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RESUMEN

Phacelia secunda es una de las especies nativas de alta montafia mas estudiadas en Chile.
Su interés radica en los multiples mecanismos que esta especie despliega para hacer frente
a las duras condiciones ambientales en las que habita, y su gran distribucion tanto
altitudinal como latitudinal. Sin embargo, no existen estudios que caractericen de forma
simultanea los mecanismos y limitaciones fotosintéticas de esta especie creciendo en
campo, en conjunto con sus propiedades hidraulicas foliares, considerando ademas rasgos
funcionales y anatoémicos. El objetivo de este trabajo fue realizar una caracterizacion
detallada de los rasgos fisiolégicos y los determinantes anatomicos de conductancia
hidraulica e intercambio de gases de Phacelia secunda. Para esto, se realizaron mediciones
in situ de intercambio de gases y conductancia hidraulica foliar (Kieaf), Y se colectaron
muestras para el posterior andlisis de los rasgos anatomicos asociados. Los resultados
muestran que Phacelia secunda creciendo en condiciones de alta montafia (2.600 m s.n.m)
no presenta una interdependencia positiva entre los rasgos hidraulicos y de intercambio
de gases, si no que la Kiesr tiene una relacion antagonista con la Ci (concentracion de CO2
subestomatico). La conclusién principal es que Phacelia secunda en condiciones de alta
montafia no presenta una interdependencia positiva entre los rasgos hidraulicos y de
intercambio de gases para la asimilacion de carbono, si no que la asimilacién de carbono
de Phacelia secunda en estas condiciones estd determinada por la conductancia

estomatica, siendo la Kiear Una limitante para la asimilacion de carbono.

Palabras clave: Alta montafia, intercambio de gases, Kieaf, asimilacion de carbono.



ABSTRACT

Phacelia secunda is one of the most studied native high mountain species in Chile. Its
interest lies in the multiple mechanisms that this species deploys to cope with the harsh
environmental conditions in which it inhabits, as well as its wide altitudinal and latitudinal
distribution. However, there are no studies that simultaneously characterize the
photosynthetic mechanisms and limitations of this species growing in the field, along with
its foliar hydraulic properties, considering both functional and anatomical traits. The
objective of this study was to perform a detailed characterization of the physiological traits
and anatomical determinants of hydraulic conductance and gas exchange in Phacelia
secunda. To achieve this, in situ measurements of gas exchange and leaf hydraulic
conductance (Kiear) were conducted, and samples were collected for subsequent analysis
of associated anatomical traits. The results show that Phacelia secunda growing under
high mountain conditions (2,600 m a.s.l.) does not exhibit a positive interdependence
between hydraulic and gas exchange traits. Instead, Kieasr Shows an antagonistic
relationship with Ci (substomatal CO. concentration). The main conclusion is that
Phacelia secunda under high mountain conditions does not display a positive
interdependence between hydraulic and gas exchange traits for carbon assimilation.
Instead, carbon assimilation in Phacelia secunda under these conditions is determined by

stomatal conductance, with Kiear being a limiting factor for carbon uptake.

Keywords: High mountain, gas exchange, Kieaf, carbon uptake.



. INTRODUCCION

Uno de los grandes desafios que tiene que enfrentar la humanidad es entender qué medidas
debemos tomar para enfrentar el inminente cambio climatico. Uno de los grandes retos es
conocer las consecuencias de este cambio sobre las especies vegetales, especialmente en
aquellas zonas del planeta que han sido definidas como las més sensibles e impactadas
por el cambio climatico. Las areas de alta montafia son la segunda zona del planeta méas
afectada por el cambio climatico después de la Antartida. El principal efecto esta dado por
el incremento en la temperatura, lo que provoca, por ejemplo, pérdida de la capa de nieve,
disminucion en las precipitaciones, cambios en los patrones hidricos y cambios en la
longitud de las estaciones de crecimiento (Pizarro-Tapia et al. 2011, Vuille et al. 2015,
Adler et al. 2019, Korner 2021d). En Chile, las zonas de alta montafia comprenden toda
la Cordillera de los Andes, que va desde la Regidn de Arica y Parinacota hasta la Region
de Magallanes y la Antértida Chilena. Estas zonas son importantes desde varios puntos de
vista, uno de ellos es que albergan un gran nimero de especies vegetales que se encuentran
equipadas con adaptaciones fisioldgicas que les permiten hacer frente a las condiciones
altamente estresantes que suelen presentar los climas de este tipo. En general la vegetacion
de estas zonas contribuye en la conservacion del agua, y la proteccion del suelo contra la
erosion por el viento y corrientes de agua, lo que sustenta su estudio. Pero, adicionalmente,
las adaptaciones presentes en este tipo de vegetacion podrian ser provechosas para
estudios fisiolégicos que permitan entender a futuro, como aclimatar otros cultivos a
climas adversos o desfavorables. Para entender mejor las adaptaciones fisiologicas de
estas especies, se han identificado rasgos claves, como la conductancia estomaética, la
conductancia hidraulica y la conductancia del mesofilo, que permiten el intercambio de
gases Yy el suministro hidrico necesario para la fotosintesis. Respecto a las adaptaciones y
rasgos fisiologicos desplegados por las especies de alta montafia, se sabe que los rasgos
asociados al intercambio de gases como lo son la conductancia estomatica y la
conductancia del mesoéfilo, son clave para mantener una ganancia de carbono positiva y

de este modo posibilitar su crecimiento y desarrollo. Por otro lado, respecto a los rasgos



asociados a las relaciones hidricas, se puede destacar a los estomas como fuente primaria
para la pérdida de agua, y los vasos del xilema, como encargados de asegurar el suministro
hidrico a todas las partes de la planta. Los vasos, la membrana celular y la pared celular
representan otro conjunto de rasgos de importancia, siendo estos dos ultimos limitantes
de la difusion del agua y del CO2 (Azcédn-Bieto J. y M. 20133, d, Reyes-Bahamonde et al.
2022). Phacelia secunda J. F. Gmel es una especie nativa de Chile que pertenece a los
ecosistemas de alta montafia (Rodriguez et al. 2018). Esta especie ha mostrado a lo largo
de un gradiente altitudinal variaciones en adaptaciones fisioldgicas y morfologicas, las
que podrian tener una influencia importante en el intercambio de gases. Sin embargo, no
hay informacion de como se coordina su hidraulica con su capacidad fotosintética. Por
esta razon el objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacion detallada de los
rasgos fisiologicos y los determinantes anatémicos de conductancia hidraulica e

intercambio de gases de Phacelia secunda creciendo en un ambiente de alta montafa.

1.1 Clima de alta montana

Las areas de alta montafia poseen tipos de climas muy heterogéneos y pueden variar
dependiendo de la latitud y de otros factores como, por ejemplo, su cercania con la costa.
Por esta razon es necesario especificar la localizacion del area en cuestion (Vuille et al.
2015, Kdrner 2021a). En Chile central, la zona de alta montafa se encuentra representada
por la Cordillera de los Andes, la cual en esta latitud presenta periodos de sequia estacional
en los meses estivales, producto de la fuerte influencia que ejerce el clima mediterraneo
sobre ella (Cavieres et al. 2006). Al aumentar la elevacion, también se produce una
disminucion adiabatica de la temperatura, es decir un cambio de temperatura sin
intercambio de calor con su entorno, lo cual genera un gradiente de temperatura que se
refleja en la vegetacién y en los distintos ecotonos que se pueden observar a medida que
se asciende por la montafia. El clima de alta montafa es fuertemente afectado por el
cambio climatico. Otro aspecto importante de la montafa, es que la radiacion solar y la
velocidad del viento incrementan a medida que aumenta la elevacion en la montafia, lo

cual hace que, a medida que se gana altura, las condiciones se vuelven mas estresantes



para la vida vegetal (Kérner 2021c). En Chile, las variaciones que se han generado en esta
zona montafosa de Los Andes, producto del cambio climatico, se deben principalmente
al aumento progresivo de la temperatura, especialmente en el sector de Farellones, donde
se han registrado incrementos de temperatura desde la década de los 60. Desde 1984 hasta
el 2020 se tiene registro fotografico en el cual se puede ver una gran transformacion en el
area, con una notoria pérdida del permafrost (Figura 1). En la regién Metropolitana se
encuentra la Cuenca del Rio Maipo, la cual ha sido severamente afectada por el
derretimiento de nieve en las Gltimas décadas. Esto representa un doble problema, por una
parte, no habra suficiente agua dulce para esta zona en un futuro, y por otro lado, el calor
de la radiacién solar que era reflejado al espacio por el albedo de la capa de nieve, ahora

sera absorbido por el suelo aumentando la temperatura.
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Figura 1. Iméagenes satelitales que ilustran el derretimiento de nieve en las ultimas
cuatro décadas en la Cordillera de los Andes en la Zona de Farellones, Region
Metropolitana. La imagen (a) data de diciembre del afio 1984 y la imagen (b), data de
diciembre del afio 2020, Fuente: Google Earth, visitada el 30 de junio de 2023.



1.2 Especies vegetales de alta montafa

Las especies vegetales de alta montafa tienen que adaptarse a condiciones de vida de gran
altitud. A medida que la altitud incrementa, disminuye la presion atmosférica, la
concentracion de dioxido de carbono, de oxigeno y la temperatura del aire. En condiciones
in situ, la capacidad de asimilacion de carbono neta (An) de estas especies en general, va
desde los 3 hasta los 30 umol CO, m? s, Sin embargo, la mayoria de las plantas
herbéaceas tienen un rango que va desde los 12 hasta los 22 pmol CO, m? s (Kérner
2021e), lo cual representa un rango muy amplio, el cual se ve reflejado en las distintas
morfologias y longevidades de las hojas de las especies que habitan la montafia. La
diversidad en la morfologia y longevidad se hace notoria en las estrategias que poseen las
plantas de alta montafia para hacer frente a las condiciones limitantes, como baja
concentracion de CO. y baja temperatura. Dentro de la diversidad morfoldgica, se
encuentran los patrones de crecimiento tipico, de los cuales se pueden reconocer
rapidamente las formas de crecimiento de cojin, roseta, graminoide, y de plantas
postradas. De los rasgos anatdmicos caracteristicos de estas formas de crecimiento se
puede mencionar, por ejemplo, que las plantas con forma de crecimiento de roseta y
postradas aprovechan la proximidad de sus hojas con el suelo para crear bolsones de aire
calido y aprovechar el CO; edéafico. Las graminoides tienen hojas alargadas y angostas,
densamente agrupadas y apretadas entre si, para proteger el centro donde se encuentra el
meristema, asi también lo hacen algunas plantas con forma de roseta que poseen las hojas
muy solapadas entre si. Las plantas con forma de cojin crecen lentamente y en forma de
cUpula, con sus hojas en forma de muro de escudos. De esta manera se crea una estructura
que protege una camara interior donde se resguarda la temperatura, se acumula materia
orgénicay CO>. Sin embargo, las formas de crecimiento son por defecto para cada especie
y son independientes de las condiciones ambientales (Kdrner 2021b), por lo que son
estrategias mas o menos efectivas dependiendo de la altitud en la que se encuentren en la
montafia. Adicionalmente, las especies de alta montafia a menudo cuentan con
modificaciones morfoldgicas ecotipicas, lo cual se complementa con la forma de

crecimiento, y les permite aclimatarse a las condiciones ambientales cambiantes (Cavieres



2000). Las plantas que son capaces de sobrevivir a estas condiciones son objeto interesante
de estudio, debido a los diversos mecanismos fisiol6gicos y bioquimicos que han
desarrollado para adaptarse al entorno, pero ademas porque les ha sido necesario adaptarse
a la rapida transformacion que esta sufriendo su entorno producto del cambio climatico.
Por este motivo, las especies de alta montafia pueden dar indicios de como enfrentar estas
condiciones ambientales extremas y cdmo prever los efectos del cambio climético en otros
tipos de cultivos. Otro motivo que las hace importantes es que estas especies vegetales
conforman un ecosistema que esta detras de la conservacion de los recursos hidricos y
edaficos que nos ofrecen las zonas montafiosas. Estas especies se caracterizan por aportar
una gran cantidad de materia organica al suelo montafioso a través de sus raices, las cuales
abarcan grandes extensiones de terreno, de esta manera ayudan a retener el agua en el
suelo en estas zonas. A traves de sus raices también protegen el suelo de la erosion por el
viento y por los flujos de agua, constituyendo un bien fundamental para la sociedad debido
a que muchas ciudades y poblaciones dependen de los recursos hidricos de la montafa.

1.3 Phacelia secunda J.F. Gmel. (Magnoliophyta: Hydrophyllaceae)

P. secunda es una de las especies pertenecientes a los ecosistemas de alta montafia mas
estudiadas de Chile. Es una hierba perenne, dicotiledonea que tiene una forma de
crecimiento en roseta con una inflorescencia central y hojas pubescentes. Es una planta
nativa de Chile y se puede encontrar en todas sus latitudes, desde alturas que ascienden a
los 3.600 m s.n.m. en la Cordillera de los Andes hasta el nivel del mar en la Cordillera de
la Costa. Es posible encontrarla en regiones de Per( y Argentina (Cavieres 2000), y hasta
el estado de Arizona en Estados Unidos segun el registro historico de Gbif (Global
Biodiversity Information Facility) (Figura 2). Este amplio rango de distribucion la hace
una especie atractiva para desarrollar modelos predictivos asociados al cambio climatico.
Actualmente, varios mecanismos de adaptacion al clima de alta montafia han sido
descritos en P. secunda. Sin embargo, ain se desconocen algunos atributos clave

asociados a sus posibles respuestas frente a condiciones ambientales cambiantes, entre



ellos estén, la coordinacion entre los rasgos fotosintéticos e hidraulicos y las determinantes
tanto anatomicas como difusivas y bioquimicas de estos rasgos.
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Figura 2. Mapa de la distribucion de los avistamientos de Phacelia secunda, entre el
2010 y el 2023 segun la base de datos de Gbif (Global Biodiversity Information
Facility, www.gbif.org). El punto mas al norte corresponde a la latitud 33° en el estado
de Arizona, Estados Unidos, y el punto més al sur corresponde a la latitud -54° en
Tierra del fuego, Argentina.
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Entre las caracteristicas de esta especie en la alta montafia se encuentran la capacidad de
producir azlcares que le ayudan a mantener el equilibrio osmotico en condiciones de
estrés hidrico, y también producir carbohidratos de reserva que puede almacenar en sus
raices, y de esta manera usarlos en las largas temporadas que permanece bajo nieve en la
cordillera. Todos estos carbohidratos los produce en la temporada de crecimiento, y los
distintos patrones de acumulacion de reservas han sido descritos (Reyes-Bahamonde et
al. 2022). Reyes-Bahamonde et al. (2022) reportaron que las plantas del sector de
Farellones presentan concentraciones de carbohidratos menores cuando crecen una altitud
de 1.600 m s.n.m. en lugar de 3.600 m s.n.m., y que esto es producto del gradiente
altitudinal hidrico de la zona de Farellones. Bajo las condiciones de estrés hidrico que se
encuentran a 1.600 m s.n.m., P. secunda present6 un drastico cierre estomatico y se vio
forzada a utilizar el carbono de las reservas de carbohidratos para compensar el balance
negativo en la demanda de CO.. Esto es una muestra evidente de una estrategia de evasion
del estrés por déficit hidrico de P. secunda. En sitios de elevada altitud donde las
temperaturas llegan a ser congelantes, existe el riesgo de embolia en el xilema. Este
fendmeno se da debido a la insolubilidad de los gases en el hielo. Estos gases forman
burbujas en el hielo, que se expanden con el aumento de la temperatura durante los
deshielos, provocando asi las embolias. Se ha reportado, que como mecanismo de evasion
de las embolias, P. secunda disminuye el diametro de sus vasos xilematicos, sin embargo,
esto disminuye el caudal de agua que se puede movilizar por ellos y aumenta también la
resistencia, disminuyendo asi su conductancia hidraulica foliar (Kiear) (Hernandez-Fuentes
et al. (2015a). Como mecanismo compensatorio, P. secunda produce haces vasculares con
vasos Xilematicos mas numerosos, sin embargo, a pesar de esta estrategia no logra
compensar la pérdida en la Kiear. Esta disminucion del diametro de los vasos xilematicos
esta regulado por la temperatura del lugar de crecimiento, pero no hay evidencia de que
sea regulado por el potencial hidrico del suelo. Mas reportes de esta especie se han
realizado en los cuales se evalud la capacidad de respuesta de esta especie a proyecciones
de cambio climatico mediante el aumento de la temperatura (Sanfuentes et al. 2012,

Hernandez-Fuentes et al. 2019). En el estudio realizado por Sanfuentes et al. (2012) se



utilizaron OTCs (Open Top Chambers) en dos elevaciones distintas. Estas OTCs tienen la
capacidad de aumentar la temperatura del &rea en donde se encuentra debido a un efecto
invernadero, de este modo se usaron para simular el efecto del cambio climatico en un
futuro cercano. En la elevacion mas baja (2.900 m s.n.m), donde hay menos disponibilidad
hidrica, la respuesta ante el uso de OTCs fue mas dréstica e inmediata, con un cierre
estomatico rapido debido a que las OTCs causaron un efecto desecante en la planta, lo
cual provoco un descenso en la tasa fotosintética. Por otro lado, en la elevacion mayor
(3.600 m s.n.m), latemperatura aumenté cerca de los 11°C, valor que esta cerca del 6ptimo
fotosintético de P. secunda, lo cual incrementd la tasa fotosintética. Las OTCs elevaron
la temperatura entre 3,1°C y 3,8°C. En otro estudio realizado por Hernandez-Fuentes et
al. (2019) se sometieron a ensayos de estrés por sequia a individuos provenientes de dos
altitudes diferentes en la zona de Farellones (2.700 y 3.600 m s.n.m.). Y se reporto que P.
secunda posee memoria en individuos de altitudes més bajas de 2.700 m s.n.m., los cuales
sufren sequia a largo plazo, presentando distintos patrones de respuesta al estrés por sequia
dependiendo de las condiciones del lugar en donde haya crecido. Se reporté también, que
posee mecanismos de fotoproteccion mas desarrollados en individuos que han crecido
bajo estrés por sequia, que en individuos que han crecido en condiciones de mejor
disponibilidad hidrica, como las que se pueden encontrar a 3.600 m s.n.m en la zona de
Farellones (Hernandez-Fuentes et al. 2015b, Herndndez-Fuentes et al. 2019). Dado los
reportes anteriores, es necesario considerar la altitud a la que se realiza el estudio de P.
secunda, ya que ésta despliega distintos mecanismos fisioldgicos dependiendo de la
elevacion en donde se encuentre. El conocimiento de estas y otras caracteristicas, junto
con las mediciones de intercambio de gases y conductancia hidraulica, es fundamental
para comprender como se relaciona la hidraulica de P. secunda con el intercambio de
gases y como estos estan determinados por la anatomia. Actualmente, las interacciones
entre estos rasgos de intercambio de gases y conductancia hidraulica se desconocen en
esta especie, por lo que estos estudios podrian aportar informacién valiosa para la

comprension de su fisiologia y ecologia.
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1.5 Fotosintesis e hidraulica

La fotosintesis es un proceso que depende de moléculas inorganicas como el CO.y el agua
(Azcon-Bieto J. y M. 2013b, d). EI suministro de estos productos estd limitado por la
apertura y cierre estomatico, y por la estructura hidraulica de la especie vegetal. Por esta
razon, la fotosintesis es altamente sensible a factores de estrés abidtico (Azcon-Bieto J. y
M. 2013b, c, d). La primera variable que determina el ingreso del CO: al interior de la
planta, es la conductancia estomatica (gs) y es definida como la capacidad méxima de
difusion gaseosa de vapor de agua de la hoja (Lawson y Matthews 2020). La gs es
determinada por la densidad estomatica y la apertura de los poros estomaticos. Los
estomas a su vez se abren y se cierran en funcién de factores conocidos, por ejemplo,
cuando los niveles de luz son altos, el nivel de CO2en el interior de la planta es bajo y/o
la demanda evaporativa es baja, se produce la apertura estomatica, mientras que, en los
casos contrarios, se produce el cierre estomatico (Azcon-Bieto J. y M. 2013d). Los
estomas también se cierran en respuesta a sefiales fitoquimicas, ya sea por fitohormonas
u otros tipos de metabolitos del mesofilo (Lawson y Matthews 2020). En base a esto se
entiende que la apertura y cierre estomatico podria estar a su vez, determinada por otros
factores internos de la planta como lo son (a) la conductancia del mesofilo (gm), que puede
definirse como la capacidad que tiene el CO: para transportarse desde la cavidad
subestomatica hasta el estroma de los cloroplastos, (b) la conductancia hidraulica de la
hoja y de la raiz (Kieat Y Kroot, respectivamente) que determinan la méxima capacidad de
transporte de agua de la planta y que tiene a su vez una directa correlacion con la gs, y (¢)
los diversos mecanismos bioquimicos de resistencia al estrés abiético (Xiong et al. 2017).
Ademas, para entender como se transporta el CO: en el interior de la hoja, también hay
gue entender como se transporta el agua a través de la hoja, ya que para llegar hasta el
cloroplasto el CO- se transporta en fase acuosa. Es por esto que es necesario el estudio de
la hidraulica y como ésta se relaciona con otros factores como la conductancia del
mesofilo y la conductancia estomatica, y como esta influye finalmente en la asimilacion
de carbono (Xiong et al. 2017, Xu et al. 2021). Para ilustrar mejor el concepto de Kiear S€

suele emplear una analogia de un circuito eléctrico, donde el reciproco de la Kiear (la
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resistencia hidréulica), la diferencia entre potenciales hidricos y el caudal de agua, se
expresan en funcion de la ley de Ohm respectivamente, como, la resistencia eléctrica, la
diferencia entre potenciales eléctricos (voltaje) y el amperaje, donde cada resistencia actlia
como un divisor del voltaje total, teniendo voltajes (diferencias de potenciales) distintos
entre cada resistencia (Figura 3) obtenida de Sack y Holbrook (2006). En la figura 3 la gs,
la conductancia de la capa limite (gv) Y la Kiear, SON representadas como resistencias
variables debido a que estas resistencias son modificadas por los factores microclimaticos,
como lo son el déficit de vapor de agua (VPD, por sus siglas en ingles) y el potencial

hidrico del suelo (Wsoil).

1.6 HipOtesis

“Existe una interdependencia entre los rasgos hidraulicos y de intercambio de gases de

Phacelia secunda, la cual favorece la asimilacion de carbono”.

1.7 Objetivos

Realizar una caracterizacion detallada de los rasgos fisioldgicos y los determinantes

anatémicos de conductancia hidraulica e intercambio de gases de Phacelia secunda.
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Irradiance
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storage = [
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'Aa Sack L, Holbrook NM. 2006.
Annu. Rev. Plant Biol. 57:361-81

Figura 3. Conductancia hidraulica de la hoja Kleaf, ilustrada como un componente en un
circuito electronico analogo simplificado del sistema de toda la planta. Ksoil, Kroot,
Kstem y Kplant representan, respectivamente, la conductancia hidraulica (inversa de la
resistencia) del suelo, la raiz, el tallo y la planta; Wsoil, Wstem xylem y Wleaf representan
los potenciales de agua del suelo, el xilema del tallo y la hoja; gs, gb, E 'y VPD representan
las conductancias estomaticas y de la capa limite, la tasa de transpiracion y el déficit de
presion de vapor de agua entre la hoja y el aire. Este esquema esta muy simplificado, ya
que Wiear variaré en toda la corona debido a diferencias de altura, asi como diferencias en
la transpiracion y el suministro hidraulico a diferentes hojas. Los impactos del microclima
en gs Y Kiear S8 muestran con flechas rojas; por lo tanto, Kiear, al igual que gs y go, Se
representa como una conductancia variable; las disminuciones en Wleaf, una variable
interna, "impulsan™ las disminuciones en Kiear a través de su vinculacion con el aumento
de las tensiones del xilema. Los simbolos en zig-zag representan a una resistencia; los
simbolos en zig-zag con una flecha en diagonal representan una resistencia variable; el
simbolo de dos barras paralelas representa una capacitancia. Fuente: (Sack y Holbrook
2006)
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Il. METODOLOGIA

2.1 Sitio de estudio

Las mediciones fotosintéticas y la colecta de tejidos se llevaron a cabo a 2.600 m s.n.m.
en los Andes en las cercanias del centro de ski “La Parva” en las coordenadas
33°19°43,7”S y 70°17°33,7”0, Farellones, Region Metropolitana (Figura 4). Esta zona se
caracteriza por estar fuertemente influenciada por el clima mediterraneo de Chile central,
el cual se distingue por inviernos lluviosos y frios, y por tener veranos largos (6-7 meses),
secos y con altas temperaturas, donde la media anual de precipitaciones a los 2.500 m
s.n.m es de 445 mm (Cavieres et al. 2006). Las precipitaciones caen predominantemente
como nieve entre los meses de mayo y septiembre, aunque lluvias ocasionales pueden
ocurrir en los meses de verano, sin embargo, las precipitaciones son mas frecuentes en las
elevaciones mayores. Las medias para las temperaturas durante la temporada de
crecimiento son de 7°C en abril hasta 12°C en febrero a 2.600 m s.n.m. Las zonas de
mayor elevacién (3.600 m s.n.m) que siempre se encuentran cubiertas de nieve, la cual se
derrite en los meses estivales, facilita la disponibilidad de agua en el suelo. Sin embargo
en elevaciones mas bajas (1.600 m s.n.m.), la capa de nieve es menor y hay una mayor
limitacion en la disponibilidad de hidrica del suelo. De este modo, se forma un gradiente
altitudinal hidrico, donde la disponibilidad de agua aumenta a medida que se aumenta la
elevacion en la montafia (Cavieres 1999, Reyes-Bahamonde et al. 2022). Los potenciales
hidricos que se pueden encontrar a 3.600 m s.n.m. en esta zona se mantienen cercanos a -
0,3 MPa durante toda la estacion de crecimiento que va desde noviembre hasta marzo,
mientras que a 2.900 m s.n.m. este potencial disminuye a -1,6 MPa en noviembre y a -4,5
MPa en marzo (Sierra-Almeida et al. 2009).
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Mapa del sitio de estudio en la zona de Farellones

Figura 4. Mapa fisico del sitio de estudio donde se realiz6 el muestreo de individuos y
material vegetal en la cordillera de los andes, region de Farellones. La zona de muestreo
se encuentra a 2.600 m s.n.m. y esta ubicada en las cercanias del centro de ski “La
Parva”. Fuente: www.earthdata.nasa.gov, visitada el 30 de junio de 2023.

2.2 Muestreo

Para el estudio anatdmico por microscopia de P. secunda, se recolectaron muestras
correspondientes a 6 individuos en la zona de Farellones a 2.600 m s.n.m. Las muestras
consistieron en hojas que fueron tomadas a fines de noviembre y a principios de diciembre.
Las muestras recolectadas fueron fijadas en FFAA (formalina - &cido acético glacial -
alcohol 70°).

2.3 Densidad foliar y masa de la hoja por el area

Para calcular la densidad foliar (LD) y la masa por el area de la hoja (LMA) se colectaron
hojas de 10 individuos de P. secunda creciendo en condiciones de alta montafa, las cuales


http://www.earthdata.nasa.gov/
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fueron seleccionadas aleatoriamente. Para calcular la densidad foliar (LD), el peso seco
de las hojas se dividio por el volumen de la hoja, que se calcul6 como el producto del
grosor del meséfilo de la hoja por el area de la hoja. El grosor de la hoja fue medido a
partir de imagenes de cortes histolégicos tomadas con un microscopio de luz (CX31,
Olympus, Japan) usando un objetivo 10x, acoplado a una cadmara digital de 5 mp
(DC5000C, CMEX). Para obtener el indice de masa foliar por &rea (LMA), también
Ilamado masa especifica de la hoja, se dividid el peso seco de las hojas por el area foliar.
El area foliar fue determinada a partir de fotografias de hojas tomadas con una referencia
de escala de 1 cm. Para medir el &rea foliar y el grosor de la hoja a partir de fotografias,
se uso el programa ImageJ (Wayne Rasband/NIH, Bethesda, MD, EE. UU.).

2.4 Intercambio de gases en la hoja y fluorescencia de la clorofila a

Las mediciones de intercambio de gases con fluorescencia de la clorofila a fueron
realizadas con un sistema de andlisis de gases infrarrojo Li-6400XT, Li6400-40 (Li-Cor
Inc., Lincon, NE, USA) unido a una cdmara fluorescente en el cabezal (Li-6400-40, Li-
Cor Inc.). La sensibilidad de la respuesta de la absorcion de CO, neta (An) ante la
variacion en la concentracion de CO2 subestomaético (Ci) se determin6 como la pendiente
inicial de las curvas An-Ci, tal como fue descrito por Korner y Diemer (1994). Las
mediciones se realizaron en un grupo de hojas, tratando de cubrir toda el area de la cAmara
del IRGA, pero evitando la superposicién de las hojas, con una saturacion de luz PAR de
1.000 pmol fotones m2 s, La temperatura de las hojas fue medida con una termocupla
(6400-04, Li-Cor Inc.) que toca la superficie abaxial de la hoja. Las mediciones de
intercambio de gases se llevaron a cabo a una temperatura de 15°C. Para obtener los datos
para realizar las curvas An-Ci, se dejé que las hojas alcanzaran valores de estado
estacionario (tipicamente después de 20 a 30 minutos de haber sujetado la hoja al cabezal
del IRGA) para An Y para la gs a 400 umol CO2 mol™ en la camara del cabezal del Li-
6400 (Ca). Después de esto, Ca se disminuy6 a 0 pmol CO, mol™, para subsecuentemente
incrementar la concentracion hasta un maximo de 2.000 pumol CO2 mol™. Las curvas An-

Ci, consisten en mediciones tomadas después de mantener las hojas a 11 diferentes
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concentraciones de C, por al menos 5 minutos. Las correcciones por fugas de CO> hacia
dentro o hacia fuera de la camara del cabezal del Li-6400, fueron aplicadas a todos los
datos de las mediciones de intercambio de gases, de acuerdo con lo descrito por Flexas et
al. (2007). El fluorimetro se configuré en el pulso multifasico, que venia con la
configuracién del fabricante, con una intensidad de objetivo de 10 y una profundidad de
rampa de un 40% (Loriaux et al. 2013). La eficiencia del fotosistema Il (PSII) fue
determinada como se muestra en la ecuacion 1:
Pps= F'm-Fo)/F'ny (1)

donde Fs es el estado estable de la fluorescencia en la luz (PPFD 1.000 umol quanta m™
s1) y F’m es la maxima fluorescencia obtenida después de un pulso de saturacion de luz

2 sl Como ¢psi representa el nimero de los electrones

de 8.000 pmol quanta m
transferidos por foton absorbido por el PSII, la tasa de transporte de electrones (ETR)
puede ser calculada como se muestra en la ecuacion 2:

ETR=¢,,, PPFD-op (2)
donde a es la absorbancia de la hoja y B es la distribucion de la energia absorbida entre

los dos fotosistemas, que se asumio con el valor de 0,5.

2.5 Determinacion de la conductancia del mesofilo (gm) segun Harley (1992)

La conductancia del mesofilo fue calculada a través de las mediciones de intercambio de
gases y fluorescencia de la clorofila a, como se muestra en la ecuacion 3 propuesta por
Harley et al. (1992).

Ax (3)

I-(ETR+8(ANTRy))
" ETR-4(ANtR))

i

donde An y C; fueron obtenidos desde las mediciones de intercambio de gases a una
saturacion de luz de 1.000 pmol quanta m? s'. La tasa evolutiva de CO; no
fotorrespiratorio en la luz (R.) fue asumida como la mitad de la tasa de respiracion en la
oscuridad (Rdark), Y €l punto de compensacion del CO2 (I'*) fue calculada de acuerdo con
Brooks (1985) desde el factor de especificidad de la Rubisco (Scio) medido in vitro. Los
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valores de gm fueron usados para calcular la concentracion del CO2 cloroplastidial (Cc),
convirtiendo curvas An-Ci a curvas An-Ce, expresando C. como se muestra en la ecuacion
4,

C=Ci-(Ax/g,,) (4)
La maxima velocidad de carboxilacion de la Rubisco (Vcmax) se derivo desde las curvas

An-C¢ de acuerdo con Farquhar et al. (1980).

2.6 Andlisis cuantitativo de la limitacion de la fotosintesis

Para el andlisis cuantitativo de las limitaciones fotosintéticas relativas, se uso el andlisis
propuesto por Jones (1985) tal como fue implementado por Grassi y Magnani (2005), en
el cual se calculd la limitacion por conductancia estomatica (ls), la limitacién por difusion
del mesofilo (Im), y la limitacién de la capacidad bioquimica (Ip), de tal manera que (ls +
Im + Ib=1). La limitacion de los diferentes componentes fue calculada tal como se muestra

en las ecuaciones 5, 6,y 7:

L= ((2/2)/ (A AN/ACD)/ (2, HA AN/ACY)) (5)
= ((20/2,) (A AN/ACY)/ (g (A AN/ACL)) (6)
=g,/ (g, (AAN/ACY) (7)

donde gs es la conductancia estomética de CO3, gm es la conductancia del mesdfilo de
acuerdo con Harley et al. (1992), y gt €s la conductancia total de CO> desde el ambiente
hasta el cloroplasto (inverso multiplicativo de la suma de los inversos multiplicativos de
Os Y Om). AAN/AC. fue calculado como la pendiente de la curva An-Ce, en un rango de Cc
de entre 50 y 100 pmol CO2 mol™.

2.7 Determinacion anatémica de la conductancia del mesofilo, gm anatomica

Para la determinacion anatomica de la conductancia del mesdfilo, la porcion central de la
hoja de cada individuo fue colectada y fijada con una mezcla de formaldehido, etanol,

acido acético y glutaraldehido (4%). A las muestras fijadas se les sacaron micrografias
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utilizando microscopia electronica de transmision. Nueve de 30 micrografias fueron
seleccionadas aleatoriamente para medir caracteristicas anatomicas de la hoja como lo son
el grosor del mesdfilo (Tmes), la superficie total del mesdfilo (S), el area expuesta al
espacio de aire intracelular (Sm), su razon (Sw/S), la distancia desde el cloroplasto hacia la
pared celular (ALcyt), la longitud del cloroplasto (Lcni), el ancho del cloroplasto (Tcni) v el
grosor de la pared celular (Tcw). Todas las imagenes fueron analizadas usando el software
para analisis de imagenes ImageJ (Wayne Rasband/NIH, Bethesda, MD, EE. UU.).

Las caracteristicas anatomicas fueron usadas para estimar la gm modelada como una
conductancia compuesta que consiste en dos componentes, la parte gaseosa dentro de la
hoja (gias) Y la parte liquida (giiq), de acuerdo con la difusion unidimensional, segun el
modelo de Niinemets y Reichstein (2003) aplicado por Tomas et al. (2013) que se muestra

en la ecuacioén 8:

o (8)
Em 1  RT,
T
gias gliq

donde giss €s la fase gaseosa de la conductancia dentro la hoja, desde la cavidad
subestomatica hacia la superficie exterior de la pared celular, giiq €s la conductancia en
fase liquida y lipidica de la hoja desde el exterior de la superficie de la célula hacia el
cloroplasto, R es la constante de los gases (Pa m3 KX mol™?), Tk es la temperatura absoluta
(K), y H es la Ley de la constante de Henry para el CO, (Pa m3 mol™). gm es definida como
una conductancia de fase gaseosa, por esta razon es necesario convertir a H/(RTk) que es
la forma sin dimensiones de la ley de la constante de Henry, a giiq para que corresponda a
una conductancia de fase gaseosa equivalente (Niinemets y Reichstein 2003). La
conductancia de la fase intracelular gias (y Ssu reciproco, riss) fue obtenida de acuerdo con
Niinemets y Reichstein (2003) como se muestra en la ecuacion 9.
210~ (1/1ia)= (Da'f )/ (ALigt) (9)

donde ALixs es el promedio del grosor de la fase gaseosa, t es tortuosidad de la ruta de
difusion (Syvertsen et al. 1995), Da es la difusividad del CO; en el aire entre 10 y 15°C,
fias €S la fraccion del espacio aéreo intercelular y riss €s la resistencia de la fase gaseosa.

ALias fue tomada como la mitad del grosor del mesofilo. La conductancia en fase liquida
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total (giiq) desde la superficie exterior de la pared celular hasta el sitio de carboxilacién en
el cloroplasto fue calculada como la suma de las resistencias en serie de la pared celular
(rew), del plasmalema (rp) y de la resistencia dentro de la célula (rceitot), tal como se

muestra en la ecuacion 10 (Tomas et al. 2013).

Bliq~ Sm/((rcw+rpl+rcel,tot)'S) (10)

La conductancia de la pared celular fue calculada tal como fue previamente descrito por
Peguero-Pina et al. (2012). Para la conductancia de la membrana plasmatica se uso un
estimado de 0,0035 m s como previamente lo fue sugerido por Tosens et al. (2012),
considerando dos diferentes rutas del CO- dentro de la célula, una por la pared celular en
la superficie alineada con los cloroplastos y la otra para el &rea intercloroplastidial (Tholen
etal. 2012). El analisis de la limitacién parcial de la fase aérea (lias) de la gm, fue calculada
como se muestra en la ecuacién 11, tal cual como fue implementado por (Tomas et al.
2013).

g (11)

gias

1ials

2.8 Determinacion de la conductancia estomatica anatémica, gs anatémica

Para llevar a cabo la determinacion de la conductancia estomatica gs anatomica se realizo
un proceso de diafanizacion, para el cual se tomo una hoja de cada una de las muestras
recolectadas que fueron fijadas en FFAA. Cada hoja se puso a hervir en alcohol (96°) por
diez minutos. Luego las hojas se traspasaron a una solucion en ebullicion de hidréxido de
sodio (NaOH, 5%) mezclado con alcohol (96°) por 5 minutos. Después de esto, las hojas
se lavaron 2 veces con agua para ser traspasadas a una solucion de hipoclorito de sodio
(50%). Las hojas se dejaron reposar en hipoclorito de sodio por 15 min hasta que quedaron
completamente transparentes. Luego fueron lavadas con agua para ser fijadas con hidrato
cloral (5%), el cual se les aplico por 10 minutos (Strittmatter 1973). Antes del diafanizado
se removieron los tricomas de la hoja usando una rasuradora, con la cual se rasurd con

especial cuidado las zonas cercanas a la nervadura de la hoja. Esto se hizo para evitar
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entrecruzamientos de tricomas en el objetivo del microscopio. Para la coloracion de
contraste, se dejo reposar una hoja ya diafanizada en alcohol (70°) por 10 min. Luego se
traspaso la muestra a una solucién de safranina (20%) diluida en alcohol (96°) y se dejé
reposar 5 minutos (Strittmatter 1973). Para capturar las micrografias que se usaron para
realizar las mediciones morfométricas de los estomas, se utilizé un microscopio de luz
(CX31, Olympus, Japan), el cual fue acoplado a una cdmara digital (DC5000C, CMEX)
de 5 Mp, la cual fue operada a través del software “Image Focus 4” de la compaiia
Euromex, del cual se obtuvieron las escalas micrométricas para cada una de las
micrografias hechas. Para medir los rasgos anatdmicos de los estomas, se seleccionaron
49 micrografias provenientes de 6 individuos distintos (7 micrografias por individuos).
Las micrografias se midieron con el software ImageJ (Wayne Rasband/NIH, Bethesda,
MD, EE. UU.). El tamafio de los estomas (Ss, um?) se calculd como la longitud de la célula
de guarda (St, um) multiplicada por el ancho del par de células guardianas (Sw, pm)
(Hasper et al. 2017). La densidad estomatica (SD) se determind contando el nimero de
estomas por unidad de area epidérmica (Franks et al. 2009, Hasper et al. 2017). El indice
de area estomatica se obtuvo tomando el producto de SD y Ss segun Galmes et al. (2013).
Las caracteristicas anatdmicas de los estomas se determinaron en la seccion media de la
hoja tanto en la cara adaxial como en la abaxial. El célculo de la gs estomética se llevé a
cabo como se muestra en la ecuacién 12, la cual fue usada por Franks et al. (2009).
o {49 Dy (12)
WX (/2)3 /T

donde (d) es la difusividad del vapor de agua en el aire (m? s, (v) es el volumen molar

de aire (m® mol™?), (amax) corresponde al area maxima del poro y esta aproximada a un area
circular con un radio igual a (S./4), | corresponde a la profundidad del poro y esta asumida
como Sw, Y la conductancia maxima del CO2 (gemax) €S igual a la conductancia maxima
del vapor de agua (gwmax) por un factor de conversion de 1,6 (gemax = Qwmax/1,6) (Franks
et al. 2009).
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2.9 Determinacioén de la conductancia hidraulica

Para evaluar el estado hidrico de P. secunda, se evalu6 el contenido relativo de agua en
sus hojas (RCW). Las hojas fueron cortadas y se determiné inmediatamente su peso fresco
(FW). El peso targido (TW) fue determinado después de colocar las muestras en agua
destilada en obscuridad a 4°C para minimizar la pérdida de agua por transpiracion antes
de llegar a un peso constante (turgencia completa, después de 24 h). Para obtener el peso
seco (DW) las muestras fueron secadas en un horno durante 72 horas a 70°C. El contenido

relativo de agua (RWC) fue determinado como se muestra en la ecuacion 13.

FW — DW (13)
(TW — DW) - 100
Tres réplicas fueron obtenidas por individuo, y se seleccionaron 6 individuos. Para

RWC =

determinar la conductancia hidraulica de la hoja Kiear, Se utiliz6 una cdmara de presion o
Bomba Scholander, con la que se determinaron los potenciales hidricos. Las curvas
presién-volumen (P-V) se realizaron siguiendo el método de transpiracion libre descrito
en Corcuera et al. (2002) y en Vilagrosa et al. (2003). Brevemente, se separaron 20-30
hojas de una misma planta para la construccion de una curva P-V mediante una cdmara
de presion (PMS-600). Se realizaron 6 curvas P-V en seis plantas diferentes. De acuerdo
con los métodos propuestos por Liu y Osborne (2015), se graficaron y analizaron las
curvas P-V para estimar los siguientes parametros: potencial osmoético a plena turgencia
(mo), potencial hidrico en el punto de pérdida de turgencia (Wup), contenido relativo de
agua en el punto de pérdida de turgencia (RWCp) y maximo médulo de elasticidad de la
pared (emax). La conductancia hidraulica de la hoja Kiear, Se midi6 utilizando el método
cinético de rehidratacion descrito por Brodribb y Holbrook (2003) y siguiendo la
modificacion descrita en Séez et al. (Datos no publicados). Kieaf Se calculara de acuerdo
con la ecuacion 14:

_C'ln [\P()/\Pf] ( 14)
leaf_f

donde o es el potencial hidrico antes de la rehidratacion, W es el potencial hidrico

después de la rehidratacion, t es el tiempo de rehidratacion y C es la capacitancia de la
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hoja, la cual fue determinada como la pendiente inicial de las curvas presién-volumen

normalizada por el &rea foliar (Tyree y Hammel 1972, Brodribb y Holbrook 2005).

2.10 Andlisis estadistico

A cada una de las poblaciones de los valores obtenidos se les aplico la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Para realizar las pruebas de correlaciones para los datos de
intercambio de gases obtenidos con IRGA, y para los resultados de los promedios de la
Kieat para cada individuo, se utilizé la prueba de correlacién de Spearman debido al
pequefio numero de réplicas que se utilizé (n=6). Esto para los pares ordenados de An, Ci,
Kieaf, gs Y densidad estomética (SD). También se aplico una prueba de correlacion de
Spearman para poblaciones no paramétricas para (SD) y el tamafio estomatico (S). Para
obtener la pendiente inicial de An-Ci se realizd una regresion lineal simple. Para obtener

valores de resimenes se obtuvieron los promedios de las variables nombradas.
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1. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de parametros fotosintéticos e hidraulicos de Phacelia secunda
J. F. Gmel.

3.1.1 Densidad foliar (LD) e indice de masa foliar (LMA)

Los promedios de las mediciones para la masa por area foliar (LMA) y la densidad foliar
(LD) fueron de 109,97 g m?y de 0,34 g cm, respectivamente (Tabla 1). Los rangos para
estos datos se pueden ver en la Figura 6. Al comparar los estudios realizados por Poorter
etal. (2009) y por Zhang et al. (2020), los valores de LMA para P. secunda son en general
relativamente altos, pero normales dentro del rango de plantas que habitan alturas
elevadas. La densidad foliar es también, en parametros generales, relativamente baja
segun los datos expuestos por Poorter et al. (2009) y Zhang et al. (2020), pero no dista
mucho de los valores de las plantas que habitan a gran altitud. Los resultados de LMA 'y
LD reflejan hojas pequefias en superficie, pero voluminosas. Cabe destacar que para el
indice de masa foliar y para el grosor de la hoja, no se tomo en cuenta el peso, ni la longitud

los tricomas pubescentes presentes en la epidermis de las hojas de P. secunda.

3.1.2 Asimilacion de carbono y fotorrespiracion

El promedio de la asimilacion de carbono neta An a una C, de 400 pmol CO2 mol™ fue de
30,62 umol m?2 st (Tabla 1), lo que se considera un valor alto con respecto al rango de
valores encontrados en plantas de alta montafia y también dentro del rango de un amplio
espectro de especies segun revisiones realizadas por Lambers y Oliveira (2019a) y Kdrner
(2021e). La fotorrespiracion (PR) fue tomada desde las lecturas de la fotosintesis a una Ca
de 0y 3 umol CO2 mol™, y tuvo un promedio de 6,64 pmol m? s (Tabla 1). Este valor
de la media de PR es cercano al valor de la media para PR reportado por Hernandez-
Fuentes et al. (2015b) para plantas creciendo en una altitud de 1.600 m s.n.m. en la zona
de Farellones. A esa altitud también es donde se encontraron los individuos con los méas

bajos potenciales hidricos del tejido. El rango de valores para An y para PR puede verse
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en la Figura 6 y el promedio para la Adark Se puede ver en la Tabla 1. La Pendiente An-Ci
para P. secunda creciendo a 2.600 m s.n.m. fue de 0,13 (Figura 5), y present6 un valor
considerablemente alto y similar a los de las plantas de alta montafia segun comparaciones
con los valores de las pendientes An-Ci reportados por Korner y Diemer (1994) para
plantas de alta montafia y plantas de altitudes bajas, en un gradiente de 2.000 m. Este valor
alto de la pendiente An-Ci da indicios de que P. secunda es una planta con un alto nivel
de sensibilidad a los cambio de C; y un alto nivel de adaptabilidad a distintas
concentraciones de CO:z en especial en zona con bajo nivel de CO2 ambiental (Kérner y
Diemer 1994).
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cyenda Planta2 = Planta4 Planta 6

Figura 5. Gréaficos de las curvas An-Ci (a) y An-Ce (b). En la imagen (a) se puede ver
una recta que representa la pendiente inicial que se midi6 considerando los puntos que
se tomaron a una Ca que va desde 0 a 400 pmol CO. mol-1. La pendiente de la Curva
AN-Ci representa la eficiencia de captacion de CO, (ECU). Su pendiente y su
coeficiente de determinacion se pueden ver en la parte superior de la imagen (a). En la
imagen (b) corresponde a la curva AN-Cc que se utlizo para determinar la VCmax segun
el modelo de Farquhar et al. (1980).
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3.1.3 Velocidad maxima de la carboxilacién de la Rubisco (VCmax)

El promedio de la velocidad maxima de carboxilacion de la Rubisco (VCmax) fue de 70,65
umol m2s? (Tabla 1), lo que esta dentro de un valor medio bajo, con respecto al rango
reportado por Tosens et al. (2016) y Burnett et al. (2019) en el cual se incluy6 un amplio
numero de especies. Este valor bajo de VCmax puede sugerir una baja concentracion de
nitrdgeno en el suelo donde crece P. secunda, en la zona de Farellones a 2.600 m s.n.m.
(Burnett et al. 2019). El rango de valores para la VCmax puede verse en la Figura 6.

3.1.4 Conductancia estomatica (gs)

El promedio de la gs obtenida mediante las mediciones de intercambio de gases fue de
584,26 mmol m? s (Tabla 1), lo que esta dentro de un nivel medio alto, dentro del rango
de gs para varias especies, que fue reportado por Tosens et al. (2016) y Oliveros Diaz
(2023). El rango de valores para la gs obtenida mediante el intercambio de gases puede
verse en la Figura 6. Los promedios de los rasgos anatomicos estomaticos de SD y Ss,
fueron de 317,07 estomas mm~y de 456,82 pm? respectivamente. La gs modelada segun
el método propuesto por Franks et al. (2009) fue de 1,25 mmol m2 s (Tabla 1). Es posible
que este valor esté sobreestimado debido a los altos valores de la SD, teniendo en cuenta
que el modelo matematico usado se basa en una simplificacion de la geometria de los
estomas, lo cual puede hacer que se subestime la resistencia de la capa limite. Los
resultados del rango de valores para (Ss), (SD), y gsanatdmica modelada segin Franks et
al. (2009) se pueden ver en la Figura 6.

3.1.5 Conductancia del mesoéfilo (gm)

El promedio de la gm calculada segun Harley et al. (1992), fue de 0,23 mol m2 s (Tabla
1), lo que se considera como un valor medio seguin los valores para gm para varias especies
segun (Tosens et al. 2016). La gm anatdmica segun el modelo propuesto por Tomas et al.
(2013) fue de 0,174 mol m2 s’ (Tabla 1). Este valor de la gm anatdmica es levemente bajo

comparado al obtenido con el método propuesto por Harley et al. (1992), lo que se condice
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con la pendiente evidenciada por Tomas et al. (2013) donde no se encontrd una correlacion
directa entre las mediciones de la gm anatémica y de la gm segin Harley et al. (1992). En
cuanto al grosor de la pared celular del meséfilo (Tew), segin Tosens et al. (2016) los
valores maés altos de Tew reportados en plantas con semillas son de alrededor de 0,75 um
en plantas de algodon, mientras que comdnmente los valores reportados oscilan entre 0,1
y 0,5 um en especies anuales y perennes, y la media Tcw en P. secunda es de 0,229 um
(Tabla 1), lo que ademas concuerda el valor de la gm modelada segin Harley et al. (1992),
con respecto a la curva de gm-Tcw descrita por Tosens et al. (2016). El rango de valores

para Tcw Se puede ver en la Figura 7.

3.1.6 Conductancia hidraulica de la hoja

El promedio de la conductancia hidraulica foliar Kiear fue de 22,94 mmol m? s MPa’
(Tabla 1), el cual esta por debajo el promedio para plantas herbaceas (Sack y Holbrook
2006, Lambers y Oliveira 2019b), aunque estd muy alejado de los resultados obtenidos
por Hernandez-Fuentes et al. (2015a), quien obtuvo una Kiear, N0 superior a 6 mmol m2s-
1 MPal para plantas de P. secunda creciendo a 1.600 m s.n.m., y valores de Kiear, NO

superiores los 3 mmol m2s*MPa? a2.900 ms.n.m. en la zona de Farellones.
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Tabla 1. Tabla resumen de los promedios para las distintas variables observadas de

Phacelia secunda.

Variable Abreviatura Promedio  Unidad de medida
Masa por area foliar LMA 109,97 gm?
Densidad foliar LD 0,34 gcm
Asimilacién de carbono neta a una C, de An 30,62 pmol m2 st
400 pumol COz mol*t
Fotorrespiracion con un C,de entre PR 6,64 pmol m2 st
0-3 umol CO2 mol?
Respiracién de la fase obscura Rdark 1,78 pmol m2s?
Velocidad maxima de carboxilacién de la Rubisco V Crnax 70,65 pmol m2 s
Conductancia estomatica (intercambio de gases) Os 584,26 mmol m?2 s
Conductancia estomatica (modelo de Franks et al. Os 1,25 mmol m?2s?
Conductancia del mesofilo (modelo de Harleyzeotoea). Om 0,23 mol m?2s?
Conductancia del meséfilo (modelo de Tomésltg[gjl). Om 0,174 mol m?2s?
Conductancia hidréulica%‘gﬁga Kieat 22,94 mmol m? st MPa?
Grosor de la pared celular Tew 0,229 pum
Tamafio estomatico S 456,82 um?2
Densidad estomética SD 317,07 estomas mm-2
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Figura 6. Rango de valores de los datos obtenidos de las mediciones de intercambio de
gases (tomados con una Ca de 400 pmol CO2 mol-1), mediciones anatomicas y
conductancia hidraulica de la hoja, donde, (LMA) es la masa foliar por el area, (LD) es
la densidad foliar, (AN) es la asimilacion de CO, (PR) es la tasa de la fotorrespiracion
con medida con una Ca entre un 0 y 3 umol CO2 mol-1, (VCmax) es la maxima tasa de
carboxilacion de la Rubisco, (gs) es la conductancia estomatica, (Kleaf) es la
conductancia hidraulica de la hoja'y (gm) es la conductancia del mesofilo.
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Figura 7. Rango de valores para medidas anatémicas. La conductancia estomatica (gs)
modelada a partir de mediciones anatomicas de los estomas segun Franks et al. (2009),
tamario estomatico (S), densidad estomatica (SD) y grosor de la pared celular (Tcw).

3.1.7 Andlisis cuantitativo de las limitaciones difusivas de la fotosintesis y de la gm

El analisis cuantitativo de las limitaciones difusivas relativas de la fotosintesis, revel6 que
la difusion estomatica ls, represento el menor obstaculo para la difusion de CO» con solo
un 17,32%, en comparacion con la colimitacion de la difusion a través del mesoéfilo I,
con un 43,07% y la limitacion bioquimica Iy con un 39,59% (véase en la Figura 8). Sin
embargo, se ha reportado que la Is y Im, y principalmente la ls, es la mayor limitante de la
difusion para la fotosintesis en la mayoria de los tipos de estrés que limitan la fotosintesis
(Flexas et al. 2012), Aungue, en situaciones de estrés hidrico, la limitacion de la Im puede
alcanzar valores elevados hasta un 75% del total (Flexas et al. 2012). Estos resultados
obtenidos con un bajo valor relativo para ls y un alto valor relativo para Im y Ip pueden

significar que los individuos P. secunda creciendo a 2.600 m s.n.m. en la zona de



30

Farellones, presentan bajos niveles de nitrogeno foliar (Lambers y Oliveira 2019a). El
resultado del andlisis parcial de la limitacion de la gm anatomica, mostré que el valor de
lias €s de solo un 12,93%. Este bajo porcentaje se condice con la densidad foliar, y con la

relativa baja ls.

Limitantes de la fotosintesis

43.07% 17.33%

B O [
OT‘_M_

9.60%

Figura 8. Grafico circular con los porcentajes de los limitantes difusivos de la
fotosintesis, donde, (Is) es el componente limitante de la difusion de la conductancia
estomatica, (Im) limitante de la difusion de la conductancia del meséfilo y (Ib) limitante
de bioguimico.

3.2 Correlacién de la conductancia hidraulica e intercambio de gases

3.2.1 Correlaciones entre la Kiear Y variables de intercambio de gases

Solo las variables An-gs, gs-SD y Kiear-Ci presentaron correlaciones significativas. Los
resultados para las correlaciones entre estos parametros se pueden ver en la Figura 9. Para
las variables de An-gs se obtuvo una correlacion positiva con un coeficiente de correlacion

de 0,94 y un nivel de significancia menor al 0,01, lo que indica una fuerte determinante
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anatémica en la asimilacion de carbono neto (Figura 9). Este comportamiento puede ser
explicado por la reducida concentracion de CO2 que se encuentra a elevada altitud, por lo
que la planta podria maximizar la entrada de CO> al mesofilo de la hoja a través de los
estomas. En cuanto a Kiear-Ci, se obtuvo una correlacion negativa con un coeficiente de
correlacion de -0,94, con un nivel de significancia menor al 0,01 (Figura 9), sin embargo,
no hay evidencia estadisticamente significativa sobre las correlaciones entre Kieat-gs y

Kieaf-An, aunque si hay leves tendencias negativas para la correlacion Kieas-gs (Figura 9).

3.2.2 Correlaciones para los rasgos anatomicos de la hoja

Para las variables gs-SD se obtuvo una correlacion positiva con un coeficiente de
correlacion de 0,83, y un nivel de significancia menor al 0,05. Esta correlacion muestra
que la conductancia estomatica es fuertemente influenciada por la densidad estomatica,
tal como fue descrito por Franks et al. (2009), (Figura 9). En cuanto a la correlacion entre
el tamafio estomatico (S) con la densidad estomatica SD, la correlacidn es negativa con
un coeficiente de -0,49, lo que también concuerda con la descripcion hecha por Franks et
al. (2009), en donde identifico que a mayor densidad estomatica, menor es el tamafio
estomatico (Figura 10), sin embargo, teniendo en cuenta los altos valores para Ss en
comparacion con la SD segun lo reportado por Franks et al. (2009) (Tabla 1y Figura 7),
se puede afirmar que la anatomia foliar de P. secunda creciendo a 2.600 m s.n.m. en la
zona de Farellones, favorece la conductancia estomética y por lo tanto el intercambio de
gases.
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Figura 9. Correlograma de los resimenes de An (AN), Ci (Ci), gs (gs) a una Ca de 400
umol CO, mol™ aire!, promedios de la Kiear (Kleaf) y de la densidad estomatica (SD)
provenientes de los 6 individuos de Phacelia secunda. Los niveles de significancia
estan expresados como: “*” (<0,05) y “**” (<0,01). Se us6 el método de correlacion
de Spearman para poblaciones no paramétricas.
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Figura 10. Correlograma del tamafio estomatico (Ss) (um?) y de la densidad estomatica
(SD) (estomas/mm?) en los 6 individuos de Phacelia secunda. El nivel de significancia
esta expresado como “***”_es igual a p-value <0,001. Se uso la prueba de correlacion

de Spearman para poblaciones no paramétricas.
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V. DISCUSION

4.1 Parametros generales

Los resultados obtenidos muestran valores relativamente altos de An (30,62 pumol CO, m-
2 s, lo cual es atribuible a que las mediciones se realizaron en condiciones optimas para
la fotosintesis. Esto en comparacion con estudios previos en los cuales individuos de P.
secunda fueron sometidos a estrés hidrico y estrés por calor, mostrando valores que no
superaron los 21 pmol CO, m2 s para An (Sanfuentes et al. 2012). Sin embargo, las altas
tasas de An también podrian ser explicadas por una priorizacion de la eficiencia del uso
del nitrégeno fotosintético (PNUE, por sus siglas en inglés), debido a posibles bajas
concentraciones de nitrégeno en el suelo (Lambers y Oliveira 2019a). Las tasas de Kieat
son relativamente bajas en comparacién con datos generales de plantas herbaceas y se ve
reflejado en el alto valor de LMA vy el bajo valor para LD, los cuales permiten entrever
hojas de area pequefia (Lambers y Oliveira 2019b). Por otro lado los valores de Kieaf fueron
relativamente altos en comparacién a estudios anteriores, donde las tasas de Kiear Sol0
llegaron a un méaximo de 5 mmol m? st MPa?, sin embargo, esos datos de Kiesr fueron
obtenidos mediante la aplicacion de tensiones al tallo de la hoja, un método distinto al
utilizado en este estudio que consistié en la aplicacion de presion (Hernandez-Fuentes et
al. 2015a). Hernandez-Fuentes et al. (2015a), estudi6 cémo las bajas temperaturas
modifican los vasos xilematicos para evitar la embolia, lo que hace que P. secunda tenga
cada vez menor Kies €n altitudes donde predominan las temperaturas congelantes, y una
explicacion a estas diferencias en los resultados podria ser que, el didmetro de los vasos
del xilema de los 6 individuos de P. secunda analizados en este estudio es de un tamafio
considerablemente mayor a los estudiados por Hernandez-Fuentes et al. (2015a). Los
resultados del andlisis cuantitativo de la limitacién de la difusion del CO2 en la
fotosintesis, presentan como mayor limitante la Im y en segundo lugar la Ip. La Im tubo un
valor relativo de 43,07%, lo que puede ser explicado por el alto valor para la gs que tuvo
un valor de 584,26 mmol m? sy la alta colimitacion relativa de la difusion por parte de

la Ib, que se corresponde con el bajo valor de la VCmax, 10 que ademas podria ser un
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indicativo de un bajo nivel de nitrégeno en la hoja que pudiese favorecer que se priorice
la PNUE en detrimento de la eficiencia fotosintética del uso de agua (WUE, por sus siglas
en inglés), y de esta manera la gs de cada individuo tenderia a tener valores mas elevados,
tal como lo apunta Lambers y Oliveira (2019a). Por otro lado, aunque, las plantas con baja
concentracion de nitrégeno foliar en general presentan una LD alta, en condiciones de
elevada altitud y con bajas concentraciones de CO>, en hojas que son de larga vida como
en el caso de las plantas perennes, la LD tiende a ser mas baja a medida que la
concentracion de nitrégeno foliar es menor (Lambers y Oliveira 2019a, Zhang et al. 2020).
De esta manera la baja LD de P. secunda podria ser otro indicio de bajas concentraciones
de nitrégeno foliar.

4.2 Correlacion entre intercambio de gases y Kieaf

Aunque no se pudo obtener una correlacion significativa entre Kieary An, Si Se obtuvo una
fuerte correlacion negativa entre Kiear y Ci, 10 que podria ser un indicio contrario a lo
propuesto en la hipétesis de esta investigacion, la cual propone que existe una correlacion
positiva entre la conductancia hidraulica foliar y la asimilacion de CO.. Este indicio se
respalda en que An esté positivamente correlacionado con gs, y aunque gs no presenta un
indice de correlacion significativo con C;, si presenta un indice de correlacion alto, y
ademas, se tiene en cuenta el alto valor de la pendiente An-Ci, el cual indica una alta
sensibilidad de la asimilacion de carbono ante una variacion de la Ci, ademas se contempla
el hecho de que fisicamente el nivel de Ci que se puede encontrar en la cavidad
subestomatica depende en gran medida de la gs. El como y el por qué la Kiear S cOmporta
de manera antagonista con la C;, podria ser un objetivo a estudiar de esta especie en el
futuro. Con respecto a lo anterior, se puede inferir tentativamente que la correlacion
negativa entre Kiear y Ci puede ser un indicador de que a una mayor Kieaf la gs disminuiria
debido a una excesiva pérdida de agua por causa de una reduccion de la WUE. De esta
manera si eventualmente disminuye la disponibilidad hidrica del suelo, no se podria
satisfacer la demanda de agua producida por el VPD. Dicho de otro modo, esto podria

significar que a una mayor Kieaf, e produciria una mayor resistencia estomatica. Siguiendo
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los resultados discutidos hasta ahora y el reporte presente en el marco tedrico hecho por
Hernandez-Fuentes et al. (2019), quien evaluo los efectos del estrés hidrico en individuos
de P. secunda provenientes de distintas altitudes, se puede discernir que la poca
disponibilidad hidrica del suelo es una gran limitante de la fotosintesis en P. secunda y
ademaés condiciona sus respuestas de fotoproteccion. Sin embargo, no existe evidencia
directa de cémo afecta la poca disponibilidad hidrica del suelo a An, a una misma
temperatura, ni tampoco se obtuvieron resultados claros para el analisis de correlacion
Kieat-An. NO obstante ya se ha informado en la literatura, que el tipo de estrategia contra
el estrés hidrico que utiliza esta planta es de caracter evasivo, de manera que cuando existe
un fuerte estrés hidrico P. secunda cierra sus estomas, y para suplir la demanda de CO>
usa sus reservas de carbohidratos, tal como lo report6 Reyes-Bahamonde et al. (2022). La
Iscomo ya se ha discutido, es el factor que menos limita la fotosintesis, siendo de solo un
17% limitante, y en el analisis de la gm anatémica, la resistencia de la fase aérea es la que
menos la limita, con solo un 12,93% de limitacion. Lo que puede ser un indicativo de que
el mayor determinante en la asimilacién de carbono seria la difusion por la parte aérea de
la hoja. Esto también se podria inferir desde los valores de LD y LMA, los cuales indican
hojas pequefias y voluminosas, de lo cual ademas se puede deducir que la estructura
aerifera seria predominante en el meséfilo de la hoja. Todas estas suposiciones e
inferencias apuntan a que la estrategia evasiva del estrés que presenta P. secunda a 2.600
m s.n.m. en la zona de Farellones, esta en gran parte influenciada por las condiciones
nutritivas e hidricas del suelo, y ademas la baja concentracion de CO atmosférico. Esto
daria a entender que las fuertes respuestas al estrés hidrico de que presenta esta planta, se
debe una WUE reducida, debido a una priorizacion de la PNUE (Lambers y Oliveira
2019a, Zhang et al. 2020), Sin embargo, no se tiene documentacion de cdmo se comporta
la Kieat S€QUN la concentracion de nitrogeno en el suelo en P. secunda. Con respecto a la
Om Se puede inferir, que, a una menor disponibilidad hidrica del suelo, el Tew de las celulas
del mesoéfilo podria aumentar, lo que puede hacer que disminuya marginalmente la gm
(Tosens et al. 2012, Tosens et al. 2016), sin embargo tampoco se pudo obtener una

correlacion para Kieaf-gm, por lo tanto, no se puede identificar qué tan directa es la relacion
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de la Kiear con la gm en P. secunda, ni qué tan dependiente de las condiciones hidricas del
suelo puede llegar a ser An, ni tampoco, que nivel de tolerancia a los bajos potenciales
hidricos del suelo puede presentar P. secunda en condiciones de alta montafia. Sin
embargo, si se aceptaran todos estos supuestos, significaria que, dado su tipo de hoja
perenne, P. secunda mantiene un sistema de adaptacion a los terrenos pobres en nitrégeno
en altitudes elevadas donde las concentraciones de CO2 son reducidas (Lambers y Oliveira
2019a).



38

V. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que no existe una interdependencia entre los
rasgos fisiologicos, hidraulicos y de intercambio de gases, que repercuta favorablemente
en la asimilacion de CO3, sino méas bien, que existe un antagonismo entre estos rasgos,
siendo la conductancia del mesoéfilo un rasgo limitante de la difusion del CO; hacia el
cloroplasto, y siendo la conductancia hidraulica, antagonista a la concentracién
subestomatica de CO,. Considerando el alto valor de la pendiente de las curvas An-Ci, que
indica una gran sensibilidad fotosintética a las concentraciones subestomaticas de COz, la
baja limitacion difusiva de la conductancia estomética y la baja limitacion parcial de la
fase aérea en la conductancia del mesofilo, se puede concluir que la anatomia del meséfilo,
y en especial la estructura aerifera tiene un impacto positivo en la asimilacion de carbono,
y que la conductancia estomaética es el principal rasgo favorable para la asimilacion de
carbono en P. secunda en condiciones de alta montafa a una altitud de 2.600 m s.n.m. en

la zona de Farellones.
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