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Resumen
En climas de alta montafa, hacia latitudes tropicales el crecimiento vegetal esta restringido a
fendmenos térmicos con oscilaciones diarias de gran amplitud, baja fertilidad de suelos y
descomposicion biologica e intensa sequia, durante todo el afio. Debido a la accion sinérgica de
aquellos estreses sobre el balance de carbono, las plantas de estos ecosistemas recurren a mecanismos
morfo-fisiolégicos compensatorios, para adaptarse a las condiciones ambientales de ciclo anual y
diario. Este estudio describi6 el funcionamiento fotosintético de Polylepis tarapacana en el Altiplano
de los Andes Central (18°S) creciendo en estas elevaciones extremas, a través de un gradiente de
elevacion desde los 4,337 hasta los 4,905 m.s.n.m. La pregunta de como varia el funcionamiento
fotosintético de P. tarapacana en un gradiente del bosque con mayor elevacion en el planeta y en qué
medida éstos cambios estdn moldeados por limitaciones hidricas y térmicas, aspira a resolver el
objetivo principal de esta tesis el cual es contribuir con la primera caracterizacion cuantitativa del
metabolismo de P. tarapacana acorde a sus tasas fotosintéticas y mecanismos compensatorios, para
mejorar la comprension del éxito de esta especie adaptada a condiciones ambientales de sequia y bajas
temperaturas. Las mediciones se llevaron a cabo en el Ultimo tercio del periodo estival (1 al 20 de
marzo del 2013). Las fluctuaciones térmicas anuales fueron del orden de =3°C y las variaciones
diurnas de =30°C. Las condiciones ambientales durante el periodo de medicion en el gradiente
indicaron un incremento de VPD y T°, y una disminucién de RH, desde la mafiana hacia el mediodia.
Los analisis de N del suelo arrojaron valores constantes en el gradiente. Las tendencias observadas con
la elevacion fueron: Disminucion de la asimilacion neta de CO: (4An), conductancia de CO» estomatica
(gs), concentracion de CO> sub-estomatico (Ci) y cloroplasmatico (Cc). Las caracteristicas morfologicas
de la hoja (LMA), el contenido de nitrégeno foliar (LNC) y la temperatura foliar (T°L) no sufrieron
variaciones importantes. La conductancia de CO> del mesoéfilo (gm), la tasa méxima de regeneracion de
RuBP (Jmax) y la tasa méaxima de carboxilacion de la enzima RuBisCO (Ve max) incrementaron.
Consecutivo al calculo de las limitaciones fotosintéticas, se dedujo que la disminucién de An se debe
principalmente a la reduccion de gs con la elevacion. En respuesta al gradiente ambiental impuesto por
la elevacion, los arboles de P. tarapacana presentan diferentes adecuaciones difusivas y metabodlicas
compensatorias, que definen altas tasas de asimilacion sostenidas por un aparato fotosintético

excepcionalmente bien adaptado al efecto de bajas temperaturas.

Palabras clave: Parametros fotosintéticos, treeline, morfologia foliar, Altiplano Chileno, Polylepis

tarapacana Phill.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes de investigacion
El limite altitudinal de los bosques, conocido globalmente como freeline, representa uno de los
ecotonos mas destacados del paisaje (Korner 1998, Korner & Paulsen 2004). Estos ecosistemas se
caracterizan por presentar condiciones climaticas adversas que generalmente restringen el metabolismo
vegetal. Hacia latitudes menores, las plantas de treeline estan sometidas a la accion sinérgica del estrés
por oscilaciones térmicas extremas, sequia, escasez de nutrientes y alta radiacion (Arroyo & Cavieres
2013). Lo anterior, impacta los mecanismos fotosintéticos, restringiendo la tasa de asimilacion de CO»
(An). Las bajas temperaturas afectan la fotosintesis en varias formas: (1) Reduccion en la fluidez las
membranas lipidicas, (2) disminuciéon en la tasa maxima de transporte de electrones (Jmax), y (3)
reduccion de la capacidad carboxilica de la enzima Rubisco (V. max) (Lambers et al. 2007). Sin
embargo, la tasa fotosintética por unidad de nitrégeno (PNUE) se reduce al estar expuesta en habitats
con déficit de nutrientes y/o agua dada la menor asignacion de Nitrégeno en Rubisco (Field et al.,
1983). A su vez, el mayor carbono asignado a tejidos estructurales (e.g. esclerénquima y colénquima)
generalmente incrementa la densidad de la hoja, aumentando la masa foliar por area (LMA). En
adicion, la coexistencia de bajas temperaturas, sequia y déficit de N edafico genera una mayor
susceptibilidad a la fotoinhibicidon cuando las plantas estdn expuestas a alta densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD).

En relacion a la sequia, el primer sintoma es el cierre estomatico (gs), que restringe el ingreso de
CO2 desde la atmosféra (Ca) hacia las cavidades sub-estomaticas (C;). Esto disminuye la concentracion
de CO: en los sitios de carboxilacion, reduciendo la utilizacion de ATP y NADPH', incidiendo
finalmente en el descenso de las tasas de transporte de electrones a través del fotosistema I (ETRII).
La conductancia del mesofilo al CO> (gm) también se ve reducida concomitante con el cierre
estomatico, pero se ha demostrado que esta respuesta se puede desacoplar de la gs en cuestion de
minutos (Flexas et al. 2002, 2007). Actualmente se sabe que gm es finita y puede ser similar o incluso
mayor que aquellas limitaciones bioquimicas, ergo su estudio es importante para determinar los
procesos que subyacen la capacidad fotosintética (Grassi & Magnani 2005).
Estos mecanismos han sido caracterizados de manera parcial en sitios donde los treeline oscilan en el
rango de 1000 (o menos) a 4200 m s.n.m. y con una marcada estacionalidad térmica definida por
inviernos largos y periodos de crecimiento breves (Korner & Paulsen 2004), principalmente en
regiones templadas de Europa y Asia, en especies de coniferas, asi como en climas mediterraneos de

Sudamérica (Cabrera 2002, Piper et al. 2004). En el Altiplano Sudamericano el treeline de Polylepis



tarapacana se ubica a una elevacion de hasta los 5200 m s.n.m. constituyendo el bosque a mayor
elevacion en el mundo (Kessler 1995, Braun 1997). Por otro lado, la baja latitud en la cual habitan
genera patrones estacionales particulares en los regimenes de temperatura y precipitaciones, con
inviernos frios y secos (May-Oct) y veranos mas calidos y himedos (Dic-Mar), que es cuando precipita
mas del 80% de la escasa pluviometria anual (Liberman-Cruz et al. 1997, Garreaud et al. 2003). Los
Andes Centrales (15°-24°S), se caracterizan por variaciones climaticas diurnas que sobrepasan las
fluctuaciones estacionales (228°C vs =3°C, respectivamente), sugiriendo “un invierno cada noche y un
verano cada dia” (Rundel 1994, Young & Leon 2006). En el Altiplano, a diferencia de otras montafias
de Los Andes ubicadas a latitudes mas ecuatoriales como Venezuela (8° N), las plantas deben lidiar
con largos periodos de aridez (humedad del aire extremadamente baja), episodios constantes de intensa
luminosidad (alta radiacion de onda corta), baja presion atmosférica (63 KPa) y temperaturas
congelantes durante todo el ano (Kdrner 2003). En estos ecosistemas de tan peculiares regimenes
climaticos, dentro de las especies arboreas, sélo las del género Polylepis han llegado a subsistir.

Polylepis (Rosaceae) es un género de arboles siempreverdes, compuesto por 28 especies con
individuos de hasta 3 m de altura, formando bosques distribuidos en elevaciones sobre los 3000 m
s.n.m., desde Venezuela hasta los Andes del norte de Argentina (§°N — 32°S) (Bitter 1911, Simpson
1979, Kessler 1995, Schmidt — Lebuhn et al. 2005). De este género, Polylepis tarapacana Phillipi
(tribu: Sanguisorbeae) es la especie de mayor interés en estudios ecofisiologicos, dado que es capaz de
formar los bosques a mayor elevacion en el mundo. En los Andes semidridos del Altiplano forma
bosques abiertos sobre laderas rocosas, entre los 3900 y 5200 m s.n.m. (Kessler 1995, Braun 1997). En
este ecosistema cumple multiples roles ecoldgicos como brindar habitat para especies de aves y
mamiferos, incrementar la capacidad de retencidon hidrica del suelo, y reducir la erosion regulando la
escorrentia del agua (Fjeldsa & Kessler 1996). En cuanto a su ecofisiologia P. tarapacana ha
demostrado gran tolerancia a las bajas temperaturas y a la sequia (Rada et al. 1996, Cabrera et al. 1998,
Rada et al. 2001).

La caracterizacion del funcionamiento fotosintético de plantas en ambientes de treeline ha sido
estudiada (James et al. 1994, Johnson et al. 2004, Kogami et al. 2001, Zhang et al. 2004, Shi et al.
2006, Hoch 2007), sin embargo reportes fisioloégicos y bioquimicos cuantificados del desempefio
fotosintético que incluyan el factor gm ain no han sido examinados para climas tropicales y
subtropicales. En el presente estudio se realiza una caracterizaciéon completa de los pardmetros
fotosintéticos, incluyendo relaciones morfologicas (LMA) y analisis de nitrogeno (N) de suelo y hoja,

en arboles de P. tarapacana a través de su rango de distribucion altitudinal. Adicionalmente, de
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acuerdo a fines ecofisioldgicos, se registraron los flujos anuales de temperatura (T°), humedad relativa

(RH) y déficit de presion de vapor (VPD) para este treeline.

1.2 Pregunta de investigacion

En revision de la particular capacidad que P. tarapacana de permanecer en este tipo de ecosistemas
extremos en la region del Altiplano con oscilaciones térmicas diurnas extremas, baja humedad en el
suelo y en el aire y baja tasa de mineralizacion del suelo, se plantea las siguientes preguntas de
investigacion: ;Coémo se adecua el funcionamiento fotosintético de P. tarapacana a lo largo de un
gradiente de elevacion?, y ;jen qué nivel estos parametros, moldeados por limitaciones hidricas,
térmicas y nutritivas, se comparan con los reportes previamente exhibidos en treelines mas himedos o

mas templados?

1.3 Hipotesis de trabajo

En este estudio se hipotetiza que: (1) Las tasas fotosintéticas de P. farapacana marcaran variaciones
con la elevacion y éstas estardn supeditadas a las condiciones ambientales de sitio a lo largo del
gradiente de elevacion. Especificamente se espera que hacia la parte baja del gradiente la humedad
relativa (RH) disminuya, incrementandose el déficit de presion de vapor (VPD), generando
limitaciones difusivas del CO», en la conductancia de las estomas (gs) y en la conductancia del mesoéfilo
(gm). A su vez, el descenso de la temperatura del aire a medida que aumenta la elevacion, reducira la
actividad enzimatica (V¢ max) reduciéndose los valores de asimilacion de CO; producto de limitaciones

bioquimicas.

1.4 Objetivo general
Incrementar la comprension del desempeiio de P. tarapacana frente a condiciones ambientales
extremas de sequia y bajas temperaturas mediante la determinacién de las limitaciones fotosintéticas en

un rango de elevacion en los Andes semiaridos del Altiplano.

1.5 Objetivos Especificos

1. Caracterizar el gradiente ambiental de temperatura, humedad relativa y déficit de presion de vapor en
el rango de elevacion estudiado.

2. Determinar las limitaciones fotosintéticas de P. tarapacana en el rango de elevacion, para identificar

los factores ambientales determinantes de su distribucion y desempefio.



3. Comparar el funcionamiento fotosintético de P. tarapacana con otros bosques de elevacion en

ambientes tropicales y templados.

2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Bosques de elevacion y limite arboreo

2.1.1 Conceptos generales

El limite de elevacion de los ecosistemas de bosques, referido cominmente como freeline, representa
una de las fronteras vegetacionales mas conspicuas en la naturaleza (Korner 1998, Korner & Paulsen
2004; Anexo 1). Sin considerar el lugar de ocurrencia o si el origen del estrés es por temperatura,
sequia, viento, nutricion o salinidad, el limite arboreo corresponde a un gradiente de fragmentacion y
reduccidn en tamafio de las poblaciones, que forma ecotonos abruptos desde el bosque continuo hacia
sitios de parches boscosos segregados, donde los individuos moldeados por los estreses son
denominados kummholz (Wieser & Tausz 2007). Las causas de su formacion han sido ampliamente
estudiadas a escala global (Troll 1973; Wardle 1974; Tranquillini 1979; Koérner 1998; Holtmeier 2003;
de Wieser & Tausz 2007), sobre todo para el hemisferio norte (Holtmeier 1974; Grace 1977).
Actualmente son cinco las hipotesis, parcialmente interrelacionadas, las que dictaminan la formacion
del limite altitudinal de los bosques de elevacion: (1) estreses ambientales, (2) los disturbios, (3) la
reproduccion, (4) el balance de carbono, y (5) la reduccién del crecimiento (Korner 1998). Sin
embargo, existe cierto consenso en que los treelines estdn supeditados a la temperatura, asi como la
influencia continental, especialmente en las zonas interiores templadas de América del Norte y Asia,
donde el treeline es casi tan elevado como hacia los tropicos. En las regiones templadas los arboles
entran en dormancia durante los periodos de bajas temperaturas y congelamiento. Estudios
ecofisiologicos en los Alpes de Europa Central (2100 m s.n.m.; Friedel 1967) mostraron un periodo
vegetativo de 128 dias para Larix decidua. En contraste, las estaciones de crecimiento de los treeline
tropicales y sub-tropicales presentan temperaturas congelantes en las noches y condiciones favorables
durante el dia durante gran parte del afio (Rada ez al. 1996). La temperatura es el determinante global
clave que se relacion de manera mas estrecha con las limitantes fisioldgicas y el crecimiento de las
plantas en elevaciones extremas (Korner 1998, Weiser 2007). Asi, se ha propuesto que la isoterma de
10 °C correspondiente a la temperatura media del mes mas célido del afio, como limite ambiental
determinante de la ocurrencia del treeline (Korner 1998, Weiser 2007). Por otro lado, a una escala
global, recientemente se ha reportado la temperatura media estacional en el rango de 5.5° a 7.5 °C

como determinante global de la formacion de treelines (Korner & Paulsen 2004).
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2.2 Desempeiio fotosintético
2.2.1 Limitaciones fotosintéticas
Aproximadamente el 40% de la materia seca de las plantas estd comprendido por el carbono fijado
mediante el proceso de la fotosintesis. Este proceso es vital para el crecimiento y sobrevivencia de
practicamente todas las plantas durante la mayor parte de su ciclo de vida. Més aun, la vida en la
bidsfera depende en su totalidad de la productividad asociada a la fotosintesis de las plantas y
organismos autotrofos. Las hojas, 6rganos estructurales altamente especializados, participan en la
intercepcion de luz necesaria para el proceso de sintesis. Esta luz es capturada por una vasta variedad
de cloroplastos que estdn cercanos a las fases gaseosas y tejidos vasculares, encargados de suplir el
agua y los productos para la fotosintesis. El casi la totalidad de las plantas, la captura de CO2 ocurre a
través de cavidades porosas llamadas estomas, las cuales son capaces de rapidamente cambiar su rango
de apertura. Una vez dentro de la hoja, la difusion del CO2 desde los espacios intercelulares hacia los
sitios de caboxilacioén en los cloroplastos (especies C3) o en el citosol (especiesC4 and CAM), sera
llevado a cabo por el mesofilo.

Los factores ambientales impactan directa e indirectamente la fotosintesis (disminucion de
Amax), resultando en la disminucion del balance de carbono y finalmente del crecimiento (Flexas et al.
2006, Carriqui et al. 2014). Los abundantes estudios sobre las limitaciones del aparato fotosintético y
sus componentes (Flexas & Medrano 2001, 2002; Bernacchi et al. 2002; Centrito et al. 2003; Flexas et
al. 2013), se basan en el estudio de Grassi & Magnani (2005) quienes proponen una nomenclatura
global para los componentes de las limitaciones fotosintéticas, dividiéndolas en difusivas del CO> y
bioquimicas. Las dos primeras relativas a las restricciones difusivas del CO: hacia el cloroplasto
(Anexo 2): (1) conductancia estomatica (SL), (2) conductancia del mesofilo (MCL), y (3) las
limitaciones asociadas a la tasa catalitica de enzimas claves en el metabolismo fotosintético e.g.: Ciclo

de Calvin-Benson y ATP-sintetasa (Bioquimica: (BL), Vemax ¥ Jmax; Anexo 3).



Figura 1. Componentes difusivos del CO> de las limitaciones fotosintéticas. (a) Ruta de transito
intercelular del CO» en fase gaseosa (gs) y (b) conductancia del mesofilo la cual implica transporte del
CO2 en fase liquida C,: Concentracion del CO> ambiental, C;: concentracion de CO> sub-estomatica,

C.: Concentracion de COz cloroplasmatica (Modificado de Flexas et al. 2012)

2.2.2 Respuestas morfo-anatomicas al estrés ambiental

Las hojas son los oOrganos fotosintéticos fundamentales, en cuyos tejidos (principalmente en el
meso6filo) estan contenidos la mayoria de los cloroplastos, donde ocurre la carboxilacion fotosintética.
La razén de la masa seca por unidad de 4rea foliar (LMA, g m?) se ha considerado como el costo de la
intercepcion luminica (Poorter ef al. 2009) y puede también ser calculada a partir del producto entre la
densidad de la hoja (masa seca por unidad de volumen), y su espesor (Niinemets 1999). En habitats
aridos expuestos a excesiva radiaciéon diurna y temperaturas congelantes nocturnas, las especies
perennes presentan hojas mas pequeiias, gruesas y cordceas que en ambientes mas templados (Wright
et al. 2002). Una mayor biomasa fotosintética por unidad de area foliar sustenta la capacidad
fotosintética a menor area de intercepcion luminica en ambientes de alta irradiacion solar (Poorter et al.
2009). A bajas temperaturas la expansion celular se ve limitada, generando un mayor niimero de
células por unidad de 4rea, mayor masa en la pared celular y por consiguiente un mayor grado de
empaquetamiento celular. Estos cambios morfo-anatomicos se han descrito como estrategias para
reducir la severidad de estrés por congelamiento (Atkin et al. 2006). Las hojas que se desarrollan en
ambientes de baja disponibilidad hidrica presentan una menor expansion foliar, reduciendo a su la
transpiracion foliar por superficie de hoja. El estrés hidrico genera que las células sean mas pequefias y

con mayor agregacion, resultantes en una menor fraccion de espacios de aire intersticiales (Poorter et



al. 2009). En resumen, estos ajustes morfo-anatémicos de las hojas en respuesta al estrés ambiental
reducen la difusion de CO; a través del mesofilo y hacia el cloroplasto (gm), reduciendo la capacidad
fotosintética por disponibilidad de sustrato carboxilativo (Niinemets et al. 2009). En general, plantas
con mayor LMA presentan ventajas en adecuacion biologica frente a condiciones adversas, pero a
costas de su capacidad fotosintética y generalmente se encuentran en hébitats de baja productividad

(Poorter et al. 2009).

2.2.3 Respuestas fotosintéticas al estrés por bajas temperaturas.

La baja temperatura suele considerarse como el factor méas determinante de la formacion del treeline,
dado sus efectos en la morfologia de los arboles y de disminucion en la capacidad fotosintética. La
exposicion a bajas temperaturas reduce la fotosintesis, en una etapa inicial principalmente por la
reduccion en la actividad enzimatica. Sin embargo, los procesos fotofisicos asociados a la absorcion de
fotones no se ve afectada, mientras que la tasa maxima de transporte de electrones (Jmax) y los procesos
bioquimicos carboxilativos si son directamente reducidos. En adicion, el metabolismo del carbono, en
especifico el catabolismo de la sucrosa y/o la carga del floema se convierten en factores limitantes de la
fotosintesis, causando una inhibicidon por feedback, en la ocupacion de las enzimas alostéricas por
deficiencia de fosforo en el estroma. La fotoinhibicién y fotooxidacion ocurren como resultado del
desbalance entre la reduccion en los procesos bioquimicos, los cuales consumen electrones (Ciclo de
Calvin y metabolismo del carbono) y la captura de fotones y transporte de electrones a través del
fotosistema II (ETRII), los cual no se ven afectados. Esta pérdida de la homeostasis, genera una
sobreexcitacion del aparato fotosintético y un consecuente mayor nivel de fotodafio al fotosistema II
(Wise et al. 2004). Sin embargo, la capacidad de aclimatacion en especies cuyos habitats involucran
una dindmica reiterada de bajas temperaturas y/o oscilaciones diarias extremas (e.g. £25°C en los
Altiplano de los Andes Central), se ha reportado que las reducciones en Jmax y V¢, max disminuyen. La
aclimatacion, por tanto disminuye la reduccién en la capacidad fotosintética producto del estrés,
conjuntivamente con el grosor de la hoja mas no un aumento significativo de clorofila, causando el
aumento de Amax por unidad de clorofila (Atkin ef al. 2006).

Por otro lado, la aclimatacion al frio involucra un decrecimiento en la saturacion de los acidos
grasos, lo que incrementa la fluidez de las membranas bifosfolipidicas (Lambers et al. 2007). En rigor,
aun cuando la disponibilidad de N en los suelos sea pobre, las tasas relativamente altas de fotosintesis
por unidad de area a bajas temperaturas, reflejan en gran porcion las altas concentraciones de Rubisco,

como sintoma de aclimatacion. Esto probablemente, por la elevada concentracion de N foliar, asociada
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a la baja dilucion del N en el tejido por la restriccion de crecimiento en ambientes extremos (Kdrner &

Larcher 1988).

2.2.4 Respuestas fotosintéticas al estrés hidrico

La escasez de agua es una de las principales preocupaciones no solo para las zonas aridas y semi-
aridas, sino que también se ha agudizado en las regiones templadas que hoy en dia estdn sometidas a
reiterados periodos de sequia y aumentos de temperatura. El primer sintoma fotosintético al estrés
hidrico es el cierre estomatico (Chaves 1991; Cornic 2000), que concomitante con limitaciones
difusivas del mesoéfilo (gm), conducen a una disminucion del CO; disponible en el cloroplasto (Delfine
et al. 1999; Flexas et al. 2008), y finalmente se traduce en la reduccion de las tasas fotosintéticas en
plantas Cs (Flexas et al. 2004, 2009; Grassi & Magnani, 2005). El factor gm es reconocido como un
factor igualmente importante en la difusion del CO> a los sitios de carboxilacion en presencia de
estreses hidricos (Flexas et al. 2002; Warren 2008). Esta reduccion se cree ligada a alteraciones fisicas
estructurales de los espacios intercelulares por la contraccion de las hojas (Lawlor and Cornic 2002),
cambios en el grosor y la porosidad de la pared celular (Niinemets et al. 2009) y/o en la distribucion
espacial de los cloroplastos en la célula (Geissler et al. 2009; Zelling et al. 2010). En general, se ha
reportado una covariacion entre la gs y la gm, aunque durante procesos de rehidratacion algunos estudios
han reportado un desacople de estos mecanismos, resultando en el meséfilo como principal restriccion
difusiva del CO> (Géalmes et al. 2008). Una vez ingresado el CO; al interior de los cloroplastos, las
limitaciones bioquimicas consisten en la reduccion en la capacidad de carboxilacion de la enzima
RuBisCO o Ribulosa- 1,5- bifosfato carboxilaza-oxigenaza, representada por la tasa maxima de
carboxilacion de la enzima (V¢, max) y la regeneracion del sustrato RuBP conocida como Ribulosa- 1,5-
bifosfato (Grassi & Magnani 2005; Flexas et al. 2009). La disminucion de gs en situaciones de sequia,
disminuye significativamente la sintesis de ATP y ETRII, por la baja actividad catalitica de la enzima
Rubisco inducida por la baja disponibilidad de sustrato, aumentando la probabilidad de provocar
fotoinhibicion cronica del aparato fotosintético (Flexas & Medrano 2002). En adicién, algunas especies
(p.e. Polylepis. tarapacana) desarrollan una cuticula gruesa para reducir la pérdida de agua a través de
la epidermis (transpiracion cuticular). También depositan resinas en la superficie y entre cuticula-
epidermis, esta ultima con mayor importancia en controlar la tasa de pérdida de agua. Una cuticula
gruesa también decrece la permeabilidad del CO; pero la fotosintesis no se ve afectada ya que las

células protegidas por la cuticula presentan actividades fotosintéticas reducidas (Taiz & Zeiger 2014)



2.2.5 Respuestas fotosintéticas a la deficiencia de Nitrogeno

En general, las plantas sometidas a deficiencia o toxicidad de nutrientes disminuyen la fotosintesis y
desarrollan mecanismos de fotoproteccion dirigidos a evadir el dafio fotoinhibitorio (Taiz & Zeiger
2014). En algunas especies como Pinus spp. el crecimiento y productividad de las hojas estan
sincronizado con el suministro de nutrientes, de tal modo que el déficit-nutritivo foliar raramente se
expresa (Warren et al. 2002). En particular, la escasez de nitrogeno resulta en una disminucion de la
fotosintesis, ya que mas de la mitad del nitrogeno foliar estd contenido en el aparato fotosintético
(Makino & Osmond 1991). Asi, una baja concentraciéon de N foliar se relaciona negativamente en la
cantidad de Rubisco, impactando en la capacidad de carboxilacion y la tasa de regeneracion de RuBP
(Lambers et al. 2007). El aumento en las tasa fotosintética con un alto suministro de N ha sido
recientemente atribuido a las altas concentraciones de CO> cloroplasmatico, relacionado a una alta gm
debido al incremento en el tamafio de los cloroplastos (Li et al. 2009). Las relaciones Amax — N estan
fuertemente ligadas (Reich 1993). La clorofila (absorcion de fotones) y la enzima Rubisco
(carboxilacion, Ve, max), componentes de la maquinaria fotosintética que trabajan de forma coordinada y
por ende decrecen al disminuir el N. Los factores bioquimicos (Vc, max Y Jmax), €stdn acoplados
independiente del suministro de N, dadas sus implicancias en la asignacion de N en el aparto
fotosintético (Walcroft et al. 1997). Al disminuir el N foliar, el nimero de cloroplastos, tilacoides y
proteinas tilacoidales por cloroplasto, decrecen (Evans & Terashima 1987, 1988). La eficiencia
fotosintética en el uso del nitrégeno (PNUE), se reduce con deficiencias de nutrientes y/o agua. Este
estrés puede verse realzado en hojas que han sido estructuralmente reforzadas, lo que significa una
mejora anatdmica mas no fisiolégica. Una mayor asignacion de carbono a tejidos estructurales (p.e.
esclerénquima y colénquima) generalmente incrementa la densidad de la hoja y reduce la cantidad de
tejido fotosintético del mesofilo, la cantidad por unidad de masa seca de agua/N y la asignacién de N a
la Rubisco. Otro factor que origina un descenso en la PNUE es una baja concentracion de CO2 sub-
estomatico (C;) debido a la mayor eficiencia en el uso del agua (WUE) (Field ef al., 1983). Finalmente,
los reportes del funcionamiento fotosintético son claves para comprender tanto los efectos singulares
como combinados de los factores ambientales, en relacion a los atributos fisiologicos de cada especie, y
para determinar la participacion de las limitaciones a la fotosintesis en respuesta a gradientes

ambientales.

2.3 Género Polylepis

2.3.1 Caracteristicas generales



El nombre tiene su origen en la palabra Griega poly (mucho) lepis (capas), referencia a su corteza
compuesta por multiples capas fibrosas, comunes a todas las especies del género (Anexo 4).
Taxondémicamente hablando, el género pertenece a la familia de Rosaceae, sub-familia Rosoideae, tribu
Sanguisorbeae (Focke 1888, Robertson 1974). Incluye 28 especies distribuidas en los Andes, desde el
estado de Lara, Venezuela hasta el sur de Tarapaca, Chile, y Cordoba, Argentina (Bitter 1911, Simpson
1979, Kessler 1995, Schmidt — Lebuhn et al. 2005). Alcanzan alturas de 5-10 m, con algunas especies
de habitos arbustivos (p.e. P. microphylla, P. tarapacana, P. tomentella) y otras que superan los 25 m
(p.e. P. lanata, P. pauta). La corteza roja-oscura compuesta de multiples capas exfoliadas funciona
como estructura de aislamiento térmico. El crecimiento de sus troncos contorsionados y ramas se
ajustan a los periodos mas calidos y himedos. Posee tricomas foliares categorizados en dos tipos
principales: capilli resifineri o capilli pulverulenti y pili. Las primeras, multicelulares, glandulares, con
secrecion de resinas. Las segundas, de una tnica célula, no glandulares. La densa capa de resina en la
superficie foliar ayuda a prevenir la desecacion. Presenta invaginaciones en la superficie inferior de
manera que posee estomas en cripta rodeados por células secundarias. Todas estas variabilidades
morfoldgicas son el sustento para la amplitud ecoldgica de los diferentes bosques formados por estas
especies, que poseen relaciones autoecologicas y sinecoldgicas Unicas entre las angiospermas (Simpson
1879, Kessler 1995). En los Andes tropicales y sub- tropicales, las especies arboreas en elevaciones
sobre los 3,000- 3,500 m s.n.m. son escasas, y se encuentra dominada por individuos del género
Polylepis (Simpson 1979, Kessler 1995). Muchas especies de este género integran bosques de alta
elevacion (3,000 — 4,000 m s.n.m.). A mayores elevaciones ocurren como formaciones boscosas
agrupadas, aislados de cualquier otro tipo de bosque, o rodeados de vegetacion (4,300 — 5, 200
m.s.n.m.). Polylepis se homologa con las coniferas de las Montanas Himalaya como las presencias
arborescentes naturales de mayor elevacion en el mundo, en sus respectivas cordilleras (Bitter 1911,

Simpson 1979).

2.3.2 Polylepis tarapacana Phillipi

P. tarapacana (Quenoa) es considerada la mas resistente a condiciones extremas de temperatura y
sequia, en concordancia con ser la especie arborea que crece a mayor elevacion en el planeta (3,900 -
5,200 m s.n.m). Habita la cordillera occidental del Altiplano entre el sur de Peru desde Tacna a Puno,
hasta el norte de Argentina en la provincia de Jujuy, encontrandose la mayoria de sus poblaciones a lo
largo de la frontera chileno-boliviana. Se compone por arboles pequefios de 1-4 m de altura (Anexo 5).

Posee corteza gruesa compuesta por multiples capas, hojas compuestas con 1 o 2 pares de foliolos, a
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través o al final de las ramas, foliolos ovalados de 0.3-0.6 cm de ancho y 0.7-2.0 cm de largo, variables
en grosor, color verde oscuro o verde-amarillento, tricomas glandulares en la superficie abaxial y
tricomas unicelulares blancos-largos en la superficie glabra adaxial. 1-8 flores de 0.1-5.1 cm de largo,
0.4-0.6 diametro, ovalada, de 3 sépalos, con tricomas blancos y glandulares (Anexo 6). Frutos conicos,
abultados, 0.2-0.78 cm amplitud, con estribaciones de 0.3-0.9 cm de largo (Simpson 1979, Kessler
1995).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de estudio

El estudio se realizé en un gradiente de elevacion de un bosque de Polylepis tarapacana ubicado en el
Cerro Chiguana en el Salar de Surire (18°93°S, 69°00°N), XV Region de Arica Parinacota, Chile (Fig.
2). El muestreo se realizod en la ladera norte del cerro Chiguana, entre los 4,337 y 4,905 m s.n.m. El
piso bioclimatico del altiplano esta delimitado por las Cordilleras Occidental y Oriental generando un

clima de estepa semidrida de alta montafa
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Figura 2. Mapa de divisién administrativa con la ubicacion geografica del area de estudio, Monumento
Nacional Salar de Surire, y el sitio de estudio en el cerro Chiguana, Altiplano Chileno, XV Region de

Arica y Parinacota, Chile.

La caracterizacion del ciclo anual de temperatura del aire (Ta °C), humedad relativa (RH) y déficit de
presion de vapor (VPD) se llevo a cabo con una micro-estacion HOBO H21-002, registrando datos
cada 1 hora, y conectada a dos sensores S-LIA-M003 y S-THA-MOxx (Onset, MA, USA), en los

extremos de distribucion inferior y superior de la especie.

El calculo del déficit de presion de vapor (VPD), se calcul6 de acuerdo a Murray (1967):

[1] VPD = Pv — [(RH/100)*Pv]
, donde la presion de vapor de aire (Pv) se calcul6 de la siguiente manera:

[2] Pv = 0.6] 101727 T/ (Ta +237.3)]

La precipitacion media anual en el area de estudio es del orden de los 320 mm, y la temperatura media
anual oscila entre 5°C y -5°C (Garcia- Plazaola et al. 2015). Existen también, condiciones
desfavorables de suelo dado que las bajas temperaturas y la aridez limitan la descomposicion de

materia organica, y el ciclaje de nutrientes, sobre todo de nitrégeno y fosforo (Beck & Ellenberg 1977).

3.2 Caracterizacion del gradiente micro-ambiental de elevacion

La caracterizacion ambiental y las mediciones fisioldgicas se realizaron en poblaciones un gradiente de
elevacion: 4.337, 4.624 y 4.905 m s.n.m. Las mediciones se realizaron en marzo, correspondiente al
inicio del ultimo tercio del periodo de crecimiento del afio 2013. La caracterizacion ambiental se
realizé en los extremos de la distribucion de esta especie en este sitio (4.337 y 4.905 m s.n.m.). La
temperatura del aire (Ta °C) y humedad relativa del aire (HR) se registraron con un datalogger (U23-
001, Onset, MA, USA), cada 15 min por un periodo de 20 dias (1-20 de marzo 2013). El déficit de
presion de vapor (VPD) se calculd de la misma forma que el ciclo anual, acuerdo a Murray (1967). El
curso diario de la densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) se registrd cada 1 hora, con una
micro-estacion HOBO H21-002 conectada a dos sensores cuanticos S-LIA-M003 (Onset, MA, USA).
En adicion, en las 3 poblaciones se colectaron tres muestras de suelo por elevacion (0.045 m?). El cual,

fue almacenado y transportado hacia el laboratorio para la determinacion del contenido de nitrogeno. El
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contenido de N del tejido seco (LNC, g g DM) se determiné en el mismo tejido usado para el célculo
de LMA. Todas las muestras fueron secadas a 105 °C hasta obtener peso constante y coladas a través
de una malla de tamizado de 2 mm, previo analisis. El contenido de nitrégeno del suelo fue
determinado por la oxidacién en humedad de la materia organica del suelo utilizando el procedimiento

de digestion N estandarizado de Kjeldahl (AOAC 1980).

3.3 Medicion de intercambio de gases y fluorescencia de la clorofila

Las mediciones fueron realizadas con un analizador de gases infra-rojo (IRGA LI-6400XT) con
cabezal integrado con camara de fluorescencia de la clorofila a (Li-6400-40, Li-Cor Inc., Nebraska,
USA). Se llevaron a cabo mediciones simultdneas de intercambio de gases y fluorescencia de la
clorofila a, en individuos adultos de Polylepis taracapana, en hojas totalmente expandidas del tercio
superior del dosel y adaptadas al sol. Cuando la hoja no cubria la superficie total de la cubeta, se
tomaba una fotografia digital inmediatamente post- medicion utilizando una placa de espuma de igual
tamafio a el area previamente medida; Se utilizé el software ImageJ (Wayne Rasband/NIH, Bethesda,
MD, USA) para estimar el area foliar real. Los valores del intercambio de gases obtenidos por el Li-
6400 XT se corrigieron con el ratio area cubeta/area real de la hoja.

El tamafio muestreal fue de 8 a 9 ejemplares en cada una de las tres elevaciones. Se realizaron
curvas de respuesta fotosintética a la luz (An-Q) y al COz (An-Ci) entre las 09:00 y 13:00 h. Las
condiciones de luz y temperatura dentro de la cdmara fueron de 1000 pmol m2s! y 25 °C,
respectivamente. Dada las complicaciones operativos de realizar mediciones en ambientes extremos,
las curvas de respuesta al PPFD y al CO; se realizaron en el laboratorio de campo montado en una
carpa-domo, para lo cual ramas de los individuos fueron colectados durante la mafiana e
inmediatamente re-cortadas bajo agua y transportadas en tubos PVC saturados con agua dulce y
mantenidos en oscuridad para evitar el embolismo. Las hojas de la rama se estimularon por 30 min con
una PPFD de 1000 pmol m™s™!, proporcionada por un panel de luz LED (rojo: azul: naranjo: amarillo;
79%: 15%: 2%: 2%), antes de ejecutar las mediciones fisioldgicas y anatdmicas. La validacion del
procedimiento se estableci6 a partir de la comparacion de los valores obtenidos en las mediciones de
intercambio de gases y fluorescencia en campo y laboratorio, corroborando la no existencia de
diferencias significativas entre ambos métodos.

Las curvas An—C; se convirtieron en curvas An-Ce, al combinar las mediciones de intercambio
de gases y fluorescencia de la clorofila (Harley et al. 1992). El factor de especificidad de la Rubisco (7)

fue determinada in vitro (Galmés et al. 2005). Los valores de An se registraron una vez que el estado-
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estable de la fluorescencia (Fs’) se establecid a un determinado Ca. Seguidamente, se aplico un pulso

saturante de luz blanca (8.000 pmol fotones mol!s™) para determinar la eficiencia cuéantica real de PSII

(¢esu): [3] gpsu= [(Fn’ — Fs)/ F']
Por consiguiente, la tasa de transporte de electrones (Jr), a través del PSII se determin6 por:
[4] Je=PB - ¢psu - o - PPFD

, donde PPFD corresponde a una densidad de flujo fotonico a saturacion, 3 (0.5) es la particion tedrica
del PPFD absorbido entre los fotosistemas (descrito como variacion entre 0.45 y 0.6; Laisk & Loreto,
1996), a es la absorbancia de la hoja, calculada con un espectroradiometro EPP2000- HR (StellarNet
Inc., FL, USA). Basicamente, el método consiste en medir la radiacion normal incidente y la
transmitida por encima y debajo de la superficie foliar, asi como la luz reflectada 1 cm sobre la hoja,
ubicando un sensor a 45° desde al angulo perpendicular. Los resultados obtenidos concuerdan bien con
aquellos de Schultz (1996), utilizando la técnica de esfera integrada para complementar los valores de
Li- 6400 (0.85).

Los valores de los parametros fotosintéticos Ve, max (tasa de maxima de carboxilacion de la
Rubisco), Jmax (tasa maxima de transporte de electrones), Amax (la tasa de asimilacion neta de CO; bajo
condiciones saturadas de PPFD y CO;) fueron obtenidos por el ajuste del modelo mecanistico de
asimilacion de CO> propuesto por Farghuar, Von Caemmerer & Berry (1980). La concentracion
cloroplasmatica de CO» (C:) y la conductancia de CO; del mesoéfilo (gm) se obtuvieron segiin el método
de Harley et al. (1992). Posterior a realizar las mediciones de intercambio de gases, las hojas se
ubicaron en una estufa de secado fijado sobre los 60° C, hasta lograr un peso constante, el cual fue

utilizado para las estimaciones de la razén masa seca de la hoja por unidad de area (LMA).

3.4 Analisis cuantitativo de la fotosintesis y sus limitaciones
Las limitaciones fotosintéticas fueron estimadas siguiendo las aproximaciones de Grassi & Magnani
(2005), la cual estandariza una tasa maxima de asimilacion como referencia y particiona las
limitaciones fotosintéticas entre sus componentes difusivos del CO»: conductancia estomatica (gs),
conductancia del mesoéfilo (gm) y bioquimicos: velocidad maxima de carboxilacion (V¢ max) 0 la tasa de
transporte de electrones (Jau).

Las tasas fotosintéticas a niveles saturantes de luz estdn generalmente limitadas por disponibilidad
de sustrato (C,) y por lo cual, el calculo siguiendo a Farghuar et al. (1980) es el siguiente:

[5] A=[(Ve,max- Ce)/ Ce +Ke - (1 + O/Ko)] - (1- I*/Ce) - Ra
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, donde K.y K, (Bernacchi et al. 2001) son las constantes de Michaelis- Menten para el CO2y Oz, y O
es la concentracion atmosférica de Oz. Omitiendo cualquier cambio en la respiracion foliar, un
diminuto cambio en la asimilacion de la hoja puede expresarse en términos de cambios continuos en V¢,
max Y Ce COMO:
[6] d4 = 0A4/0C. - dCc + 0A/OVe, max - Ve, max
La disminucion del CO; en la superficie foliar y los sitios de carboxilacion, es una funcion de las
conductancias estomaticas y del mesofilo en forma sucesivamente, asi como de la propia asimilacion:
[7] Ce=Ca—A/gsc— Algm
, donde C;es la concentracion de CO; atmosférico y gs es la conductancia estomatica del CO».
Finalmente, se calculan las limitaciones relativas a la fotosintesis correspondiente el estoma (/s),
mesofilo (/mc) y bioquimica fotosintética (1), al ajustar los valores de An observados:
[8] Is = gtot/@sc - OA/OCe/ gror + OAIOC,
Ime = gtot/gm - OA/OC/ giot + OA/OC:
Ib = gtot/ Gtot + OA/OCc
, donde giot es la conductancia de CO; total entre la superficie de la hoja y los sitios de carboxilacién
(Grassi & Magnani 2005), determinado por [1/ (1/gs, co2) + (1/gm)]. En adicidn, se utilizé el método de
ajuste iterativo de curvas de respuesta al CO, modificado por Sharkey er al. (2007) a modo de

validacion de la estimacion de la gm por Harley et al. (1992).

3.5 Estimacion de gm por intercambio de gases y fluorescencia de la clorofila

El célculo la conductancia del mesoéfilo al CO> (gm), se llevo a cabo acorde al “método variable de J”

propuesto por Harley ef al. (1992). Este método estima Jqu a partir de la fluorescencia de la clorofila a

y esta basado en la comparacion de Jau y AN, para estimar la tasa de foto-respiracion, usando valores

conocidos del factor de especificidad de la RuBisCO (7, Sci) o el punto de foto-compensacion (/77%*),

permitiendo el célculo de C. mediante la ecuacion:

[9] gm=A/ [Ci— (I*(Jr+ 8(AN + Ra))/ ((Jr— 4(An + Ra))]
Los valores obtenidos fueron usados para transformar las curvas de respuesta An-C; en curvas An-

C., segun las tasas fotosintéticas foliares (Niinemets et al. 2009, Carriqui et al. 2015):

[10] gm = [(Ci— C.)/A]

[11] A=gm (Ci—-C.)
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El punto de foto-compensacion (/7*) requerido en la ecuacion 9, se derivo a partir de valor de factor de
especificidad de la Rubisco (S¢0) que fue determinada in vitro para esa especie (Galmés et al. 2005)
como se indica:

[12] I*=1(0.5 - O2)/ Scio]

3.6 Analisis Estadistico

El muestreo en cada elevacion fue completamente aleatorio, considerando un tamafio de muestra de 8 a
9 individuos, dependiendo de la variable respuesta. Las diferencias entre elevaciones para los datos de
clima, atributos foliares, suelo e intercambio de gases se determinaron con un ANOVA de una via. Las
analisis post hoc se efectuaron con un test LSD de Fisher (P < 0.05). Normalidad y homocedasticidad
se evaluo utilizando el test de Shapiro-Wilk (P < 0.05) y Levene (P < 0.05), respectivamente. En caso
de corresponder, las variables se transformaron para cumplir con los supuestos que rigen la estadistica
paramétrica (Quinn & Keough 2006). Todos los analisis estadisticos se evaluaron con el software R
(version 3.1.2, Copyright © 2014, The R Foundation for Statistical Computing), en la interface de
escritorio R Studio (version 0.98.1091- © 2009-2014 R Studio, Inc.).

4. RESULTADOS

4.1 Ciclo anual de variables ambientales

Las tendencias térmicas y de humedad del aire se corresponden con los atributos climaticos generales
de aquellos sitios de elevacion en los sub-tropicos, donde las fluctuaciones térmicas entre estaciones no
son abruptas y la humedad aumenta hacia principios del verano (diciembre-febrero, Fig. 3a). Durante
12 meses, la temperatura minima promedio registrada en los meses de invierno fue de -5.26°C para el
sitio inferior y -7.63°C para el superior (datos no mostrados). Las méximas no superaron los 25°C y
fueron un 15% superiores en la menor elevacion. Las menores temperaturas a los 4, 905 m.s.n.m.
fueron consistentes durante todo el afio. Si bien la humedad relativa (RH) no vario entre los dos sitios, a
excepcion de los meses de enero a abril, cuando la aridez tiende a aumentar marcadamente a los 4,905
m s.n.m. mas que a los 4,337 m s.n.m. (Fig. 3b). El déficit de presion de vapor (VPD) fue mayoren el
sitio de mayor elevacion, a excepcion de los meses de verano(Fig. 3c). La amplitud térmica diaria
promedio durante los dias de medicion en cada estratoalcanzo fluctuaciones en el rango de 29-32°C. En
rigor, las fluctuaciones anuales entre el periodo de invierno-verano aqui expuestas, fueron del orden de
~3°C, por el contrario las diurnas de =30°C; sefialando abruptas diferencias entre las oscilaciones que

ocurren durante un dia por sobre las diferencias entre estaciones, en el Altiplano Chileno.
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RH (%)

Figura 3. Ciclo climatico anual en el bosque de Polylepis tarapacana. Los valores corresponden al
promedio diario de temperatura del aire (Taire), humedad relativa (RH) y déficit de presion de vapor
(VPD). Los valores fueron registrados para la elevacion inferior (4,337 m.s.n.m.) y superior (4,905

m.s.n.m.) del sitio de estudio.

4.2 Condiciones ambientales en el gradiente de elevacion
Las condiciones ambientales durante las horas de medicion de intercambio de gases (10:00 — 13:00 h),

presentaron valores consistentes con los registros de ciclo anual en el periodo estival, designado como
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el periodo calido y huimedo de crecimiento (Hoch & Korner 2005). Las cinéticas de temperatura del
aire (Fig. 4a) y VPD (Fig. 4c) en el sitio inferior (4,337 m.s.n.m.) alcanzaron los valores maximos y
minimos entre los lugares del gradiente, indicando un marcado incremento desde la mafiana hacia el
mediodia. Lo anterior, determina la oportunidad de P. tarapacana para realizar la mayor ganancia de
carbono durante una ventana de pocas horas al dia. Por el contrario, RH descendié notablemente
concomitante con el incremento del VPD (Fig. 4b). Las condiciones en el sitio superior del gradiente
(4,905 m.s.n.m.) permanecieron mas frias y himedas durante todo el periodo de mediciéon. Los valores
medios minimos-maximos de temperatura, entre las horas de medicion, fueron 3.7°C (10:00 h) -
19.2°C (13:00 h) en el sitio bajo, y 6.7°C (10:00 h) - 14.5°C (13:00 h) en el superior. Para el caso del
VPD, éste fue consistente con los cambios en la temperatura con valores méx.-min. de 0.58 KPa (10:00
h)-2 KPa (13:00 h), en el sitio bajo, y 0.58 KPa (10:00 h)-1.56 (13:00 h) en el de mayor elevacion. En
promedio, las condiciones del sitio de menor elevacion, respecto al de mayor, fueron un 33.5% mayor
en RH, 13.6% un mas frio y un 19.2% menor VPD (P<0.001). EI contenido de nitrogeno del suelo no
mostro variaciones significativas en el gradiente de elevacion (P=0.98), sin embargo las
concentraciones fueron un 62% mayores en la parte media y 12.5% en la parte superior, respecto al

sitio de mas abajo (Fig. 5).
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Figura 4. Condiciones micro-ambiéntales en el gradiente de elevacion durante el periodo de medicion
de intercambio de gases. Media + SE de temperatura (a), humedad relativa (b) y déficit de presion de
vapor (c) entre los sitios del gradiente de elevacion. Las curvas corresponden a los registros obtenidos

durante las horas de medicion (10:00 — 13:00 horas) en el periodo de muestreo.
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Figura 5. Contenido de nitrégeno del suelo en el gradiente de elevacion. Los valores corresponden al
valor porcentual medio + SE de cada sitio. La disimilitud en las letras denotan diferencias significativas

(LSD-Fisher, P < 0.05, n=3).

4.3 Morfologia y propiedades de la hoja

La aclimatacion morfo-quimica de las hojas de P. farapacana en el gradiente de elevacion, se
determinaron realizando analisis descriptivos donde se calculo la masa por area de hoja (LMA) y el
contenido de nitrogeno (LNC) por area y masa foliar, a lo largo del gradiente, en marzo del 2013
(Tabla 1). A pesar de que el LMA descendid en un 5.4% con la elevacion, las diferencias observadas

no fueron significativas (P<0.05).

Tabla 1. Propiedades foliares de P. tarapacana en el gradiente de elevacion. Los valores corresponden
a la media = SE de la temperatura foliar (Tr), masa seca por unidad de area (LMA), contenido de
nitrogeno en la hoja por area foliar (LNC*LA) y contenido de nitrogeno en la hoja por masa foliar
(LNC*LM) de nueve individuos por elevacion. La disimilitud en las letras denotan diferencias

estadisticamente significativas segun el test LSD de Fisher (P < 0.05).

P. tarapacana

4,337 m.s.n.m. 4,624 m.s.n.m. 4,905 m.s.n.m.
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Tw (°C) 20.5 + 3.0a 21.0 + 3.4a 21.5+2.6a

LMA (g m?) 414+ 11a 403 + 1a 408.6 + 6a
LNC * area foliar (g m?) 4.5+0.4a 3.6+0.7a 48+0.3a
LNC* masa foliar (g g) 1.05 +0.08a 1.11 £0.04a 1.17 £ 0.09a

El contenido de N por unidad de hoja se relacion6é con el LMA, siendo menor en el sitio medio e
independiente de los cambios térmicos en el gradiente, los resultados fueron cercanos entre la elevacion
inferior y superior (P= 0.058). La mediciones de temperatura foliar (TrL) cuyos valores fueron
constantes a lo largo del gradiente (P= 0.68). En general, las hojas de P. tarapacana mostraron un
grosor consistente y una alta densidad foliar, debido a la baja area foliar individual que presentan (0.72

cm promedio).

4.4 Intercambio de gases de la hoja y modelamiento fotosintético

Las tasas de asimilacion neta de CO» realizadas entre 10:00 — 13:00 horas (Fig. 6a) alcanzaron valores
méximos de 19 umol CO> m-2 s™! en la parte baja, 22 pmol CO2 m™ s! en el medio y 18 pmol CO, m™
s en el sitio superior. Los valores medios indicaron variaciones en el gradiente, disminuyendo en 12%
con la elevacion (P=0.376). Las tasas de An inferiores en la parte alta, fueron concomitantes con el
cierre estomatico (gs) (Fig. 6c¢). Esta fue 43% menor con la elevacion y su valor maximo fue de 0.13
mol CO, m™ s™! obtenido en el sitio inferior (Fig.6¢). La concentracion sub-estomatica de CO; sigui6 la
misma tendencia que gs, a pesar del VPD exhibido en el gradiente, el cual fue significativamente mayor
para el sitio inferior. Contrario a lo manifestado por gs, la conductancia del mesoéfilo (gm) fue menor a
los 4,337 m s.n.m. e incremento hasta un 8.6% hacia los 4,905 m.s.n.m. El desacople de gs con gm ha
sido previamente estudiado y se ha comprobado que las concentraciones de CO: sub-estomatico

difieren de las cloroplasmaticas, las que usualmente son menores.
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25°C. Diferencias en las letras denotan diferencias estadisticamente significativas (LSD-Fisher P <

0.05; Media + SE).

La tasa de evapotranspiracion (E) de las hojas (Fig. 7a) no varid estadisticamente a lo largo del
gradiente, sin embargo ésta disminuy6 27.9% hacia el sitio superior (P=0.62), donde las condiciones de
RH fueron mayores y el VPD se redujo. Por el contrario, los calculos de eficiencia fotosintética
intrinseca en el uso del agua (IWUE), obtenida por la razén de An/gs, presentd variaciones

significativas (P < 0.001) entre el sitio de menor y mayor elevacion, aumentando un 25.3% (Fig. 7b).
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Figura 7. Evapotranspiracion (a) y eficiencia fotosintética intrinseca en el uso del agua (IWUE) (b) de
P. tarapacana a lo largo del gradiente de elevacion. Los valores corresponden al valor porcentual
medio = SE de cada sitio. La disimilitud en las letras denotan las diferencias estadisticamente

significativas segun el test LSD de Fisher (P < 0.05).

La tasa de transporte de electrones (Jnu) calculada de los datos durante las ventanas de mayor radiacion

2 5! (Tabla 2.), aunque no suftrio

del dia, exhibié valores considerables de 174 umol electrones m"
variaciones significativas en el gradiente (P > 0.05). Acorde a Flexas et al. (2012), los valores
observados son lo suficientemente altos para sostener la demanda de NADPH'/ATP de la asimilacion
deCO2 reportada. Concomitante a ello, los calculos post- medicion revelaron diferencias en las tasas de
fotorespiracion. Estas fueron 24.7% mayores hacia los 4,905 m s.n.m. (P = 0.076), naturalmente
inversa a la carboxilacion. Por otro lado, la respiracion mitocondrial en oscuridad (Rq¢) aumento con la
elevacion en aproximadamente un 42% (P < 0.01) y su valor maximo de -3.739 umol CO, m? s™! fue

alcanzado en el sitio de mayor elevacion.

Tabla 2. Pardametros fotosintéticos de P. tarapacana a un PPFD de 1000 pmol m? s, 25°C y 400 pmol
CO2 mol™. gm, Vemax ¥ Jmax se calcularon de acuerdo a la metodologia propuesta por Farghuar et al.
(1980), Harley et al. (1992) y el método iterativo de ajuste de curvas propuesto por Sharkey et al.
(2007). Los valores corresponden a las medias + SE de siete a nueve réplicas por individuos medidas
en un gradiente con tres elevaciones diferentes. La disimilitud en las letras denotan las diferencias
estadisticamente significativas segiin el test LSD de Fisher (P < 0.05). Ju es la tasa de transporte de

electrones; Pr, la fotorespiracion.

P. tarapacana

Elevacién 4,337 4,624 4,905
m.s.n.m. m.s.n.m. m.s.n.m.

AN (nmol CO2 m? s7) 17.6 £ 2.5ab 19.8+3.2a 15.7+1.9b
Ra (umol CO2 m? s1) 2.04+0.3b 3.11 +£0.5a 290+ 0.4a
gs (mol CO2m2 s1) 0.109 £0.02a 0.107+0.02a 0.076 £0.01b
gm Harley (mol CO2 m?s) 0.304 £ 0.05b  0.604 +0.1a 0.330 & 0.04ab
gm Ajuste de Curvas (mol CO2 m?2s!) 0.750+0.02a 0.767+0.03a 0.816 +0.02a
Ve,max (umol COz m2 s71) 85.0+£12.5b 969+ 16.1ab 106.2+ 12.2a
Ve,max Ajuste de Curvas (umol CO2 m? s) 1059+109a 1083+54a  102+12.2a
Jmax (nmol electrons m? s!) 182.5+25.7b 221.1+36.6a 206.7 + 24.5ab
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Jmax Ajuste de Curvas (umol electrones m2 s1) 204.9+8.5b  273.2+44a 201.1 +18.5ab
Jiu (umol electrones m2 s1) 162.5+23.7a 180.4+29.7a 177.7+2l.1a
Pr (nmol COz2 m2 s) 73+ 1.1b 7.9 +1.3ab 91+1.1a

Se realizaron curvas A-C; (Fig. 8a) y A-C¢ (Fig. 8b) en 7-9 individuos por elevacion. Acorde con
Farqghuar ef al. 1980 y Harley et al. 1992 las graficas de asimilacion en respuesta al CO2 sub-estomatico
y cloroplasmatico, representan visualmente el grado en que cada factor bioquimico limita a la
fotosintesis. La porcién lineal inicial de la curva indica que la asimilacion esta limitada por la tasa de
carboxilacion de la enzima Rubisco (Vemax). El segundo tramo, més curvilineo, indica que la limitacion
estd dada por la regeneracion de ribulosa-1,5-bifosfato (Jmax). Una tercera porcion, que ligeramente
declina la curva de asimilacion, indica la limitacidon por el uso de triosa fosfato (TPU). Los parametros
fotosintéticos de obtenidos por el ajuste de curvas de respuestas al CO; cloroplasmatico arrojaron
valores méaximos de carboxilacion efectivos (Vemax) de 116.5 mmol CO2 m™ s (Grassi & Magnani
2005). Las diferencias en el gradiente (P = 0.57) indicaron un aumento del 25% con la elevacion (Fig.
9b). Los menores valores se registraron en el estrato inferior, siguiendo la misma tendencia que Pr. Las
tasas de regeneracion de RuBP (Jmax) maximas fueron de 263.8 pmol CO; m™ s (a los 4,624 m
s.n.m.). Las estimaciones indican valores relativamente altos de actividad enzimatica, por lo que

supuestos de limitaciones a las tasas fotosintéticas acorde procesos bioquimicos podrian descartarse.

60

a p tarapacana b
50
T 40 f
N
g
~ 30
o
@]
S 20f
g
£
Z 10
<
—&— 4905 m.s.n.m.
0F —O— 4624 ms.nm.
—¥— 4337 m.s.n.m.
_10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L L L L1 1 L 1 L
0 200 400 600 800 1000 1200 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
C; (mmol CO, mol™! C. (mmol COy mol ™)

Figura 8. Curvas de asimilacion al CO; sub-estomatico (a) y cloroplasmatico (b) de P. tarapacana en

el gradiente de elevacion. La informacion corresponde a la respuesta de 7-9 individuos por sitio. El Cc

se estimo usando el factor de conductancia del meséfilo calculado a 25°C y PPFD de 1000 pmol m™ s™!
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Las curvas se ajustaron segin el modelo de Farghuar et al. 1980. Las esferas cerradas, abierta y

triangulos invertidos, indican la asimilacion de CO; observada a cada elevacion.

4.5 Anailisis de limitaciones fotosintéticas

Para resolver cudles son los componentes fotosintéticos que subyacen al desempefio adaptativo de P.
tarapacana en condiciones ambientales adversas, se llevd a cabo una evaluacion cuantitativa de las
limitaciones en sus mecanismos relacionados con la conductancia estomatica (/s), conductancia del
mesofilo (/m) y las caracteristicas bioquimicas (/). La particion de los 3 componentes, utilizando el
sitio de media elevacion como factor control, revelaron valores totales de SCr, MCr y BrL de 21.5%
(Alto: 17.4%; Bajo: 4.1%), 12.1% (Alto: 6.3%; Bajo: 5.8%) y 1.3% (Alto: 0%; Bajo: 1.5%),
respectivamente. La estimacion reveld que el cierre estomatico en el sitio de mayor elevacion, gatillo la

en la disminucion en An, aun cuando los valores de VPD fueron inferiores.

5. DISCUSION

5.1 Variables Microambientales en el sitio de estudio

Estudios que reporten el funcionamiento fotosintético, incluyendo el factor gnm y el andlisis de las
limitaciones fotosintéticas sobre los 4,500 m s.n.m. en climas tropicales, ain no han sido llevados a
cabo. El objetivo de este estudio ha sido contribuir con la primera caracterizacion cuantitativa del
metabolismo fotosintético de P. tarapacana, para mejorar la comprension del éxito de esta especie
cuando es examinada bajo condiciones ambientales de sequia y bajas temperaturas, en el ambiente
semiarido del Altiplano Chileno. Los registros de 3.1°C de oscilacion térmica media anual entre la
estacion fria-seca y célida-humeda, fueron claramente inferiores a aquellos valores reportados con
anterioridad para sitios mas humedos de los Andes Centrales (e.g. Volcan Sajama, Sur de Bolivia),
donde la variacion estacional estd en el rango de 6-7°C (Rada et al. 2001, Garcia-Nufiez et al. 2004,
Hoch & Korner 2005). Sin embargo, en relaciéon a las variaciones diurnas de temperatura, éstas
coincidieron con aquellos sitios subtropicales aridos de alta montafia que en general sobrepasan los
25°C, definiendo estos treelines por grandes fluctuaciones climaticas diarias mas que marcados
cambios estacionales (Young & Leon 2007). La disminucion de la fotosintesis estd estrechamente
ligada a las condiciones de VPD. Este fenémeno tiende a intensificarse durante las horas de luz,
sobretodo en la temporada estival (Fig. 3). Durante las horas de medicion (10:00-13:00 horas) la
temperatura no fluctué mas de 5°C y la minima nunca descendi6 bajo los 7°C. En el gradiente, tanto la

temperatura como el VPD disminuyeron al aumentar la elevacion (Fig. 4). Sin embargo, en el Altiplano
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las temperaturas congelantes ocurren mas del 80% de la noches, restringiendo la actividad enzimatica

(Lambers et al. 2007).

5.2 Morfologia y propiedades foliares

Estudios recientes en el Volcan Sajama, Bolivia no encontraron indicadores en la fisio-anatomia foliar
que sugieran estrés hidrico a los 4,800 m s.n.m. (Hoch & Ko&rner 2005). En general, los atributos
foliares de las plantas de alta montafia, como LMA, LNC, pigmentos foto-protectores, reflectancia de
PPFD, F\/Fm y la T° foliar, tienden a cambiar (incrementando o disminuyendo) cuando son analizadas
en gradientes de elevacion (Korner 1989, Colmenares- Arteaga et al. 2005). Valores elevados de LMA
en P. cuspidatum se atribuyeron al grosor del mesofilo, la pared celular y por la reduccion en la
porosidad de éste ultimo (Kogami ef al. 2001). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de nitrégeno por masa, aunque si en el nitrégeno por area. Es probable
que sea resultante del incremento de N en la maquinaria fotosintética ya que la capacidad metabdlica
comprende casi un 75% de nitrégeno orgdnico destinado a las enzimas (Arora et al. 2001). La
capacidad fotosintética de las hojas estd intrinsecamente relacionada con su contenido de nitrégeno,
principalmente porque las proteinas que constituyen las enzimas del Ciclo de Calvin y los tilacoides
representan la mayor parte del nitrogeno foliar. Sin embargo, las especies que crecen en lugares
saturados de luz, no requieren grandes concentraciones de nitrogeno foliar, a diferencia de aquellas
creciendo en sitios mas sombrios (Colmenares- Arteaga 2005). La capacidad fotosintética en Q.
pannosa incrementd con el LNC debido a las grandes cantidades de N en la enzima fotosintéticas
RuBP carboxylasa (Zhang et al. 2004). Contrario a esto, las propiedades foliares medidas en P.
tarapacana (LMA, LNC y T°L) no mostraron plasticidad al ser comparadas entre los sitios y se
mantuvieron practicamente constantes en respuesta a la elevacion. Estudios previos han arrojado la
misma insensibilidad en las propiedades foliares a la elevacion en P. tarapacana (Gonzalez et al. 2007,
Macek et al. 2009). El bajo incremento en la concentracion de N en el tejido foliar parece estar
asociado al incremento de la capacidad fotosintética enzimatica a grandes elevaciones (Korner &
Diemer 1987). En este sentido, las variaciones mds importantes se reflejan en mecanismos funcionales
difusivos y bioquimicos de P. tarapacana y desplegados para persistir en condiciones ambientales tan
extremas. Dado que P. tarapacana es un arbol de héabito siempreverde, sus hojas requieren persistir a
temperaturas congelantes y condiciones de sequia, ademas de concluir el ciclo anual con un balance de
carbono positivo. En concordancia, Rada et al. (2001) sefalé que P. tarapacana es probablemente

tolerante al congelamiento nocturno durante gran parte del afio debido a la acumulacion de azucares y
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lipidos (sustancias que ayudan a tolerar el congelamiento de las hojas) a fines de la temporada de
crecimiento (mar-abr). Conforme esto, los atributos ecofisiologicos de P. tarapacana, por sobre los
caracteres morfoldgicos, son claves para precisar las variaciones en los mecanismos subyacentes a las

condiciones de este bosque de alta elevacion.

5.3 Desempeiio fotosintético

A lo largo del gradiente de elevacion, la capacidad fotosintética de P. tarapacana se vio reflejada en
elevadas tasas de asimilacién de CO2 que alcanzaron valores medios y maximos de 18 umol CO> m? s”
'y 22 pmol CO2 m? 57!, respectivamente. Si bien la tendencia marco el decline con la elevacion, se ha
establecido que las plantas a elevadas altitudes operan a muy alta capacidad fotosintética, compensando
la reduccion parcial de la presion de CO; (Korner 2003), lo cual confirma que la ganancia de carbono
no es una limitacion funcional a grandes elevaciones (Kérner 1998, Germino & Smith 2000, Kérner &
Paulsen 2004, Hoch & Korner 2009). Este antecedente concuerda con estudios previos hechos para
sitios de alta montafa subtropical (Cabrera et al. 1998, Rada et al. 2001, Hoch & Kd&rner 2005, Young
& Leodn 2007). Mediciones anteriores para la misma especie hechos por Rada et al. (2001), Garcia-
Nunez et al. (2004) y Azocar et al. (2007) arrojaron valores diurnos de intercambio de gases
notoriamente inferiores, que no pasaron de los 9 pmol CO> m™ s™!. A grandes elevaciones, la ganancia
de carbono esta limitada principalmente por restricciones térmicas, baja presion parcial de CO2 y la
baja disponibilidad de humedad (Garcia- Nufiez et al. 2004). Valores maximos de 11 umol CO; m™? s™!
fueron reportados en rosaceas gigantes afroalpinas (Schulze et al. 1985). Registros de asimilacion de
CO» para coniferas del hemisferio norte no superaron valores de 12 pmol CO> m? s (James et al.
1994, Zhang et al.2005). Asi, P. tarapacana fue mas bien semejante a aquellos reportes hechos en
arbustos con tasas de 21 pmol CO, m™ s (Shi et al. 2006).

En ecosistemas de alta montafia, la radiacion solar suministra cantidades extremas de energia
foto-luminica a las plantas. Estas condiciones se intensifican hacia los Andes subtropical, donde la baja
humedad genera cielos despejados gran parte del afio (Hoch & Koérner 2005). De acuerdo a esto, los
valores medios maximos de Juu observados en P. tarapacana fueron del orden de los 180.4 pumol
electrones m2 s™' y no mostraron variaciones importantes a través del gradiente de elevacion (P=0.121,
Fig. 8a). Registros inferiores de Jau para esta especie (96 umol electrones m™ s™') fueron reportados a
los 5,010 m s.n.m. por Macek et al. (2009) en Bolivia. Generalmente, la accion sinérgica de estreses
por sequia y excesiva radiacion suscitan fenémenos de fotoinhibicion y fotooxidacion. En este sentido,

se ha demostrado que P: juega un importante rol como una ruta alternativa de consumo de energia
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cuando otros métodos disipadores de energia, como la asimilacion al CO», estan restringidas (Osmond
et al. 1997, Flexas & Medrano 2002). Por otra parte, en ambientes de baja presion de CO: o altos
niveles de O», cifras incrementadas de P: pueden subestimar las observaciones de gm (Evans & Loreto
2014). Combinando las mediciones de fluorescencia e intercambio de gases, se pudo obtener la
particion de electrones usada en carboxilacion (ETR.) y en fotorespiracion (ETR,), respectivamente
(Lawlor 2002) (Fig. 9a). Las tasas de fotorespiracion en el Altiplano fueron notoriamente altas (> 6
umol CO2 m? s1), incluso cuando la actividad enzimdtica debid verse reducida por las bajas
temperaturas (Streb et al. 2005). Al mismo tiempo, cuando los valores de fotosintesis disminuyeron
hacia el sitio mas alto (4,905 m.s.n.m.), la fotorespiracion alcanzo6 su valor maximo de 10.02 pumol CO»
m? s! (datos no mostrados). Analisis de disipacion de energia fotoquimica mediante fotorespiracion
vegetal no habian sido publicados con anterioridad para esta planta, posiblemente por las implicancias
instrumentales en la medicion, las cuales requieren de un mddulo de fluorescencia integrado en orden
de estimar la ruta oxidativa de la cadena de electrones.

Es sabido que las plantas al estar expuestas a limitada disponibilidad de cualquier recurso
requerido (e.g. agua, nutrientes) usualmente compensan las carencias con el incremento en la eficiencia
del uso de los recursos (Mitchell & Hinckley 1993). Durante el ciclo diurno ambiental del Altiplano, el
incremento del VPD signific6 una mayor demanda hidrica en los sitios de menor elevacion. Otros
reportes en P. tarapacana sobre transpiracion foliar (£) en el Volcan Sajama, Bolivia (Macek et al.
2009) revelaron cifras aproximadamente 50% inferiores a las del Altiplano Chileno (2.07 £ 0.77
Volcén Sajama y 4.3 = 0.7 Altiplano). El cierre estomatico estimulado por E, genera un aumento en
IWUE. Los hallazgos sobre IWUE (i.e. An/gs) en P. tarapacana ratifican que las plantas tienen la
capacidad de mantener valores consistentes con el incremento de la elevacion, en el largo plazo. Esto
producto de la secuencia coordinada en varios cambios morfologicos y fisiologicos frente a las
condiciones ambientales circundantes (Bacon 2004, citado de Ponton et al. 2004). En concordancia con
ello, Garcia- Nunez et al. (2004) document6 valores superiores de IWUE para la temporada seca, por

sobre la himeda en P. tarapacana.
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Figura 9. Tasa de transporte de electrones (a) y fotorespiracion (b) de P. tarapacana en el gradiente de

elevacion. Los circulos cerrados indican la media + SE de cada sitio a lo largo del gradiente. El grafico

de barras inscrito en (a) indica la particién entre carboxilacion (C) y oxidacion (O) en el uso del

transporte de electrones. La disimilitud en las letras denotan las diferencias estadisticamente

significativas segun el test LSD de Fisher (P < 0.05).
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5.4 Limitaciones fotosintéticas

Estudios sobre la respuesta de las plantas en ambientes de alta montafia han sido ampliamente
desarrollados, aunque los andlisis sobre las limitaciones fotosintéticas subyacentes a los mecanismos de
las especies son inexistentes. En este estudio se expone la primera cuantificacion de las limitaciones
fotosintéticas para un bosque de alta elevacion tropical. El calculo de las limitaciones estomaticas y no-
estomaticas permiten evaluar la hipotesis de que las tasas de asimilacion neta de COz en P. tarapacana,
estaran supeditadas a las condiciones ambientales de sitio, especificamente, el aumento del VPD hacia
la parte inferior del gradiente generaria limitaciones en gs y por defecto, el decline en gm. A su vez, el
descenso de la temperatura hacia los sitios mas elevados del gradiente reducira la actividad enzimatica,
restringiendo las tasas fotosintéticas mediante la capacidad de carboxilacion de Rubisco y regeneracion
de RuBP. Los efectos de las condiciones ambientales en la fotosintesis foliar de P. tarapacana pueden
ser resaltados entre el extremo superior e inferior del gradiente, en base a la comparacion con el sitio de
media elevacion (sitio control) segin el método de Grassi & Magnani (2005). En el gradiente de
elevacion, la fotosintesis estuvo limitada principalmente por gs (21.5%), sobretodo en el sitio superior
(4,337 m.s.n.m.: 4, 905 m.s.n.m.; 4.1%: 17, 4%). Esto se correlaciona positivamente con la reduccion
en los valores medios de gs con la elevacion (Tabla 2.). Sin embargo, lo opuesto ocurre al establecer un
patron con el VPD y E. Se sabe que el cierre estomatico (responsable de los cambios en gs) es el primer
sintoma de las plantas en presencia de sequia (Flexas et al. 2012) y su respuesta esta relacionada a las
fluctuaciones en la humedad del aire mas que a la del suelo (Niinemets et al. 2009).

En relacion a gs disminuyendo de forma simultanea con la disminucion de E y VPD es controversial, ya
que se esperaria que la demanda de humedad hacia la planta incite una mayor contraccion estomatica
en la parte inferior del gradiente. Esto probablemente porque el sitio superior, a diferencia del inferior,
presentd tasas mas estables de VPD durante el periodo completo de medicion diurno, limitando de
manera constante la apertura estomatica. El sitio mas bajo, por el contrario, presentd ventanas de bajo
VPD durante las primeras horas de medicion (las que incrementaron hacia el mediodia), por lo cual la
diferencia de conductancia estomatica diurna entre las horas de mayor y menor VPD fue mayor.
Garcia-Plazaola et al. 2015 en un estudio hecho para el mismo periodo, reveldé que la limitacion
estomatica a la fotosintesis responde mas bien al flujo de VPD diario (desde la mafiana hacia el

mediodia), que a valores medios de temperatura y humedad en los sitios del gradiente (Fig. 9a-b).
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Figura 9. Curso diario climatico y fotosintético de P. tarapacana. Las condiciones climaticas durante
los dias de medicién. a) Asimilacion neta de CO> (4An) y conductancia estomatica (gs), b) déficit de
presion de vapor (VPD). n= 5-10 dias, desde el 10 al 20 de marzo del 2013. (Modificado de Garcia-
Plazaola et al. 2015).

En adicion, se ha documentado que atributos foliares de P. tarapacana como tricomas, resinas y
cuticula gruesa, actuan como estrategias de retencion de humedad al estar expuestas a gradientes de
sequia (Simpson 1978, Kessler 2006), rasgo que puede explicar el porqué de los valores superiores en

el sitio relativamente mas seco (Variables no cuantificadas). De acuerdo a Terashima et al. (1995) la
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fotosintesis en plantas de montafia deberia estar limitada mayoritariamente por la reduccién en la
difusion de COa». Esta hipotesis fue confirmada por Kogami et al. (2001) quién observéd que gs decrece
marcadamente con la elevacion. Garcia- Nufiez et al. 2004 ya habia reportado para P. tarapacana que
la asimilacion de CO» estaria restringida principalmente por gs y que la correlacion linear denota un
buen acoplamiento entre el aparato estomatico y la capacidad de fijar CO,. Respecto a gm, esta
incremento con la elevacion (Tabla 2). Shi ez al. 2006 estableci6 que el aumento de g, con la elevacion
en Buddleja davidii, se debe a una respuesta homeostatica para compensar el decline en gs y mantener
los valores de presion parcial interna de gases. Se pensaba que gm disminuia de forma ineludible en
hojas mas robustas (Evans & Loreto 2000, Warren 2008). Sin embargo, datos experimentales recientes
han dado cuenta que las hojas con mayor gm presentan menor limitacion a la fotosintesis, ya sea a
mayor o menor LMA (Niinemets et al. 2009) (Fig. 7b). Estudios recientes han demostrado que
responde rapidamente y su cinética es reversible sobre todo en especies adaptadas a condiciones
adversas (Centritto et al. 2003). El desacople de gs con gm ha sido previamente estudiado (Grassi &
Magnani 2005, Flexas et al. 2007, Flexas et al. 2012, Evans & Loreto 2014). En relacién a ello, los
resultados sugieren que los cambios de gm pueden ser tan ligeros como los de gs (Fig. 8b). En el
citoplasma la reducida permeabilidad de la bicapa fosfo-lipidica debiese ocluir el paso de CO» hacia los
cloroplastos, sin embargo, se ha demostrado que la accion de las aquaporinas (proteinas facilitadoras)
incrementan la permeabilidad de la membrana al agua y en gran parte al CO2 (Bernacchi et al. 2002).
Frente a la sequia y la reduccion atmosférica de la presion parcial de gases, la disminucion de la
asimilacion de CO; debido a la disminucion de gs y por defecto Ci, puede significar una desactivacion
de la actividad enzimatica basada en la regeneracion de RuBP (Jmax) y la carboxilacion de Rubisco
(Vemax) (Bota et al. 2005). En adicion, las bajas temperaturas a menudo reducen la capacidad de
regeneracion de RuBP debido, particularmente, al componente asociado a la regeneracion de fosfato
inorganico durante la sintesis de aztcares (Sharkey ef al. 1980). Sin embargo, la temperatura foliar
media en las horas de medicién no bajo de los 20°C (Tabla 1) y los registros metabdlicos de P.
tarapacana para Vemax ¥ Jmax fueron consistentes y revelaron que la capacidad fotosintética radicaria
tanto en la eficiencia de carboxilacion, como en la sintesis de ATP y NADPH" (Tabla 2). En especies
aclimatadas como aquellas presentes en los Andes Centrales de Sudamérica, tanto Jmax como Ve max
incrementan generando tasas sustanciales de An. Conforme a esto, el analisis de las limitaciones
bioquimicas arrojé porcentajes marcadamente bajos a la asimilacion de CO;. Otros analisis sobre
atributos bioquimicos en elevacion (Shi et al. 2006) arrojaron valores congruentes con los de P.

tarapacana, evidenciando que el sustento para la capacidad fotosintética radicaria principalmente en
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Jmax. Especificamente, el incremento en la funcionalidad de los componentes no-estomaticos hacia la
parte superior del gradiente, pueden responder a como mecanismo compensatorios del decline en gs i.e.

el input de COz hacia los sitios de carboxilacion en los cloroplastos.

5.5 CONCLUSIONES

La region de estudio del Altiplano se caracteriza por presentar condiciones ambientales extremas de
temperatura y humedad, donde la tnica especie arbdrea que ha tenido éxito para desarrollarse es P.
tarapacana. La distribucion altitudinal de P. tarapacana se genera por su capacidad para adaptarse a
las condiciones del gradiente de temperatura, y de desarrollar componentes estructurales para combatir
la sequia. Acorde a esto, no cabe duda que los resultados revelados en este estudio podrian ubicar a P.
tarapacana en una posicion excepcional comparada con otras especies de treeline, ya que ciertamente
se han seleccionado las caracteristicas mejor adaptadas para abrirse paso en estos ambientes, como lo
es la tolerancia al congelamiento de las hojas, asi como tricomas y resinas presentes en éstas, las cuales
posibilitan la retencion de humedad frente a las condiciones semiaridas.

En respuesta al gradiente ambiental impuesto por la elevacion, los arboles de P. tarapacana
presentan diferentes adecuaciones difusivas y metabolicas compensatorias, que definen altas tasas de
asimilacion sostenidas por un aparato fotosintético excepcionalmente bien adaptado al efecto de bajas
temperaturas y sequia. Estos mecanismos actuan de forma coordinada para mantener un balance de
carbono positivo de P. tarapacana, estrategias que contrastan con aquellas de coniferas y fagaceas
presentes en treelines del hemisferio norte, las cuales responden a una marcada estacionalidad tipica de
climas templados, donde una marcada disponibilidad de agua se emplaza durante el periodo calido.
Especificamente la oportunidad de P. tarapacana para hacer su “negocio” en términos de ganancia de
carbono se logra tan s6lo en las horas de la mafiana, momento en que las restricciones por VPD no son
tan severas. Concomitante a ello, la actividad bioquimica y difusiva dentro de la hoja (gs),
compensando el descenso de gs, son factores imprescindibles para el funcionamiento fisiologico de esta
planta, asegurando solidas tasas fotosintéticas.

Respecto a su actual estado de conservacion, P. tarapacana es considerada como una especie
vulnerable (Benoit 1989), y una de las principales amenazas para su persistencia futura son las actuales
proyecciones climaticas de disminucion de precipitaciones y aumento de temperaturas para la region
del Altiplano (Neukom et al. 2015; Cuyckens et al. enviado). La presencia de estos bosques de
elevacion en sitios de condiciones ambientales extremas, brinda multiples bienes y servicios

ecosistémicos, actuando como fuente madera y lefia para las comunidades humanas, incremento de
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capacidad de retencion hidrica del suelo, reduccion de la erosion al regular la escorrentia del agua,
secuestro de carbono producto de la longevidad de la especie y los bajos niveles de descomposicion de

los individuos muertos y provision de habitat para especies acompanantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Representacion esquematica de los ecotonos del limite forestal de elevacion.
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Fuente: Tomado de Korner & Paulsen (2004).

Anexo 2. Rutas difusivas para la fijacion de carbono en los sitios de carboxilacion.

Fuente: Tomado de Flexas et al. 2012.



Anexo 3. Ciclo de Calvin- Benson en plantas C3.
carboxilacion, 2) reduccion y 3) regeneracion.

Se hace distincion en los tres procesos principales:
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Fuente: Adaptado de Taiz & Zeiger (2002).
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Anexo 4. Fotografia de corteza caracteristica en individuos de Polylepis.




Anexo 5. Fotografia de individuo de P. tarapacana.




Anexo 6. Fotografia de estructura foliar de P. tarapacana.




Anexo 7. Tabla 1. Comparacion de condiciones climaticas entre la seccion inferior y superior del gradiente acorde al curso de un afio. Se
calcul6 el promedio mensual de la media, valor méximo, valor minimo y valor integrado (acumulada) para la humedad relativa (RH),
temperatura del aire (Ta) y el déficit de presion de vapor (VPD.
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Anexo 8. Tabla 2. Tambios porcentuales entre los estratos del gradiente de elevacion. Los valores se
determinaron a partir de los pardmetros obtenidos por las mediciones en campo. Las letras indican la
validacion estadistica de disimilitud segin anélisis de homocedasticidad de residuales (Shapiro-Wilk
normality test), analisis de varianza (ANOVA) y andlisis de minima significancia (Test LSD de Fisher,

P <0.05).

4,337- 4,624

4,624- 4,905

4,337- 4,905

A n (nmol CO, m’ s'l)
R 4 (nmol CO;, m’ s'l)
g s (mol CO,m™ s'l)

gm Harley (mol CO, m’s'1)

Vc’max (}lmOl COZ m-z S-l)

J max (umol electrons m’* s'l)

J fiu (umol electrons m’ s'l)

P, (umol CO, m’ s'l)

C; (umol CO, mol™)

C . (umol CO; mol' ")

RH 10-17h (%)

Ta 10-17h (°C)

VPD 10-17h (KPa)

SNC (%)

LNC * area foliar (g m-2)
LNC * masa foliar (g g-1)
LMA (g m-2)

Tw. (°C)

WUE
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Aument6 12.5 % ab-a
Aument6 52.5 % b-a
Disminuy6 1.9% a-a
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Aumento6 21.2% b-a
Aumento 11% a-a
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Disminuy6 27.9% a-a



Anexo 9. Curvas de asimilacion en respuesta al CO; cloroplasmatico (C¢). El CO; cloroplasmatico se
estim¢ utilizando la conductancia del mesofilo (gm) a 25°C. Las curvas se ajustaron acorde al método
de Sharkey et al. (2007). Los circulos cerrados representan los datos brutos de asimilacion. La linea
mas blanca se predijo utilizando el uso de triosa- fosfato (TPU). La linea grisacea se predijo utilizando
los valores de carboxilacion de RuBisCO (Vc, max). La linea negra se predijo utilizando los valores de
regeneracion de RuBP (Jmax).
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Anexo 10. Curvas de asimilacion en respuesta al CO» cloroplasmatico (Ce). Ce se estimo utilizando la
conductancia del mesofilo (gm) a 25°C. Las curvas se ajustaron acorde al método de Farghuar et al.
(1980). Los circulos cerrados representan los datos brutos de asimilacion. La linea oscura indica la tasa
fotosintética predicha en el caso de estar limitada inicamente por las propiedades cinéticas de la
RuBisCO [basada en las constantes de Michaelis, propuestos por Bernacchi et al. (2002)]. Las lineas
claras se predijeron utilizando la tasa de transporte de electrones (Jflu) como el tinico factor limitante.
La linea destinada a la limitacién aislada del uso de triosa-fosfato (TPU) no figura (excepto en algunos

individuos) ya que los datos fueron muy cercanos a cero.
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Anexo 11. Tabla 3. Comparacion de asimilacion méaxima de COz (Amax) entre treelines del hemisferio norte-sur y el Altiplano Chileno. La
columna “Sp.” corresponde a la especie sujeta a medicion, de lo cual se deduce su habito de crecimiento (decidua-siempreverde) y si es

angiosperma o gimnosperma (latifoliada — conifera).

Regién latitud/longitud Elevacion Sp. Clima A max Autor

(N-S, W-E) (m.s.n.m.) (nmol CO2 m2 s-1)
Montafas Cairngorm 57° 08'N, 3° 50'W 650 Pinus Sylvestris Templado 33-244 James et al. 1994
Escocia
Monte Fuji 35°21'N, 138° 54'E 2500 Polygonum cuspidatum Templado 10.3 Kogami et al. 2001
Japan
Montafias Qionglai 32°53'N, 104° 41'E 3400 Buddleja davidii Templado 21.2 Shi et al. 2006
China
Piedras Blancas 8°37'N, 70° 12'W 4000 Polylepis sericea Intertropical 4.6-3.6 Rada et al. 1996
Venezuela
Montanas Hengduan 27°46'N, 99° 38'E 4170 Quercus pannosa Templado 8.17 Zhang et al. 2005
China del Sur
Las Cruces 8° 52'N, 70° 45'W 4200 Acaena cylindrostachya- Intertropical 7.5-3.6 Cabrera et al. 1997
Venezuela Senecio formosus
Volcan Sajama 18°7°S, 68° 57"W 4300 Polylepis tarapacana Subtropical-Himedo 4.7-6.8 Garcia- Nufiez et al. 2004
Bolivia
Altiplano 18°93'S, 69°00°'W 4900 Polylepis tarapacana Subtropical-Se miarido 22— -
Chile
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Anexo 12. Tabla comparativa de parametros fotosintéticos segiin An, Ve, max, Jmax, s, Em, Pr, Ra y Jm. Ci es la concentracion sub-estomatica
de CO», C. es la concentracion cloroplasmatica de CO2 e IWUE es la eficiencia intrinseca del uso del agua. Los andlisis post hoc se
efectuaron con un test LSD de Fisher (P < 0.05). Normalidad y homocedasticidad de varianzas se evalué utilizando el test de Shapiro-Wilk
(P < 0.05) para los valores residuales. En caso de corresponder, las variables se transformaron siguiendo los supuestos de homogeneidad

(Quinn & Keough 2006).

Tratamiento
Fuente Df SS MS F-v P-v Pr(>F) 4337 (m.s.n.m.) 4,624 m.s.n.m.) 4,905 m.s.n.m.)
A (Asimilacion Neta) 2 39.19 19.59 6.24 0376  0.0107 * ab a b
R 15 47.1 3.14
V ¢, max (Tasa de carboxilacion mixima de RuBisCO) 2 1993 996.4 6.9 0.576  0.0063** b ab a
R 17 2452 144.2
J max (Tasa de regeneracion maxima de RuBP) 2 4096 2048 6.96 0212 0.0072%*%* b a ab
R 15 4410 294
2 s (Conductancia estomatica de CO,) 2 0.004 0.002 11.97 0.06 0.0005%* a a b
R 17 0.003  0.0001
2 m (Conductancia del meséfilo de CO,) 2 0.175 0.087 543 0.013 0.0168* a ab b
R 15 0.241 0.016
P . (Fotorespiracion) 2 11.34  5.669  5.353 0.007  0.0157* b ab a
R 17 18 1.059
R 4 (Respiracion en oscuridad) 2 4.278 2.139 10.48 0.239 0.00108** b a a
R 17 3.471 0.2042
J 1w (Tasa de transporte de electrones) 2 1251 625.7 2.398 0.235 0.121 a a a
R 17 4436 261
C; (Concentracion sub-estomatica de CO,) 2 8168 4084 35.62 0.513 1.28e-06*** a b c
R 16 1835 115
C . (Concentracion cloroplasmatica de CO,) 2 4431 22155 16.07 0.181 0.0001*** a a b
R 15 2068 137.9
IWUE (Eficiencia intrinseca del uso de agua) 2 6043 3021.5 12.5 0.213 0.0004*** b ab a
R 17 4110 241.7

%p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

60



	PORTADA
	Calificación del Comité de Titulación
	Agradecimientos
	Dedicatoria

	ÍNDICE DE MATERIAS
	RESUMEN
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1 Antecedentes de investigación
	1.2 Pregunta de investigación
	1.3 Hipótesis de trabajo
	1.4 Objetivo general
	1.5 Objetivos Específicos

	2. ESTADO DEL ARTE
	2.1 Bosques de elevación y límite arbóreo
	2.2 Desempeño fotosintético
	2.3 Género Polylepis

	3. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 Sitio de estudio
	3.2 Caracterización del gradiente micro-ambiental de elevación
	3.3 Medición de intercambio de gases y fluorescencia de la clorofila
	3.4 Análisis cuantitativo de la fotosíntesis y sus limitaciones
	3.5 Estimación de gm por intercambio de gases y fluorescencia de la clorofila
	3.6 Análisis Estadístico

	4. RESULTADOS
	4.1 Ciclo anual de variables ambientales
	4.2 Condiciones ambientales en el gradiente de elevación
	4.3 Morfología y propiedades de la hoja
	4.4 Intercambio de gases de la hoja y modelamiento fotosintético
	4.5 Análisis de limitaciones fotosintéticas

	5. DISCUSIÓN
	5.1 Variables Microambientales en el sitio de estudio
	5.2 Morfología y propiedades foliares
	5.3 Desempeño fotosintético
	5.4 Limitaciones fotosintéticas
	5.5 Conclusiones

	6. REFERENCIAS
	ANEXOS
	Anexo 1. Representación esquemática de los ecotonos del límite forestal de elevación.
	Anexo 2. Rutas difusivas para la fijación de carbono en los sitios de carboxilación.
	Anexo 3. Ciclo de Calvin- Benson en plantas C3.
	Anexo 4. Fotografía de corteza característica en individuos de Polylepis
	Anexo 5. Fotografía de individuo de P. tarapacana.
	Anexo 6. Fotografía de estructura foliar de P. tarapacana.
	Anexo 7. Tabla 1. Comparación de condiciones climáticas entre la sección inferior y superior del gradiente acorde al curso de un año.
	Anexo 8. Tabla 2. Tambios porcentuales entre los estratos del gradiente de elevación.
	Anexo 9. Curvas de asimilación en respuesta al CO2 cloroplasmático (Cc).
	Anexo 10. Curvas de asimilación en respuesta al CO2 cloroplasmático (Cc).
	Anexo 11. Tabla 3. Comparación de asimilación máxima de CO2 (Amax) entre treelines del hemisferio norte-sur y el Altiplano Chileno.
	Anexo 12. Tabla comparativa de parámetros fotosintéticos según AN, Vc, max, Jmax, gs, gm, Pr, Rd y Jflu.




