaticas de los ecosistemas que ocupan dichas especies. Es de
esperar que exista una tendencia en los bambues lefiosos de alta montafia a acentuar
caracteres xeromorficos en culmo y hoja en las especies a medida que se asciende en

el gradiente altitudinal paramero.

Por un lado, Chusquea angustifolia y C. spencei estan asociadas a la vegetacion de
preparamo-paramo (2500 m y 2650-3650 m, respectivamente). A dichas elevaciones,
las heladas son infrecuentes y de poca duracion. Por otro lado, ambas especies poseen
una estatura superior a 1m, alejandolas mas del suelo, siendo el suelo el que
experimenta las temperaturas mas bajas. Por dichas razones, se esperaria que C.
angustifolia haya desarrollado mecanismos de evasion similares a los de C. spencei
(Ely, 2009). En contraste, C. guirigayensis crece en el limite superior del paramo (3800-
4010 m snm), donde esta expuesto a heladas nocturnas mas frecuentes y de mayor
duracién, y ademas la planta es de porte bajo, por lo que se esperaria que su
mecanismo de resistencia a las bajas temperaturas consista en la tolerancia al

congelamiento intercelular.
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3. Objetivos

3.1. General

Estudiar y comparar la estructura morfoanatomica y los mecanismos de resistencia a bajas
temperaturas en las tres especies de Chusquea que ocupan ecosistemas parameros a lo largo
de un gradiente situado entre los 2520-4010 m snm

3.2. Especificos
» ldentificar las adaptaciones morfoanatémicas en hoja y culmo de las tres especies del
género Chusquea que crecen en los paramos de la Cordillera de Mérida: C. angustifolia, C.
guirigayensis y C. spencei, a lo largo de un gradiente altitudinal ubicado entre los 2500-4010 m
snm.
> Determinar las temperaturas del aire y de la superficie del suelo a 2500, 2650 y 4010 m de
altitud, con el objeto de conocer las temperaturas minimas a las cuales estan expuestas estas
tres especies en sus respectivos pisos altitudinales, y asi establecer la relaciébn microclima-
respuestas adaptativas morfoanatémicas en cada caso.
» Determinar si las poblaciones de C. spencei que crecen en el limite inferior de este
gradiente (2670-3650 m), presentan las misma temperaturas de sobreenfriamiento,
sabiendo que las poblaciones que crecen en el limite superior de su intervalo de

distribucién sobreenfrian a temperaturas de -12 y -10 °C (Ely, 2009)
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4. Metodologia

4.1. Area de estudio

De los estudios de distribucion de Chusquea realizado por Ely (2009), se tomaron en
cuenta las especies de este género que habitan en el ecosistema paramo en el Estado Mérida.
Alli, tanto C. angustifolia como C. guirigayensis presentan una distribucion muy puntual y las
poblaciones de ambas especies son relativamente pequefias (Paramo Las Pifiuelas-El Tambor
y Paramo de Piedras Blancas, respectivamente). Chusquea spencei es la especie que tiene el
intervalo de distribucion tanto altitudinal como en extension mas amplio, para esta Ultima
especie solo se muestred en el paramo El Molino, que es una de las localidades donde crece a
menor elevacién en el Estado Mérida. Los puntos de muestreo se georeferenciaron con un
GPS y se ubicaron luego con el software Google maps. En el siguiente mapa se ilustran los
puntos de muestreo.

X Tanba g 5?3 Cnstobal

Rublo o 24 -
» 0O Santa Ana delsTachitp 10 Europaliechnologies

Googles
Image ® 2010 TerraMetrics e T 8 =

— ® 2010 Google N | A
8°24'38.03"N 71°26'04.05"0 elev. 1518m Alt. ojo 219.96km

Figura 1. Mapa del Estado Mérida, ilustra los tres paramos donde se realizaron los muestreos.
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4.1.1. Paramo Las Pifiuelas (8°37°35,2” N, 71°24°18,9’'W)

El sitio de estudio en el paramo Las Pifiuelas se
encuentra entre los 2500-2525 m de altitud. Los
registros climaticos mas cercanos al area de estudio
gue se encuentran disponibles corresponden a la
Selva Nublada de San Eusebio. Montilla (2009)
midi6é una precipitacion media anual de 1619 mm a
una altitud de 2286m snm. En La Bravera, un Jardin
Botanico Satélite ubicado en las cercanias de San
Eusebio a 2360m de altitud, se ha registrado
temperatura minima de 7°C y maxima de 23°C
(Bravo, comunicacion personal) y una temperatura
media anual de 13°C (Ramos y Plonczak, 2007). La
humedad relativa (HR) minima es de 48% vy la

maxima de 98% (Bravo, comunicacion personal).

El Paramo las Pifiuelas se caracteriza por ser una
sabana paramera abierta, que ha sufrido quemas
ocasionales (Ely, comunicacion personal). A pesar
de estar rodeado por bosque nublado montano alto,

no es colonizado por elementos del mismo; por el

Figura 2. Localidad las Pifiuelas, sabana
paramera, via paramo el Tambor.

contrario, presenta elementos floristicos tipicos de paramos himedos bajos reportados para

ecosistemas similares (Monasterio, 1980a; Cuello et al., 2010). La vegetacién estd dominada

por gramineas en macollas, alternando con rosetas de las familias Bromeliaceae (Puya),

Espeletiinae, Asteraceae (Espeletia, Ruilopezia y Libanothamnus), asi como arbustos enanos

pertenecientes a las familias Ericaceae, Hypericaceae y Melastomataceae (Monasterio, 1980a;

Bricefio y Morillo, 2006).
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4.1.2. Paramo EIl Molino (8°28780,5'N; 71°57°02,7"W)

El Paramo El Molino estd4 ubicado entre los 2670-
3270m de altitud. Los datos climéaticos disponibles
corresponden a una estacion climatica ubicada en
el pueblo de El Molino asentada a 1877m snm,
con una precipitacion media anual de 880 mm
(MARN, 2002), la temperatura media anual de
17,5°C y temperaturas minima de 12°C y maxima
de 24°C (CORPOANDES, 2007). El éarea de

estudio es un paramo seco que ha sufrido algunas

Fiura 3. Localidad Paramo El Molino.
quemas, dado que las zonas aledafas se
encuentran intervenidas con cultivos. La vegetacion dominante es de Libanothamnus, en menor

proporciéon encontramos Hypericum y Espeletia en las zonas mas altas.

4.1.3. Paramo de Piedras Blancas (8°53’35,7’N; 70° 57°27,9"’W).
El area de muestreo del paramo de Piedras blancas
se encuentra entre los 3870-4010m de altitud, los
estudios realizados cerca de la zona han registrado
una precipitacion media anual de 800-900mm,
temperatura minima absoluta de -4,97°C, maxima
absoluta 36,9°C y media anual de 2,7°C (Monasterio y
Reyes, 1980). En la época de sequia se ha registrado

temperaturas congelantes frecuentes. Monasterio

(1979) lo describe como un paramo desértico, con tres
estratos de vegetacion, el estrato superior esta
dominado por rosetas arborescentes y arboles, el segundo por hierbas y arbustos, y un tercero
por gramineas. Poaceae es la segunda familia mas representativa después de Asteraceae, con
mayor cobertura en este paramo (Bricefio y De Robert, 1996; Ricardi et al. 1997, Marquez et
al., 2004).
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4.2. Seleccién y recoleccion del material de estudio
Los estudios realizados por Clark (1989, 1997, 2001), Judziewicz et al.,, (1999),
Bussman (2004), Ely (2009) y Clark y Ely ( 2011), sefialan que el género de bambues lefiosos
mejor representado en las altas montafias neotropicales es Chusquea. Las especies de
Chusquea que ocupan distintos pisos altitudinales del ecosistema paramo en la Cordillera de
Mérida, en sentido ascendente son: Chusquea angustifolia, C. spenceiy C. guirigayensis.

Para poder llevar a cabo los estudios anatomicos y los ensayos de congelamiento se
recolectd material vegetal a lo largo del gradiente altitudinal de 2525-4010, en los tres sitios
sefialados anteriormente, tanto en trayectos accesible con vehiculos, como en senderos
accesibles caminando. Se colectaron n=5 culmos con hojas por localidad, por especie. Para
asegurarnos de que se trataba de individuos distintos se colectaron culmos separados por una

distancia minima de aproximadamente 50 m (Ely, 2009).

Chusquea angustifolia se colectdé en el paramo las Pifiuelas, via el paramo el Tambor
(Sierra la Culata) a 2525 m. En el caso de Chusquea spencei se colect6 material de la
poblacion ubicada en el paramo El Molino a 2670m (la localidad de menor altitud para esta
especie en el Estado Mérida). Adicionalmente, se utilizé el material previamente colectado y
fijado por Ely (2009), colectado en los paramos La Culata y La Aguada, a 3025y 3320 m s.n.m,
respectivamente para los estudios anatomicos y se consultaron sus resultados de los estudios
de resistencia a bajas temperaturas y de area foliar especifica. Finalmente, C. guirigayensis se

colect6 en el Paramo Piedras Blancas entre los 3970-4010m de altitud.

En el laboratorio se corroboré la identidad de las muestras colectadas haciendo uso de las
descripciones publicadas por Clark (1989) y Nifio et al. (2006). El material colectado para
realizar los estudios morfoanatémicos se fijé en FAA, una mezcla de formalina, acido acético y

alcohol etilico (Johansen, 1940).
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4.3. Descripcion de las especies

4.3.1. Chusquea angustifolia. (Soderstr. & C. Calderdén) L.G. Clark.
En el estado Mérida se ha reportado para altitudes Y
entre 2525-2700 m. Planta perenne, cespitosa. ‘
Rizomas paquimorfos. Culmos erectos lefiosos con
una altura de 20-200cm y diametro en la base de 0,3-
1,2cm; de coloracién vinotinto cuando jévenes y
amarillo ocre cuando maduros; entrenudos solidos,

teretes, lisos y rigidos. Ramificacién Ilateral,

dendroide, intravaginal, la ramificacién en cada nudo

= . \' , & e
esta constituida por una rama dominante, rodeada de Figura 5. Chusquea angustifolia en las Pifiuelas.

varias ramas subsidiarias mas pequefas.

Complemento de rama formado por 10-13 hojas. Hojas caulinares deciduas, triangulares de
3 cm de longitud, apice acuminado, con ligula de 0,8-1 cm de longitud. Lamina foliar
lanceolada, de 0,2-0,5 cm de ancho y 6-8 cm de largo, de consistencia coridcea, con margenes
ligeramente revolutos, y un indumento piloso en ambas caras (Clark, 1989; Sodesrstorn et al.,
1987; Stapleton, 1997).

4.3.2. Chusquea spencei Ernst.

En el estado Mérida se ha encontrado entre los 2670-3650m de altitud (Ely, 2009). Planta
perenne, arbustiva. Rizomas paquimorfos. Culmos lefiosos, erectos en la base y péndulos en
el apice, de 0,5-4 cm de diametro en la base y 80-300 cm de longitud; entrenudos sélidos,
teretes, con una coloracion purpura hasta verdosa en culmos jévenes y ocre en los mas viejos.
Ramificacién intravaginal, con 30-38 ramas por nudo, con una dominante de mayor tamafio
rodeada de numerosas ramas subsidiarias de menor tamafio. Complemento de rama
compuesto por 30-38 hojas. Hojas caulinares persistentes, con lamina linear, superficie
hispida, de 6-22 cm de longitud. Lamina foliar linear-lanceolada, de 0,2-0,6 cm de ancho y de
5-14 cm de largo, consistencia desde cartacea hasta ligeramente coridcea y superficie glabra
(Clark, 1989; Sodesrstorn et al., 1987; Stapleton, 1997, Ely, 2009).
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Figa 7.. spencei a 295 m m.
Foto por Ely.

Figura 7. C. spencei a 3650m snm.
Foto por Ely

4.3.3. Chusquea guirigayensis Nifio, L.G. Clark & Dorr.

En el Estado Mérida crece entre los 3970- \ \ \ O ||
4010m de altitud. Planta perenne, cespitosa. \ y
Rizoma paquimorfo. Culmo lefioso, erecto, de 0,2-
0,5 cm de didametro en la base y de 20-120 cm de
alto; entrenudos solidos, teretes, glabros.
Ramificacion lateral intravaginal, con una a varias

ramas por nudo. Complemento de rama formados

por 3-15 hojas. Hojas caulinares persistentes,

Figura 8. C. guirgayensis en el Paramo de
Piedras Blancas.
de 0,3-0,5 cm de ancho y de 1-2,5 cm de largo de

triangulares. Lamina foliar triangular-lanceolada,

consistencia marcadamente coriacea y superficie glabra (Nifio et al., 2006).
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4.4. Microclima

Para obtener datos microlimaticos de temperatura se instalé un data loggers (HOBO Pro
Series Temp, Ext © 1998 ONSET) por localidad de muestreo. En cada caso se coloc6 un
sensor a nivel de la superficie del suelo y otro a una distancia de un metro del suelo, con la
finalidad de obtener registros de temperatura del aire a un metro del suelo y a nivel del suelo.
Los data loggers se programaron de manera que realizaran los registros de temperatura cada
15 min. La instalacibn de éstos equipos se hicieron en diferentes meses por un tiempo
aproximado de 3-5 meses, coincidiendo éstos con periodos de intensas lluvias (entre los meses

de Mayo y Diciembre).

4.5. Determinacién del area foliar y area foliar especifica

Se colectaron 5 culmos por especie, éstos se cortaron a nivel del suelo, para
inmediatamente volver a cortar bajo el agua. Luego se trasladaron al laboratorio donde se
rehidrataron por 24 h antes de realizar la medicion del area foliar (AF). Culminado este lapso,
se extrajeron 30 hojas en cada caso y se escanearon a 300 pixeles por cm, mediante el
programa IrfanView para Windows versién 4.2. Una vez obtenidas las imagenes, se determind
el area foliar en pixeles a través del software Image j 1.38x transformando los valores a cm?.
Luego las muestras de las hojas fueron llevadas a la estufa a 57°C para deshidratarlas por 72 h
y posteriormente se pesaron. El &rea foliar especifica (AFE) se calculd aplicando la siguiente

ecuacion:
AFE= Area foliar (cm?)/ peso seco foliar (g)

4.6. Anatomia

Para realizar los estudios anatémicos se seleccionaron culmos con hojas jovenes y
completamente expandidas. Se realizaron cortes transversales a mano alzada de culmo y de
hoja, y luego se tifieron con la doble coloracién de azul de astra y fucsina basica (modificada
por Luque et al., 1996). Posteriormente las muestras se montaron glicerina acuosa al 50%
(Johansen, 1940). Todas las preparaciones fueron estudiadas en un microscopio 6ptico marca
Zeiss y se tomaron fotomicrografias de las preparaciones de mejor calidad con una camara
SONY Cybershot DSC-W1 de 5.1 megapixels adosada al ocular del microscopio. La naturaleza
escleromorfa de la planta generé dificultad al momento de separar las epidermis foliares y
también al realizar los cortes a mano alzada de los culmos, por lo que fue necesario ablandar
previamente el material en solucion de Franklin, que consiste en una mezcla de acido acético

glaciar y peréxido de hidrégeno en una proporcion 1:1 (Montti et al., 2009). Una vez sumergidos
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los tejidos en dicha solucion, se llevaron a la estufa a 55°C por 24 h, cumplido este lapso se
sometieron a un hervor suave en peréxido de hidrogeno (preparacion comercial 3% V/v)
durante 15 min. Una vez ablandados los tejidos, se procedi6 a realizar el raspado de epidermis
y se realizaron cortes transversales a mano alzada de los culmos. Tanto los cortes como las
secciones de epidermis se blanquearon con cloro comercial diluido al 30% y se tifieron con el

procedimiento anteriormente descrito.

Las observaciones fueron realizadas en microscopio Optico Zeiss con un ocular con una
escala en ym para medir la longitud de las células. El tamafio de los vasos, de células
epidérmicas y del mesdfilo se determind midiendo 10 células por campo, para un total de n=20
campos por especie, por sitio, mediante un ocular con escala graduada en um. Este mismo
método se utiliz6 para estimar la densidad estomatica (n°® estomas/mm?) y la densidad de
células siliceas (n° cs/mm?. Las descripciones anatémicas se hicieron siguiendo la

terminologia propuesta por Metcalfe (1960).

4.7. Pruebas histoquimicas
Las pruebas histoquimicas se realizaron con cortes transversales a mano alzada del

material fijado, tanto de hoja como de culmo y se les aplicé las siguientes tinciones:

4.7.1. Tincién con sudan lll
Esta prueba revela la presencia de sustancias con naturaleza lipidica por medio de una
intensa coloracién fucsia o rosada de los tejidos con deposiciones lipidicas. Para llevar a cabo
la tincion, se expusieron los cortes tanto de hoja como de culmo a una deshidratacion continua
con alcoholes butilicos de 30-50 y 70% por 10 minutos en cada uno, luego se pasaron los
cortes a los portaobjetos y se les agreg6 1-2 gotas de sudan Il (Sass, 1958), se le colocé el
cubreobjetos y se procedié a identificar los tejidos tefiidos en cada uno de los 6rganos

estudiados, mediante observaciones en el microscopio 4ptico.

4.7.2. Tincién con fluoroglucinol

Esta tincibn permite determinar la presencia de lignina en los tejidos vegetales,
mediante la coloracion de un rosado a fucsia intenso de la lignina. Para ello se colocaron las
muestras a ensayar en un portaobjetos y se les agreg6 1-2 gotas de fluoroglucinol y 1 gota de
acido clorhidrico al 10% (Sass, 1958), luego se le colocé el cubre objetos y se observaron las

preparaciones en el microscopio optico.
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4.7.3. Tincién con cloruro férrico

Esta prueba permite detectar la presencia de taninos, los cuales se tifien de color
marrén hasta pardo oscuro. Para realizar la tincién, se colocaron los cortes en un portaobjetos
y se les agreg6 1-2 gotas de cloruro férrico (Johansen, 1940) y se cubrié con un cubreobjetos,

para realizar las observaciones pertinentes en el microscopio.

4.7.4. Tincién con lugol
El fundamento de esta tincion se basa en que el lugol revela la presencia de almidén en los
tejidos, al tefiirlo de una coloracion azul oscuro a violaceo. Para tal fin, se colocaron los cortes
tanto de hoja como de culmo en el portaobjetos, luego se les agregd 2 gotas de lugol (Sass,
1958), se esperd a que ocurriera la reaccién y se colocd un cubreobjetos sobre las muestras

para hacer las observaciones en el microscopio éptico.

4.8. Microfotografia de barrido

Las caracteristicas ultraestructurales de la epidermis, como tipo y tamafio de las papilas
y de tricomas se estudiaron con Microscopia Electronica de Barrido (MEB), en el Laboratorio de
Analisis Quimico de Materiales LAQUEM-ULA. Para este fin, las muestras foliares, se
deshidrataron en una serie de alcoholes butilicos (Sass, 1958), incrementando la concentracion
de los alcoholes desde 50 hasta 100%, cada 24 h, una vez deshidratadas se colocaron en xilol
por 5 horas, con la finalidad de eliminar la cera. Posteriormente se sumergieron nuevamente en
butanol al 10 %, se dejaron secar y se recubrieron con sales de plata en un recubridor idnico,
para finalmente hacer las observaciones en el microscopio electrénico de barrido, marca
Hitachi, modelo S-2500.

4.9. Determinacion de la capacidad de sobreenfriamiento y temperaturas de dafio de
las especies

4.9.1. Capacidad de sobreenfriamiento

La capacidad de sobreenfriamiento se obtuvo a través de la determinacion de la
temperatura a la cual ocurre el congelamiento extracelular. Esta temperatura se obtiene
observando la formacion de exotermas en las muestras. Para esto, se cortaron los culmos de
cada especie a nivel del suelo e inmediatamente se introdujeron en un recipiente con agua,
para luego cortarlos nuevamente a una altura de 10 cm por debajo del agua. Este material fue

trasladado al laboratorio y se rehidratdé durante 24 horas. Las hojas se introdujeron en tubos de
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ensayo con un termopar de cobre-constantan sellados herméticamente con tapones de goma.
Luego los tubos fueron introducidos en un bafio refrigerante de alcohol isopropilico-agua,
disminuyendo la temperatura gradualmente desde 5°C hasta -20°C a una tasa de
aproximadamente 7,5 °C/h. La exoterma fue registrada cuando se aprecié un aumento en la
temperatura, como consecuencia del proceso de liberacién de calor durante la formacion de
hielo.

4.9.2. Temperatura de dafio celular

Para medir la temperatura a la cual ocurre el dafio celular, se utiliz6 el método de
liberacién de electrolitos modificado por Lindén (2002), el cual ha funcionado exitosamente con
cultivares de frutales en climas templados y bambues de zonas templadas (Ishikawa, 1984) y
por Ely (2009) en bambues del género Chusquea. Este método consiste en utilizar muestras de
tejido vegetal previamente expuestos a temperaturas bajo cero y sumergirlas en agua
deionizada, y de esta manera determinar la temperatura a la cual se da un aumento de la
conductividad eléctrica del medio. Este incremento de conductividad se debe a la ruptura de las
paredes celulares, lo que trae consigo la liberacion de iones, en su mayoria de potasio
procedente de la vacuola celular. La temperatura de dafio corresponde a un 50% de la pérdida

de electrolitos.

Para ello, las muestras fueron sometidas a una disminucién gradual de temperatura
desde los 5 hasta los -20°C, siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito. Las
muestras extraidas durante el procedimiento para determinar la temperatura de dafio fueron
sumergidas en 15 mm?® de agua deionizada, en un recipiente sellado y dejando reposar en el
refrigerador por 48 h a 4°C. Pasadas las 48 h se procedi6 a registrar la conductividad eléctrica
en uS (microsiemens), con un conductimetro digital modelo ExStik EC500 (marca Extech
Instruments, USA) en las soluciones de los tubos. Por ultimo, se procedié a romper por
completo las paredes celulares sumergiendo las muestras en nitrdgeno liquido por
aproximadamente 5 segundos. Inmediatamente se colocaron de nuevo las muestras en los
tubos con el agua deionizada respectiva, y se dej6 en el refrigerador por 48 h a 4°C. Pasado el
intervalo de tiempo, se registré de nuevo la conductividad, éste valor corresponde al 100% de
la pérdida de electrolitos. Con los valores obtenidos se calcul6 para cada especie la

temperatura a la cual se produce el 50% de la pérdida de electrolitos, con la siguiente ecuacion:

Ts00= Conductividad eléctrica inicial (para una temperatura x) *100

Conductividad eléctrica final (luego de la ruptura inducida)
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4.10. Anélisis estadisticos
Los datos anatémicos se analizaron estadisticamente mediante pruebas de ANOVA
entre las especies, para lo cual se utiliz6 el programa Statistica version 7, con un nivel de
significacion de p<0,05.

A los datos ecofisiologicos se le aplicaron andlisis estadisticos no paramétricos de
Mann-Whitney para determinar mecanismos de evasion o tolerancia al congelamiento, y de
Kruskal-Wallis para las comparaciones entre las tres especies. Ambos analisis se realizaron

con el programa Statistica version 7, con un nivel de significacion de p<0,05.
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5. Resultados

5.1. Datos de Microclima
Las temperaturas registradas en cada localidad nos indican que existe un gradiente

altotérmico, en el cual en las localidades mas bajas, Las Pifiuelas y El Molino (2525 y 2670 m
snm, respectivamente) no se registraron temperaturas por debajo de cero grados centigrados
(Tabla 1). A partir de la localidad La Culata (3025 m snm) se registraron temperaturas minimas
por debajo de cero. Hay que resaltar que los registros se hicieron para la época humeda, por lo
gue no se descarta que las temperaturas minimas disminuyan aun mas durante la época seca.
Por otro lado, las temperaturas minimas diurnas se registraron entre las 4:00 am y 6:00 am,
mientras que las temperaturas maximas diarias se registraron entre las 10:30 am y 13:30 pm.
Los registros microclimaticos correspondientes al periodo de estudio indican que existe una
mayor fluctuacion entre los valores de temperatura del suelo que en los del aire, lo cual pone

en evidencia que es el suelo el que experimenta las mas mayores fluctuaciones térmicas.

Tabla 1. Temperaturas promedio, minimas promedio y maximas promedio de cada localidad,
las temperaturas absolutas se indican entre paréntesis.

Suelo Aire Suelo Aire Suelo Aire
Las Pifiuelas 13+£0,03 14+0,03 10+£0,2 8,5+ 0,1 25+0,6 20+ 0,2
(6,6) (4,6) (32) (25)

El Molino 11+0,02 12+0,02 7,5+0,2 9,0+0,1 15+0,2 17+0,2

(4,6) (7,0) (19) (21)
La Culata  JEEEEEEEEs 9,25+0,07* = ------- e e e
(-0,16+0,03%) (18,8+0,08%)
La Aguada  QRREEEEEEEE 7,61£0,1* e e s e
(-0,68+0,01*) (20+0,06*)

b EREEY 8,6 +£0,1 6,2+0,04 15+0,1 2,0+0,1 27+1,0 15+0,4
(-1,7) (0,3) (46) (21)

* Datos extraidos de Ely (2009).
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5.2. Area foliar especifica (AFE)

Los valores obtenidos de AFE para cada especie no presentaron variaciones importantes,
de hecho al aplicarle las pruebas estadisticas correspondientes, no se apreciaron diferencias
significativas entre las poblaciones de C. spencei de El Molino respecto a C. angustifolia y C.
guirigayensis. Sin embargo, cuando se comparan los valores de AFE de estas tres con los
valores de AFE estimados por Ely (2009) para las poblaciones de C. spencei creciendo a
mayores elevaciones (poblaciones La Culata y La Aguada), si se observan diferencias
estadisticamente significativas (AFE).

Tabla 2. Promedios de area foliar (AF) y de area foliar especifica (AFE) para cada una de las
especies en las diferentes altitudes estudiadas.

4,940,3 107£2,3°
3,7+0,13 127+4,5°
4,8+0,31* 234 +14,9%
35+0,2% 244 +14,2%
0,6+0,02  112+3,65°

* Datos extraidos de Ely (2009).

5.3. Morfoanatomia
5.3.1. Chusquea angustifolia

a) Descripcion exomorfolégica
Arbusto de 70 hasta 170 cm de alto, con culmos de 0,3 a 1 cm de diametro en la base.
Lamina foliar lanceolada, de 5 a 13 cm de largo y de 0,3 a 0,6 cm de ancho de consistencia

escleromorfa y con un denso indumento piloso de coloracion péalida en ambas superficies.

b) Descripcién anatémica

e Anatomia foliar. Vista paradermal.

Superficie adaxial: se distinguen dos zonas, la zona costal y la zona intercostal (Figura 10a).
La zona costal esta compuesta por 2 filas de células longitudinales de paredes lisas, que
alternan con células siliceas (Tabla 4) con formas intermedias entre silla de montar y en cruz,

dispuestas horizontalmente e intercaladas con células suberosas o del corcho. Las células
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suberosas son variadas, unas alargadas de forma crenada, dispuestas verticalmente; y otras
con formas transitoria entre campana, cruz y silla de montar (Figura 10b). Se distinguen
macropelos muy conspicuos bicelulares (Figura 10c y h). La zona intercostal esta formada por
8-9 células longitudinales con borde sinuoso, células siliceas cuyas formas varian entre silla de
montar, campana y del tipo Chloris robusta; estas se disponen horizontalmente, en filas
alternando con células suberosas (Figura 10d). Las células suberosas y siliceas presentan
forma en silla de montar y del tipo Aristida ciliata. La superficie también presenta en los

costados ornamentaciones tales como aguijones y macropelos bicelulares (Figura 10d).

La superficie abaxial al igual que en la adaxial, presenta dos zonas (Figura 10e): la zona
costal esta compuesta por 2-3 filas de células longitudinales de paredes lisas y células siliceas
(Tabla 4) dispuestas horizontalmente, con formas transitorias entre silla de montar y cruz
(Figura 10f). Las células suberosas presentes en la zona costal muestran diversas formas
desde crenadas hasta en forma de cruz, que alternan con macropelos (Figura 10f). La zona
intercostal esta compuesta por 8-10 filas de células longitudinales de borde crenado; los
estomas se concentran en los bordes de la zona intercostal en filas de 4, con células
subsidiarias en forma de domo bajo (Figura 10e y f, Tabla 3). Esta zona presenta humerosas

papilas ramificadas que alternan con aguijones y macropelos (Figura 10g).

Seccion transversal: hoja hipoestomatica, con una cuticula gruesa, seguida de un estrato de
células epidérmicas adaxiales isodiamétricas, que alternan con grupos de células buliformes
(Figura 10l y m, Tablas 5 y 8). El mesdfilo estd compuesto por 3-6 estratos de células
raquimorfas con paredes engrosadas (Tablas 6 y 8), intercaladas en baja frecuencia con
células fusoides incoloras a cada lado de los haces vasculares (Figura 10l y m, Tabla 5). Haces
vasculares (Tabla 8) de hasta 4to orden (Figura 10 m), rodeados por dos vainas; la interna
lignificada y la externa no lignificada. De los haces vasculares se originan cordones de células
gue se extienden tanto a la superficie adaxial como a la abaxial (Figura 10m). El nervio medio
es convexo hacia la cara abaxial; rodeado por un casquete de fibras compuesto de 3 estratos
de células hacia la cara adaxial y de hasta 7 en la abaxial (Figura 10n). Superficie abaxial
compuesta de células epidérmicas isodiamétricas a rectangulares. De éstas Ultimas emergen

numerosas papilas bifurcadas (Figura 10j, Tabla 7) y macropelos bicelulares (Figura 10i).
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e Anatomia de culmo

Seccion transversal: a grandes rasgos se pueden distinguir tres zonas (Figura 11a): la
periférica (zona 1), la de transicion (zona 2) y la del centro del culmo (zona 3). La zona 1,
presenta una gruesa cuticula (Figura 11b) seguida de una fila de células epidérmicas alargadas
y una corteza formada por 7 filas de células con haces vasculares pequefios, rodeados de
numerosas fibras que se anastomosan formando un anillo esclerenquiméatico de 12 corridas de
células (Figura 11c, Tabla 9). En la zona 2 la proporcion de fibras disminuye conforme
incrementa el tamafio de los haces vasculares y de las células parenquimaticas (Figura 11c) y
esta tendencia se acentla en la zona 3, donde los haces vasculares y las células
parenquimaticas alcanzan su maximo tamafo (Figura 11d, Tabla 9) y éstas ultimas presentan

paredes celulares mas engrosadas (Figura 11e).

5.3.2. Chusquea spencei, poblacion EI Molino.

a) Descripcién exomorfoldgica
Arbustos de 40 a 80 cm de alto y con culmos de 0,3 a 0,8 cm de diametro en la base.
Lamina foliar linear de 4,5 a 8,5 cm de largo y de 0,2 a 0,5 cm de ancho, de consistencia

coriacea y superficie glabra.

b) Descripcion anatémica:
¢ Anatomia foliar. Vista paradermal

Superficie adaxial: zona costal compuesta de 1-2 filas de células longitudinales (Figura 12a)
gue alternan con células siliceas (Tabla 4) con forma de silla de montar, dispuestas
horizontalmente y células suberosas en forma de cruz (Figura 12b). La zona intercostal esta
formada de 9-12 filas de células longitudinales de bordes sinuosos, células suberosas en forma
variadas transitorias entre silla, cruz y campana y las células siliceas en silla (Figura 12c y h) y

numerosos aguijones concentrados en las zonas costales (Figura 12c).

Superficie abaxial: zona costal compuesta de 3 filas de células longitudinales (Figura 12d),
con células siliceas (Tabla 4) en forma de silla de montar dispuestas horizontalmente las cuales
alternan con células suberosas del tipo Poa glauca, en cruz, en silla de montar y transitoria
entre cruz y campana (Figura 12e). La zona intercostal posee de 7-12 filas de células
longitudinales de paredes sinuosas. Los estomas se encuentran dispuestos en 4 filas hacia los

margenes de la zona intercostal, con células subsidiarias en forma de domo bajo (Figura 12f,
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Tabla 3). Toda la superficie abaxial presenta numerosas papilas muy desarrolladas y aguijones
(Figura 12j).

Seccién transversal: cuticula gruesa; células epidérmicas adaxiales isodiamétricas que
alternan con grupos de las células buliformes (Figura 12k, Tabla 5y 8). Mesdéfilo compuesto de
células raquimorfas, dispuestas en filas de 3-6 células (Figura 12k, Tabla 5 y 8), a cada lado de
los haces se observan células fusoides bien diferenciadas (Figura 12k, Tabla 6). Haces
vasculares (Tabla 8) de hasta 4to orden, rodeados de una doble vaina de la cual se originan
cordones que se extienden hacia ambas superficies de la lamina (Figura 12k). Nervio medio
rodeado por un casquete de fibras de 7 capas de grosor hacia la cara adaxial y 5 hacia la cara
abaxial (Figura 12I). La superficie abaxial est4 formada por una capa de células epidérmicas

isodiamétricas a rectangulares de las cuales emergen abundantes papilas (Figura 12j, Tabla 7).
e Anatomia de culmo

Seccion transversal: La zona 1 esta formada por una cuticula gruesa, seguida de una fila de
células epidérmicas alargadas (Figura 13b). El anillo esclerenquimatico esta compuesto de 13
filas de fibras con haces vasculares pequefios (Figura 13c, Tabla 9) que van aumentando su
tamano (Figura 13a). La zona 2 posee haces vasculares de mayor tamafio y en la zona 3 son
mas grandes aun (Figura 13a y d, Tabla 9), igualmente las células parenquimaticas aumentan

de tamafio y sus paredes celulares se hacen mas engrosadas (Figura 13e, Tabla 9).

5.3.3. Chusquea spencei, poblacién La Culata

a) Descripcion exomorfolégica
Arbusto erecto de 150-300 cm de alto y de 1-4 cm de didmetro en la base del culmo.
Lamina foliar linear, de 5-14 cm de largo por 0,2-0,6 cm de ancho, de consistencia cartacea

hasta coriadcea y superficie glabra.

b) Descripcion anatémica
e Anatomia foliar. Vista paradermal

Superficie adaxial: se observd una zona costal comprendida por 1-2 filas de células
longitudinales y células siliceas (Tabla 4) con formas transitorias entre silla de montar y cruz,
orientadas horizontalmente (Figura 14a), que alternan con células suberosas en forma de silla

de montar, tipo Poa glauca, en cruz y en campana, dispuestas en su mayoria verticalmente;
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células siliceas en silla de montar ubicadas horizontalmente y aguijones en baja frecuencia
(Figura 14b). La zona intercostal esta formada por 11 filas de células longitudinales (Figura
14a) con numerosos aguijones ubicados hacia los margenes de esta zona; las células siliceas
estan en una menor densidad con respecto a la zona costal, éstas presentan formas de silla de
montar y se asocian a células suberosas dispuestas en pares con forma transitorias entre silla

de montar y campana (Figura 14c).

Superficie abaxial: zona costal compuesta de 2-3 filas de células longitudinales (Figura 14d)
intercaladas con células suberosas de formas variadas: en forma de cruz, campana, tipo Poa
glauca y en silla de montar orientadas tanto vertical como horizontalmente; células siliceas
(Tabla 4) con formas transitorias entre silla de montar y en cruz (Figura 14e). La zona
intercostal esta compuesta de 12 células longitudinales (Figura 14d); células suberosas
solitarias o en pares con formas muy diversas, transitorias entre campana y cruz tipo
Heterathoecia guineesis y en silla de montar, las células siliceas estan en una menor densidad
gue en la zona intercostal y se encuentran asociadas a células suberosas en forma de silla de
montar (Figura 14e). Los estomas estan dispuestos en 4 filas ubicados hacia los margenes de
la zona intercostal, con células subsidiarias en forma de domo bajo (Figura 14e, Tabla 3). Toda
la superficie esta cubierta de papilas muy conspicuas y la regiébn media de la zona intercostal

presenta aguijones bien desarrollados (Figura 14f).

Seccion transversal: cuticula engrosada (Figura 14h, Tabla 4); células epidérmicas adaxiales
isodiamétricas, alternando con grupos de células buliformes (Figura 14g, h y i, Tabla 5).
Mesofilo compacto, compuesto de células raquimorfas, dispuestas en 3 a 5 estratos de células
(Figura 14g y h, Tabla 5 y 8), células fusoides ausentes. Haces vasculares de 4to orden (Figura
14g, Tabla 8). Nervio medio rodeado por un casquete de fibras de 4 estratos de células hacia la
cara abaxial y 5 hacia la adaxial (Figura 14i). Superficie abaxial uniestratificada, constituida por
células epidérmicas isodiamétricas a rectangulares (Figura 14h), papilas muy desarrolladas con

proyecciones de papilas bifurcadas (Tabla 7).
e Anatomia de culmo

Seccibén transversal: zona 1 compuesta por una fila de células epidérmicas de las que
emergen macropelos (Figura 15b), seguida de un anillo esclerenquimatico compacto, con
haces vasculares periféricos (Figura 15c, Tabla 9). Zona 2 compuesta por células

parenquimaticas y haces vasculares cuyos tamafios incrementan desde la periferia al centro
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(Figura 15a, Tabla 9), alcanzando su maximo desarrollo en la zona 3 (Figura 15d y 6e, Tabla
9).

5.3.4. Chusquea spencei, poblacion La Aguada.

a) Descripcion exomorfoldgica

Arbusto erecto de 60-170 cm de alto y de 0,5-1,3 cm de diametro en la base del culmo.
Lamina foliar linear de 5-14 cm de largo por 0,2-0,6 cm de ancho, de consistencia cartacea
hasta coriacea y superficie glabra.

b) Descripcién anatémica:
e Anatomia foliar. Vista paradermal

Superficie adaxial: la zona costal esta formada por 2 filas de células longitudinales (Figura
16a) que alternan con células suberosas con forma en silla de montar y tipo Aristida ciliata var.
Capensis dispuestas verticalmente y células siliceas (Tabla 4) con forma de silla de montar
orientadas horizontalmente (Figura 16b). La zona intercostal esta compuesta por 9 filas de
células longitudinales (Figura 16a); en esta zona encontramos células suberosas tipo Poa
glauca y transitoria entre campana y en cruz y humerosos aguijones ubicados hacia el lado de
los costados (Figura 16¢) y en menor proporcion células siliceas (Tabla 4) en forma de silla de

montar asociadas con célula suberosa, orientadas horizontalmente.

Superficie abaxial: zona costal formada por 2-4 filas de células longitudinales (Figura 16d),
alternando con células siliceas (Tabla 4) en forma transitoria entre silla de montar y en cruz
dispuestas horizontalmente e intercaladas con células suberosas en forma de silla, transitoria
entre campana y cruz y tipo Aristida ciliata y escasos aguijones (Figura 16e). La zona
intercosal esta compuesta por filas de 8 células longitudinales, alternando con células
suberosas en silla y tipo Poa glauca orientadas en posicion horizontal y escasas células
siliceas (Tabla 4) en forma de silla de montar unidas en par con células suberosas; también se
pueden observar aguijones y una alta densidad de papilas (Figura 16g). Los estomas estan

dispuestos en 4 filas, con células subsidiarias en forma de domo bajo (Figura 16e, Tabla 3).

Seccibn transversal: cuticula gruesa depositada sobre una Unica capa de células epidérmicas
adaxiales isodiamétricas, éstas Ultimas alternadas con células buliformes (Figura 16 fy g, Tabla
5 y 8), seguidas de 4 estratos de células raquimorfas (Tabla 6 y 8) con paredes gruesas,
células fusoides incipientes que conservan los bordes invaginados de las células brasiformes

de las cuales se originan; haces vasculares de 4to orden (Figura 16f y g, Tabla 8). Nervio

32



medio rodeado por un casquete de fibras de 3 estratos en la cara abaxial y 5-6 estratos en la
adaxial (Figura 16h). La epidermis abaxial es uniestratificada y esta formada por células
isodiamétricas a rectangulares que rematan en papilas bien desarrolladas (Tabla 7).

e Anatomia de culmo

Seccion transversal: zona 1 formada por una cuticula gruesa, macropelos y células
epidérmicas alargadas y rectangulares (Figura 17a y b). Anillo esclerenquimatico de 6 filas de
células con haces vasculares pequefios (Figura 17b, Tabla 9). En la zona 2 (Figura 17a, Tabla
9) el cambio del tamafio de los haces vasculares y de las células parenquimaticas es mas
gradual que en los especimenes procedentes de El Molino y La Culata descritos anteriormente
(Figura 17c, Tabla 9), siendo en la zona 3 donde tanto los haces vasculares como las células

parenquimaticas presentan el mayor tamafio (Figura 17d, Tabla 9).
5.3.5. Chusquea guirigayensis

a) Descripcion exomorfolégica
Arbusto de 30 a 120 cm de alto y culmo de 0,2 a 0,6 cm de didmetro en la base. Hojas
triangulares a lanceoladas de 0,8 a 2,5 cm de largo y de 0,3 a 0,5 cm de ancho, de consistencia

escleromorfa, superficie glabra, el apice remata en un aguijon.

b) Descripcion anatémica
¢ Anatomia foliar. Vista paradermal

Superficie adaxial: zona costal estd compuesta por 2 filas de células longitudinales (Figura
18a), alternando con células suberosas de tipo Aristida ciliata, en cruz, transitorias entre el tipo
Bromus fibrosus, en silla y en campana, y con células siliceas (Tabla 4) en forma de silla de
montar, campana Y tipo Chloris robusta orientadas horizontalmente, también aunque en menor
proporcion se detectaron algunos aguijones (Figura 18b y h). La zona intercostal esta formada
por 11 filas de células longitudinales (Figura 18a), células suberosas de formas variadas: tipo
Aristida ciliata, en cruz, transitorias entre tipo Bromus fibrosus, en silla de montar y campana
(Figura 18c); células siliceas (Tabla 4) en forma de silla de montar y campana formando pares

con células suberosas (Figura 18c).

Superficie abaxial: la zona costal estad formada por 2 filas de células longitudinales (Figura
18d), células suberosas de tipo Aristida ciliata, en silla, en cruz y tipo Bromus fibrosus; y células

siliceas (Tabla 4) en forma de silla de montar, cruz y tipo Chloris robusta, macropelos

33



unicelulares y aguijones. Papilas altas rodeando los estomas (Figura 18e, f, i y j). Zona
intercostal compuesta por 10-14 filas de células longitudinales (Figura 18d); estomas
dispuestos en 6 filas (Figura 18d), células subsidiarias triangulares (Tabla 3); células suberosas
del tipo silla y campana dispuestas horizontalmente (Figura 18g) y células siliceas (Tabla 4)
con forma de campana en pares con células suberosas y aguijones (Figura 18g y i).

Secciéon transversal: cuticula marcadamente engrosada, células epidérmicas adaxiales
isodiameétricas, intercaladas con grupos grandes de células buliformes (Figura 18k, Tabla 5 y
8). Mesdfilo compacto, compuesto de 7-8 filas de células raquimorfas con paredes engrosadas,
células fusoides ausentes y haces vasculares de 3er orden (Figura 18k, Tabla 6 y 8). El nervio
medio esta formado por un haz vascular con un casquete de fibras de 7-10 filas que se
extiende desde el haz hasta la epidermis adaxial y de 5-7 filas de fibras desde el haz hasta la
epidermis abaxial (Figura 18l). Las células epidérmicas abaxiales isodiamétricas,

uniestratificadas con papilas ramificadas y notablemente altas (Figura 18j, Tabla 7).
e Anatomia de culmo

Seccion transversal: En la zona 1, se distingue una gruesa cuticula seguida de una capa de
células epidérmicas rectangulares con un anillo esclerenquimatico de 10 filas de células con
haces vasculares muy pequefios (Figura 19c, Tabla 9), que aumentan de tamafio de manera
gradual hacia el centro del culmo (Figura 19a). En la zona 2, los haces vasculares de transicion
aun poseen una densa capa de fibras que los rodean. Mientras que en la zona 3, el didmetro
de los vasos alcanza su maximo desarrollo (Figura 19b, Tabla 9); siendo estos los mas
pequefios con respecto a los anteriormente mencionados (Tabla 9). Lo mismo ocurre con las

células parenquimaticas, las cuales poseen paredes muy engrosadas (Figura 19d).
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Tabla 3. Disposicion de estomas, tipo de células subsidiarias y densidad estomatica.

4 Domo bajo

4 Domo bajo 934 + 32,9a
4 Domo bajo 367 +17,9°
4 Domo bajo 405 + 24,4°
6 Triangulary caras 448 + 14,2°

paralelas

Las letras representan diferencias significativas entre especies

Tabla 4. Densidad de células siliceas (CS)

Adaxial (CS/mm? Abaxial (CS/mm?)
224 +7,84 174 £ 9,97
322 £ 42,7 481 £ 49,3
140 £ 52,4 282 + 9,65

235,4 £ 33,0 439 £ 58,7
200 + 20,9 102 + 20,1
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Tabla 5. Dimension de células epidérmicas foliares.

Epidermis

Células adaxiales Células buliformes Células abaxiales
Grosor de
cuticula Ancho
(um) Alto (um) Ancho (um) Alto (um) (um) Alto (um)  Ancho (um)
C. angustifolia. 10,1 +0,36* 15,8+ 0,40° 8,59+ 0,32° 35,1+ 0,89° 22,1+ 1,32" 16,6 + 0,52° 11,2 +0,53"

Especie

C. spencei " " a " | " a
_ 594 +0,37° 12,9+ 0,35 11,2+ 0,58% 45,1 +1,34° 22,5+ 1,35 19,3 +0,55° 13,1 +0,39
(El Molino)
C. spencei b | b b
8,88 +0,40* 17,9+ 0,55° 11,0+ 0,39% 35,9+ 1,14° 22,2+ 1,23 20,3 + 0,49 11,8 + 0,36*
(La Culata)
C. spencei b b b b
6,88 + 0,38 18,4+0,50*° 11,9+ 0,39° 36,9+ 1,07° 20,8+ 1,32° 18,8 + 0,49° 11,1 +0,39
(La Aguada)

C. guirigayensis 9,94 +0,36% 20,3+ 1,14* 12,3+ 0,36° 52,4+ 1,59% 30,0+ 1,59% 31,9 + 0,64* 11,0 +0,43"

Las letras representan diferencias significativas entre especies.
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Tabla 6. Dimensiones de las células del mesdfilo.

Mesoéfilo
Células raquimorfas Células fusoides
Especies Alto (um) Ancho (um) Alto (um) Ancho (um)
C. angustifolia 195+064°  208+103  158+065 22,3+1,00

C.spencei (El Molino) ~ 164+0,82°  17,8+0,84"  12,0+0,47° 217+0,60
C.spencei (La Culata) 13,1 + 0,55d 179 + 0,74a Ausentes Ausentes
b
C. spencei (La Aguada) 14,1 +0,60  17,6+0,65  31,0+0,38 13,7+0,40

C. guirigayensis 14,1 + 0,39C 17,6 + 0,88a Ausentes Ausentes

Las letras representan diferencias significativas entre especies.

Tabla 7. Longitud de las papilas

12,8 £0,29°
13,3 £0,49°
14,8 £ 0,67°
14,5 +0,43°
18,9 +0,78°

Las letras representan diferencias significativas entre especies.
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Tabla 8. Didmetro y N° de haces vasculares, N° de células raquimorfas que separan los haces
vasculares y N° de células buliformes agrupadas.

DcEngsieET 20 T

a8 4 3a4d
37 8 5 4ab
36,3 8 6a7 5
40,8 8 4ab 4ab
56,9 5 8 5a6

Tabla 9. Valores promedio del diametro de los elementos de vaso y de las células
parenquimaticas

C. angustifolia 19,9+0,882 79,2+2,07° 34,8+2,22°

C. spencei (El Molino) 19+0,74° 74,9+1,76" 49+1,82°
C. spencei (La Culata) 14,9+0,5° 118 +1,78? 54,1+2 842
C. spencei (La Aguada) 14,7+0,39° 70,3+1,66° 46,4+ 1,99
C. guirigayensis 11,8+0,81° 47,60,91° 39,6 +1,67°

Las letras representan diferencias significativas entre especies.
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5.4. Pruebas histoquimicas

Los distintos ensayos de las pruebas histoquimicas revelan con claridad que las hojas de
las Chusqueas poseen una gruesa capa lipidica que evidencia la naturaleza hidrofébica de la
cuticula (Figura 20a) que se tifie intensamente de color rosado con el sudan lll. El mesdfilo de
la hoja contiene una gran cantidad de fibras marcadamente lignificadas que rodean los haces
vasculares los cuales adquieren una coloracion rojo intenso con el flouroglucinol. La presencia

de almidén en la hoja fue escasa y no se detectaron sustancias fenolicas ni taninos.

Los culmos al igual que las hojas presentaron una cuticula gruesa que se observo con la
prueba de sudan lll. El alto contenido de fibras se observé en todas las especies pero fue mas
relevante en C. guirigayensis (Figura 20b), la acumulacion de almidén en las células

parenquimaticas sélo se observé en C. guirigayensis (Figura 20c).

Tabla 10. Resultados de las pruebas histoquimicas foliares.

Coloracion Coloracion intensa  Escaso en las Ausentes
intensa de la de los casquetes células
cuticula esclerenquimaticos raquimorfas
y xilema
Coloracion Coloracion intensa  Escaso en las Ausentes
intensa de la de los casquetes células
cuticula esclerenquimaticos raquimorfas
y Xilema
Coloracion Coloracion intensa  Escaso en las Ausentes
intensa de la de los casquetes células
cuticula esclerenquiméaticos raguimorfas
y xilema
Coloracion Coloracién intensa  Escaso en las Ausentes
intensa de la de los casquetes células
cuticula esclerenquimaticos raquimorfas
y Xilema
Coloracion Coloracion intensa  Escaso en las Ausentes
intensa de la de los casquetes células
cuticula esclerenquiméaticos raguimorfas
y xilema
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Tabla 11.0Observaciones de las pruebas histoquimicas en culmo.

Cuticula gruesa

Cuticula gruesa

Cuticula gruesa

Cuticula gruesa

Cuticula gruesa

Coloracion
intensa del anillo
esclrenquimatico
y los casquetes

gue rodean los
haces vasculares

Coloracion
intensa del anillo
esclerenquimatico
y los casquetes

que rodean los
haces vasculares

Coloracion
intensa del anillo
esclerenquimatico
y los casquetes

que rodean los
haces vasculares

Coloracion
intensa del anillo
esclerenquimatico

y los casquetes
que rodean los
haces vasculares
Coloracion muy
intensa del anillo
esclerenquimatico
y los casquetes
que rodean los
haces vasculares

Escaso en las
células
parenquimaticas

Ausente

Ausente

Muy escasos en
las células
parenquimaticas

Muy abundantes
en las células

parenquimaticas.

Ausentes

Ausentes

Ausentes

Ausentes

Ausentes
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Figura 10. Anatomia foliar de Chusquea angustifolia.
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Figura 10. Anatomia foliar de Chusquea angustifolia. Superficie adaxial: a)
Vista paradermal, detalle de las zonas costales e intercostales. b) Detalle de la
zona costal, compuesta de células longitudinales, células siliceas, células
suberosas o del corcho y macropelos. c¢) Detalle de macropelos. d) Detalle de la
zona intercostal, formada por células longitudinales, aguijones, células siliceas y
suberosas. Superficie abaxial: e) Zona costal e intercostal. f) Detalle células
siliceas, suberosas, aguijones y estomas. ¢g) Detalle de macropelos.
Microfotografias de barrido: h) Superficie adaxial con abundantes macropelos. i)
Superficie abaxial con numerosos macropelos y papilas. j) Detalle de papilas de la
superficie abaxial. k) Detalle de un estoma. Vista en seccién transversal: |)
Detalle de las células buliformes y macropelos que emergen de ambas superficies
epidérmicas. m) Detalle del meséfilo, compuesto por células raquimorfas, células
fusoides y haces vasculares. n) Detalle del nervio medio y del casquete de fibras
gue rodea el haz vascular

Leyenda: A: aguijon. C: cuticula, CB: células buliformes, CC: células suberosas o
del corcho, CF: células fusoides, CL: células longitudinales, CR: células
raquimorfas, CS: células siliceas, Eab: epidermis abaxial, Ead: epidermis adaxial,
EST: estoma, F: fibra, Flo: floema, HV: haz vascular, Mp: macropelo, NM: nervio

medio, Xi: xilema, ZC: zona costal y ZI: zona intercostal.
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Figura 9. Vista en seccidn transversal del culmo de Chusquea angustifolia. a) Detalle de
los haces vasculares de la zona periférica (Z1), zona de transicién (Z2) y zona central (Z3) b)
Detalle de la cuticula y epidermis. c) Detalle del anillo de esclerénquima de la periferia y de los
casquetes de fibras asociados a los haces de la zona de transicién. d) Detalle de un haz
vascular de la regién central del culmo. e) Detalle de células parenquimaticas del centro del
culmo. Leyenda: C: cuticula, E: epidermis, Flo: floema, HV: haz vascular, HVc: haz vascular
del centro, HVp: haz vascular periférico, Pq: parénquima, Xi: xilema, Z1: zona uno, Z2: zona

dos y Z3: zona tres.
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localidad El Molino.

foliar de Chusquea spencei,

1a

e

Figura 10. Anatom
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Figura 12. Anatomia foliar de Chusquea spencei, localidad ElI Molino.
Superficie adaxial: a) Detalle de la zona costal e intercostal. b) Detalle de las
células siliceas y suberosas. c) Detalle de los aguijones y las células suberosas de
la zona intercostal. Superficie abaxial: d) Detalle de la zona costal e intercostal.
e) Detalle de las células siliceas y suberosas de la zona costal. f) Detalle de los
estomas. g) Detalle de los aguijones y las papilas. Microfotografias de barrido:
h) Superficie adaxial con aguijones. i) Superficie abaxial con numerosos aguijones
y papilas. j) Detalle de papilas de la superficie abaxial. Vista en seccion
transversal: k) Detalle epidermis con células buliformes en la superficie adaxial y
papilas en la superficie abaxial y en el mesofilo, ndtese las células fusoides que
alternan con los haces vasculares. |) Detalle del nervio medio, notese el haz

vascular rodeado de un casquete de fibras y las células fusoides.
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Leyenda: A: aguijén, C: cuticula, CB: célula buliforme, CC: célula del corcho, CF:
célula fusoide, CR: célula raquimorfa, CS: célula silicea, Eab: epidermis abaxial,
Ead: epidermis adaxial, EST: estoma, F: fibras, Flo: floema, HV: haz vascular, P:

papila, ZC: zona costal y ZI: zona intercostal.

Figura 11. Vista en seccién transversal del culmo de Chusquea spencei, localidad El
Molino. a) Detalle de la zona periférica, de transicion y central del culmo (Z1, Z2 y Z3,
respectivamente). b) Detalle de la cuticula, y la epidermis. ¢) Detalle de un haz periférico. d)
Detalle de un haz de la porcién central del culmo. e) Detalle de las células parenquimaticas de
la porcién central del culmo, nétese el engrosamiento de las paredes. Leyenda: C: cuticula,
CP: células parenquimaticas, E: epidermis, Flo: floema, PC: pared celular, Xi: xilema, Z1: zona

uno, Z2: zona dos y Z3: zona tres.
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Figura 12. Anatomia foliar de Chusquea spencei, localidad La Culata.

Superficie adaxial: a) Detalle de la zona costal e intercostal. b) Detalle de las células siliceas
y suberosas. c) Detalle de las células suberosas y los aguijones. Superficie abaxial: d) Detalle
de zona costal e intercostal. e) Detalle de las células siliceas, suberosas y los estomas. f)
Detalle de los aguijones y las papilas. Vista en seccion transversal: g) Detalle de las células
buliformes y los haces vasculares. h) Detalle del meséfilo, compuesto de células raquimorfas y
haces vasculares. i) Detalle del nervio medio rodeado de un casquete de fibras. Leyenda: A:
aguijon, C: cuticula, CB: célula buliforme, CC: célula del corcho, CR: célula raquimorfa, CS:
célula silicea, Eab: epidermis abaxial, Ead: epidermis adaxial, EST: estoma, F: fibras, HV: haz
vascular, P: papila, ZC: zona costal y ZI: zona intercostal.
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Figura 13. Vista en seccion transversal del culmo de Chusquea spencei, localidad La
Culata.

a) Detalle de la region periférica, de transicion y media (Z1, Z2 y Z3, respectivamente). b)
Detalle de la Z1, nétese los haces vasculares periféricos inmersos en el anillo
esclerenquimatico y un haz de mayor tamafio de la zona de transicion. c) Detalle de un haz
vascular periférico. d) Detalle de un haz vascular central rodeado de un casquete de fibras. e)
Detalle de las células parenquimaticas de la porcion central del culmo. Leyenda: Flo: floema,
HV: haz vascular, HVp: haz vascular periférico, Pq: parénquima, Xi: xilema, Z1: zona uno, Z2:

zona dos y Z3: zona tres.
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Figura 14. Anatomia foliar de Chusquea spencei, localidad La Aguada.
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Figura 15. Vista en seccion transversal del culmo

Figura 16. Anatomia foliar de Chusquea spencei, localidad La Aguada. Superficie adaxial:
a) Detalle de la zona costal e intercostal. b) Detalle de las células siliceas y aguijones. c)
Detalle de los aguijones y células longitudinales. Superficie abaxial: d) Detalle de la zona
costal e intercostal. e) Detalle de estomas, aguijones, células suberosas y siliceas. Vista en
seccion transversal: f) Detalle de células raquimorfas y haces vasculares. g) Detalle de
células buliformes y de células fusoides incipientes a cada lado del haz vascular. h) Detalle de
nervio medio y del casquete de fibras que rodea al haz vascular. Leyenda: A: aguijéon, C:
cuticula, CB: célula buliforme, CC: célula suberosa, CF: célula fusoide, CR: célula raquimorfa,
CS: célula silicea, Eab: epidermis abaxial, Ead: epidermis adaxial, EST: estoma, F: fibras, HV:

haz vascular, ZC: zona costal y ZI: zona intercostal.

Figura 17. Vista en seccién transversal del culmo: a) Detalle de la zona uno, dos y tres. b)
Detalle de un macropropelo del centro del culmo. d) Detalle de los haces vasculares de la
porcion central. Leyenda: AE: anillo esclerenquimatico, E: epidermis, Flo: floema, HVc: haz
vascular del centro, HVp: haz vascular periférico, HVt: haz vascular de transicion, Mp:

macropelo, Pq: parénquima, Xi: xilema, Z1: zona uno, Z2: zona dos y Z3: zona tres
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Figura 16. Anatomia foliar de Chusquea guirigayensis.
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Figura 18. Anatomia foliar de Chusquea guirigayensis. Superficie adaxial: a)
Detalle de la zona costal e intercostal. b) Detalle de las células suberosas y los
aguijones. ¢) Detalle de las células longitudinales, suberosas y siliceas. Superficie
abaxial: d) Detalle de zona costal e intercostal. e) Detalle de las células siliceas,
suberosas y aguijones. f) Detalle de los macropelos. g) Detalle de los estomas.
Microfotografias de barrido: h) Detalle de un aguijén en la superficie adaxial. i)
Epidermis abaxial, con numerosas papilas, aguijones y escasos macropelos. j)
Detalle de papilas.de la superficie abaxial. Vista en seccién transversal: k)
Detalle de las células buliformes, del meséfilo y de las numerosas papilas
abaxiales. |I) Detalle del nervio medio y del casquete de fibras que rodea al haz
vascular. Leyenda: A: aguijon, C: cuticula, CB: célula buliforme, CC: célula
suberosa, CL: célula longitudinal, CR: célula raquimorfa, CS: célula silicea, Eab:
epidermis abaxial, Ead: epidermis adaxial, EST: estomas, F: fibras, HV: haz

vascular, Mp: macropelo, P: papila, ZC: zona costal y ZI: zona intercostal.
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Figura 17. Vista en seccion transversal del culmo de C. guirigayensis.

a) Detalle de la zona periférica, de transiciobn y central (Z1, Z2 y Z3,
respectivamente). b) Detalle de la epidermis, y del anillo esclerenquimatico de la
zona periférica. c¢) Detalle de un haz vascular de la porcion central. d) Detalle de
las células parenquimaticas de la porcion central del culmo, n6tese el marcado
engrosamiento de las paredes. Leyenda: E: epidermis, Flo: floema, HVp: haz
vascular periférico, Mp: macropelo, Pq: parénquima, Z1: zona uno, Z2: zona dos y

Z3: zona tres.
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b)

c)

Figura 18. Pruebas histoquimicas en hoja y culmo.

a) Tincién con sudan lll, se evidencia la naturaleza lipidica de la cuticula de Chusquea
spencei. b) Culmo de C. guirigayensis tefiido con fluoroglucinol, en que evidencia la elevada
proporcion de tejidos esclerenquimaticos fuertemente lignificados asociados al tejido vascular,
¢) Culmo de C. guirigayensis, tefiido con lugol, se evidencia un elevado contenido de almidén

en las células parenquimaticas.
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5.5. Resistencia a temperaturas congelantes.

La figura 21 representa un ejemplo de las exotermas foliares registradas para cada
especie en un ensayo de congelamiento, se puede observar que las tres especies sobreenfrian
en un rango de temperatura entre los -12-y -10° C.

10
Tec) JB
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0 : = )
0,5 4.5
-5
-10
-15
-20
Tiempo (h)
—— (. angustifolia —@— C. spencei (El Molino) C. guirigayensis

Figura 19. Temperaturas de sobreenfriamiento (exotermas) para cada especie en estudio.

En la tabla 12 se indican los resultados obtenidos de los ensayos de congelamiento y
dafio para cada especie. Para las tres especies estudiadas, Chusquea angustifolia, C. spencei
(El Molino) y C. guirigayensis, la temperatura a la cual se inicié el congelamiento estuvo entre
los -13,8 y -7,4°C; las temperaturas de dafio se mantuvieron muy cercanas a estas Ultimas,
entre los -13,8°C y -8,74°C. Los analisis estadisticos sefialan que no hay diferencias
significativas entre las temperaturas de congelamiento y las de dafio para ninguna de las
especies, lo que nos indica que la respuesta a las temperaturas congelantes para estas tres
especies es de evasion. Esto coincide con los estudios realizados previamente en las
poblaciones de C. spencei procedentes de La Culata y La Aguada (Ely, 2009). Por el contrario,
las temperaturas de dafio no presentaron diferencias significativas entre especies, ni dentro de
la misma especie en el caso de C. spencei.
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Tabla 12. Temperaturas de congelamiento extracelular y de dafio para las diferentes especies.

Prueba estadistica de U de Mann Whitney, Kruskal Wallis y Tukey para un P<0,05.

-10,2+0,38 -12,3+0,33
-10,0+0,31 -11,5+0,9
-12,1 +0,52 -12,0+ 0,22
-12,1 +0,32 -12,2 + 0,37
-10,3+0,45 -10,4+0,7

No hubo diferencias significativas ni entre las temperaturas de congelamiento y de dafio para cada
especie, ni entre especies.
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6. Discusidén

6.1. Microclima

Los datos de temperatura para las localidades ubicadas a menor altitud como Las Pifiuelas
(2525 m) y EI Molino (2670 m) no presentaron temperaturas congelantes; sin embargo aun
cuando Las Pifiuelas estd a una menor elevacion que El Molino, las temperaturas minimas
registradas a nivel del aire fueron de 4,6°C y de 7°C respectivamente. Estas discrepancias
pueden atribuirse a varios factores: en primer lugar, el hecho de que existe un pequefio desfase
en los periodos de mediciones registradas en ambos sitios (varias semanas) y aunado a ello,
que en ambos casos representan un periodo relativamente corto (varios meses), por lo que no
se descarta el hecho de que esta tendencia pudiese invertirse; en segundo lugar, es factible
gue la mayor nubosidad y por ende mayor humedad del aire que caracteriza al paramo de Las
Pifiuelas mantenga temperaturas mas bajas que en El Molino, que esta situada en una
vertiente mas seca y adicionalmente mas expuesta a la radiacion. En este estudio, las
temperaturas congelantes a nivel del aire se registraron en las localidades por encima de los
3000 m snm; es decir, en La Culata, La Aguada y Piedras Blancas (-0,16; -0,68 y 0,3;
respectivamente), aunque ésta Ultima puede llegar a bajar cercano a los -4°C (Céceres
comunicacion personal) segun registros realizados en un afio completo. Hay que considerar
gue en este trabajo los registros de temperaturas para Las Pifiuelas, El Molino y Piedras
Blancas, se llevaron a cabo durante periodos marcadamente hiumedos (Mayo y principios de
Diciembre del 2010), por lo que cabria esperar que durante la temporada seca estas
temperaturas disminuyan alin mas. Los registros de temperatura realizados en cada localidad
tenian por objeto comprender mejor la influencia que puede tener dicho factor sobre la
estructura morfoanatémica y la respuesta a temperaturas congelantes en las especies de
Chusquea que ocupan diferentes pisos altitudinales en el paramo. No obstante, es fundamental
tener en consideracién que las temperaturas actuales en este ecosistema han incrementado
progresivamente desde su primera aparicion y aln cuando los paramos ubicados en el limite
inferior de este gradiente altitudinal no presenten en la actualidad temperaturas congelantes, es
de suponer que durante los periodos glaciares cuando las condiciones climaticas eran mucho
mas frias que las del presente, estos estuvieran expuestos a heladas nocturnas. Van der
Hammen (1974), realizd un estudio de reconstruccion climatica y de vegetacion basado en el
analisis de registro de polen en las altas montafias de Colombia, y encontré que durante el
pleistoceno superior (el periodo glaciar mas frio en los Andes), el limite arb6reo de zonas
hamedas descendi6 entre 1200 a 1500m con respecto a los limites actuales (aproximadamente

3500m snm en vertientes humedas), es decir, que el paramo se situaba a aproximadamente
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2000 m de altitud. El mismo autor registré a esa altitud lo que él denomina polen de paramo,
gue estd compuesto basicamente por gramineas, de esta manera sugiere que los cinturones de
vegetacion de paramo se desplazaron hacia altitudes mas bajas cercanas a los 2200-3000 m
de altitud; y adicionalmente propone que los glaciares llegaron a su maxima extensién durante
dicho periodo, apareciendo a partir de los 3000 m. Otro trabajo que apoya la hip6tesis del
desplazamiento del cinturén de vegetacion de paramo a menores altitudes, fue el realizado por
Salgado-Labouriau et al. (1977), estos autores hicieron un registro palinolégico en la Laguna de
Mucubaji en el Estado Mérida, y encontraron un ensamble de polen similar al que se encuentra
en la actualidad en el piso altitudinal de superparamo de Piedras Blancas; basado en estos
hallazgos, sugieren que hace 12650-12250 BP el clima era mucho més frio y seco que el de la
actualidad, y como consecuencia de dichas condiciones ocurrid6 un desplazamiento de la
vegetacion de superparamo o altiandino (3600m), mientras que el paramo propiamente dicho
se desplazdé 400m mas por debajo del limite actual. Dichos estudios sugieren que las plantas
gue colonizaron estos ecosistemas debieron desarrollar ciertas respuestas adaptativas que les
permitieran resistir no sélo las bajas temperaturas de los periodos glaciares sino también las

fluctuaciones térmicas que caracterizaron estos ecosistemas a lo largo de su historia.

6.2. Estructura exomorfoldgica

En el presente trabajo, estudiamos los rasgos morfoanatémicos y la respuesta fisioldgica a
temperaturas congelantes desarrolladas por tres gramineas lefiosas a lo largo de un gradiente
altitudinal de 1485 m, en el ecosistema paramero. El gradiente estudiado no pertenece a una
transecta continua de una misma ladera, debido a que estas especies no crecen en un misma
ladera montafiosa sino que se distribuyen en localidades muy puntuales tanto en Sierra la
Culata como en Sierra Nevada de Mérida; Chusquea angustifolia y C. guirigayensis crecen
exclusivamente en Sierra La Culata, mientras que C. spencei crece en las dos sierras. Es por
ello importante tener en cuenta que las distintas areas de estudio se ubican en formaciones
geoldgicas que difieren en edad y en la naturaleza de su material parental. Adicionalmente
debe tomarse en cuenta las diferencias microclimaticas tales como las temperaturas del aire y
del suelo, el contenido del agua en el suelo, entre otras, que son generadas por la exposicién
de la ladera, ya que ésta Ultima esta bajo la influencia de régimen de precipitacion y de vientos
gue operan tanto a escala regional como local (Monasterio, 1980b). Es de esperar, que todas
estas diferencias microclimaticas repercutan en las respuestas adaptativas de las Chusqueas

de paramo.
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Nuestra primera hipétesis planteaba “a medida que se asciende en el gradiente altitudinal,
tanto los atributos exomorfolégicos como anatémicos debian hacerse cada vez mas
xeromorficos en este género, ya que las condiciones climéticas deben ser cada vez mas
xéricas (extremas)”; no obstante, los resultados obtenidos revelaron que esta premisa no se
cumple de manera incondicional. Un ejemplo de ello es el AFE, cuyos valores se esperaba que
disminuyeran a medida que la altitud incrementaba. Encontramos que las variaciones del AFE
no son consistentes con las variaciones de altitud; C. angustifolia, la especie que se encuentra
en el limite inferior del gradiente (2525 m) present6 un AFE de 107 cm?/g, los individuos de C.
spencei de El Molino (2670m) presentaron un AFE de 127 cm?/g, C. spencei de La Culata
(3025m) el AFE fue de 234 cm?/g; C. spencei de la localidad La Aguada (3320m) de 244 cm?/g,
y C. guirigayensis que es la especie que ocupa el limite superior del gradiente (4070m)
present un AFE de 112 cm?g. Esto nos indica que C. angustifolia; C. spencei de El Molino y
C. guirigayensis poseen hojas mas gruesas, pesadas y con menor superficie foliar que las de
C. spencei de La Culata y La Aguada, y ello constaté al comparar el grosor de las laminas
foliares y la proporcién de tejidos esclerenquimaticos asociados a los haces vasculares, que
contribuyen a un mayor peso. Estas diferencias pueden ser atribuidas tanto a la estructura
morfoanatémica propia de cada especie, como a las condiciones climaticas a las que estan
expuestas en cada caso. C. angustifolia crece en una sabana paramera de Sierra La Culata,
con suelos arenosos, presumiblemente oligotroficos por el predominio de gramineas, donde a
pesar de la acentuada nubosidad que caracteriza la zona pueden estar expuestas a una alta
radiacién entre las 10:00-13:00 h que provocan incrementos de temperaturas de hasta 25 °C,
aqui los individuos llegan a medir hasta 1,7m de altura; las hojas son grandes pero poseen una
consistencia marcadamente escleromorfa, ademas de un denso indumento de tricomas, los
cuales también deben incrementar el peso de la lamina foliar. La poblacion de C. spencei de El
Molino crece en una vertiente seca de la formacién Sierra Nevada, con pendientes muy
inclinadas; los individuos son de porte pequefio (hasta 0,8 m), con hojas relativamente
pequefias y coriaceas. Por el contrario, los individuos de C. spencei del paramo La Culata
(3025 m) crecen en una vertiente mas hiumeda, adyacentes a un arroyo, y es en esta localidad
donde esta especie alcanza su maximo desarrollo, dado que los individuos de esta localidad
pueden llegar a medir 3 m de altura y su culmo puede alcanzar hasta 4 cm de diametro (Ely,
2009), la lamina foliar es larga y delgada y es en base a esto que Ely (2009) sugiere que es en
estas condiciones donde esta especie alcanza su Optimo desarrollo. En contraste, los
individuos de C. spencei del paramo La Aguada (3320-3650 m), presentan alturas intermedia,

sin embargo; ello no influye sobre sus dimensiones foliares, dado que sus valores de AFE no

60



difieren de manera significativa con respecto a los de La Culata, presumiblemente por el hecho
de que esta localidad también se ubica en una vertiente humeda (Ely, 2009), pero el
incremento en la altitud probablemente condiciona otros factores (térmicos 6 edéaficos) que
impiden que los individuos alcancen su éptimo como en Sierra La Culata. Por su lado, C.
guirigayensis que se distribuye en el paramo desértico altiandino de Sierra la Culata, se
caracteriza por presentar individuos de menor tamafio 0,3-0,5 m (excepcionalmente se
encuentran algunos de hasta 1,2 m de altura), y se caracteriza por presentar hojas
marcadamente mas pequefias, muy escleromorfas, con una muy elevada proporcion de tejidos
esclerenquiméticos, lo cual obviamente disminuye su AFE. Ely (2009), determind que el AFE
incrementa notablemente en las Chusqueas trepadoras de selva nublada, donde se observan
valores de hasta 352,87 cm?/g en C. purdieana, lo cual representa un valor relativamente
elevado cuando se compara con el de las especies de Chusquea arbustivas de paramo. Estas
diferencias pueden ser atribuidas al hecho de que en este ecosistema la luz puede llegar a ser
un factor limitante, por lo que la mayoria de las plantas presentan hojas con laminas mas
expandidas y delgadas. De hecho, C. purdieana posee una hoja de consistencia membranacea
gue se enrollan rapidamente con la pérdida de turgor, como ocurre tipicamente en gramineas
de hojas muy delgadas y con una relacion superficie/peso grande. En contraste, las especies
de Chusqueas de paramo presentan por lo general hojas con una lamina mas pequefia y
engrosada, caracterizada por un mayor contenido de tejidos esclerenquimaticos, vy

consecuentemente valores de AFE mas bajos.

Estos resultados también pueden estar vinculados con la naturaleza oligotréfica de los
suelos de paramo. Reich et al. (1992), determind que en las plantas que crecen en suelos
oligotréficos las hojas persistentes son seleccionadas frente a las caducas, y se distinguen por
ser mas gruesas, duras y por presentar un alto contenido en tejidos esclerenquimaticos. Las
hojas de las Chusqueas de paramo suelen durar como minimo dos afios (Ely, comunicacion
personal), razén por la cual se justifica el alto contenido de tejidos esclerenquimaticos, que
aparte de incrementar la longevidad de la hoja, debe ofrecerle una mayor resistencia frente a

los dafios mecanicos que pueden ser ocasionados por el viento.

6.3. Estructura y adaptaciones morfoanatomicas

6.3.1. Anatomia foliar
En relacion a los caracteres anatomicos foliares, las tres especies estudiadas presentaron

una anatomia uniforme tipica de la subfamilia Bambusoideae, que consiste en una epidermis
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uniestratificada en ambas caras con células siliceas, aguijones, papilas y con frecuencia
macropelos. En la superficie adaxial al igual que el resto de las gramineas presenta células
buliformes piramidales en grupos de 3-6. El mesdfilo est4 formado por células raquimorfas 6
brasiformes y haces vasculares asociados a células fusoides (tipicamente ausentes en
especies de paramo). La epidermis abaxial es uniestratificada, con estomas en los margenes
de la zona intercostal (Metcalfe; 1960; Calderén y Soderstrom, 1980; Clark, 1990; Judziewicz et
al., 1999; Vieira et al., 2002; Montiel et al., 2006; Montti et al, 2009; Kiyota y Ely 2010). Este
estudio demostré que las dimensiones de las células que conforman la estructura foliar tipica
de las Bambusoideae varia en funcién de las condiciones ambientales y no necesariamente de
manera consistente con los incrementos de altitud, contrario a lo propuesto en la hipétesis,
segun la cual, se esperaba que se acentuaran los caracteres xeromorficos foliares a lo largo del
gradiente altitudinal. Trabajos anatémicos previos realizados en plantas propias del paramo
pertenecientes a las familias Asteraceae (Torres et al., 1996, Torres 1998), Iridaceae (Rojas,
2002), Melastomataceae (Ely y Torres, 2003), Phormiaceae (Ely y Luque, 2006), Orchidaceae
(Dugarte, 2005) y Rosaceae (Colmenares et al., 2005), presentan caracteres xeromorficos
comunes como son: cuticulas gruesas, células epidérmicas altas, incremento en la densidad de
tricomas y mesofilo marcadamente compacto, dichos caracteres se han considerado como
respuestas adaptativas a su habitat.

A continuacion analizaremos en detalle cada uno de estos caracteres xeromorficos en este
grupo. El mayor grosor de cuticula, de acuerdo a las pruebas histoquimicas correspondié en
sentido decreciente a C. angustifolia (2525m), C. guirigayensis (4070m), y la poblacion de C.
spencei de La Culata (3025m); en el caso de las dos primeras especies, este caracter coincide
con hojas mas escleromorfas y con mayor contenido de esclerénquima. En el caso de C.
spencei, las diferencias en el grosor de la cuticula no se correlacionan linealmente con la
altitud, por lo que podria ser conveniente tomar en consideracién la influencia de otros factores,
tales como la posicion de las hojas en la planta. Distintos estudios en plantas de ambientes
asociados a la vegetacién de paramo en Venezuela (Rada et al., 1987; Torres et al., 1996;
Bricefio et al., 2000; Ely y Torres, 2003; Ely et al., 2005; Dugarte, 2005; Azé6car, 2006; Ely y
Luque, 2006; Luque et al., 2006; Colmenares et al., 2005) y otros en condiciones ambientales
xéricas ¢ extremas? (Maximov, 1931; Penfound, 1931; Shields, 1950; Pykkd6, 1966), indican que
la presencia de una gruesa cuticula en estos ambientes, deben cumplir la funcién de disminuir
la pérdida de agua por evapotranspiracion (Maximov, 1931; Penfound, 1931; Shields, 1950 y
1951; Pykkd, 1966; Ely y Torres, 2006; Colmenares et al., 2005) 6 puede reflejar el exceso de
radiacion (Ely y Torres, 2006; Ely et al., 2005).
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Las células epidérmicas adaxiales, buliformes y abaxiales fueron notablemente mas altas en
C. guirigayensis con respecto a las otras especies, lo cual puede ser interpretado como una
adaptacion a las condiciones abiertas y con mayor insolacion que caracterizan el altiandino,
cuya funcion es la de regular el paso de la luz hacia las células del mesofilo (Torres et al., 1996;
Ely y Torres, 2003), dado que es un atributo muy frecuente en otros grupos de plantas que
habitan este piso altitudinal; entre ellos Oritrophium (Torres et al., 1996), Coespeletia (Torres,
1998), Chaetolepis lindeniana (Ely y Torres, 2003), Orchidaceae (Dugarte, 2005), Polylepis
sericea (Colmenares et al., 2005) y Eccremis coarctata (Ely y Luque, 2006). Esta aseveracion
también se apoya en el hecho de que tanto especies trepadoras de la selva nublada andina: C.
purdieana, C. serrulata y C. uniflora, como las del Bosque Atlantico argentino, especificamente
C. ramosissima y C. tenella presentan células epidérmicas y buliformes marcadamente mas
bajas (Montti et al., 2009; Kiyota y Ely, 2010; Ely en preparacion). Las células buliformes son
responsables del plegamiento de la hoja, en respuesta a los cambios de turgor inducidos por
las fluctuaciones de humedad, por lo cual los incrementos en tamafio son probablemente
producto de adaptaciones a ambientes con limitaciones hidricas, que pueden ser provocadas
por el congelamiento nocturno del agua en el suelo, menores precipitaciones aunados a
condiciones de mayor radiacion. Otro caracter cuyas variaciones en este grupo de bambues
arbustivos de paramo se relacioné inicialmente con condiciones de mayor radiacion y/o menor
disponibilidad de agua, fue el incremento en el nimero de las células buliformes, que aumenta
hasta seis células en C. guirigayensis; sin embargo, el hecho de que en las trepadoras de selva
nublada, este nimero varie entre 2-6 células, independientemente de la altitud, sugiere que no
existe tal relacion.

Las tres especies presentaron formas de células siliceas en comin como son: en silla de
montar, campana y cruz; sélo C. guirigayensis presentd una forma adicional con respecto a las
demas que fue del tipo Chloris (Bromus fibrosus), y todas orientadas horizontalmente. Se ha
considerado que la forma y la orientacién de éstas células estan principalmente bajo el control
genético mas que por las condiciones del medio, razén por la que son utilizadas como una
herramienta taxonémica (Prychid et al., 2003), en especial dentro de la familia Poaceae han
tenido esta aplicacion (Metcalfe, 1960; Montti et al., 2009; Garlet et al., 2009). Sin embargo, la
cantidad de células siliceas y por ende, el contenido parece estar influenciada por las
condiciones ambientales, en especial la disposicion de ciertos nutrientes en el suelo (Prychid et
al., 2003). En este trabajo se midio la densidad de células siliceas (DCS) en la lamina, estos
resultados demuestran que C. guirigayensis, C. angustifolia y C. spencei de La Culata

presentan la DCS méas bajas. La primera se caracteriza por tener hojas pequefias casi
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adpresas, por lo que la incidencia de los rayos solares sobre la lamina disminuye, tricomas
escasos y una alta densidad de papilas que probablemente le permiten tener tasas
fotosintéticas favorables. Lo mismo debe ocurrir con C. angustifolia, que al estar en un lugar
mas humedo, con radiaciébn maxima entre las 10:00am a 13:00 pm y en la tarde una alta
nubosidad, aunado a que ésta especie posee hojas mas grandes que la anterior y con un
angulo foliar mayor con respecto a la vertical, se encuentra cubierta no sélo por las papilas sino
por una alta densidad de tricomas que le deben permitir mantener un ambiente mas himedo en
las adyacencias de los estomas y asi conservar tasas fotosintéticas altas. Por el contrario las
poblaciones de C. spencei de La Culata, La Aguada y El Molino exhiben DCS mayores en
sentido creciente, esto parece estar relacionado con el tamafio de los individuos. En La Culata
los individuos son de mayor tamafio por lo que se ha considerado que se encuentra en su
Optimo y presenta las DCS mas bajas de las tres localidades para esta especie, mientras que
los individuos de La Aguada son de tamafio intermedio y poseen DCS intermedias con respecto
a las otras dos poblaciones y los de El Molino son de menor tamafio y con DCS muy altas.
Aungue se ha sugerido que las tasas de transpiracién afectan la acumulacién de silice y que
esto a su vez puede estar relacionado con la capacidad fotosintética, no existen resultados
concluyentes al respecto (nosotros o Motomura), como indican los estudios realizados por
Motomura et al., (2008) en Sasa veitchii, un bambi de bosques templados de Japdn; este autor
sugiere que contenidos de silice inferiores al 25% del peso seco de la hoja no afectan las tasas
de fotosintesis. En el presente estudio no se cuantificé el contenido de silice foliar, ni se
estudiaron atributos ecofisiol6gicos tales como tasas de fotosintesis y transpiracién por lo cual
no podemos concluir con respecto a estas variables, lo que si podemos proponer es que las
diferencias en las DCS bien podrian estar influenciadas por las condiciones del sitio (Giraldo et
al., 2009) y posiblemente por procesos metabdlicos, aunque desconocemos como afectan a
estos Ultimos. En base a esto sugerimos que en estudios posteriores relacionados con ésta
tematica, se realicen mediciones de asimilaciébn de carbono, transpiracién y conductancia
estomatica, asi como la determinacion de la concentraciéon de silice foliar.

Los macropelos se encontraron en ambas superficies tanto en C. angustifolia como en C.
guirigayensis, aunque en menor proporcion en este Gltimo, y su ausencia en las trepadoras de
selva nublada sugiere que podria constituir una adaptaciéon a ecosistemas de alta montafa,
particularmente porque los tricomas son un caracter relativamente comdn a otros grupos de
plantas propias del paramo (Torres et al., 1996; Torres, 1998; Ely y Torres, 2003; Colmenares
et al., 2005; Ely y Luque, 2006). Los tricomas contribuyen a amortiguar los cambios de

temperatura y de humedad, por lo cual constituyen un cardcter muy apropiado bajo estas
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condiciones (Maximov, 1931; Shields, 1950; Ely y Torres, 2003; Torres et al., 1996). Sin
embargo, no necesariamente todo debe interpretarse bajo la premisa de causa efecto; el hecho
gue C. spencei carezca de macropelos a pesar de crecer a altitudes superiores a las de C.
angustifolia también implica que puede tratarse de un atributo propio de algunas especies.

Las papilas son un elemento caracteristico del género Chusquea (Metcalfe, 1960; Clark,
1990; Judziewicz et al., 1999; Vieira et al., 2002; Montti et al, 2009; Kiyota y Ely 2010), este
estudio reveld que el tamafio de dichas estructuras aumentan a medida que se asciende en el
gradiente altitudinal (Tabla 7). Este incremento de tamafio si podria interpretarse como una
adaptacion a las condiciones de elevada radiacion (Pykkd, 1966; Fahn, 1990), que se presenta
también en otros grupos de plantas helidfitas, tanto de paramo (Ely y Torres, 2003; Dugarte,
2005; Azocar, 2006; Ely y Luque, 2006), como en epifitas de bosque (Ely et al., 2007). A
diferencia de otros grupos de plantas, e incluso de otros bambues lefiosos, en el género
Chusquea las papilas se forman tanto sobre las células oclusivas de los estomas, como en todo
el resto de las células epidérmicas abaxiales. Esta disposicion sugiriere que éstas crean un
ambiente saturado de humedad y CO, entorno al estoma, lo cual permite mantener los estomas
abiertos, sin incrementar la transpiracion y de esta forma contribuyen a mantener tasas
fotosintéticas positivas (Metcalfe, 1960; Lambers et al., 2008; Ely 2009). Adicionalmente, las
papilas pueden contribuir a atenuar los cambios bruscos de temperatura, reflejando el exceso
de radiacion, lo cual puede ser muy beneficioso en ecosistemas de alta montafia.

Los aguijones también constituyen modificaciones epidérmicas tipicas de gramineas y se
encuentran en una elevada densidad en estas tres especies, independientemente de la
elevacion a la cual crecen. Gomez y Tellez (2008), estudiaron especies de gramineas
subalpinas y alpinas a lo largo de un gradiente altitudinal en México; y encontraron que todas
las especies alpinas presentaron aguijones, a diferencia de las subalpinas, en las cuales este
caracter no era constante. Segun estos autores, la proyeccion de la sombra de los aguijones
sobre la superficie de la lamina disminuye la temperatura foliar y de esta manera reduce la
pérdida excesiva de agua por transpiracion.

El mesdfilo es notablemente compacto en las tres especies; este estudio revelé que el
namero de células raquimorfas que separan los haces vasculares incrementa de manera
consistente con la altitud (Tabla 8). ElI meséfilo compacto constituye un atributo propio de
plantas de paramo, presente tanto en arbustos esclerdéfilos (Ely y Torres, 2003; Azdcar, 2006),
arboles ((Ely et al., 2005; Colmenares et al., 2005), hierbas acaulescentes (Ely y Lugue 2006),
orquideas terrestres (Dugarte, 2005) y sufratices (Azécar, 2006). La compactacion del mesdfilo,

entendiéndose por compacto aquel formado por células pequefias de paredes engrosadas,
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puede proporcionar diversas ventajas: por un lado le confiere un transporte de agua mas
eficiente (Luque et al., 1999), y por otro disminuye el espacio intercelular con la consecuente
disminucion del agua apoplastica, lo cual le confiere mayor resistencia a la desecacion,
particularmente por el hecho de que evita la nucleacion de hielo extracelular en condiciones de
temperaturas congelantes (Pyykko, 1966; Rada et al., 1985, 1987; Ely y Torres, 2003;
Colmenares et al., 2005; Ely, 2009).

Este estudio revelé que las Unicas especies con células fusoides bien diferenciadas en el
mesodfilo son C. angustifolia (22,3 um de largo) y C. spencei en El Molino (21,7 um de ancho);
éstas células estan ausentes en las poblaciones de C. spencei de La Culata y en C.
guirigayensis, y presentaron un desarrollo muy incipiente en las poblaciones de C. spencei de
La Aguada (13,7 um de ancho), ya que dichas células exhiben formas transitorias con células
raquimorfas de las cuales se originan, con bordes profundamente invaginados. En Chusquea
tenella y C. uniflora especies asociadas a vegetacion de selva, dichas células son muy bajas y
alargadas, llegando a medir hasta 100 um de ancho y de alto 10-15 um (Metcalfe, 1960;
Kiyota y Ely, 2010). March y Clark (2010), estudiaron hojas de sombra y de sol de
Phyllostachys aurea, Bambusa longispiculata, Chusquea liebmannii, C. culeou y Yushania
niitakayamensis. Compararon el desarrollo y la capacidad de refraccion de la luz de las células
fusoides; y concluyeron gue dichas células favorecen la absorcion y redistribucion de la luz en
el mesdfilo, por lo que las consideran como una estructura asociada a ambientes donde la luz
es un elemento limitante en el desarrollo de las plantas, razon por la cual alcanzan su maxima
expresion en bambues trepadores de bosques nublados y estan presentes en especies
arbustivas asociadas a paramos bajos con elevada nubosidad. Vieira et al., (2002) proponen
gue la estrecha asociacion de las células fusoides a los haces vasculares, sugiere que éstas
desempefan funciones de almacenamiento y transporte de agua en el mesdfilo.

En relacion al desarrollo de los haces vasculares en estas especies, encontramos que C.
guirigayensis representa la especie con haces vasculares de mayor diametro, y en
consecuencia presenta un menor nimero de haces por unidad de superficie con respecto a C.
angustifolia y C. spencei, y en esta Ultima, ni el diametro ni el nimero de haces parecen estar
afectados por la altitud. Contrario a lo que se ha reportado en la mayoria de las plantas de
paramo; como por ejemplo Coespeletia, donde la vascularizacién incrementa linealmente con la
altitud (Torres, 1998). El desarrollo de diametros de haces vasculares mas grandes en C.
guirigayensis con respecto al resto de las especies estudiadas, debe estar relacionado a un

mayor contenido de lignina asociados a los haces vasculares que refuerzan la lamina.
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Las tres especies se caracterizan por presentar una alta densidad estomatica (DE), la cual
disminuye con la altitud, dado que los mayores valores de DE corresponden a C. angustifolia y
los menores a C. guirigayensis. La DE elevada también ha sido interpretada como un caracter
xeromorfico, propio de muchas plantas heli6fitas y de paramo, independientemente de su forma
de vida y de la altitud (Ely y Torres, 2005). Sin embargo, no existen estudios concluyentes al
respecto; segun algunos autores, la DE deberia incrementar con la altitud por efecto de la
disminuciéon en la presion parcial del CO, (Woodward, 1986; Woodward y Bazzaz, 1988;
Woodward y Kelly, 1995; Beerling y Kelly, 1997; Lin y Ceulemans, 2001; Woodward et al.,
2002; Beerling y Berner, 2005). En oposicién, Kdrner (1988) comparé las DE de 185
especimenes de herbario, colectados antes de la revolucién industrial, periodo en el cual la
concentracion de CO, atmosférico era inferior a la actual y los compar6 con 104 especimenes
colectados en campo a finales de los ‘80, los especimenes de herbario pertenecian a diferentes
altitudes y distintos grupos taxonémicos y not6 que las variaciones en la DE no son afectadas
por la altitud, ni por las variaciones en la concentracién de CO, atmosférico; concluyé que se
requeriria de variaciones muy grandes en los niveles de CO, atmosféricos para inducir
modificaciones anatdmicas. De estos estudios se infiere que la DE no esta definida por un
Unico factor ambiental (la presidon parcial de CO,), sino que también esta vinculada a factores
abidticos (edaficos, de disponibilidad de agua, velocidad del viento y la radiacion) y genéticos

propios de cada especie (Beerling y Kelly, 1997).

6.3.2. Anatomia caulinar

También en este 6érgano, es posible identificar en estas tres especies modificaciones
anatémicas que pueden interpretarse como adaptaciones a las variaciones microcliméticas que
condiciona el gradiente altotérmico, a lo largo del cual se acentlan los caracteres xeromorficos.
A grandes rasgos, las principales modificaciones en el culmo que experimentan las especies
estudiadas son: un incremento en el grosor del anillo esclerenquimatico que rodea a los haces
vasculares, condicién que se acentla a medida que se asciende en el gradiente altitudinal,
llegando a alcanzar el maximo espesor en C. guirigayensis. Este incremento en la proporciéon
de esclerénquima en la periferia del tallo le confiriere una mayor rigidez al culmo y lo protege de
dafios ocasionados por los fuertes vientos (Bricefio et al., 2000).

El diametro de los elementos de vasos (Tabla 8) es otro caracter que varia con la altitud,
aunque no siempre de manera consistente. En el extremo superior del gradiente altitudinal se
sitia C. guirigayensis con vasos mas estrechos tanto periféricos como centrales, puesto que es

la que esté expuesta a heladas nocturnas mas frecuentes, de mayor duracion y donde el agua
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en el suelo permanece por méas tiempo en forma de hielo. Mientras que C. angustifolia y las
poblaciones de C. spencei de las localidades de El Molino y La Aguada presentaron vasos de
diametros muy similares; a la vez que son muy diferentes de los diametros hallados en los
individuos de La Culata, que corresponde a los individuos con mayores dimensiones de todo el
grupo. Estas diferencias se han relacionado con el hecho de que en esta localidad C. spencei
alcanza su maximo desarrollo (Ely, 2009), probablemente debido a que crece en condiciones
microclimaticas y edaficas muy favorables. Por otro lado, hubiésemos esperado que los vasos
centrales de la poblacién de La Aguada al estar a mayor altitud fueran mas estrechos que los
de la poblaciéon de El Molino, pero paradéjicamente encontramos que fueron mas grandes los
de La Aguada, esto pudiera atribuirse a que la localidad de El Molino esta en una vertiente seca
de Sierra Nevada, y a pesar de no estar sometida a temperaturas congelantes el recurso
hidrico estd mas limitado que en La Aguada, a causa de las precipitaciones mas bajas y
también por las acentuadas pendientes del terreno que incrementan las pérdidas de agua por
escorrentia, por lo que al estar expuestas a condiciones mas secas desarrollan vasos mas
estrechos. La disponibilidad de agua limitada y el congelamiento son uno de los principales
factores que inducen a la formacién de burbujas de aire dentro de los haces vasculares,
proceso conocido como cavitacién. La cavitacion a su vez produce embolismos, que es la
obliteracion de los conductos por la expansion de las burbujas de aire. En lugares secos 6 con
temperaturas congelantes la mayoria de las plantas presentan didmetros y longitud de vasos
mas pequefios con el fin de disminuir los riesgos de cavitacion y consecuentemente
embolismos (Aloni y Zimmermann, 1984; Tyree y Yang, 1992, Ely, 2009).

En relacion al didmetro de las células parenquimaticas, no se hallaron diferencias
significativas entre aquellas especies que crecen en los extremos del gradiente altitudinal; es
decir, C. angustifolia (2525m snm) y C. guirigayensis (4010m snm), pero si entre éstas con
respecto a C. spencei. Inicialmente, esperdbamos encontrar una disminucion gradual de este
caracter a medida que se asciende en el gradiente altitudinal, pero los resultados obtenidos
indican que esta variacién esta probablemente relacionada con las condiciones edéficas 6 la
naturaleza del material parental donde crecen. La acumulaciéon de almidon en las células
parenquimaticas observadas marcadamente en C. guirigayensis podria estar indicando que
esta estd expuesta a condiciones de limitacion hidrica que puede ser generadas por el
congelamiento del agua en el suelo. Segun Levitt (1972), la acumulacién de almidon esta
vinculado a la deshidratacion a la que esta expuesta la planta, una mayor cantidad de almidén
esta relacionada con una mayor actividad metabdlica ligada a la hidrolisis del almidon a

azucares. C. guirigayensis fue la Gnica que presentd una gran acumulacion de almidon en las
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células parenquimaticas del culmo, y esto es l6gico puesto que esta especie crece expuesta a
temperaturas bajas y disminuye la velocidad de la hidrélisis de almidén en azlcares
acumulandose mas almidon en estas células (Levitt, 1972).

6.4. Respuesta a temperaturas congelantes
La hipétesis relacionada con los estudios de respuestas a las bajas tempe

raturas planteaba que C. guirigayensis, por su mayor proximidad al suelo (tipicamente
0,4-0,7m) y ubicacion a mayores elevaciones (3800-4010m), esta expuesta a temperaturas
mucho mas bajas con respecto a C. angustifolia y C. spencei, con heladas nocturnas mas
frecuentes y de mayor duracion, por lo que toleraria el congelamiento extracelular, asi como las
gramineas herbaceas de paramo que presenta un porte similar. Por otra parte, C. angustifolia y
las poblaciones de C. spencei ubicadas a 2670 m, evadirian el congelamiento extracelular de la
misma manera que las poblaciones de C. spencei ubicadas a 3025 y 3320 m (Ely, 2009), por el
hecho de que ambas crecen a menores elevaciones, presentan un mayor tamafo y no estan
sometidas a temperaturas tan extremas. Las poblaciones de C. spencei ubicadas a 3025 y
3320 m, en La Culata y La Aguada no estan sometidas regularmente a heladas nocturnas, y
cuando éstas se presentan durante la época seca, las temperaturas congelantes permanecen
muy cercanas a los 0°C y son de escasa duracion. Sin embargo, ambas poblaciones evaden el
congelamiento foliar sobreenfriando a temperaturas bajas de -12,1 y -10 °C (Ely, 2009). Los
resultados obtenidos invalidan esta hipétesis, al demostrar que las tres especies evaden las
temperaturas congelantes, mediante temperaturas de sobreenfriamiento entre -12 y -10°C,
independientemente del tamafio de los individuos y de la elevacion a la cual crecen. Estos
resultados apoyan los estudios de resistencia a bajas temperaturas realizados por Ishikawa
(1984) y Sakai y Larcher (citado en Ishikawa, 1984), realizados en bambules templados del
Japon de los géneros Sasa y Sasamorpha, los cuales registraron temperaturas de
sobreenfriamiento entre los -20 a -18°C y -25 a -15°C respectivamente. Esto sugiere que el
mecanismo de evasidn mediante el sobreenfriamiento podria ser un atributo ecofisiol6gico
propio de gramineas lefiosas, en contraste con las gramineas herbaceas de paramo, cuya
resistencia a las bajas temperaturas consiste en la tolerancia al congelamiento extracelular, por
lo que congelan a temperaturas mucho mas elevadas (-6,3 y -3°C) (Marquez et al. 2006).
Tanto las rosetas caulescentes (Espeletia) y las lefiosas arboreas (Polylepis) de paramo

presentan temperaturas de sobreenfriamiento de -13,8 y -7°C, respectivamente, ademas
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ambas son evasoras, lo que confirma que las temperaturas de sobreenfriamiento de las
Chusqueas estudiadas coinciden mas con el rango de las rosetas caulescentes y las lefiosas
arbéreas de los paramos, que con las propias gramineas a las cuales pertenece. Los
resultados obtenidos también apoyan los de Squeo et al. (1991), al confirmar que el habito,
mas que la estatura influyen en el mecanismo de resistencia al congelamiento en plantas de
paramo, dado que estos tres bambules arbustivos no difieren en sus temperaturas de
congelamiento, pese a sus diferencias de tamafio. En contraparte, cuando comparamos las
temperaturas de sobreenfriamiento de C. angustifolia, C. spencei y C. guirigayensis, con las de
C. purdieana y C. serrulata, dos trepadoras de las selvas nubladas montano altas, encontramos
que éstas difieren muy poco en sus temperaturas de sobreenfrimiento (-11 a -9 °C), con
diferencias de 1 a 2 °C (Ely, 2009). Estas similitudes indican que la evasion al congelamiento
en el género Chusquea es una caracteristica fisiologica propia del género, mas que una
adaptacion a las condiciones ambientales. Se puede considerar que la evasién es un
mecanismo apropiado para este grupo de plantas, ya que complementario a este posee una
alta complejidad estructural propia del género Chusquea, que por ser gramineas lefiosas
presentan hojas caulinares que protegen a las hojas propiamente dichas durante su desarrollo,
impidiendo el contacto de éstas con el suelo (Ely, 2009), aunado al desarrollo de estructuras
morfoanatémicas xeromorficas foliares que la refuerzan, como son una cuticula gruesa, un alto
contenido de tejidos esclerenquimaticos y el mesoéfilo compacto; siendo en la mayoria de los
casos consistentes con la anatomia de las plantas que habitan en los paramos (Baruch, 1979;
Torres et al., 1996; Bricefio et al., 2000; Ely y Torres, 2003; Colmenares et al., 2005; Ely y
Luque, 2006). Sin embargo, no esta de mas acotar de que en muchos casos las respuestas de
resistencia desarrolladas por las plantas frente a diferentes factores pueden ser explicadas en
base a cambios a nivel celular, como es cambios en la presién osmoética, en la permeabilidad
de la membrana, en el protoplasma, produccion de proteinas, entre otros; que no son el
objetivo de este trabajo pero que siempre hay que tomarlo en consideracién (Taiz y Zeiger,
1998; Schulze, 2005; Larmbers et al., 2008).

Las temperaturas de sobreenfriamiento en las tres Chusqueas estudiadas son muy
bajas (-12 a -10°C), esto nos indica que en la actualidad estas especies no corren ningin
riesgo de sufrir dafios en sus tejidos vegetativos por congelamiento, ni siquiera C. guirigayensis
gue es la que se encuentra en el limite superior del gradiente, ya que la temperatura mas baja
registrada en el paramo Piedras Blancas no llega a estar por debajo de los -5°C a nivel del aire

(Céceres comunicacion personal). Aunque el género Chusquea es de aparicion reciente en el
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planeta (Judziewicz et al., 1999), es muy factible que en las especies de paramo su evolucion
haya transcurrido a la par con la formacion de los paramos andinos, estos Ultimos han
experimentado periodos glaciares e interglaciares mencionados anteriormente en el texto
(seccién de microclima), por lo que probablemente las bajas temperaturas de sobreenfriamiento
gue éstas exhiben se fijaron en periodos glaciares donde las temperaturas eran mas bajas y la
frecuencia de las heladas nocturnas era mayor que en la actualidad.

Por otra parte, el hecho de que las especies de Chuqueas estudiadas congelen a partir
de -10°C, nos indica que éstas podrian ocupar pisos altitudinales mas alto de los que
actualmente ocupa, la limitacion de su distribucion entonces debe estar restringida a otros
factores que no son las bajas temperaturas, probablemente puede estar relacionado a
condiciones edaficas, como la profundidad del suelo, contenido de materia organica y
composicion quimica del mismo, contenido y disponibilidad del agua en el suelo, sabiendo que

en el Ultimo caso, el recurso hidrico puede estar limitado por bajas temperaturas.

Este trabajo permitié precisar algunas de las variables que deben tomarse en cuenta a
la hora de continuar laborar en esta linea de investigacion, en base a nuestro resultados
podemos sugerir para estudios posteriores que se realicen mediciones de radiacion, contenido
de agua en el suelo y estudiar la naturaleza quimica del suelo de las 4reas de muestreo, a fin
de determinar si son dichas variables las que limitan la distribucién de éstas especies y ejercen

una influencia en la seleccion de ciertos caracteres morfoanatdémicos.
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7. Conclusiones

1. Las tres especies de Chusqueas presentaron rasgos generales comunes con el resto del
género, pero con una clara acentuacion de rasgos xeromoérficos que evidencia su
asociaciéon con los ecosistemas de paramo. A nivel exomorfolégico estos caracteres
consisten en una disminucion en la estatura de los individuos, asi como en el tamafio de las
hojas y en el AFE. A nivel anatémico, en lo que se refiere a la estructura foliar, en una
cuticula marcadamente engrosada, un incremento en la densidad de aguijones y
macropelos, células epidérmicas altas, mesdfilo compacto, ausencia de células fusoides o
éstas muy poco diferenciadas y un incremento en la proporcion de tejidos
esclerenquimaticos asociados a los haces vasculares. En el culmo, estos caracteres
consistieron en una cuticula engrosada, un incremento en el espesor del anillo
esclerenquimatico que rodea los haces vasculares periféricos y una notable disminucion en

el diametro de los vasos y de las células parenquiméaticas.

2. Chugquea angustifolia, es la especie que se encuentra en el limite inferior del gradiente
altitudinal estudiado (2525-4010 m); curiosamente, presenta una estructura morfoanatémica
bastante xeromérfica, que podrian estar relacionada con caracteristicas anatémicas propias
de la especie, asi como de las condiciones de sitio especificamente, condiciones edéaficas

oligotréficas, aunadas a la elevada radiacion que se presenta entre las 10:00 y 13:00 h.

3. Chusquea spencei, present6 variaciones anatdbmicas a lo largo del gradiente altitudinal, al
igual que variaciones en la proporcién de rasgos xeromorficos, aunque éstos Ultimos no
variaron de manera consistente con la altitud. La poblacion de El Molino (2670 m) fue la
Unica de esta especie que presentd células fusoides bien desarrolladas; sin embargo,
también coincidid con ser la que presentd una mayor incidencia de rasgos xeromarficos

(estatura pequeiia y hojas pequefas y engrosadas), con respecto a las poblaciones de la
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misma especie procedentes de La Culata (3025m) y La Aguada (3320m). La variabilidad
morfoanatémica de esta especie a lo largo del gradiente, sugiere una plasticidad estructural
gue podria estar relacionada con su amplia distribucién tanto geogréafica como altitudinal en
Venezuela (2670-3650m snm).

4. Chusquea guirigayensis, crece exclusivamente en el limite superior del paramo (3970-4010
m), y coincidié con presentar los rasgos mas xeromorficos acentuados de las tres especies
de Chusquea.

5. En las Chusqueas de paramo, las temperaturas de sobreenfriamiento son relativamente

bajas, situdndose entre los -12 y -10 °C.

6. La evasidn, como respuesta a las bajas temperaturas, se presenta de manera consistente
en todas las especies de Chusqueas de alta montafia estudiadas hasta el presente, lo que

parece indicar que es un atributo fisiolégico propio del género.

7. La evasion como respuesta a las temperaturas congelantes en las especies que se
encuentran a mayores altitudes, podria estar complementada por la presencia de
caracteres anatomicos xeromorficos, asi como por otros parametros fisioldgicos que no se

tomaron en cuenta en el presente trabajo.
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