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RESUMEN

El desarrollo de las plantas en alta montana esta limitado por componentes
fisicos del ambiente, estos factores pueden llegar a crear condiciones de
estrés para estos organismos. Entre los factores mas importantes se
encuentran las bajas temperaturas (heladas y congelamiento). En zonas
templadas el congelamiento se concentra principalmente en la época de
invierno, el patrén de ocurrencia de estos periodos hace que los mismos no
resulten tan criticos para las plantas, ya que éstas centralizan su crecimiento
y reproduccién en periodos térmicos mas favorables (primavera y verano).
Sin embargo, en alta montana tropical las temperaturas congelantes pueden
ocurrir cualquier dia del afo, por esta razon, las plantas que habitan estos
ambientes deben mantener un estado fisiolégico y tener las adaptaciones
morfolégicas necesarias para resistir esas condiciones térmicas durante todo
el afo, manteniendo ademas, funciones basicas como la reproduccion y el
crecimiento.

Se estudioé el mecanismo de resistencia al congelamiento en individuos de
ocho especies, lefosas y herbaceas, pertenecientes al estrato intermedio en
la vegetaciéon del Paramo de Piedras Blancas (4200m) y se estudid la
anatomia foliar de cuatro de ellas para encontrar caracteres anatomicos que
estuvieran relacionados con el mecanismo de resistencia utilizado por la
especie, y por otro lado, se buscé la correspondencia entre el caracter lefioso
o herbaceo de la planta y dicho mecanismo.

Se encontr6 que de las ocho especies, solo dos son evasoras
(Hinterbubera lanuginosa e Hypericum laricifolium) mientras que las otras
seis (Castilleja fissifolia, Lasiocephalus longipenicillatus, Monticalia salerosa,
Senecio formosus, Senecio funckii y Valeriana parviflora) son tolerantes al
congelamiento, lo cual sugiere que no existe relacion entre la forma de vida y
el mecanismo de resistencia, ya que se esperaba que las especies lefiosas
(M. sclerosa y V. parviflora) fueran especies evasoras al congelamiento. Se

encontré también una serie de caracteristicas morfoldgicas y anatémicas que
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podrian estar relacionados con el mecanismo de resistencia, como por
ejemplo, el area foliar especifica (AFE), el tamaro celular y el tamano de los
espacios intercelulares. Asimismo, se evidenciaron caracteres que son
comunes a las cuatro especies, como la pubescencia y la presencia ciertas

sustancias como de grasas y taninos, sobre todo a nivel de epidermis.
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Seccion I: Introduccion.-



1. Introduccioén.

Las plantas son organismos incapaces de desplazarse de un lugar a otro
en busca de ambientes mas adecuados para su desarrollo, por esa razon,
con frecuencia estan sometidas a condiciones de estrés medioambiental
(Azcon-Bieto y Talon, 2000). Segun estos mismos autores, esa inmovilidad
es el factor que determina que las plantas hayan desarrollado mecanismos
adaptativos que les permiten habitar ambientes muy diversos, y asi han
conseguido colonizar casi todos los ambientes de la Tierra,
independientemente de la altitud y de la latitud de los mismos.

La vida en alta montafa esta limitada por componentes fisicos del
ambiente (Korner, 1999); estos factores llegan a crear condiciones de estrés
para las plantas. Dentro de los factores mas importantes podemos
mencionar: déficit de agua, salinidad, deficiencia de oxigeno, altas y bajas
temperaturas (heladas y congelamiento) (Larcher, 1995; Taiz y Zeiger, 2002).
El estrés es usualmente definido como la exposicion a un factor externo que
supone una condicidn extraordinariamente desfavorable para la planta
(Larcher, 1995).

En zonas templadas los periodos de congelamiento se concentran
principalmente en la época de invierno, el patron de ocurrencia de estos
periodos hace que los mismos no resulten tan criticos para las plantas, ya
que éstas centralizan sus periodos de crecimiento y reproduccion en

periodos térmicos mas favorables (primavera y verano). En estos lugares



ocurre un proceso conocido como “endurecimiento” (hardening), que es
equivalente a la aclimatacién. Es bien sabido que las plantas tienen un
estado fisioldgico 6ptimo y caracteristico para las condiciones particulares a
las que estan expuestas. Cuando las condiciones ambientales cambian, por
ejemplo con el cambio de estaciones, ocurre una acomodacién del
metabolismo celular que conduce a la reparacién de la maquinaria celular
dafiada y a la expresiéon de adaptaciones adecuadas. Este proceso ocurre
posterior a una fase inicial o de alarma, que tiene lugar cuando la planta
recibe un estimulo, como por ejemplo, la disminucion de la temperatura. Los
nuevos cambios producidos permiten alcanzar un nuevo estado fisiologico
optimo que dan a las plantas un mayor grado de resistencia (Larcher, 1995;
Azcén-Bieto y Talon, 2000; Taiz y Zeiger, 2002). Este proceso no ocurre en
alta montafa tropical debido a que las diferencias de temperatura entre los
doce meses del afio no exceden los 3 °C, sin embargo, pueden ocurrir
diferencias de hasta mas de 10 °C en un curso diario (Sarmiento, 1986) y las
temperaturas congelantes pueden ocurrir en cualquier época del afo,
entonces, no solo la ocurrencia de las temperaturas congelantes sino la
frecuencia a la que ocurren constituyen el factor climatico mas estresante
que deben enfrentar las plantas en estos ambientes (Rundel, 1994). Por esta
razén, deben permanecer en un estado fisiologico activo y tener las
adaptaciones morfologicas necesarias para resistir esas condiciones
térmicas durante todo el afio, manteniendo ademas, funciones basicas como

la reproduccion y el crecimiento.



En los Andes venezolanos los limites de la zona periglacial, la cual es la
zona afectada por temperaturas congelantes diarias u ocasionales, se
encuentra entre los 3600 y los 4700 m. Por encima de los 4100 m (piso
periglacial) se evidencian ciclos de congelamientos nocturnos-
descongelamientos diurnos muy frecuentes (Schubert, 1980; Monasterio y
Molinillo, 2003).

Como respuesta a esta condicion puede evidenciarse en las plantas un
alto nivel de especializacion, que se manifiesta en el desarrollo de una amplia
variedad de mecanismos que les permiten sobrevivir en habitats expuestos a
periodos de congelamiento.

Los mecanismos de resistencia a bajas temperaturas se clasifican
fundamentalmente en mecanismos de evasiéon, en los cuales las plantas
responden reduciendo el impacto de las bajas temperaturas, y mecanismos
de tolerancia, en donde las plantas resisten este factor adverso (Levitt, 1972).

Segun Korner (1999) estos mecanismos se dividen de la siguiente
manera: 1) Evasion a la exposicion a bajas temperaturas, 2) Evasion al
congelamiento de tejidos expuestos, 3) tolerancia al congelamiento y 4)
sustitucion de tejidos dafiados.

Entre los mecanismos de evasion a la exposicion se encuentran: la
fenologia (en montafia extratropical), la forma de vida, las estructuras
aislantes y la preferencia de microhabitat (Kérner, 1999; Schulze et al, 2005).

La evasion al congelamiento se logra a través de dos vias: ajuste

osmotico y superenfriamiento. El ajuste osmotico consiste en la acumulacion
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de solutos, en general, azucares, de esta manera el punto de congelamiento
disminuye. El superenfriamiento se logra a través del retraso de la formacion
de cristales de hielo (nucleacién), lo cual permite que los tejidos enfrien
sustancialmente por debajo del punto de congelamiento. Este retraso se
logra a través de la ausencia de sustancias que inicien el proceso de
cristalizacioén, por la compartimentacion del agua en el interior de las células
(vacuolas), por la impregnacion de las paredes celulares con lignina o por la
estructura especifica del agua en las soluciones (Levitt, 1972; Larcher, 1995;
Korner, 1999; Schulze et al, 2005).

Cuando se habla de congelamiento en tejidos vegetales, se hace
referencia a la formacion de cuerpos de hielo en los espacios intercelulares,
ya que la formacion de estos cuerpos en el interior de la célula ocasionan la
muerte de la misma. La formacién de hielo en los espacios intercelulares se
ve favorecida principalmente por el alto punto de congelamiento de la
solucién presente en estos espacios, en comparacion con el contenido
celular, que, por tener mayor concentracién de solutos presenta un punto de
congelamiento mas bajo. La membrana celular también juega un papel de
aislante impidiendo la formacion del hielo en el interior de la célula (Leuvitt,
1972).

Cuando comienza la formacién de hielo en los espacios intercelulares, la
presion de vapor en los mismos cae abruptamente, este gradiente de presion
favorece el paso de agua desde el interior de la célula hacia el exterior. La

tolerancia al congelamiento se logra basicamente resistiendo el déficit hidrico
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que se genera por esta transferencia de agua desde la célula hacia los
cuerpos de hielo que se forman en el exterior de la misma (Asahina, 1978;
Kdrner, 1999).

Ambos tipos de mecanismos, tolerancia y evasioén al congelamiento, han
sido observados en plantas que habitan tanto ambientes de alta montafna
tropical como extratropical (Azocar et al., 1988; Squeo et al., 1991, 1996).
Squeo et al (1991) trabajaron con 14 especies pertenecientes a tres estratos
diferentes de vegetacion para estudiar la relacion existente entre altura de la
planta y mecanismo de resistencia a temperaturas congelantes; encontrando
que especies arborescentes tienden a ser evasoras, mientras que las
especies que crecen cercanas al suelo tienden a ser tolerantes debido a que
el microhabitat térmico en este estrato es mas riguroso. Esta “rigurosidad” se
debe principalmente a que el suelo recibe mucha radiacién durante el dia v,
por ser una superficie oscura, refleja muy poco. En periodos largos de
irradiacion, las temperaturas pueden sobrepasar los 50 °C a nivel de
superficie. Por las noches, este calor es emitido, de manera que su
temperatura disminuye, incluso por debajo de 0 °C (Schulze et al., 2005). Sin
embargo, para las especies de nivel intermedio no se encuentra un unico tipo
de mecanismo, sino que son evasoras algunas y tolerantes otras.
Argumentan a este resultado el hecho de que en este estrato las condiciones
también son intermedias y que el tipo de mecanismo utilizado pareciera estar

mas bien relacionado con la forma de vida, ya que encuentran que las



plantas de condicidén herbacea tienden a ser tolerantes y las plantas lefosas
a ser evasoras.

La hoja es el érgano de mayor plasticidad anatdomica y funcional de la
planta, que muestra especializacién como 6rgano fotosintético (Esau, 1967;
Fahn, 1978; Flores-Vindas, 1999). Factores ambientales, como el déficit de
agua, de nutrientes y la temperatura, pueden inducir modificaciones en la
estructura de estos 6rganos (Esau, 1967). Segun Haberlandt (1965) existe
conexion entre las numerosas funciones de un organismo y el arreglo
anatomico requerido para tales fines, entonces, podria pensarse que, siendo
la hoja el 6rgano mas plastico de las plantas, los cambios anatdémicos
inducidos por factores ambientales podrian evidenciarse en dicha estructura.

Las plantas tolerantes a temperaturas congelantes son, como se dijo
anteriormente, tolerantes al déficit hidrico, debido a la transferencia de agua
desde el protoplasto hasta cuerpos crecientes de hielo en los espacios
intercelulares; ademas, deben minimizar el sobreenfriamiento de la solucion
extraprotoplastica de manera de garantizar que se exporte suficiente
cantidad de agua a estos espacios para evitar el congelamiento intracelular
(Beck, 1994; Korner, 1999). Esta tolerancia al déficit hidrico hace entonces
que muchas de ellas suelen mostrar caracteres xeromorficos, que son mas o
menos acentuados dependiendo de la especie y de las condiciones
ambientales a las cuales estan sometidas.

Las caracteristicas anatomicas mas resaltantes que exhiben las plantas
como adaptacion a situaciones de déficit hidrico, son, entre otras, un
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parénquima en empalizada bien desarrollado, incluso mas que el esponjoso,
y menores espacios intercelulares, de manera de reducir la superficie interna
expuesta. Estas adaptaciones conducen ademas a una menor relacion entre
la superficie externa foliar y su volumen, teniendo entonces hojas mas
pequefias (Esau, 1967; Fahn, 1978; Flores-Vindas, 1999); esto se traduce en
menores areas foliares y menores areas foliares especificas.

Cuando varias especies que difieren en resistencia son comparadas,
frecuentemente se encuentra que dicha resistencia varia inversamente con
las caracteristicas de tamafo de las plantas, como por ejemplo, altura,
longitud de la hoja, longitud de los entrenudos y especialmente el tamano
celular (Levitt, 1972). En base a esta informacion puede evidenciarse que
existen diversos precedentes para este trabajo; sin embargo, es interesante
analizar un poco mas las relaciones forma-funcion de especies que crecen a
elevada altitud, es decir, encontrar la correspondencia entre su anatomia y
los mecanismos que utilizan para adaptarse a situaciones de congelamiento.
Segun Carlquist (1994) existen relativamente pocos estudios anatomicos en
plantas de alta montafa y resultan particularmente escasos los trabajos
comparativos analizados en términos ecoldgicos.

En este trabajo se studio la anatomia foliar de especies colectadas en el
Paramo de Piedras Blancas, el cual es uno de los mas altos en los Andes
Venezolanos (Squeo et al., 1991) con el fin de observar, por un lado, si es
posible encontrar alguna caracteristica de la anatomia foliar que esté

relacionada con los mecanismos de resistencia a bajas temperaturas en cada
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una de ellas; y, por otro lado, si existe correspondencia entre el caracter
lefioso o herbaceo de la planta y su mecanismo de resistencia. Cabe
destacar ademas que son pocos los estudios anatdomicos realizados a estas

especies y los existentes tienen un caracter casi en su totalidad descriptivo.



2. Hipotesis.-

- Ya que una determinada funcién esta relacionada con un arreglo
anatomico necesario para llevarla a cabo, deben existir algunas
caracteristicas anatomicas en la hoja relacionadas directamente con el
mecanismo de evasion o tolerancia al congelamiento que posee la

especie.

- En estudios anteriores se ha encontrado la tendencia de especies
lefiosas a ser evasoras mientras que las especies herbaceas tienden a
ser tolerantes al congelamiento. Se espera que especies arbustivas
posean mecanismos de evasion y que especies con menor cantidad de

tejido lefioso, hierbas y sufrutices, sean tolerantes al congelamiento.

3. Objetivos:

Objetivo general:

Estudiar, para diferentes especies, lefiosas y herbaceas, si existen
caracteristicas anatomicas en la hoja que se relacionen directamente con sus

mecanismos de resistencia a bajas temperaturas.
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Objetivos especificos:

Estudiar el mecanismo de resistencia a temperaturas congelantes de
ocho especies, lefiosas y herbaceas, a través de la determinacion de la

temperatura de congelamiento y la temperatura de dafio.

Determinar area foliar y area foliar especifica de las diferentes especies.

Estudiar la anatomia foliar de cuatro de las especies y relacionar

caracteres anatomicos de la hoja con el mecanismo de resistencia a

temperaturas congelantes que posee la especie.
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Seccion Il: Metodologia.-
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1. Area de estudio.-

El estudio se llevo a cabo en el Paramo de Piedras Blancas, a 3 Km de
Pico El Aguila, perteneciente a la Sierra de la Culata (Ca. 8 56" N, 70 48"
W) a una altitud de 4200 m. El area corresponde a un paramo desértico
sometido a temperaturas congelantes en cualquier dia del afio (Orozco,

1986; Azdcar et al., 1988).

CARIBBEAN SEA

(g_o\ru_uﬁ“‘—'
_E{’vumm
F VENEZUELA

P Rigdra

Olancas 7

Figura II-1. Ubicacion del area de estudio.

(Tomado de Salgado-Labouriau, 1986).

13



Exhibe un régimen pluviométrico unimodal, con una precipitacién
promedio de 798 mm (Torres, 2003). Presenta una época de sequia que
va de diciembre a marzo y una época humeda que va de abril a noviembre
(Marquez, 2002), entre estos, los meses que reciben la mayor

concentracion de precipitacidén corresponden al periodo de mayo a agosto.

La temperatura promedio anual es de 2,8 °C; no se observan grandes
variaciones de la misma entre estaciones hidricas, pero si entre el dia y la
noche, esta condicidon queda descrita por Hedberg (1964) como “verano de

dia e invierno de noche”.

Climadigrama de Pico Aguila, Edo. Mérida

200

100

80 -

60 -

Precipitacion (mm)

40 -

Temperatura (°C)

20 A

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic

Meses

Figura II-2. Climadiagrama de Pico El Aguila Edo. Mérida.

(Chacoén, datos no publicados).
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El lugar se caracteriza por laderas, afloramientos rocosos y depresiones
o fondos de valle. Los suelos son esqueléticos, arenosos, poco profundos y

pedregosos (Orozco, 1986).

Figura II-3. Vista general de Piedras Blancas.

Segun Monasterio (1980) el paramo desértico es un Rosetal alto y
abierto que consta fundamentalmente de dos estratos de vegetacion: el
primero formado por individuos adultos de los género Espeletia Mutis ex
Bompl. y Coespeletia Cuatr., con una altura de 1-3 m, su cobertura varia
entre 5 y 30%; y el segundo estrato, ubicado muy cercano al suelo,
formado principalmente por plantas en cojin, gramineas e individuos
juveniles de los géneros Espeletia y Coespeletia, cuya cobertura varia entre
2 y 40 %. Esta autora menciona ademas que en algunas asociaciones se
encuentran arbustos de pequefo porte, de 20-40cm de altura, perennifolios

pertenecientes principalmente a los géneros: Senecio L., Hinterhubera Sch.
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Bip ex Wedd., Lachemilla (Focke) y Draba L. El porcentaje de suelo

desnudo varia entre 50 y 90%.

2. Especies estudiadas.-

Para realizar los estudios anatomicos y de mecanismos de resistencia a
temperaturas congelantes, las especies escogidas fueron: Castilleja fissifolia
L.f. (Scrophulariaceae), Hinterhubera lanuginosa CUATR. et. ARIST.
(Asteraceae), Hypericum laricifolium Juss (Hypericaceae) y Senecio
formosus Kunth. (Asteraceae); las cuales representan un estrato intermedio
de la vegetacion del paramo.

Las formas de vida segun Vareschi (1970) y las distribuciones altitudinales
de las especies segun Estrada (2003) son las siguientes:

C. fissifolia es un sufrutice, cuyo rango altitudinal se encuentra entre los

1800 y los 4300 m.

- S. formosus es una altihierba perenne, cuyo rango altitudinal se
encuentra entre los 2800 y 4350 m.

- H. lanuginosa es un arbusto enano y su rango altitudinal se encuentra
entre los 3000 y 4200 m.

- H. laricifolium es un arbustillo y su rango altitudinal se encuentra entre

los 2200 y 4200 m.
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Para estudios de mecanismos de resistencia a temperaturas congelantes
se seleccionaron ademas otras cuatro especies: Lasiocephalus
longipenicillatus (Sch. Bip ex Sand-with) Cuatr. (Asteraceae), Monticalia
sclerosa (Cuatr.) C. Jeffrey (Asteraceae), Senecio funckii Sch. Bip
(Asteraceae), y Valeriana parviflora Treviranus (Miegev) (Valerianaceae). Las
dos primeras son hierbas, las dos ultimas arbustos; estas especies también
representan un estrato intermedio en la vegetacion del paramo. Las formas
de vida segun Vareschi (1970) y las distribuciones altitudinales exhibidas por

estas especies segun Estrada (2003):

L. longipenicillatus es un sufrutice perenne y su rango altitudinal esta

entre 2600 y 4610 m

- S. funckii es una altihierba perenne y su rango altitudinal se encuentra
entre los 2900 y 4300 m.

- M. sclerosa es un arbustillo enano y su rango altitudinal se encuentra
entre los 4000 y 4400 m (Bricefio y Morillo, 1992).

- V. parviflora es un arbusto y su rango altitudinal se encuentra entre los

3000 y 4300 m.

3. Microclima

Se colocaron tres data loggers modelo HOBO Pro Series Temp, Ext ©
1998 ONSET en el area de estudio, a fin de obtener registros de

temperaturas a nivel de suelo y aire, tanto en época seca como en época
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hameda. Los dos primeros fueron colocados con uno de los sensores a
nivel de suelo pero bajo la cobertura de algunas plantas, el otro sensor se
colocd a una altura aproximada de 50 cm. El tercer data logger se coloco

ligeramente enterrado en suelo totalmente expuesto.

4. Mecanismos de Resistencia.-

4.1. Analisis térmico.

Este analisis se realizé con la finalidad de determinar a que temperatura
ocurre el congelamiento del tejido foliar. Para ello se cortaron pequenas
secciones de tejido y se colocaron inmediatamente en pequefios tubos de
ensayo sellados de manera de evitar cambios en sus contenidos de agua.
Estas secciones tenian insertadas termocuplas cobre-constantan a través de
las cuales la temperatura fue continuamente monitoreada con un data logger
de 8 canales conectados a un microcomputador. Se usaron 14 réplicas por
cada especie.

Estos tubos fueron colocados en un bafo refrigerado; se procedié a bajar la
temperatura de 5° a —25° C a una tasa de 10° por hora. Por medio del
microcomputador se detectd cualquier incremento significativo de la
temperatura (exoterma) producido por la formacién de hielo, debido a que

este es un proceso que libera calor (figura 11-4) (Squeo et al., 1991).
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Figura lI-4. Proceso de congelamiento en tejidos vegetales.

(Tomado de Larcher, 1995).

4.2. Determinacion de temperatura de dano.

Para la determinaciéon de las temperatura de dano se us6 el método
refinado de Cloruro de tetrazolium (TTC) (Steponkus y Lanphear, 1967). Se
tomaron muestras de hoja se colocaron en tubos e inmediatamente se
sumergieron en un bafio de alcohol refrigerado (Grant Instrument Ltd).
Posterior a ello se baj6 la temperatura desde 5° hasta —25° C a una tasa de
10° C por hora. A intervalos de 5 °C se removieron muestras, que luego se
incubaron a 4° C por 8 horas, después de lo cual se anadieron 3 ml de la
solucion de TTC a cada muestra (50 mg c/u) al vacio por 30 min. y se
dejaron a 4° C por 48 horas. Se usaron tres réplicas por cada especie para
cada temperatura.

Por ultimo, las muestras se extrajeron con etanol 95% y se determiné la

absorbancia a 530nm en un espectrofotometro (Coleman 55, Perkin-Elmer).

19



La temperatura de dafio fue definida como aquella en la cual la absorbancia
correspondié a un 50% de la absorbancia a 5° C (figura 1I-5) (Steponkus y
Lamphear, 1967; Levitt, 1972; Squeo et al., 1991). El caracter evasor o
tolerante de una planta se determina comparando la temperatura de
congelamiento con la temperatura de dafio; si no existen diferencias
significativas entre la temperatura de congelamiento y la temperatura de
dafio se dice que la planta es evasora, si existen diferencias significativas
entre ambas temperaturas se dice que la planta es tolerante al

congelamiento.

r 100
r 80

r 60

r 40

% de absorbancia a 530 nm

r 20

A\ 4
T

10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30

Temperatura (°C)

Figura lI-5. Modelo de curva de daio. Datos obtenidos en este trabajo en tallos

de la especie Valeriana parviflora

5. Area foliar y area foliar especifica.-

Se determiné el area foliar y el area foliar especifica. La medicion del

area foliar se hizo a través de un medidor de area foliar (LI-COR Mod. LI-
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3100). La determinaciéon del area foliar especifica se hizo a través de la
ecuacion:
AFE= AF (cm?)/PS (g) (ec.1)
En donde: AF es el area foliar y PS es el peso seco de la muestra.
Para aquellas especies en las que las hojas son muy pequefias, se midio

tanto el area como el peso seco de grupos de hojas.

6. Estudios anatomicos.-

6.1. Cortes.

Se colectaron muestras de las especies (n = 3), las cuales fueron fijadas en
FAA (mezcla formalina, alcohol etilico y acido acético) in situ (Johansen,
1940). También se colectaron individuos de estas especies y se depositaron
en el herbario MERC como ejemplares testigo.

Se realizaron cortes a mano alzada, que fueron teiidos utilizando la técnica
de doble tincién: Fuscina basica 0,2% y azul de Alcian 0,5% (Luque et al.,
1996). Para el montaje de estos cortes se uso glicerina liquida al 50%.

Por otro lado, posterior a su deshidratacion a través de la serie butilica y su
inclusion en parafina, se realizaron cortes permanentes a micrétomo (Sass,
1958). Estos cortes fueron tefidos, al igual que los cortes a mano alzada,
utilizando el método de la doble tincidon. Para el montaje de estos cortes se

us6 Balsamo de Canada segun Johansen (1940).

21



6.2. Obtencidén de epidermis.-

Para la obtencion de las epidermis se cortaron pequefos trozos de hojas (u
hojas completas en aquellas especies donde estas son muy pequeias), se
sumergieron en acido nitrico al 10% y se calentaron hasta que las epidermis
comenzaron a desprenderse. Posterior a ello se procedié a retirar la
epidermis con ayuda de un pincel bajo la lupa y se tifieron usando el mismo
meétodo que el usado para tefiir los cortes a mano alzada.

Se tomaron fotografias de los cortes a través de una camara digital. El
tamano de las células epidérmicas, del parénquima en empalizada y del
parénquima esponjoso se obtuvo midiendo las dimensiones de ancho y largo
de las células a través de la observacion de las mismas en un microscopio

Zeis que posee un ocular graduado.

6.3. Pruebas microquimicas.-

Para estas pruebas se realizaron cortes finos a mano alzada de hojas de
cada una de las especies. Se realizaron las siguientes pruebas segun
D"Ambrogio (1986):

- Sudan llI: esta prueba evidencia la presencia de grasas y aceites; para
ello se deshidrata el material, pasandolo a través de etanol 30, 50 y
70%, posterior a ello se colocan los cortes en un vidrio de reloj y se
afiaden 2 gotas de Sudan. Se deja actuar el reactivo por 10 minutos

después de los cuales se colocan los cortes en un portaobjeto con una
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gota de glicerina liquida, se coloca un cubreobjeto y se observan al

microscopio. Si la reaccidn es positiva los cortes se tifien de rojo palido.

- Lugol: este reactivo evidencia la presencia de almidon, para ello se
colocan los cortes en un portaobjeto y se afiaden 2 gotas de Lugol, se
esperan unos minutos después de los cuales se les ainade una gota de
glicerina y se observan al microscopio. ElI almidén se tife de color

morado.

- Cloruro férrico al 10%: esta prueba se usa para detectar la presencia de
taninos, para ello se colocan los cortes en un vidrio de reloj y se afiaden
2 gotas de cloruro férrico al 10%. Se deja actuar el reactivo por 2 o 3
minutos y posteriormente se colocan los cortes en un portaobjeto con
una gota de glicerina y se observan al microscopio. La reaccion es

positiva cuando el material se tifie de color amarillo oscuro.

- Fluoroglucinol o fuoroglucina acidificada (modificada): esta prueba
evidencia la presencia de ligninas, para ello se colocan 2 gotas
fluoroglucinol y 2 gotas de acido clorhidrico (HCI 10%) en un vidrio de
reloj, posterior a ello se sumergen los cortes en esta solucién. Después
de unos minutos se colocan los cortes en un portaobjeto con una gota

de glicerina y se observan al microscopio.
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6.4. Tamanos celulares.-

Se tomaron medidas de largo y ancho de las células del parénquima en
empalizada, parénquima esponjoso, epidermis adaxial y abaxial para las

cuatro especies. Se midieron 60 células (20 x campo).

6.5. Densidad estomatica.-

Se calculé la densidad estomatica de las cuatro especies contando el
numero de estomas por mm? de superficie en 2 campos de 3 hojas

diferentes.

7. Analisis estadistico.-

7.1. Mecanismos de resistencia.-

Para determinar si existen diferencias significativas entre la temperatura de
congelamiento y la temperatura de dano foliar se realizdé la prueba U de

Mann-Whitney de comparacién de medias.

7.2. Estudios anatomicos.-

Para determinar si existen diferencias significativas entre los promedios de

las areas celulares del parénquima en empalizada, parénquima esponjoso y
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epidermis adaxial y abaxial de las cuatro especies, se realizé un ANOVA de

una via.
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Seccion lll: Resultados.
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1. Microclima.-

La figura IlI-1 muestra las temperaturas promedio, maximas y minimas a
nivel de aire. Se puede diferenciar la época seca de la humeda, que
comienza el dia 4-abr-2005. Se observa que en época seca las temperaturas
minimas son mas negativas que las de la época humeda y, por otro lado, las
temperaturas maximas son mayores también en la época seca; esto indica

que la época seca es la que presenta mayores variaciones diarias de

temperatura.
Aire
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Figura llI-1. Temperaturas maximas (e¢), minimas (e) y promedios (e) diarias a

nivel de aire en época seca y época humeda.
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La tabla Ill-1 resume las temperaturas minimas y maximas absolutas y

promedios que se observan en el grafico anterior Los datos corresponden a

32 dias de época seca (del 4 de marzo al 4 de abril) y 25 dias de época

hameda (del 5 de abril al 29 de abril).

Tabla lll-1. Temperaturas minimas y maximas absolutas y promedios + error

estandar a nivel de aire en época seca y época humeda.

T min abs (°C)| T min prom (°C) | T max. abs (°C)| T max. prom (°C) | T prom (°C)
Epoca seca -2,85 -0,07 £ 0,17 24,01 17,83 £ 0,29 6,44 + 0,06
Epoca humeda -0,72 1,43+0,12 27,79 14,24 + 0,64 5,54 + 0,04

La figura llI-2 muestra las temperaturas promedio, maximas y minimas a

nivel de suelo protegido por vegetacion en ambas épocas. Al igual que en el

grafico anterior, se observan mayores variaciones de temperatura en época

seca. Se observa ademas que las temperaturas maximas son mayores que

las registradas a nivel de aire.
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Figura llI-2. Temperaturas maximas (e), minimas (¢) y promedios (e) diarias a

nivel de suelo protegido en época seca y época humeda.

La tabla IlI-2 resume las temperaturas minimas y maximas absolutas y

promedios que se observan en el grafico anterior Los datos también

corresponden a 32 dias de época seca y 25 dias de época humeda.

Tabla lll-2. Temperaturas minimas y maximas absolutas y promedios + error

estandar a nivel del suelo protegido por vegetaciéon en época seca y época

humeda.
T min abs (°C)| T min prom (°C)| T max. abs (°C)| T max. prom (°C)| T prom (°C)
Epoca seca -4,97 -0,92 + 0,19 36,94 29,52 + 0,61 8,38 £ 0,10
Epoca humeda -1,6 1,39+ 0,16 27,57 16,56 £ 0,73 6,17 £ 0,05
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En la figura 1ll-3 se presentan los registros de temperatura a nivel de suelo
desnudo durante la época seca. Es en esta condicion en donde se observan
las temperaturas mas bajas durante la noche y mas altas durante el dia.
Comparando estos registros con los de suelo protegido y con los de aire, se
hace muy evidente el hecho de que es el suelo el estrato que presenta
condiciones de temperatura mas contrastantes y que la presencia de
vegetacion (figura lI-2) hace que las variaciones de temperatura entre el dia
y la noche sean un poco menores. Para esta condicibn se dispone
unicamente de datos para época seca, se esperaria que, al igual que ocurre
en aire y en suelo protegido, en época humeda esas variaciones entre dia y
noche también sean menores.

Suelo Desnudo

60

40 4

30 4
20 4
10 1

N W

-10

Temperatura (°C)

2777 T
01-03-05 05-03-05 09-03-05 13-03-05 17-03-05 21-03-05 250305

Dia

Figura lll-3. Temperaturas maximas (e¢), minimas (¢) y promedios (e) a nivel de

suelo desnudo en época seca.
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La tabla 1ll-3 resume las temperaturas promedio y maximas y minimas
absolutas que se observan en el grafico anterior. Los datos corresponden a

19 dias de registros (del 4 de marzo al 22 de marzo).

Tabla llI-3. Temperaturas maximas y minimas absolutas y promedios a nivel

de suelo desnudo para época seca.

T min abs (°C) | T min prom (°C) | T max. abs (°C) | T max. prom (°C)| T prom (°C)

-7,76 -5,06 53,9 50,36 13,63

Sumando el numero de dias con registros de temperaturas por debajo de 0
°C (figura llI-4) se observa una vez mas que la época con mayor numero de

dias con heladas, tanto a nivel de suelo como de aire, es la época seca.
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Aire Suelo protegido Suelo desnudo

Figura lll-4. Porcentaje de dias con temperaturas por debajo de los 0 ° C a nivel

de aire suelo protegido y suelo desnudo para época seca y época humeda.
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2. Mecanismos de resistencia.-

2.1. Congelamiento y dafo.

La figura IlI-5 muestra los valores de absorbancia a 530nm del formazan
producido en hojas en las cuatro especies después de ser sometidas a
distintas temperaturas congelantes. Puede observarse que estos valores
caen por debajo del 50% entre los -10 y los -15 ° C para las cuatro especies,
de manera que, segun la metodologia, la temperatura de dafio se calcula

tomando como referencia estos dos puntos.

140 +
120 - —&— S funckii
T —&— M sclerosa
100 - L Iongepenicillatus
.g —%—V pariflora
§ 80 -
o
3 60 -
<
= 40 -
20 -
0 I I I I I

10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30
Teperatura (°C)

Figura llI-5. Porcentaje de absorbancia a 530 nm a distintas temperaturas en

hojas.

32



La figura Ill-6 muestra los resultados de este mismo analisis en tallos, que

son érganos que contienen menores cantidades de clorofila y tiene diferente

estructura, por eso los valores varian un poco en relacién a los de hojas.

% Abosrbancia

- 140
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- 60

- 40

- 20
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—#— M sclerosa

L longepenicillatus
—X—V pariflora

D

10

5- 10- 15- 20- 25- 30-

Temperatura (°C)

Figura lll-6. Porcentaje de absorbancia a 530 nm a diferentes temperaturas en

tallos.

La tabla Ill-4 muestra las temperaturas de dano calculadas para tallos y

hojas a partir de las absorbancias obtenidas para cada una de las especies.

No se colocan los errores en las temperaturas de las primeras cuatro

especies debido a que son datos extraidos del trabajo de Squeo et al (1991)

y en €l no se muestran estos valores.
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Tabla lll-4. Temperaturas de dafo * error estandar calculados para tallos y

hojas
Especie T dafio en hoja (°C) | T dafio en tallo (°C)
C. fissifolia -14,8* -11,77
L. longipenicillatus -12,8+£2,2 -15,9+0,3
S. formosus -9,3* -7,9*
S. funckii -14,0+1,8 -10,4£0,0
H. lanuginosa -12,3* -13,8*
H. laricifolium -10,9* -11,2*
M. sclerosa -13,1+£0,5 -11,8+1,9
V. parviflora -13,1+0,5 -11,7+4,.2

* Datos extraidos de Squeo et al (1991)

El analisis térmico (tabla IlI-5) revela que la mayoria de las especies tienen
temperaturas de congelamiento foliar muy por debajo de los 0 ° C, llegando a
ser de -12,3 ° C en H. lanuginosa: Solo dos de ellas, S. formosus y C.
fissifolia, muestran temperaturas mas cercanas a 0 ° C. Comparando estos
valores con los de las temperaturas de dafo, se evidencia que seis de las
especies, incluyendo leflosas y herbaceas, utilizan mecanismos de
tolerancia, mientras que solo dos, ambas lefiosas, utilizan mecanismos de

evasion.
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para cada una de las especies.

Tabla llI-5. Temperaturas de sobreenfriamiento, temperaturas de dano en hojas

+ error estandar y mecanismos de resistencia a temperaturas congelantes

Especie Forma de vida | T cong (°C) | T daino (°C) | Mecanismo

C. fissifolia Sufrutice -4.1* -14,8* Tolerancia

L. longipenicillatus Sufrutice -6,3+0,4* | -12,8 £2,2** | Tolerancia

S. formosus Hierba -3,5* -9,3* Tolerancia

S. funckii Hierba -6,2+0,4** | -14,0 £ 1,8** | Tolerancia
H. lanuginosa Arbusto -12,7* -12,3* Evasion
H. laricifolium Arbusto -9,4* -10,9* Evasion

M. sclerosa Arbusto -6,1+£0,3** | -13,1 £ 0,5** | Tolerancia

V. parviflora Arbusto -7,2+0,5* | -13,1+ 0,5 | Tolerancia

* Datos extraidos de Squeo et al (1991)

** Se encontraron diferencias significativas entre las temperaturas de congelamiento y las
temperaturas de dafo de estas cuatro especies, Z= 2,65 y P= 0,0081 para L.
longipenicillatus, Z=2,65 y P=0,0081 para S. funckii, Z=2,65 y P=0,0079 para M. salerosa y
Z=2,65 y P=0,0081 para V. parviflora.

3. Area foliar y area foliar especifica.-

En el caso del area foliar (AF) (tabla 11l-6) se tiene que todas las especies
difieren en este parametro. Estas diferencias reflejan que a pesar de que se
trata de especies que pertenecen al mismo estrato de vegetacion, presentan
grandes diferencias en cuanto a forma y tamafo de las hojas, a excepcion de
H. lanuginosa y H. laricifolium, que son las especies que presentan AF
similares (0,04 y 0,02 cm? por hoja, respectivamente) y hojas con crecimiento
imbricado. Con respecto al area foliar especifica (AFE) se tiene que las

especies herbaceas, C. fissifolia, L. longipenicillatus, S. formosus 'y S. funckii,
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tienen AFE mayores a las de las especies arbustivas, a excepcion de V.

parviflora, que no se ajusta a esta tendencia.

Tabla I1I-6. Area foliar (AF) y area foliar especifica (AFE) + error estandar

calculados para cada una de las especies.

Especie AF (cm?) | AFE (cm?qg)

C. fissifolia 1,9+0,1 127,14 + 7,36
L. longipenicillatus | 5,0 £ 0,3 77,03 £ 4,63
S. formosus 245+25 90,40 + 8,11

S. funckii 3,1+0,2 | 161,15 +8,85
H. lanuginosa 0,04 +0,00| 76,16 + 6,36
H. laricifolium 0,02+0,00| 65,10+4,19
M. sclerosa 1,5+ 0,1 41,31+ 1,56

V. parviflora 0,29+0,02 | 104,78 + 11,03

4. Anatomia foliar.

4.1. Descripcién anatomica.

Castilleja fissifolia

La lamina 1 muestra caracteres de la anatomia foliar de C. fissifolia,
observandose hoja bifacial (fig. 1). Epidermis de la superficie adaxial
(Fig. 2, Ep Ad) uniestratificada, de células cuadradas a rectangulares
en corte transversal, de 30,3 £ 0,8 ym de alto por 39 + 1,1 um de
ancho, poliédricas con tendencia a rectangulares en vista paradermal

(fig. 3) de 82,6 + 3,2 ym de largo por 30,5 + 1,0 ym de ancho; tricomas
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Lamina 1. Figs. 1-9 Caracteres de la anatomia foliar de Castilleja fissifolia. 1-2 Corte
transversal de la hoja. 3 Epidermis adaxial en vista paradermal. 4 Epidermis abaxial en vista
paradermal con estomas. 5 Epidermis adaxial con tricoma tector. 6 Tricomas glandulares
asociados al nervio medio. 7 Estoma en vista transversal. 8 y 9 Nervio medio. (Ep Ad:
epidermis adaxial; Ep Ab: epidermis abaxial; Va: vaina parenquimatica; Est: estoma; Tr G:
tricoma glandular; Tr T: tricoma tector; Xi: xilema; FI: floema). Fotos: Luque, R & Azécar ,CJ.
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tectores (fig. 5y 6, Tr T) y glandulares (Tr G), estos ultimos asociados
al nervio medio. Estomas (Est) ocasionales. Epidermis de la superficie
abaxial (fig. 2 y 7, Ep Ab) uniestratificada, de células cuadradas a
rectangulares en corte transversal de19,8 £ 0,5 ym de alto por 32,3 +
1,2 um de ancho, de contornos sinuosos en vista paradermal (fig. 4)
de 57,9 + 1,9 uym de largo por 32,8 £ 1,3 um de ancho, tricomas
tectores (Tr T). Mesdfilo poco diferenciado, compacto (fig. 2).
Parénquima en empalizada (Pa Em) formado por dos corridas
celulares de 59,5 =+ 1,9 ym de alto por 33,5 £ 1 um de ancho.
Parénquima esponjoso (Pa Es) formado por tres corridas celulares,
células de forma variable (46,7 + 1,7 um de alto por 40,6 + 1,0 ym de
ancho). Haces colaterales abiertos rodeados por una vaina
parenquimatica (fig. 2, Va) simple. Nervio medio formado por un haz
vascular, colateral abierto (fig. 8 y 9). Xilema y floema primarios bien

diferenciados (fig. 9, Xiy Fl).

Senecio formosus.

La lamina 2 muestra caracteres de la anatomia foliar de S. formosus,
observandose hoja bifacial, hipoestomatica (fig. 11 y 17). Epidermis
adaxial (fig. 11, Ep Ad) uniestratificada, de células cuadradas a
rectangulares en corte tranversal de 21,9 £ 0,7 ym de alto por 38,3 +

1,5 ym de ancho, de contornos sinuosos en vista paradermal (fig. 12)
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Lamina 2. Figs. 10-18 Caracteres de la anatomia foliar de Senecio formosus. 10 Corte
transversal el nervio medio. 11 Corte transversal del mesdfilo 12 Epidermis adaxial con
tricomas. 13 Epidermis abaxial con estomas. 14 Tricomas glandulares en vista transversal.
15 Estoma en vista transversal. 16 Detalle de haz vascular del nervio medio. 17 Haz vascular
con vaina parenquimatica. 18 Detalle de estructura secretora. (Ep Ad: epidermis adaxial; Ep
Ab: epidermis abaxial; Pa Em: parénquima en empalizada; Pa Es: parénquima esponjoso;
Est: estoma; Tr G: tricoma glandular; Xi: xilema; Fl: floema; Va: vaina parenquimatica; ES:
estructura secretora). Fotos: Luque, R & Azécar ,CJ.
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de 84,2 + 1,8 ym de largo por 37,5 £ 1,3 um de ancho, tricomas
tectores (fig. 14, Tr T) simples, puricelulares. Células de la epidermis
abaxial (fig. 10 y 11, Ep Ab) de forma poliédrica en corte transversal de
30,1 £ 1,0 ym de alto por 50,7 £ 1,7 ym de ancho y de contornos muy
sinuosos en vista paradermal (fig. 13) de 78,5 £ 1,9 ym de largo por
34,5 £ 1,2 ym de ancho. Mesofilo bifacial diferenciado, laxo.
Parénquima en empalizada (fig. 11 y 17, Pa Em) formado por dos
corridas celulares, células alargadas de 76,6 + 1,8 um de alto por 25,0
+ 0,8 ym de ancho. Parénquima esponjoso (fig. 11 y 17, Pa Es)
formado por 3-4 corridas de células de 50,7 = 2,2 um de alto por 34,0
+ 1,1 um de ancho. Haces vasculares colaterales abiertos con vaina
parenquimatica (fig. 17, Va) simple. Nervio medio formado por 3-5
haces vasculares colaterales abiertos con vaina parenquimatica (Va)

simple. Estructuras secretoras notorias (fig. 18, Es).

Hinterhubera lanuginosa

La lamina 3 muestra caracteres de la anatomia foliar de H. lanuginosa,
observandose hoja bifacial, hipoestomatica. Epidermis de la superficie
adaxial (fig. 20 y 21, Ep Ad) uniestratificada, de células cuadradas a
rectangulares en corte transversal de16,3 £ 0,4 ym de alto por 21,9
0,8 um de ancho), de forma rectangular en vista paradermal (fig. 22)

de 44,4 + 1,9 ym de largo por 18,3 £ 0,7 um de ancho. Paredes
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Lamina 3. Figs. 19-25 Caracteres de la anatomia foliar de Hinterubera lanuginosa. 19 Corte
transversal de la hoja. 20 Detalle de haz vascular con vaina parenquimatica. 21 Tricoma
glandular. 22 Epidermis adaxial en vista paradermal. 23 Epidermis abaxial en vista
paradermal con estomas y tricomas tectores. 24 Detalle de tricomas glandulares y tectores.
25 Detalle de estomas. (Ep Ad: epidermis adaxial; Ep Ab: epidermis abaxial; Est: estoma; Tr
G: tricoma glandular; Va: vaina parenquimatica). Fotos: Luque, R & Azécar ,CJ.
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anticlinales rectas, engrosadas. Presencia de tricomas tectores y
glandulares (fig. 24, Tr T y Tr G). Epidermis de la superficie abaxial
(fig. 20, Ep Ab) uniestratidficada, de células cuadradas a rectangulares
en vista transversal (10,9 + 0,3 um de alto por 17,2 = 0,7 ym de
ancho), de forma variable y paredes sinuosas en vista paradermal (fig.
23) de 36,6 £ 1,2 um de largo por 24,8 £ 0,8 um de ancho. Paredes
anticlinales un poco engrosadas. Presencia de tricomas tectores.
Mesdfilo diferenciado, compacto (fig. 20). Parénquima en empalizada
(fig. 20, Pa Em) formado por dos corridas celulares; células de 30,2 +
0,9 um de alto por 12,8 + 0,3 um de ancho. Parénquima esponjoso
(fig. 24, Pa Es), formado por dos corridas celulares; células de formas
variables de 19,4 £ 0,5 um de alto por 14,9 £ 0,5 um de ancho. Haces
colaterales los de mayor tamafo abiertos, rodeados por una vaina
parenquimatica (Va) simple. Nervio medio formado por un haz
vascular, colateral abierto rodeado de una vaina parenquimatica (fig.

20y 24, Va) simple.

Hypericum laricifolium

La lamina 4 muestra caracteres de la anatomia foliar de H. laricifolium,
observandose hoja bifacial, epiestomatica (fig 26). Epidermis de la
superficie adaxial (fig. 26, Ep Ad) uniestratificada, papilosa (Pa) de

18,9 £ 0,8 um de alto por 19,5 £ 0,8 ym de ancho, de cuadradas a
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Lamina 4. Figs. 26-30 Caracteres de la anatomia foliar de Hypericum laricifolium. 26 Corte

transversal de la hoja. 27 Epidermis abaxial en vista paradermal. 28 Epidermis adaxial
papilosa en vista paradermal. 29 Corte transversal del mesdfilo, estomasen vista transversal,
notorias estructuras secretoras. 30 Estructuras secretoras asociadas al nervio medio. (Ep
Ad: epidermis adaxial; Ep Ab: epidermis abaxial, Pa: papila; Est: estoma, ES: estructura
secretora). Fotos: Luque, R & Azécar ,CJ.
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poliédricas contornos sinuosos en vista paradermal (fig. 28) de 35,2
1,5 um de largo por 19,6 + 0,7 um de ancho. Paredes anticlinales muy
engrosadas. Papilas ubicadas a lo largo de lineas paralelas (fig. 28).
Epidermis abaxial (fig. 26 y 29, Ep Ab) uniestratificada, de células
rectangulares a elipticas en corte transversal, de 15,6 + 0,3 um de alto
por 25,4 + 0,8 um de ancho, con paredes periclinales convexas.
Células de forma ligeramente rectangular a cuadrada en Vvista
paradermal (fig. 27) de 32,8 + 1,2 ym de largo por 18,9 + 0,8 um de
ancho, de paredes rectas y gruesas. Mesdfilo poco diferenciado (fig
26). Células mas alargadas hacia la superficie abaxial de 26,0 + 0,7
Mm de alto por 12 £ 0,3 um de ancho, menos alargadas hacia la
superficie adaxial de 20,8 + 0,8 ym de alto por 13,2 £ 0,4 ym de
ancho. Estructuras secretoras (fig. 26, 29 y 30, ES) notorias,
asociados o no a los haces vasculares. Haces colaterales abiertos con
vaina (Va) parenquimatica. Nervio medio formado por un solo haz

vascular (fig. 26).

4.2. Pruebas microquimicas

Los resultados en estas pruebas (tabla IlI-7) fueron los mismos para las

cuatro especies, siendo positivas para las pruebas de Sudan Ill, Cloruro

férrico y Fluoroglucinol y negativas en el caso del Lugol. Se hace evidente

entonces la presencia de grasas, ligninas y taninos en todas las especies,
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sobre todo a nivel de las epidermis (observacion cualitativa), también se
observan las coloraciones en el mesdfilo, aunque menos evidentes que en
las epidermis, a excepcién de las ligninas, que se encuentran presentes en
elementos del xilema. De igual manera se comprueba la ausencia de almidon

en estos tejidos para las cuatro especies.

Tabla lll-7. Resumen de resultados de pruebas microquimicas.

Especie Sudan Il | Lugol | Cloruro férrico | Fluoroglucinol
C. fissifolia + - + +
S. formosus + - + +
H. lanuginosa + - + +
H.laricifolium + - + +

4.3 . Areas celulares

Las tablas 1lI-8, IlI-9 y I11I-10 muestran las areas celulares promedio
calculadas para distintos caracteres de la anatomia foliar de cada una de las
especies. Se observa que las especies tolerantes (C. fissifolia 'y S. formosus)
tienen células tanto epidérmicas como mesofilares mas grandes que las de

las especies evasoras (H. lanuginosa 'y H. laricifolium).
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Tabla I1I-8. Areas celulares promedio de las epidermis adaxial y abaxial + error

estandar de cada una de las especies en vista paradermal.

Epidermis adaxial

Epidermis abaxial

Especie (pm?) (nm?)
C. fissifolia |2469,18 + 103,82 (b)*| 1901,35 + 96,48 (b)**
S. formosus | 3139,28 + 157,51 (c)*

2701,25 + 107,33 (c)**

H. lanuginosa

794,90 £ 38,61 (a)*

903,85 + 38,84 (a)**

H. laricifolium

711,88 + 48,14 (a)*

636,04 + 39,31 (a)**

Test de TUCkey.* Fo'o5: 214,2; **F0'05:1 37,4

Tabla I1I-9. Areas celulares promedio de las epidermis adaxial y abaxial + error

estandar de cada una de las especies en vista transversal.

Epidermis adaxial

Especie

(um?)

Epidermis abaxial

(um?)

C. fissifolia

1204,48 + 55,47 (b)*

656,35 + 35,11 (c)**

S. formosus

861,44 + 53,67 (c)*

1560,23 + 85,70 (d)™

H. lanuginosa

366,15 + 18,12 (a)*

193,65 + 11,77 (a)**

H. laricifolium

442,54+ 26,49 (a)*

398,54 + 15,65 (b)**

Test de TUCkey.* Fo'o5: 87.,4; **Foy05:130,2

Tabla I1I-10. Areas celulares promedio del parénquima en empalizada y del

parénquima esponjoso * error estandar de cada una de las especies en corte

transversal.

Especie

Parénquima Empalizada

(um?)

Parénquima Esponjoso

(nm?)

C. fissifolia

1986,77 + 84,39 (b)*

1904,17 + 86,62 (b)**

S. formosus

1914,68 + 82,81 (b)*

1724,17 + 94,48 (b)™

H. lanuginose

379,27 + 12,45 (a)*

288,02 + 11,27 (a)**

H. laricifolium

310,21 + 10,58 (a)*

273,65 + 12,30 (a)**

Test de TUCkey.* F0’05= 245,9, **F0’05=1 92,1
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4.4. Densidad estomatica e indice estomatico.

Con respecto a la densidad estomatica puede observarse que las especies
evasoras (H. lanuginosa y H. laricifolium) son las que presenta mayores
densidades esomaticas con respecto a las especies tolerantes (C. fissifolia y

S. formosus).

Tabla lll-11. Densidad estomatica calculada para cada una de las especies.

Especie Densidad estomatica (est/mm?)
C. fissifolia 69,32
S. formosus 82,95
H. lanuginosa 132,95
H. laricifolium 302,27
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Seccion IV: Discusion.-
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1. Microclima.-

El paramo de Piedras Blancas exhibe una marcada estacionalidad hidrica,
que repercute de manera evidente sobre la temperatura (Sarmiento, 1986).
En época seca los dias suelen ser despejados y la radiacién es muy intensa
(Torres, 2003). La incidencia directa del sol da lugar a un sobrecalentamiento
de las superficies, tanto a nivel de suelo como de cuerpos vegetales; en las
noches ocurre la pérdida del calor recibido durante el dia. Estas fluctuaciones
térmicas diarias pueden llegar a superar los 10 ° C (figuras IlI-1, [lI-2 y 111-3).
Queda claro entonces que la época seca es la que representa el periodo
térmico mas desfavorable para las plantas: altas temperaturas durante el dia
debido a la alta radiacion y temperaturas por debajo de 0 ° C durante la
noche.

Esta condicion es mucho mas acentuada a nivel de suelo, tanto desnudo
como protegido por vegetacion, pero mas fuertemente en el primero, debido
a que es capaz de absorber mayor cantidad de calor, este calor, como se
menciond anteriormente, es nuevamente emitido durante la noche. La
presencia de vegetacién constituye un factor importante de proteccion al
sobrecalentamiento, como puede evidenciarse al comparar los registros de
temperatura en suelo desnudo con respecto a los de suelo protegido.
Entonces, suelos desnudos o con poca cobertura representaran condiciones
mas extremas para el componente bidtico en comparacion con los suelos

que se encuentren protegidos por vegetacion. Alvizu (2004) realizé registros
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de temperaturas en zonas expuestas y en parches de vegetacion,
demostrando de manera clara el efecto “aislante” que representan dichos
parches. A este respecto, en campo se observa que algunas de las especies
estudiadas en este trabajo tienden a crecer bajo la proteccién de otras
plantas, es el caso que individuos de especies como Senecio formosus y
Castilleja fissifolia se les encuentra con frecuencia creciendo bajo la
proteccion de Hypericum laricifolium. Asi mismo, puede observarse que
especies como Monticalia sclerosa crece cercana a rocas Yy los individuos
crecen muy juntos unos de otros. En ambientes como el paramo en donde la
radiacion es tan intensa, no parecen existir problemas de competencia por
dicho factor, y es entonces el crecimiento en suelos con vegetacion
preexistente, la agrupacion de individuos y la cercania a rocas, que absorben
calor durante el dia y lo emiten durante la noche, estrategias para enfrentar
las condiciones térmicas existentes, que se suman a los mecanismos de
resistencia al congelamiento presentados por las especies.

Por otro lado, los registros de temperatura de este trabajo sugieren que, asi
como estas plantas poseen mecanismos de resistencia a las temperaturas
congelantes que se presentan durante la noche, deben poseer también
mecanismos de resistencias a las altas temperaturas que se presentan
durante el dia.

En época humeda, como ya se dijo en la seccién de resultados, las
variaciones de temperatura son menores, es decir, las maximas disminuyen

un poco y las minimas no son tan negativas. Alvizu (2004) encuentra que al
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principio de la época humeda, no bien entradas las lluvias, disminuye en gran
medida la frecuencia de temperaturas congelantes. Es entonces ésta la
época térmica mas favorable, y ciertas especies concentran su crecimiento

en este periodo, como es el caso de Polylepis sericea (Colmenares, 2002).

2. Mecanismos de resistencia.-

Squeo et al. (1991) encuentran que las plantas que crecen mas cercanas al
suelo tienden a ser tolerantes al congelamiento mientras que las plantas mas
altas tienden a ser evasoras. En zonas templadas tiende a ocurrir lo
contrario: las plantas que crecen mas cercanas al suelo suelen presentar
mecanismos de evasion debido a que con las primeras nevadas quedan
protegidas bajo la nieve, de esta manera, permanecen a una temperatura
muy constante, que esta alrededor de 0 °C. En zonas tropicales, esta
situacion es distinta debido a problemas de conveccion y enfriamiento
radiativo (Korner, 1999), las plantas de este estrato estdn sometidas a
condiciones de temperatura mas extremas y la adaptacion a estas
condiciones se traduce en el desarrollo de mecanismos de tolerancia al
congelamiento.

Segun Larcher (1995) la evasién ha sido seleccionada como el mecanismo
de resistencia dominante en alta montafa tropical debido a que los periodos
de congelamiento ocurren durante pocas horas y las temperaturas no suelen

ser muy negativas. Esta afirmacion es validada por trabajos en varias
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especies del género Espeletia (Goldstein et al.,, 1985, Rada et al., 1985a,
1987), en Polylepis sericea (Rada et al., 1985b). Sin embargo, en las
especies estudiadas en este trabajo, existe un predominio de la tolerancia
sobre la evasion. En tabla Ill-5 se puede apreciar que las temperaturas de
dafio para tallos y hojas estan muy por debajo de las temperaturas minimas
registradas en cada una de las condiciones (suelo y aire), asi mismo, las
temperaturas a las cuales congelan (tabla IlI-6) también son bastante
negativas, de esta manera el congelamiento tanto de hojas como de tallos
ocurre con muy poca frecuencia, esto es, que las plantas permanecen sin
congelarse la mayor parte del tiempo.

Las bajas temperaturas de congelamiento y la tolerancia a dicho
congelamiento se traduce en una adaptacién exitosa a las condiciones
climaticas del paramo. Cabria esperarse que la presencia de estas especies
en este ambiente sea el mayor indicativo de tal adaptacion, y es cierto, sin
embargo, el hecho de que las plantas logren sobrevivir periodos de
congelamiento no significa que no lleguen a sufrir pérdidas eventuales de sus
tejidos debido a esos periodos de congelamiento (Korner, 1999). Por otro
lado, los resultados generados en este trabajo dejan claro que para las
especies consideradas, al menos para seis de ellas, el congelamiento no
parece ser el factor limitante en la conquista de ambientes con elevada
altitud, es decir, sus mecanismos de resistencia al congelamiento podrian
asegurar la supervivencia a altitudes incluso mayores; sin embargo, algunas

de ellas no logran trascender mucho mas alla de la altitud del Paramo de
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Piedras Blancas. La limitacion para la conquista de zonas mas altas podria
estar relacionada con problemas de cavitacion (embolismos). La cavitacion
consiste en la ruptura de las columnas de agua que ascienden a través del
xilema, debido a que los gases disueltos en el agua, al estar sometidos a
tensiones externas, tienden a escapar en forma de burbujas; las burbujas
pueden interrumpir la columna liquida y bloquear la conduccion (embolia).
Las principales causas de este fendmeno son: déficit hidrico asociado a altas
tasas de transpiracién y altas tensiones xilematicas, congelamiento del
xilema y su posterior descongelamiento, y la accion de algunos patégenos
(Azcon-Bieto y Taldn, 2000; Taiz y Zeiger, 2002). En la alta montafa tropical,
la ocurrencia de temperaturas congelantes durante la noche y las altas
tensiones que pueden generarse a primeras horas de la mafana podrian
ocasionar embolismos en las plantas. De la misma manera, la alta
temperatura del suelo durante el dia, unido a humedades relativas
extremadamente bajas llevan a altas demandas evaporativas y de igual
manera, a altas tensiones xilematicas. Sin embargo, este es un tema que aun
se encuentra poco estudiado, por lo que existe la necesidad de examinar con
un poco de mas detalle lo relacionado a sistemas conductores en tallos de
plantas lefiosas y herbaceas, y como estos se ven afectados por las

condiciones reinantes en la alta montafa tropical.
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3. Area foliar y area foliar especifica.-

Segun Castro-Diez et al. (2000) la hoja es el 6rgano mas importante desde
el punto de vista de asimilacion en la mayoria de las plantas superiores, cada
especie muestra un patron determinado de asignacién entre proteccion y
produccion, que refleja un balance entre las diferentes fuerzas selectivas
que han actuado sobre la plantas; de alli la importancia de estudiar
caracteres de la hoja que sean indicativas de ese balance. El parametro
usado por estos autores es el PFE (Peso Foliar Especifico), el cual es el
inverso del Area Foliar Especifica (AFE). El PFE es alto cuando existen altas
proporciones de tejidos de soporte, células pequefas, altos contenidos de
carbono y bajos contenidos de nitrégeno.

Ya que el AFE es el inverso del PFE, altos AFE serian indicativo de hojas
con células grandes y poco contenido de tejidos de soporte. Esto coincide
con lo obtenido en este trabajo en las plantas a las que se les estudio la
anatomia foliar, ya que se tiene que las especies herbaceas, C. fissifoliay S.
formosus, presentan valores de AFE mayores (127,14 y 90,40 cm?/g) que los
de las especies arbustivas, y son estas dos las especies que presentan poco
contenido de tejidos de soporte y mayores areas celulares en comparacion
con H. lanuginosa y H. laricifolium, cuyas AFE son 76,16 y 65,10 cm?/g,
respectivamente, y que presentan mayores contenidos de tejidos de soporte

y menores areas celulares.
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4. Anatomia foliar.-

Las especies a las que se les estudidé la anatomia foliar comparten una
serie de caracteres entre los que se encuentran mesofilo compacto y poco
diferenciado, esta caracteristica es muy evidente en H. laricifolium, en cuyo
mesofilo se observa poca diferenciacion entre parénquima en empalizada y
parénquima esponjoso, y en C. fissifolia, en donde, ademas de que ambos
parénquimas son muy similares, las areas celulares de los mismos también
lo son. En H.laricifolium se observa, sin embargo, que las células de la
superficie abaxial tienden a ser un poco mas alargadas que las de la
superficie adaxial, de hecho, cabe acotar que los tamafos celulares del
parénquima en empalizada en esta especie corresponden a los tamanos de
las células de la superficie abaxial. Esta diferenciacion se debe
principalmente al crecimiento imbricado de las hojas.

Se observa ademas que tres de ellas (C. fissifolia, H. lanuginosa y S.
formosus) son pubescentes, en concreto, se evidencia la presencia de
tricomas glandulares y tectores en ambas superficies. Rosquete (2004)
encuentra que la pubescencia en Espeletia schultzii tiene como funcion
principal la de disminuir la absorcion de radiacion solar mediante la reflexiéon
de parte de la misma. Karabourniotis y Fasseas (1996) encuentran en hojas
de Querques ilex y Olea europaea que los tricomas cumplen una funcion de
filtro a los rayos UV y que también reflejan parte de la radiacién que llega a

las hojas, de esta manera, constituyen un mecanismo de proteccién contra la
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excesiva radiacion y los danos por fotoinhibicion que por ella pueden
generarse. Con estos antecedentes podria considerarse que los tricomas de
las especies estudiadas en este trabajo cumplen una funcién de defensa a la
alta radiacion incidente en el Paramo de Piedras Blancas.

El resultado de las pruebas microquimicas evidencia la presencia de
grasas, ligninas y taninos en las cuatro especies. Levitt (1972) reporta una
serie de trabajos en los que se pone de manifiesto que las plantas que se
encuentran en mayor estado de endurecimiento tienen mayor cantidad de
estas sustancias en sus tejidos (sobretodo en los que se encuentran mas
“‘endurecidos”). Estas sustancias funcionan, entre otras cosas, para proteger
los tejidos, ya sea para retardar su congelamiento o para proteger la
integridad de las células una vez que el hielo se ha formado en los espacios
intercelulares.

En cuanto a los tamafios celulares, se encontré que las especies evasoras
tienen células mas pequenas que las de las especies tolerantes, esto se
refleja en las areas celulares y las densidades estomaticas; asi mismo,
presentan un parénquima muy compacto, en el que no se observan espacios
intercelulares. Las especies tolerantes no tienen un parénquima tan
compacto, en especial S. formosus, que posee un mesofilo bien diferenciado,
con un parénquima esponjoso laxo. La disminucidn de los espacios
intercelulares constituye un mecanismo de evasidon a la formacion de
cristales de hielo, debido a que se disminuye la superficie donde éstos

pueden formarse (Levitt, 1972, Rada et al., 1987).
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Entonces, cada una de las especies a las que se les estudié la anatomia
foliar y las especies a las que se les estudid solo el mecanismo de resistencia
exhiben una serie de caracteres morfolégicos, anatoémicos vy fisiolégicos que
les permiten mantenerse en un ambiente estresante desde el punto de vista
térmico: la temperatura puede bajar a menos de 0 ° C cualquier dia del afio,
sobre todo en época seca. Sin embargo, muy raramente las especies llegan
a congelarse debido a que sus temperaturas de congelamiento son mucho
mas bajas que las temperaturas registradas. A pesar de que sus
mecanismos de resistencia al congelamiento podrian asegurarles la
supervivencia incluso a mayores altitudes, muchas de estas especies no
logran ascender mas alla de la altitud de Piedras Blancas, posiblemente
debido a problemas en la conduccion debidos a procesos de cavitaciéon y
embolismos. Seria interesante continuar este trabajo estudiando la anatomia
de las plantas lefiosas tolerantes al congelamiento, como por ejemplo,
Monticalia sclerosa y Valeriana parviflora, a fin de observar si existen
diferencias en los caracteres anatomicos de éstas y los caracteres
anatomicos de las lefiosas evasoras.

Finalmente, los resultados de este trabajo indican que existen caracteres
morfolégicos y anatomicos que podrian estar relacionados con los
mecanismos de resistencia a temperaturas congelantes, como por ejemplo,
el AFE, el tamafio celular, el tamafio de los espacios intercelulares y la

presencia de ciertas sustancias, especialmente a nivel de la epidermis; sin
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embargo, no se observd relacion entre el caracter lefioso o herbaceo de la

especie y dicho mecanismo.

5. Conclusiones generales:

- El Paramo de Piedras Blancas exhibe una marcada estacionalidad hidrica
que tiene una repercusion directa sobre la temperatura.

- En las especies estudiadas en este trabajo, existe un predominio de la
tolerancia sobre la evasibn como mecanismo de resistencia al
congelamiento.

- Las especies arbustivas tienden a presentar AFE menores que las especies
herbaceas.

- Las especies evasoras a las que se les realizé anatomia foliar (H.
lanuginosa y H. laricifolium) presentan menores tamafos celulares en
relacion a las especies tolerantes (C. fissifoliay S. formosus).

- Tanto las especies evasoras como en las tolerantes se evidencié la
presencia de grasas, taninos y ligninas, pero la concentracion de estas
sustancias es mayor en las evasoras en relacion a las tolerantes
(observacion cualitativa).

- Se acepta la hipotesis que plantea que existen caracteres de la anatomia
foliar relacionados con mecanismos de resistencia a bajas temperaturas. Se
rechaza la hipotesis que plantea la relacion entre la forma de vida de la

planta y el mecanismo de resistencia al congelamiento.
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