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I  RESUMEN

Una de las caracteristicas mas importantes del paramo es su heterogeneidad espacial en distancias
muy cortas debido a, variacion en la topografia, el microclima y la disponibilidad de recursos,
entre otras. A nivel de comunidades, estas variaciones definen la distribucion de plantas de acuerdo
a sus respuestas morfofuncionales. Se estudiaron las implicaciones adaptativas de la segregacion
espacial de Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis en el pAramo de Garcia (3350 m
snm). El area foliar se estimd por tres métodos, % (L*A), fotocopia e Imagej, y no se o diferencias
estadisticamente significativas. Se estimaron, modelaron y compararon distintas caracteristicas
anatomicas, morfofuncionales y de biomasa foliar. La profundidad de las criptas estomaticas
(PCE), la cantidad de haces vasculares (HV), el espesor del mesofilo, longitud, ancho, peso fresco,
peso seco, contenido y % hidrico foliar, la altura total de la planta (AT), el didmetro de la roseta
(DR), el indice de area foliar (IAF) y la biomasa foliar estimada (BF) fueron significativamente
mayores en Espeletia standleyana (W: >1, p<0.05). En contraste, el ancho de las criptas
estomaticas (ACE), el diametro de haces vasculares, el nimero de hojas (NH), el area foliar
especifica (AFE) y la esclerofilia (Escl), fueron mayores en Espeletiopsis santanderensis (W: >1,
p<=). La biomasa foliar de las especies se correlaciond con el indice de area foliar. En el plano
multifactorial, las dos especies se segregaron en sus rasgos morfoldgicos, anatomicos y de biomasa
foliar. Se vinculd la marcada esclerofilia de E. santanderensis con un menor contenido de materia
organicay agua en el suelo y en el caso de E. standleyana con fluctuaciones térmicas y de humedad
relativa mas marcadas en su micrositio. El factor edafico es un determinante en cuanto a la
segregacion espacial y de la naturaleza esclerofilica de E. santanderensis, mientras que, el factor

microclimatico determina los atributos xeromorficos en E. standleyana.



Il INTRODUCCION

2.1 Planteamiento del problema

La diferenciacion de la morfologia es la expresion de un proceso por el cual las especies
ocupan nichos en los que prosperan y, por lo tanto, sus caracteristicas se van transformando
por la fuerza de seleccidn ejercida por las variables ambientales en su historia evolutiva
(Pouchon et al., 2018). Los géneros Espeletia Bonpl y Espeletiopsis Cuatrec., rosetas
gigantes pertenecientes a la subtribu Espeletiinae, pertenecen a una de las formas de
crecimiento dominantes de la cordillera oriental de los Andes colombianos y de la alta
montafa neotropical en general. La evolucion morfoldgica, mediada por el proceso de la
radiacion adaptativa de las Espeletiinae en la Cordillera Andina en el ramal Oriental de
Colombia, permitid la diversificacion y la aparicion de las especies de estos dos géneros(A.
Sanchez et al., 2005).

Espeletia standleyana A.C.Sm es una especie de roseta caulescente con inflorescencias
paniculadas, bracteas opuestas, hojas marcescentes que recubren el tallo. Esta especie
puede encontrarse asociada principalmente con gramineas y creciendo a elevaciones
superiores a los 3350 m snm y en otros paramos puede ubicarse hasta los 4330 m snm
segun datos del Global Biodiversity Information Facility (GBIF). En contraste,
Espeletiopsis santanderensis A.C.Sm es una planta acaulescente, con inflorescencias
corimbiformes, su necromasa foliar se dispone extendida en la superficie del suelo, y se
puede hallar desde el bosque altoandino (2600 m snm) hasta el paramo (4050 m snm). En
el paramo de Garcia, crece en sustratos pedregosos al igual como se ha documentado en
otras especies del género, junto a otras especies de matorrales, licofitas, gramineas,
orquideas, entre otras (Diaz Piedrahita et al., 2010). Las dos especies estan distribuidas en
los complejos de paramos de Santurban y Almorzadero en la cordillera oriental de los
Andes colombianos, sin embargo, Espeletia standleyana también ha sido reportada en

Boyacéa (Universidad Nacional de Colombia, 2015).



Figura 1. Area de solapamiento en donde se encuentran Espeletia standleyana y
Espeletiopsis santanderensis muy cercanas.

Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis en el paramo de la vereda Garcia
estan segregadas, existen areas de interfase donde se encuentran las dos especies muy
cercanas (menor a 1 metro), pero no suelen estar mezcladas en el espacio (Figura 1). Dado
que las poblaciones estan separadas en el ecotono bosque altoandino a paramo en la Vereda
Garcia, y teniendo en cuenta de que los caracteres morfoldgicos surgen como la expresion
a la exposicion diferencial de las variables ambientales durante la historia evolutiva de

estas, se plantearon las siguientes preguntas:

¢Exhibiran las dos especies de rosetas diferencias en sus rasgos anatomicos, morfométricos
y de biomasa foliar, pese a estar en una zona de interfase poblacional?, de existir diferencias
en dichos rasgos ¢puede la heterogeneidad ambiental del paramo (caracteristicas

microclimaticas y edaficas) explicar dicha segregacion?



2.2 Justificacion

2.3

La vegetacion de los paramos esta siendo afectada por actividades antropogénicas, tanto asi
que se ha calculado que el efecto de las actividades humanas es dos veces mayor sobre la
composicion floristica que el efecto de las variables impulsadas por el impacto natural
(Véasquez et al., 2015). EI paramo se encuentra por encima de la linea de los bosques andinos
y por debajo de la nieve perpetua en los andes del norte. Este ecosistema es importante por
su gran capacidad de regulacion hidrica y su importancia como sumidero de carbono
(Jaramillo Vargas, 2014). El agua es almacenada en el suelo y en las lagunas, ademas forma
parte de los compartimientos estructurales-funcionales de la vegetacion. Gran parte del agua
retenida se debe a la presencia de especies de musgos y frailejones (Cardenas et al., 2018;
Monasterio & Samiento, 1991; Sanchez, 2020). Las especies del género Espeletia y
Espeletiopsis son de gran importancia ya que presentan estructuras que les permiten
acumular el agua, tales como: la presencia de un tallo con una médula que sirve de reservorio
de agua (Azocar & Rada, 1993), hojas que pueden mantener almacenado entre 70-80% del
peso fresco en agua (Reyes et al., 2019), y criptas estomaticas abaxiales que amortiguan las
oscilaciones microcliméticas en la interfase hoja-aire, lo que permite una disminucion de la
evapotranspiracion (Roth et al., 2009; Roth, 1973). Estas caracteristicas les permiten regular
el flujo de agua hacia la atmosfera en estado gaseoso y asi mantienen el ecosistemay el suelo
en condiciones favorables (Cardenas et al., 2018). Por lo tanto, las especies de frailejones de
la cordillera andina son un modelo idéneo para la realizacion de estudios con enfoques
autoecoldgicos y ecosistémicos que permitan demostrar su importancia, ademas de
promover objetivos de conservacion para las especies pertenecientes a este ecosistema
(Pérez andrade, 2007).

Marco teérico

Para tener éxito en la obtencidn de recursos las especies a lo largo de su historia evolutiva
han desarrollado adaptaciones fenoldgicas, reproductivas, estructurales y ecofisiologicas,
con el objetivo de evitar la superposicion de nichos y, por lo tanto, favorecer la exclusion
competitiva en sus habitats (Lopez & Molina, 2006).

Los paramos andinos son ecosistemas de alta montafia que se encuentran en América

tropical, extendiéndose desde Costa Rica y Panam4, a través de Colombia, Venezuela,



Ecuador hasta el norte de Pert, formando “islas” heterogéneas entremezcladas con parches
arbustivos y un “mar” de bosque nuboso ladera abajo. La vegetacion caracteristica de estos
ecosistemas se puede encontrar desde los 2.600 hasta las nieves perpetuas a unos 5.000 m
snm (Cuatrecasas, 1958; Londofio et al., 2014). Los patrones fitogeograficos y las
caracteristicas corologicas y ecologicas de la biota del paramo reflejan su alta
heterogeneidad (Rangel Churio, 2001).

Segun Van de Hammen y Cleef (1986) el paramo se puede subdividir en franjas de acuerdo

a su elevacion y estructura de la vegetacion:

Subparamo (2.800 hasta 3.600 m snm): Se puede presenciar en todas localidades zonas de
ecotonia o0 de contacto con la vegetacion de bosque altoandino y paramo, por lo que se

conforman comunidades mixtas (Rangel Churio, 2000).

Paramo propiamente dicho (3.600 hasta 4.100 m s.n.m): Paramo de gramineas; la
diversificacién comunitaria es maxima; se encuentran casi todos los tipos de vegetacion
paramuna, aungue predominan los frailejonales o rosetales (con especies de Espeletia y
Espeletiopsis) y pajonales con especies de Calamagrostis effusa Steud y chuscales de

Chusqguea tessellata Munro (Rangel Churio, 2000).

Superparamo (> 4.100 m snm): Llega hasta el limite inferior de las nieves perpetuas; se
caracteriza por la discontinuidad de la vegetacion y la apreciable superficie de suelo
desnudo. La cobertura y la diversidad vegetal disminuyen sensiblemente, hasta llegar a un
crecimiento de pocas plantas aisladas y predominio del sustrato rocoso. El tipo fisiondmico

mas comun es la vegetacion de tipo prado (Rangel Churio, 2001).

El complejo de paramo Santurban es un macizo montafioso ubicado en los departamentos de
Norte de Santander (72%) y Santander (28%) con una extension de 150.000 ha, entre los
2.800 y los 4.290 m snm El principal servicio ambiental de Santurban es la generacién de
agua, que alimenta los acueductos de 48 municipios para 2,2 millones de colombianos. El
paramo tiene una gran riqueza en flora, prevaleciendo los musgos y frailejones que capturan
el agua y alimentan las lagunas y cuencas del paramo (Instituto Humboldt Colombia, 2013;
Llambi, 2015). A este parque natural regional pertenece el paramo de la vereda Garcia, el

lugar de estudio en el que se encuentran las especies objeto en este estudio.



Los frailejones (Espeletia spp. y Espeletiopsis spp.) estan entre las formas de crecimiento
que tienen mayor éxito en la colonizacion de ambientes extremos del paramo, debido a su
diversidad de arquitecturas, patrones de crecimiento y estrategias reproductivas, lo que les
permite configurar una gran diversidad de interacciones ecoldgicas y formaciones vegetales
(Monasterio, 1980).

Las plantas de los paramos pueden crecer en condiciones de estrés hidrico y de nutrientes,
caracteristicas dadas por la heterogeneidad y los gradientes a microescala de sus héabitats.
Las condiciones ambientales diferentes a las que estan sometidas las especies vegetales,
pueden provocar cambios en rasgos anatomicos, morfofisiol6gicos y ecoldgicos, lo que
permite a su vez, caracterizar su microhabitat, con respecto a los patrones observados en la

distribucion de ciertos caracteres (Rivera et al., 2017).

Los indices fisiolégicos han sido utilizados como indicadores de la disponibilidad de
recursos, tales como: nutrientes, agua, luz, COz, entre otros (Bucci et al., 2008; Rada et al.,
2021; Santiago & Wright, 2007). El indice de area foliar (IAF) es una variable que permite
inferir las condiciones ambientales a las que estdn sometidos los vegetales, ya que,
comunmente se ha relacionado con la productividad de las poblaciones. Al aumentar el IAF,
aumenta el area total de las hojas, lo que permite que se incremente el uso de la luz
fotosintéticamente absorbible (Jeuffroy et al., 2002). Sin embargo, hay estudios que
muestran una reduccion del area foliar total como consecuencia de la baja disponibilidad de
agua, para asi disminuir el area de contacto con el aire y evitar pérdidas sustanciales de agua

en condiciones desfavorables del recurso hidrico (Bucci et al., 2008).

El area foliar especifica (AFE), relacion entre el area foliar y su masa seca, es una variable
informativa que se ha relacionado con la disponibilidad de nutrientes del sustrato en el que
se encuentran las especies, capacidad de asimilacion de nitrogeno, tasa de crecimiento
relativo y de manera inversa con la radiacién solar en gradientes altitudinales, lo que permite
explicar las adaptaciones de las especies sometidas a condiciones diferentes a lo largo de

gradientes sucesionales (Castrillo, 2014; Rada et al., 2021).

Los rasgos anatomicos foliares que se desarrollaron para resistir y adaptarse a ambientes en

donde existe escasez del recurso hidrico, son llamados caracteres xeromorficos (Valerio et



al., 2013). Mientras que, aquellos caracteres relacionados con la “dureza”, especialmente de
las hojas, en respuesta a la baja disponibilidad de nutrientes se les denomina caracteres

escleromorficos (Hill, 1998).

Roth (1973) realiz6 cortes anatomicos en los cuales dio la primera aproximacion a cuéles
eran los caracteres anatomicos xeromdrficos de las especies del género Espeletia, de los
cuales hizo énfasis en las ondulaciones de la pubescencia foliar, las Criptas estomaticas
abaxiales y los tricomas en el interior de las criptas. La profundidad de las criptas abaxiales
contribuye a minimizar las pérdidas de agua por evapotranspiracion. Sin embargo, otros
estudios sefialan que ademas de esta caracteristica, también es un caracter escleromorfico
que evita el dafio mecanico de los estomas por la accién del viento (Hassiotou et al., 2009;

Roth-Nebelsick et al., 2009).

Las Criptas estomaticas abaxiales tienen una gran importancia en mantener un
microambiente estable para los estomas, su principal funcion es evitar la exposicion de los
estomas a los ambientes con una alta radiacion, fluctuaciones severas de temperatura y una
alta velocidad de los vientos (que podria aumentar al flujo de agua hacia el exterior de la
planta), y adem&s mantener un aislamiento térmico criptico. Se ha demostrado, que las
Criptas estomaticas abaxiales, evitan la conductancia de la capa limite de la hoja debido al
aislamiento del estoma al exterior, sin embargo, se puede dar una disminucion de la
fotosintesis (Pons, et al., 2008). Se han encontrado fuertes relaciones entre la densidad
estomatica con la utilizacion del agua y el dinamismo de la fotosintesis y, por lo tanto, con
la productividad de las plantas, por ejemplo en lugares aridos donde la tasa de
evapotranspiracion es mayor, las plantas tienen mayor nimero de estomas por unidad de
superficie foliar y de menor tamafio, lo que les permitiria disminuir las pérdidas de agua
(Alvarez et al., 2018). Roth (1973) encontré estomas pequefios en las Criptas estomaticas
abaxiales de Coespeletia timotensis Cuatrec., lo que podria indicar una estrategia para poder
mantener la difusion de CO-, debido a la alta densidad de tricomas, favoreciendo la tasa de

fotosintesis y disminuyendo la pérdida de agua. Algunas especies del género Banksia
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(Proteaceae) presentan criptas con abundantes tricomas, por lo que lo que se llegé a la idea
que la conductancia estomatica se veria afectada, pero en modelos tridimensionales se ha
determinado que la velocidad de difusién de gases aumenta debido a que estos atraviesan y
Ilegan mas répidamente al parénquima en empalizada para realizar la fotosintesis, gracias a

la distancia mas corta hacia las células del meséfilo adaxial (Hassiotou et al., 2009).

En cuanto a la morfologia general, las especies del género Espeletia tienen un caule cubierto
por hojas marcescentes, que tiene gran importancia como aislante térmico (Murcia, 2001;
Rada et al., 1985; Snyder & Melo Abreu, 2010) y permite la retencién de agua manteniendo
el suelo himedo alrededor de la base del caule (Monasterio & Samiento, 1991). Sus hojas
opuestas colocadas en forma de roseta con un angulo por arriba de los 40° les permite resistir

la alta radiacion de los paramos andinos (Molina, 2008).

Aquellas especies de frailejones acaules podrian tener adaptaciones similares, pero el hecho
de no tener este tallo caracteristico podria determinar diferencias importantes en cuanto al
estado hidrico de la planta. Por una parte, una mayor facilidad para obtener el agua y
transportar directamente a las hojas, las cuales podrian funcionar directamente como

reservorio de agua (Céardenas et al., 2018).

Los haces vasculares son muy importantes para el transporte de agua y nutrientes, y la
dimension del area del xilema determina la vulnerabilidad del tejido conductor a la
cavitacion. Se ha sefialado que las plantas mas altas tienden a tener vasos del xilema mas
angostos para evitar embolismos y, por lo tanto, posibles dafios a la planta. Ademas se
mantiene una Optima conduccién del agua a las estructuras de mayor altura como las flores
(Ely et al., 2019).

Finalmente, Vargas (2014) realizd6 modelos alométricos para la estimacién de la biomasa
aérea de Espeletia hartwegiana Sch.Bip, en los que describié una alta correlacion con la
morfometria de los individuos. Pero se ha criticado mucho este trabajo ya que el método de
estudio tuvo un impacto negativo para la poblacion, dado que se colectaron los individuos
completos. Este trabajo tendrd como principal objetivo afectar lo menos posible a las
poblaciones de las dos especies y ademas adoptar objetivos de conservacion para las

bioformas importantes de este ecosistema. Por esta razon todo se hace con base en analisis



estadisticos, estos modelos permitiran obtener estimaciones del peso seco total, por lo tanto,
no es necesario acabar con los individuos para obtener el valor de la biomasa, ademas solo
se extrae una hoja por individuo, lo que reducira el impacto del muestreo en las poblaciones

estudiadas.

11 OBJETIVOS

3.1

Objetivo general

- Determinar caracteristicas de la morfoanatomia y de la biomasa foliar de Espeletia
standleyana y Espeletiopsis santanderensis con el fin de explicar la segregacion espacial en

el paramo de Garcia, Pamplona-Colombia.

3.2 Obijetivos especificos

-Comparar la anatomia foliar y peduncular entre Espeletia standleyana y Espeletiopsis

santanderensis.

-Determinar las diferencias de los rasgos morfofisioldgicos de las especies a través de un

analisis de componentes principales.
-Estimar la biomasa foliar de Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis.

-Comparar las variables microclimaticas (Temperatura del aire (T) y humedad relativa
(HR)) y edaficas (Porcentaje de humedad gravimétrica (%HG), porcentaje de materia
organica (%MO) y pH) entre los sitios donde se encuentran Espeletia standleyana y

Espeletiopsis santanderensis en el paramo de Garcia, Pamplona-Colombia.

IV MATERIALES Y METODOS

4.1

Area de estudio

El paramo de la vereda Garcia esta ubicado en Pamplona, Norte de Santander- Colombia (N
7°19°21°” W 72°39°30°’) a una elevacion de 3350 m snm perteneciente al complejo de
paramos de Santurban y especificamente se encuentra en la cuenca alta del rio Pamplonita
(Figura 2). El area de muestreo es una zona de transicion del bosque altoandino a paramo,

se caracteriza por tener una vegetacion heterogénea, con arboles entre 5 y 10 metros de
9



altura, y asociaciones entre pastos, pequefios arbustos y frailejones. Se presentan pendientes
que van desde los 45 a 60°. El régimen de lluvias es bimodal, con periodos lluviosos entre
los meses de abril-julio y octubre-diciembre, y una temporada seca entre enero-marzo y
agosto-septiembre. Ademas en época seca las oscilaciones de la temperatura van desde los
0 hasta los 35°C (Sanchez, 2020). En este lugar encontramos una gran dominancia de
gramineas del género Calamagrostis y frailejones del género Espeletia principalmente y en
menor grado por Espeletiopsis. También pueden observarse especies de matorrales,
briofitos, licopodios y otras rosetas. El sitio tiene una extension de 1,12 Km?,
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Figura 2. a) Localizacion del paramo de la vereda Garcia. Elaboracion propia. Arcgis

10.8. b) zona de transicidn de bosque a paramo poblacion de Espeletia standleyana. Al

fondo se puede apreciar el bosque altoandino.

4.2 Especies de estudio

4.2.1 Espeletia standleyana

Caulirosula, generalmente con un tallo corto de 1-2 m de altura, densamente cubierto con
hojas marcescentes. Rosetas grandes y densas de 0,6-1,0 m de didmetro con indumento
blanco crema o amarillento. Hojas incipientes que rodean la yema terminal
extremadamente densas y densamente adpresas lanadas con superficie sedosa y brillante.

Sinflorescencia 2 0 3 veces mas largas que la roseta con 5 a 12 capitulos (Figura 4).
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4.2.2

Figura 4. Individuos de Espeletia standleyana.

Espeletiopsis santanderensis

Roseta acaulescente, con inflorescencias que sobresalen de la roseta, formando corimbos
de 5-8 capitulos, capitulescencia extendida, de 15-20 cm de diametro, con 2040
capitulos, pedunculos de 3-7 cm de largo. Organos aéreos cubiertos de un indumento
blanco grisaceo. Flores de disco con Iébulos de la corola * pilosos. Lamina de la hoja de

15a 25 cm de largo x 0,8 a 1,5 cm de ancho (Figura 3) (Diaz Piedrahita et al., 2010).
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Figura 3. Individuos de Espeletiopsis santanderensis. Puede observarse el sustrato
rocoso en el que crece, a. y b. 3350 m snm c. individuo a 3100 m snm

4.3 Recoleccion de Muestras.
Se realiz6 una parcela 10x10 (figura 5), donde se ubicaron todos los individuos teniendo en
cuenta un plano X e Y, ubicandolos por todas las distancias en las que se encontraron con

base en el punto de origen con coordenadas X e Y (0,0).
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Figura 5: Ubicacion de lo individuos respecto a las ditancias X e Y.
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Se seleccion6 de manera aleatoria 30 individuos de cada especies, de diferentes tamafios
(adultos). En cada caso se midieron distintas variables morfométricas: altura total del
individuo (AT, longitud del tallo + longitud de la roseta), didmetro de la roseta (DR), méxima
longitud foliar (Lmax), méximo ancho foliar (Amax) de una hoja por individuo con una
inclinacion aproximadamente de 45° de la parte media de la roseta, para determinar el area

foliar a partir de la formula % (Lmax*Amax) (Montgomery, 1911).

Posteriormente, se trasladaron las muestras rotuladas y en bolsas selladas herméticamente (
marca ziploc) a la Universidad de Pamplona para medir el area foliar mediante dos métodos
adicionales: 1. método de la fotocopia, consistié en fotocopiar las hojas de los individuos
colectados y medir el peso de 1cm?, para hacer una regla de 3 simple y poder obtener el valor
del area foliar con alta precision, 2. método del software (ImagelJ), se escanearon las hojas y
por medio de la estandarizacion de una escala real, en el programa de medicion de
dimensiones, obtener el valor del area foliar de las muestras. Por ultimo, se pesaron las hojas

en una balanza analitica, luego se introdujeron en un horno a 60°C aproximadamente por 72

h para secar las hojas y obtener el peso seco.

Figura 6. a) Variacion morfométrica de las hojas de Espeletia standleyana, b)
Medicion de las variables morfométricas.
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4.4

4.5

Rasgos morfofisioldgicos

Adicionalmente se midieron los indices fisioldgicos propuestos por Berdugo-Lattke, (2020)
y Veneklaas (1985).

Porcentaje de esclerofilia (%ES):

Peso seco foliar (g)

%Es = 100

Peso fresco foliar (g) i

Area foliar especifica (AFE)

Area foliar(cm?
AFE = f (cm?)

Peso seco(g)

indice de area foliar (I1AF)

Area foliar total por planta(m?
JAF = f por planta(m®)

Cobertura (m?)
Contenido hidrico foliar (CH)
CH = Peso fresco(g) — Peso seco(g)

Porcentaje hidrico foliar (%H)

CH(9)

opH =
% Peso freco(g) i

100

Anatomia foliar y peduncular

Se colectaron muestras de hojas y del pedunculo (n=5 para cada una de las especies) y se
trasladaron a la Universidad de Pamplona para la observacidon y medicion de la anatomia
bajo la direccion del docente Emoelio Mantilla en el laboratorio de Histologia Animal y
Vegetal. Se tuvo en cuenta el procedimiento sugerido por el docente mediante métodos de
histologia vegetal estandarizados segin Roth (1964) y Johansen (1940), los cuales se

resumen a continuacion.
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45.1 Tamafio de la muestra.

Se realizaron cortes horizontales de aproximadamente 1x1cm aproximadamente de la
region media de las hojas recolectadas de individuos de diferentes tamafios con el fin de
que no superaran el tamafio de los casetes de procesamiento.

4.5.2 Conservacion de la muestra.
Se agregaron las muestras en un recipiente con una solucion de FAA (formol 40% 90cc,
acido acético 5cc y alcohol 95% 5cc) con una proporcion de 20 mL x 1 cm de muestra. Se
dejaron por 48 h para fijar las muestras y no perder la conformacion de las microestructuras
de los tejidos.

4.5.3 Procesamiento del tejido.
Este se dividio en los siguientes pasos:

45.3.1 Deshidratacion de la muestra.

Se procesaron las muestras en una serie de diferentes concentraciones de alcoholes con la
ayuda del procesador de tejidos marca Microm HPM110. Primero se procesd con los
alcoholes al 70, 80, 90 y 99,9% (alcohol absoluto) por un tiempo de 90 min para las 3
primeras concentraciones y por 150 min en alcohol absoluto con dos repeticiones.

4.5.3.2 Aclaramiento de la muestra.
Se llevaron las muestras a inclusion en parafina fundida por 90 min, después se introdujeron

las muestras en xilol, un disolvente de parafina, por 120 min para el aclaramiento de las

muestras.

4.5.4 Impregnacion en parafina.

Se agregaron las muestras en parafina fundida a 56 °C durante 2 h. Después de terminado
el procesamiento de tejidos, se realizd el proceso de inclusion en el cual se utilizaron
moldes de inclusion metalicos, a los que se le adicionaron parafina fundida y se insertaron

las muestras en el fondo del molde con la ayuda de unas pinzas metélicas calientes de
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45.5

4.5.6

acuerdo al corte realizado (transversal), colocando un molde de inclusion de plastico
encima y dejando secar a temperatura ambiente. Una vez secas las muestras se eliminaron
los excesos de parafina por los bordes de los moldes de inclusion, se separaron los moldes
metalicos de los casetes de la inclusion, se rotularon y se procedié a la realizacion de los

cortes histologicos a través del micrétomo.

Cortes anatomicos.

Todas las muestras se cortaron a 10 micras de grosor (recomendacion para tejidos
vegetales) con la ayuda del micrétomo H315 MICROM. Ya obtenidos los cortes, se
introdujeron en agua a bafio maria (45°C) para facilitar su colocacion en un portaobjetos
con glicerina y clara de huevo para garantizar la adhesion. Cada portaobjetos se rotuld con
el respectivo nombre de cada muestra codificado con una secuencia determinada por el

tejido y la repeticién con un lapiz punta de diamante.

Coloracion.
Se sometieron las muestras a una bateria de coloraciéon compuesta por los siguientes

reactivos con sus respectivos tiempos:

Tabla 1. Coloracion de los tejidos, con sus respectivos reactivos, tiempos y

funcion.
Reactivo Tiempo Funcién

Xilol 4 min Desparafinar las muestras.

Xilol 4 min Desparafinar las muestras
para permitir la rehidratacion
de la muestra.

Alcohol 90% v/v 4 min Rehidratacién

Alcohol 80% v/v 4 min Rehidratacion

Alcohol 70% v/v 4 min Rehidratacion

Verde brillante v/v 1 min Tincion

Agua destilada Pocos segundos Remover el exceso de
colorante
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45.7

Fucsina Ziehl 1% v/v

25 segundos

Tincion

Agua destilada

Pocos segundos

Remover el exceso
colorante

de

Terminado este proceso se secaron las muestras en la estufa a 55° C para remover el exceso

agua que estaba contenida en las muestras. Por ultimo, se sellaron los portaobjetos con su

respectivo cubreobjetos haciendo uso de la resina Entellan.

Mediciones anatomicas

Se hicieron las siguientes mediciones de las variables anatomicas: area del haz vascular del
pedunculo (AHVp), espesor del mesdéfilo (EM) y profundidad (PCE) y ancho (ACE) de las

criptas, con 5 repeticiones para cada especie.
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Figura 7. Procesamiento, inclusion, corte y coloracion de los tejidos de Espeletia
standleyana y Espeletiopsis santanderensis. a) procesador de tejidos, b) centro de
inclusion de parafina, ¢) Microtomo de tejidos, d) Calentador de agua al bafio
Maria, c) Gradilla de portaobjetos, d) Bateria de coloracion.

4.6 Variables edéaficas y microclimaticas

Para las poblaciones de ambas especies, se tomaron muestras de suelo entre 10 y 20 cm de
profundidad (con 10 repeticiones para cada especie) el 25 de octubre del 2021. Dichas
muestras fueron llevadas al laboratorio, pesadas, luego secadas a 60 °C durante 72 h para asi
determinar el contenido de humedad gravimétrica del suelo, % de materia organica y pH

calculado de la siguiente forma:
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46.1

4.6.2

4.6.3

4.6.4

% Humedad gravimétrica del suelo (%HG)

La diferencia entre el peso himedo del suelo (tomado en campo) y el peso de la muestra
después del secado durante 72 h a 60°C en el laboratorio. HG= ((Phamedo—
PS60)/Phamedo)*100; donde Phamedo: peso de la muestra tomado en campo, PSso: peso seco,

después del secado a 60°C.

% Materia organica del suelo (%MO)
De las muestras se sometio 5 gramos a 550°C durante 2 h en una mufla. Se calcularon las
diferencias entre los pesos sin humedad y los pesos del suelo después de ser sometidos a la

mufla (Heiri et al., 2001). Los valores fueron expresados en porcentajes:

%MOss0 = ((Psso—Pss50)/Pse0)*100; donde %MOsso: porcentaje de la materia organica
contenida en una muestra de suelo, PSso: peso seco, Psso: peso de la muestra después del
secado a 550°C.

Potencial de hidrogeniones (pH)
Se disolvié una muestra de 10 g de suelo en agua en una proporcion de 1:1, luego con la

ayuda de un pH-metro se midi6 el pH correspondiente para los dos sitios de muestreo.

Variables meteoroldgicas

Con el fin de comparar el microclima de los sitios donde se encontraban las especies, se
coloraron microestaciones meteorolégicas (HOBO), los cuales midieron las variables
humedad relativa (HR) y temperatura del aire (T). Las mediciones se realizaron cada 15

min del 6 al 14 de noviembre del afio 2021 en cada sitio de muestreo.
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Figura 8. A. recoleccion de muestras de suelo, b Secado de las muestras de suelo, c¢)
obtencion del porcentaje de materia organica, d y e. Medicién del pH del suelo.

4.7 Andlisis estadisticos

Se utilizaron pruebas de hipdtesis de Kruskal-Wallis, para comparar los métodos de medicién
del area foliar. Ademas, se hicieron pruebas de hipotesis no paramétricas rangos de Wilcoxon-
Man Whitney, las cuales compararon los rasgos anatomicos, morfofisioldgicos y de biomasa
en el &mbito univariado. Mientras que para discriminar las especies en el ambito multifactorial
se utilizé un analisis de componentes principales (ACP), con las variables reescaladas a la

distribucion Z con varianza 1 y media 0, con el objetivo de evitar que las dimensiones de cada
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variable afectaran el calculo de los componentes principales. Se hicieron analisis de
correlaciones para encontrar asociaciones entre variables morfofisoldgicas y de biomasa
foliar. Se estimo la biomasa foliar en funcion de los predictores que mejor explicaron su
varianza. Se model6 la humedad relativa en funcién de la temperatura caracterizando los
microclimas de los dos puntos de muestreo. Los modelos de regresion simples y multiples
fueron calculados a partir del método de minimos cuadrados lineales, escogiendo los modelos
que mejor explican la variable respuesta y que cumplen con los supuestos de linealidad,
homocedasticidad, normalidad, autocorrelacion de residuos y valores influyentes (distancias
de Cook). Por otro lado, para los modelos multiples se verifico que el factor de inflacion de la
varianza (VIF) y el indice de condicion no superaran el umbral permitido. La eleccion de los
modelos idoneos se hizo con base en el Criterio de Informacion de Akaike (AIC) y el método
paso a paso (Step by Step) para los modelos lineales multiples. Todos los anélisis y graficos
se hicieron con el software de programacion de analisis estadisticos R y su entorno de
desarrollo integrado Rstudio, con la ayuda de paquetes como: tidyverse, car, Imtest,

factominer, factoextra, entre otros.

V RESULTADOS
5.1 Comparacion entre métodos de medicion del area foliar

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los métodos de estimacién
del &rea foliar (Figura 9), algo muy importante ya que permitio utilizar cualquiera de estos para
la medicion de esta variable. Usamos el método no destructivo de la %(L*A), asi pudimos
obtener el area foliar total de la roseta de cada uno de los individuos sin tener que extraer todas
las hojas de cada una de las plantas. Para la modelacién del peso seco foliar se utilizo el

promedio de los tres métodos.

23



251
o
200 1 -1 .
201
— 1504 _—
(3]
E —
o 15
ke
£ 100
0]
o 104
<L
50 1 5
3/4 (L*A) Fotocopia Imaged 3/4 (L*A) Fotocopia ImageJ
Método

Especie - Espeletia standleyana E Espeletiopsis santanderensis

Figura 9. Comparacion de los métodos para la determinacion del area foliar.
(P.valor>0,05). Los puntos negros indican los outliers.

Tabla 2. Prueba de hipdtesis no paramétrica de Kruskal-Wallis para la comparacion
de los métodos del area foliar (N=30 para cada especie).

Especie P.valor X? gl
Espeletia 0,5373 1,2423 2
standleyana
Espeletiopsis 0,2408 2,8473 2
santanderensis

5.2 Modelos para la estimacion del peso seco foliar y la biomasa foliar

Los modelos idoneos para la estimacion del peso seco foliar en funcion del area foliar
fueron significativamente diferentes entre las especies (ANOVA Pvalor<<0,05),
encontrando razones de cambio positivas con tendencia potencial para Espeletia
standleyanay lineal para Espeletiopsis santanderensis (figura 10), dichos fueron escogidos
con base en el AIC (Akaike Information Criterion) y sus respectivas validaciones (ver la

validacion y comparacion con otros modelos en los anexos). La tasa de aumento del peso
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seco con respecto al area foliar (AF) es mayor en Espeletia standleyana (a la potencia de

1,2996) que en Espeletiopsis santanderensis (a razon de 0,0241).
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Figura 10. Modelos de regresion del peso seco en funcion del area foliar, a. Modelo
potencial de Espeletia standleyana PS= 0,0059(AF)!2%% (P.valor=3,15%102°; R?>=0,959;
AIC = -44,11; N=29), b. Modelo lineal Espeletiopsis santanderensis PS=0.0241(AF)-
0.0224 (P.valor=2,08*10"%; R?=0,898; AIC=-112,48; N=30), AF=Area foliar, PS=Peso
seco foliar. AIC= criterio de informacion de Akaike.
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Figura 11. Modelo lineal multiple para la estimacion de la biomasa foliar de Espeletia
standleyana Biomasa=220,35(1AF)+44,36(PS)-78,31 (P.valor=4,83*10?';
RZajustado=0,988; AlC=269,42; N=30), linea y puntos rojos: valores estimados por el
modelo, linea y puntos negros: valores de los indices de area foliar, barras negras: valores
observados de biomasa. IAF=indice de érea foliar, PS=Peso seco foliar promedio. AlC=
criterio de informacion de akaike.

La biomasa foliar de Espeletia standleyana fue modelada con el IAF y el PS promedio de
las hojas (Figura 11). Sin embargo, utilizando un modelo simple la variable indice de &rea
foliar explica el 92% de la variabilidad de la biomasa, pero la interseccion con el eje Y no
es significativa y las validaciones fueron rechazadas, por lo que se optd por utilizar la
variable peso seco foliar en el modelo. Se puede observar que la tendencia del indice de

area foliar concuerda con la variacion de los valores observados y estimados por el modelo.
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Figura 12. Modelo lineal simple para la estimacion de la biomasa foliar de
Espeletiopsis  santanderensis, Biomasa=223.629(IAF)-4.76  (P.valor=1,99*10";
R?=0.998; AIC=178,80; N=29), Barras grises: Biomasa observada, linea y puntos negros:
Valores del indice de area foliar, linea roja y puntos rojos: valores estimados por el modelo,
IAF=indice de area foliar, AIC= criterio de informacion de akaike.

El IAF para Espeletiopsis santanderensis también resultd ser el mejor predictor de la
biomasa foliar (Figura 12). Este indice por si solo explica el 99,8% de la variabilidad de
los datos, en contraste con Espeletia standleyana no requiere de otros predictores. Sin
embargo, el ajuste que indica un valor cercano a la probabilidad de 1 se vio afectado por la
eliminacién de un valor influyente calculado el estadistico de distancias de Cook (Individuo
namero 26), por lo que la eliminacién del individuo afecto el porcentaje de explicacion, sin

embargo, la estimacidn se hizo con base en los indices foliares de los 30 individuos.

5.3 Comparacion entre variables e indices anatomicos y morfofisiolégicos de las dos

especies

La altura total de la planta (82,1+6.455 vs 14,75+0,81 cm), cobertura de la roseta
(1431,1+161,08 vs 457,06+53,16cm?), diametro de la roseta (40,3+2,63 vs 23,13+1,27
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cm), area foliar total (2130,2+278,71 vs 465.47+56,56 cm?), peso seco foliar total
(53,5+8,32 vs 10,25+1,29 g), peso fresco foliar (8,1+0,79 vs 0,57+£0.056 g), peso seco foliar
(2,3+0,22 vs 0,30+0,02 g), area foliar (94,5+7,36 cm? vs 10,32+0,61 cm?), maximo largo
foliar (24,2+0,94 vs 11,82+0,72 cm), maximo ancho foliar (46+0,22 vs 1,3£0,042 cm)
fueron mayores en Espeletia standleyana (Figura 13). Sin embargo, el nimero de hojas

(20,233+1,32 vs 42,63£3,61) es mayor en Espeletiopsis santanderensis.
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Figura 13. Comparacion de las variables morfoldgicas de las poblaciones segregadas
de Espeletiopsis santanderensis y Espeletia standleyana ALT= Altura total de la planta
(cm), DR=Diémetro de la roseta (cm), Lmax= Largo méximo de las hojas (cm), Amax=
Diametro méaximo de la lamina foliar (cm), AF=Area foliar (cm?), PF= Peso fresco (g), PS
=Peso seco (g/cm?), COB=Cobertura de la roseta (cm?), AFT=Area foliar total (cm?),
PSFT=Peso seco foliar total (g), NH=NuUmero de hojas, se presentan las proporciones
dentro de cada variable comparada.
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Tabla 3. Prueba de comparacion Wilcoxon-Mann-Whitney para las variables
morfométricas de las poblaciones de Espeletia standleyana y Espeletiopsis
santanderensis. Todas las variables presentan diferencias estadisticamente significativas.

Variable Estadistico P.valor
W-M-W
Altura total 900 2,9E-11
Cobertura de la 757.5 5,567E-6
roseta
Diametro de 757.5 5,57E®
la roseta
Area foliar 834 2,673E10
total
Peso seco 821 1,633E™°
foliar total
Ndmero de 61.5 9,444E°
hojas
Peso fresco 883.5 1,536E10
Peso Seco 874 1,984E1
promedio
Area foliar 896 <2,2E16
promedio
Méaximo largo 888 4,6E1
foliar
Maximo ancho 898 3,687E !
foliar
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Figura 14. Comparacion de los indices ecofisioldgicos de las poblaciones segregadas
de Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis CH=Contenido hidrico, %H=
Porcentaje hidrico, IAF= Indice de area foliar, AFE= Area foliar especifica, %Escl=
Porcentaje de esclerofilia, BF= Biomasa foliar, se presentan las proporciones dentro de
cada variable comparada.

Tabla 4. Prueba de comparacion Wilcoxon-Mann-Whitney para los indices
fisiologicos y ecolégicos de las poblaciones de Espeletia standleyana y Espeletiopsis
santanderensis, Todas las variables presentan diferencias estadisticamente significativas.

Variable Estadistico W P.valor
Contenido hidrico 883 2 5E14
Porcentaje hidrico 829 5,479E10
Area foliar 300 0,02633
especifica

Porcentaje de 71 5,479E10
esclerofilia

indice de éarea foliar 643 0,003906
Biomasa 649 0,002883

30



El indice de esclerofilia (43,401+£1,26 vs 34,5+0,64 %) y el area foliar especifica
(47,67+1,82 vs 43,8+1,6 g.cm) fueron mayores en Espeletiopsis santanderensis (Figura
14). Sin embargo, el contenido hidrico (5,4+0,55 vs 0,33+0,038), porcentaje hidrico
(65,5+0,64 vs 56,6+1,26 %), indice de area foliar (1,6+0,13 vs 1,11+0,1 m2m?) y la
biomasa foliar (376,9+33,1 vs 242,35+2253 g.m?) fueron mayores en Espeletia

standleyana.

5.4 Anatomia foliar y peduncular

El largo (321,72+£30,27 vs 192,18+5,31 um) y el ancho (211,48+19,49+£30,27 vs
103,74+3,31 um) del haz vascular fueron mayores en Espeletiopsis santanderensis,
mientras que, el nimero de haces vasculares del pedinculo fueron mayores en Espeletia
standleyana (Figura 15). Las Criptas estomaticas abaxiales fueron mas profundas
(117,28+13,37 vs 80.70+6,82 um) en Espeletia standleyana; pero mas anchas
(130,27+8,67 vs 158,80+11,34 um) en Espeletiopsis santanderensis. Por otro lado el
espesor del mesofilo fue mayor en Espeletia standleyana (57,07+3,84 vs 38,28+2,73 um)
(Figura 15).

Espeletia standleyana presentd una hipodermis adaxial de hasta dos capas de células,
ademéas de presentar una gran cantidad de canales resiniferos en la médula y en la

hipodermis del pedinculo, y en la nervadura central de la hoja.

Espeletiopsis santanderensis no presentd la hipodermis adaxial, ademés la densidad de

canales resiniferos fue menor, sin embargo, estos fueron de mayor didmetro.

Las dos especies, presentaron en su anatomia foliar tricomas glandulares, multicelulares y
simples dentro de sus Criptas estomaéticas abaxiales abaxiales, sin embargo, esto fueron de
mayor tamafio en Espeletiopsis santanderensis. Por encima de las Criptas estomaticas
abaxiales abaxiales se puede observar la compactacion del parénquima clorofilico en las

dos especies.

Los haces vasculares de Espeletia standleyana se disponen en forma de eustela, es decir

gue se encuentran rodeando la médula, mientras que en Espeletiopsis santanderensis se

31



puede observar eustela, sin embargo, en su disposicion se puede observar indicios de
formacion de xilema secundario.

Figura 15. Anatomia, a: Hoja de Espeletia standleyana, b: hoja de Espeletiopsis
santanderensis, c¢: Pedunculo de Espeletia standleyana, d: pedunculo de Espeletiopsis
santanderensis. CE=Criptas estomaticas abaxiales, CR=Canales resiniferos,
EAB=Epidermis abaxial, EAD=Epidermis adaxial, HV=Haces vasculares,
HD=Hipodermis, T=Tricomas, aumento=7X.

32



LHV AHV | PCE
—— 3001 T .
4004 1:1,6 1:2 150 1,5:1
300{ e 200
100 4
100{ —%
ACE |
180 T — —
160 1 50 -
140 4
401
1204 .
100 . : 30—, _I_

Especie ‘ Espeletia standleyana E Espeletiopsis santanderensis

Figura 16. Comparacion de las variables anatomicas de las poblaciones de Espeletia
standleyana y Espeletiopsis santanderensis. LHV= Largo del Haz Vascular, AHV=
Ancho del Haz Vascular, PCE= Profundidad de la cripta estomatica, ACE= Ancho de la
cripta estomatica, EM= Espesor del mesofilo, se presentan las proporciones dentro de cada
variable comparada.

5.5 Analisis de componentes principales

El andlisis de componentes principales segregd en el plano multifactorial a las poblaciones
de las dos especies, tanto en ubicacién como en variabilidad. Los dos ejes explican el 78%
de la inercia total (Figural?7). Las variables %Escl, AFE y NH fueron las mas
representativas para Espeletiopsis santanderensis. Sin embargo, el resto de las variables
morfomeétricas fueron haladas hacia el grupo de Espeletia standleyana, demostrando asi la
diferencia de tamafios en todas las variables que miden la forma. ElI componente principal
1 se correlaciono con la morfometria y la esclerofilia, mientras que el componente principal
numero 2 demuestra la fuerte correlacion que existe entre la biomasa foliar y el indice de

area foliar, variables previamente relacionadas en modelos anteriores.
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Figura 17. Andlisis de componentes principales. Varianza explicada 78.1%, elipsoides
con intervalo de confianza al 95%.

5.6 Comparacion de las variables microambientales entre las dos poblaciones

Las tres variables edaficas medidas fueron diferentes para los sitios donde se ubican las dos
especies en el paramo de la Vereda Garcia (Figura 18). El %HG (53,5+1,39 vs 33,2+0.9) y
%MO del suelo (30,06+1,53 vs 18,03+0,9) fueron mayores en el suelo de Espeletia
standleyana, mientras que el pH del suelo (4,5+0,05 vs 3,9+0,03) fue mayor para
Espeletiopsis santanderensis. Cabe recalcar, que las variables solo pudieron ser
comparadas a una profundidad de 10 cm, ya que en el lugar de Espeletiopsis santanderensis

no se pudo avanzar por encontrarse en un sustrato rocoso.
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Figura 18. Comparacion de las variables edéaficas entre los sitios en donde se
encuentran las poblaciones de Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis
%HG: Porcentaje de humedad gravimétrica del suelo, %MO: Porcentaje de materia
organica del suelo, pH: Potencial de hidrogeniones del suelo.

Tabla 5. Pruebas de Wilcoxon-Man-Whitney para comparar las variables edaficas
de Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis.

Variable Estadistico W P.valor
Humedad gravimétrica del 100 1.083E°
suelo
Porcentaje de materia 98 4.33E°
organica
pH 9.1932E° 1.139E”
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Figura 19. Comportamiento de la humedad relativa del aire (HR %) y temperatura
del aire (T °C) en los micrositios de Espeletia standleyana y Espeletiopsis
santanderensis.

La amplitud de la humedad relativa fue diferente para las dos especies, llegando a ser mayor
en el microhabitat de Espeletia standleyana (Entre 28 y 100 vs 47 y 100%) (Figura 19). El
rango de la temperatura también fue mayor para Espeletia standleyana (entre 1y 32.2 vs
1.3y 22.1°C), la temperatura minima promedio fue de 3.2 °C y la maxima promedio fue
de 27.6 °C, contra Espeletiopsis santanderensis con minima y maxima promedio de 3.9y

18.3°C, respectivamente.
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Figura 20. Comportamiento de la humedad relativa en funcion de la temperatura del
aire, a. Espeletia standleyana (HR=134.9¢0%48(N R2=0.8944, AIC=-736.22, N=388) b.
Espeletiopsis santanderensis (HR=125.54e0%42(MN  R2=0.7075, AIC=-728.88, N=388).
intervalos de confianza al 95%.

Para comparar las variables meteorologicas, se modelaron las tendencias en el dia en las horas
de mayor fluctuacion (entre 9:00 y 16:00) encontrando que en el dia las tendencias de la
humedad relativa en funcion de la temperatura del aire fueron significativamente diferentes
para los micrositios de las 2 especies (Anova p<<0.05) (Figura 20). La humedad relativa y la

temperatura fueron relativamente constantes en la noche para los dos micrositios.

DISCUSION

Las diferencias anatomicas, morfométricas y de biomasa foliar entre estas dos especies
permiten inferir adaptaciones contrastantes, producto a las diferencias en las condiciones
propias del microclima del nicho ecoldgico de cada especie, lo que podria explicar la

segregacion espacial entre Espeletia standleyana y Espeletiopsis santanderensis.

Morfometria

Las plantas de mayor longitud estan sujetas a sufrir de embolias, debido a que tienden a tener
vasos del xilema mas grandes para transportar grandes cantidades de agua a las estructuras de
mayor altura, por lo tanto, en época seca y condiciones de frio congelante se hacen vulnerables
a la muerte por cavitacién (Olson et al., 2018). EI mayor tamafio de Espeletia standleyana
podria asociarse a mejores condiciones hidricas en su micrositio, ademas en época seca, donde
la disponibilidad de agua se veria afectada, su caule, que contiene un gran reservorio de agua
en su médula, le permitiria soportar condiciones de estrés hidrico (Goldstein et al., 1984). Por
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otro lado, Espeletiopsis santanderensis por ser acaulescente, no tiene un 6rgano que almacene
agua, sin embargo, es una especie de bajo tamafio, lo que podria permitir la distribucién del

agua mas rapida y eficientemente a todos los 6rganos de la planta (Olson et al., 2018).

El mayor nimero de hojas y menor area foliar en Espeletiopsis santanderensis podria ser una
adaptacion para la disipacion de energia térmica y regulacion de la pérdida de agua. Segln
Leigh et al (2017) las hojas mas pequefias presentan una mayor conveccion de calor por unidad
de area entre la hoja y el aire, esto permite mantener un area foliar alta en una cobertura
pequefa para para captar la luz fotosintéticamente absorbible, Sin embargo, estos caracteres
son opuestos en Espeletia standleyana, menor nimero de hojas y mayor area foliar. Esta
especie regula la temperatura foliar a través de un aumento de la capa limite provocada por la
mayor pubescencia en la superficie foliar, lo que también permite una mayor reflectancia de la
luz, asi como se ha reportado en otras rosetas caulescentes (Baruch & Smith, 1979; Meinzer &

Goldstein, 1985; Rada et al., 2019).

6.2 Rasgos morfofisioldgicos y biomasa foliar

Se han encontrado fuertes relaciones positivas entre el %Escl y humedad del ambiente, y
negativas con la suculenciay el contenido hidrico (Berdugo Lattke, 2020). Aqui encontramos
consistencia con nuestros resultados, Espeletia standleyana presenta un sustrato mas rico en
agua y hojas con grandes porcentajes hidricos de hasta 70%, presenta menos porcentaje de
esclerofilia. En contraste Espeletiopsis santanderensis tiene mayor %Es, menor humedad
gravimétrica del suelo y menores porcentajes hidricos foliares. Ademas, se podria indicar un
uso conservador de los recursos, debido a la menor disponibilidad de materia organica en el

sustrato.
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El AFE es un rasgo clave en el estudio de respuestas funcionales en plantas. Diferencias en el
AFE han sido vinculadas a la separacion de nichos entre especies, por ejemplo, bajos valores
de AFE se asocian a estrategias relacionadas a lentas tasas de crecimiento y a suelos pobres
en nutrientes, en especial nitrégeno (He et al., 2018; Poorter et al., 2009). He et al. (2018)
encuentran que, a nivel de suelo, el nitrodgeno y el carbono organico son los factores que mejor
explican los cambios en AFE en un estudio de 207 especies lefiosas, i.e. menores AFE bajo
condiciones de menor nitrégeno y carbono organico en el suelo. Las rosetas gigantes
Ruilopezia atropurpurea A.C.Sm. Cuatrec y Espeletia schultzii Wedd., la primera con hojas
glabras y la segunda marcadamente pubescente, presentaron valores bajos de AFE 36 y 67
respectivamente en un paramo de los Andes venezolanos (Rada & Navarro, 2022). En nuestro
caso también se reportan valores bajos para las dos especies, sin embargo, los valores de AFE
inferiores determinados en E. standleyana no coinciden con lo esperado, en cuanto a su
asociacion con suelos mas ricos en %MO y %HG, como lo sugieren estudios previos. Es
probable que variables como el espesor del mesofilo esté vinculado a un incremento en el peso
seco foliar observado en esta especie, y a ello se deba sus valores inferiores de AFE (Pompelli

et al.,, 2019; Rada et al., 2021; Villar et al., 2013).

Los bajos valores de IAF observados para ambas especies concuerda con lo reportado para
Espeletia schultzii y Ruilopezia atropurpurea, y para estas dos especies se relacion6 con la
disponibilidad de agua en sus microambientes (Rada & Navarro, 2022). Segun Bucci (2008),
el indice de area foliar disminuye cuando la disponibilidad de agua se hace menor. La mayor
disponibilidad de agua en nuestro estudio la obtuvo Espeletia standleyana y es la especie que
mayor IAF tuvo lo que es congruente con estos estudios. Por otro lado, se ha propuesto al IAF

como un buen predictor de la biomasa foliar (Parker, 2020). En este trabajo se encontr6 una
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fuerte correlacion entre estas dos variables en ambas especies, apoyando los resultados de
Parker. A pesar de las diferencias tan marcada en términos de tamarios, hay ciertos individuos
de Espeletiopsis santanderensis que pueden alcanzar biomasas foliares tan altas como la de
algunos individuos de Espeletia standleyana lo que propone una compensacion de estos

individuos gracias al mayor nimero de hojas por parte de la roseta acaulescente.

Los elipsoides mostrados en el ACP concuerdan con una segregacion de todos los caracteres
medidos, determinando expresiones de los caracteres totalmente contrastantes para las dos

especies.

6.3 Anatomia foliar y peduncular

Las Criptas estométicas abaxiales méas profundas en Espeletia standleyana, corresponden a un
caracter que le permite amortiguar el efecto adverso de las variables microclimaticas (Roth-
Nebelsick et al., 2009; Roth, 1973), especialmente la temperatura y la humedad relativa,
variables que determinan la cantidad de agua perdida por evapotranspiracién (FAO, 2022;
Lépez Rhenals, 2021), estas dos variables fluctuaron de manera méas abrupta en el micrositio
de esta especie, lo que podria indicar que es una respuesta a la mayor variaciéon y a las
condiciones mas extremas. Otros autores mencionan que puede ser un caracter escleromorfico
como se ha descrito en especies del género Banksia, sin embargo en este estudio determinamos
que la especie méas escleromorfica Espeletiopsis santanderensis presenta los estomas menos

hundidos (Hassiotou et al., 2009; Jordan et al., 2008).

El mayor espesor del meséfilo observado en Espeletia standleyana indicaria mayor proporcién
de tejido fotosintético, asi como una mayor conductancia mesofilar, y por lo tanto capacidad

fotosintética, como se ha reportado en especies de Rhododendron (Cai et al., 2014).
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Segun Aleman (2019) el numero de elementos conductores por unidad de area se relacionan
con la eficiencia en la conductividad hidraulica, Espeletia standleyana al ser una especie de
mayor altura requiere una mayor eficiencia de la conduccion del agua, por lo tanto, tiene mayor
cantidad de haces vasculares. Ademas menor area de los haces vasculares ofrece una mayor
resistencia a embolias por cavitacion aumentado la eficiencia y seguridad de transporte hidrico
hacia todos los compartimientos de la planta, asi como se ha registrado en otras especies de
Espeletiinae y Senecio, (Araujo, 2012; Ely et al., 2019; Torres, 1979) la funcion de los indicios
de formacidn de xilema secundario en Espeletiopsis santanderensis podria estar asociado a un
mayor rapidez de conduccion de agua, sin embargo hay que tener en cuenta que Espeletia
standleyana determina la eficiencia de conduccion de agua aumentando la seguridad de
conduccion a las estructuras mas altas que son las sinflorescencias, mientras que la eficiencia
de la conduccién de agua de Espeletiopsis santanderensis se asociaria a la tasa mas alta de
conduccion de agua en funcién del tiempo hacia todos los érganos debido a la poca

disponibilidad de agua en el suelo(Olson et al., 2018).

6.4 Caracteristicas microambientales de los sitios donde se establecen las especies

Los paramos son muy heterogéneos tanto en caracteristicas bidticas como abioticas, creando
gradientes a micro y macroescala muy marcados, provocando mosaicos de especies con
caracteristicas diferenciales en cortas distancias(Abadin et al., 2002; Llambi & Sarmiento,
1998; Llambi & Rada, 2019). Cardenas (2018) encontr6 amplitudes de temperatura diurnas
entre 10 y 30°C en los paramos de Romerales y Belmira en la cordillera central de los Andes.
En el paramo de la vereda Garcia las oscilaciones de temperatura se mantuvieron en el rango
de 1-32°C para Espeletia standleyana y menor para Espeletiopsis santanderensis entre 1-22°C.

La HR también tuvo rangos diferentes para los micrositios de las dos especies, para Espeletia
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standleyana fue méas amplio que para Espeletiopsis santanderensis, lo que demuestra que estas

especies estan sometidas a diferentes condiciones ambientales.

Cérdenas (2018) encontro saturacion de agua en las capas méas profundas del suelo mientras
que en las mas superficiales los contenidos de agua volumétrica fueron altos en época seca. En
nuestro trabajo se encontro para Espeletia standleyana a 10 cm de profundidad que los valores
de humedad gravimétrica se mantienen por encima del 50%, ademas la materia orgénica es
alta. Sin embargo, en el micrositio de Espeletiopsis santanderensis los valores hallados tanto
de %HG del suelo y %MO del suelo resultaron inferiores. LIambi et al (2012) afirman que los
suelos de los paramos pueden tener desde el 3 al 44% del volumen en materia organica y esta
tiene una fuerte relacion con la humedad del suelo. A medida que incrementa el contenido de
materia organica, el sustrato se vuelve mas poroso e incrementa su capacidad de
almacenamiento de agua. Debido a que el sustrato en el cual crece Espeletiopsis
santanderensis es mas inorganico y mas rocoso, presenta una menor capacidad de retencion
de agua, particularmente en los estratos mas superficiales. El pH del suelo de las dos especies
es tipicamente &cido, siendo mayor para Espeletiopsis santanderensis. Segun Estupifian et al
(2009) y Moreno (1994), el pH del suelo de los paramos suele ser acido debido a la alta
cantidad de compuestos de aluminio, aluminio intercambiable y materia organica. Los suelos
en los que crece Espeletia standleyana presentan un pH mas bajo, a causa de un elevado
contenido de materia organica, la cual presenta mayores concentraciones de acidos humicos.
Segun Denney et al. (2020) la heterogeneidad de un sitio puede medirse a distancias menores
a 2 m, y esto puede atribuirse a la topografia, las concentraciones de nutrientes y el contenido
de agua disponible en el suelo, lo que puede crear microhabitats diferentes en distancias

relativamente pequefas. Estas diferencias a su vez, influyen en las respuestas fisioldgicas de
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las plantas, por ejemplo, el estrés hidrico puede reducir la conductancia estomatica e inhibir
las rutas bioquimicas de la fotosintesis, No obstante, las respuestas particulares de cada planta

estaran condicionadas por su genotipo y su ambiente.

Estos resultados microcliméticos y edéaficos tienen bastante relevancia, ya que, sugieren que
Espeletia standleyana esta expuesta a fluctuaciones térmicas mas acentuadas en los ciclos
diarios; en contraste, Espeletiopsis santanderensis esta expuesta a un mayor estrés hidrico y
nutricional, por su asociacion a suelos con un menor contenido de agua y de materia organica.
Ademas, estas caracteristicas en los microambientes de ambas especies, los caracteres de
Espeletia standleyana apuntan a estrategias relacionadas con una mayor eficiencia en los
recursos hidricos, relacionados con la interfase hoja-aire; que se reflejan en una mayor
pubescencia, criptas estomaticas mas profundas, un mayor desarrollo vegetativo, como se
aprecia en estas rosetas de tallos grandes que les sirven de reservorios de agua, mayor nimero
de haces vasculares, aunque de menor diametro, que les permite soportar las marcadas
fluctuaciones térmicas en cursos diarios, asi como la mayor demanda evaporativa en horas de
mediodia. A su vez, Espeletiopsis santanderensis, pese a no estar sometida a un estrés térmico
ni de evapotranspiracion comparable, tolera las condiciones edaficas menos favorables que le
proporcionan los suelos pedregosos propios de su microhabitat. En consecuencia, esta especie
responde a estas limitaciones desarrollando hojas mas pequefias, con un menor nimero de
haces vasculares, pero de mayor diametro, aunado a un menor desarrollo vegetativo, lo cual
favorece una conduccion de agua mas rapida del agua desde las raices hacia todos los érganos.
También presenta hojas mas coridceas, que reflejan una esclerofilia mas marcada en esta

Gltima, producto de su asociacion a suelos mas oligotréficos.
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VII CONCLUSIONES

- La anatomia foliar y del pedunculo floral reflejan adaptaciones morfoanatémicas frente a
las tensiones que ejercen las variables microambientales en los cuales crece cada especie.
Espeletia standleyana exhibe criptas abaxiales mas profundas como caracter xeromérfico
y mayor proporcion de tejido vascular; mientras que, Espeletiopsis santanderensis
desarrolla hojas mas coriaceas, con criptas mds anchas y haces vasculares de mayor

diametro determinando asi la escleromorfia.

- Los mejores predictores para la estimacion de la biomasa foliar fueron el IAF y PS para E.
standleyana mientras que E. santanderensis solo se modeld con el IAF, lo que demuestra
la fuerte dependencia del area de los érganos fotosintéticos para la productividad de

estas rosetas gigantes.

- Se evidencié que el microambiente de E. standleyana es mas estresante a nivel de aire
debido a fluctuaciones mayores de Ty HR, por lo cual su morfologia manifiesta soluciones
frente a intercambio gaseoso y perdidas sustanciales de agua. Mientras que en el ambito
edafico E. santanderensis tiende a resolver problemas de menor %MO y disponibilidad
hidrica provocados por un suelo mds seco y pobre en nutrientes, principalmente

aumentando su esclerofilia y disminuyendo su tamaiio.

- La segregacion espacial de las dos especies se debe a factores ambientales dados por la
heterogeneidad a microescala del paramo de la vereda Garcia, lo que provoca que los
caracteres anatémicos, morfoldgicos y de biomasa sean altamente contrastantes para

contrarrestar el tipo de estrés al que estan sometidos en los micrositios de ubicacion.
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VIII RECOMENDACIONES

-Estudiar las relaciones hidricas e intercambio de gases de estas dos especies para entender

como se enfrentan a este ambiente extremo del paramo.

-Realizar un estudio mas detallado de los microambientes donde se ubican las dos especies,
especificamente en época seca donde se espera que las variables meteorologicas y edaficas

sean mas extremas.

-Realizar mas estudios que relacionen el indice de area foliar con la biomasa foliar de otras
especies, para probar la hipotesis de que el IAF es un buen predictor de la biomasa foliar

siempre y cuando el area foliar y el peso seco de las hojas también tengan una fuerte relacion.

-Estudiar las relaciones de las dos especies de estudio con otras gramineas y arbustos, para
determinar si existe una proteccion a condiciones fluctuantes en los micrositios, lo que les

permitiria permanecer en las condiciones estresantes del paramo.

- Estudiar la composicion de nutrientes en el suelo, para determinar la influencias de estos

parametros en los rasgos morfofuncionales.
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ANexos

Anexo 1: Comparacion de modelos simples para la estimacion del peso seco en
funcion del &rea foliar Espeletia standleyana.

Modelo r.squared adj.r.squared sigma  statistic p.value df loglik AlC BIC deviance df.residual  nobs
Lineal 0.964 0.963 0.250 752.608  8.87E- 0.094 5.812 10.016 1.746 28.000 30.000
22
Exponencial 0.846 0.841 0.274 153.874  6.79E- -2.677 11.353 15.557 2.100 28.000 30.000
13
Logaritmico 0.798 0.791 0.592 110.911 3.03E- - 57.599 61.803 9.809 28.000 30.000
11 25.800
Potencial 0.959 0.957 0.106 627.583  3.15E- 25.058 - - 0.302 27.000 29.000
20 44.115 40.013

Anexo 2: parametros del modelo potencial para la estimacion del peso seco foliar
Espeletia standleyana.

Parametro | Estimado | Error Estadistico | P. valor
estandar
(Intercepto) | - 0.24169902 | - 2.17E-
5.13691295 21.2533464 | 18
log(AF) 1.29962128 | 0.05187778 | 25.0515977 | 3.15E-
20
Anexo 3: Pruebas de validaciones del modelo potencial para la estimacion del area
foliar.
Prueba Test Estadistico | Valor P Correlacion
Normalidad de residuos | Shapiro- | W 0.94101 0.1065
Wilk
Homocedasticidad de Breusch- | BP 2.2778 0.1312
residuos Pagan
Autocorrelacion de Durbin- | D-W 2.176724 0.65 -0.1302316
residuos Watson

Anexo 4: Representacion visual de las validaciones del modelo potencial en Espeletia
standleyana para la estimacion del peso seco foliar.

54



a b
Residuals vs Fitted Normal Q-Q
S o ;
L] W B 2
= O @ ho o
o < o o OO = @ -E 529
o o | e T Ty o
T o =] o o = O ﬁﬁﬁ’?
3 - N o
[:F] o L] = .
o T o a 1.I— — "__.-c.,
o oge 923 = e
= &= o 35577
o 12°
c <12
< T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 -2 1 0 1 2
Fitted values Theoretical Quantiles
c d
Scale-Location Residuals vs Leverage
= oy
= = " 8o
™ 025 ng =
% o TE g — °Cpo fe] o
= o
E ‘D_ n ° * oo 00 E =T 'j&%—j/«f
@ © o 2 o e &
H oo F @ R
- e} o o = —
5 o o : . °
=
E o o o) E o el 250
i g i3] T
= --- Chuk's distance . -~
= | | | | ST T | |
0.0 0.5 1.0 1.5 0.00 0.05 0.10 0.15
Fitted values Leverage
Validacion del modelo Peso Seco Foliar vs Area foliar de Espeletiopsis
santanderensis.
Anexo 5: Comparacion de modelos simples para la estimacion del peso seco en
funcion del area foliar Espeletiopsis santanderensis.
Modelo r.squared adj.r.squared sigma statistic p.value df loglik  AIC BIC deviance df.residual nobs
Lineal 0.898 0.894 0.035 246.492 2.08E- 1 59.244 : - 0.034 28 30
15 112.489 108.285
Exponencial 0.755 0.746 0.264 86.126 4.87E- 1 -1.603  9.205  13.409 1.955 28 30
10
Logaritmico 0.761 0.753 0.053 89.279 3.31E- 1 46.489 -86.978 -82.774 0.079 28 30
10
Potencial 0.891 0.887 0.176 228214 5.47E- 1 10.528 -15.056 -10.853 0.871 28 30
15
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Anexo 6: Parametros del modelo lineal para la estimacion del peso seco Espeletiopsis

santanderensis.

Parametro | Estimado Error Estadistico | p.valor
estandar
(Intercepto) | - 0.01758826 | - 0.21262709
0.02243314 1.27546103

AF 0.02410485 | 0.00153534 | 15.7000516 | 2.08E-15

Anexo 7: Validaciones del modelo lineal para la estimacion del peso seco en

Espeletiopsis santanderensis.
Prueba Test Estadistico | Valor P Correlacion
Normalidad de residuos | Shapiro- w 0.95096 | 0.1794

Wilk

Homocedasticidad de Breusch- BP 0.073988 | 0.7856
residuos Pagan
Autocorrelacion de Durbin- D-wW 1.744058 | 0.454 0.0827444
residuos Watson

Anexo 8: Representacion visual de las validaciones del modelo potencial en

Espeletiopsis santanderensis para la estimacién del peso seco foliar.
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Anexo 9: Validaciones de la modelacion de la biomasa foliar de Espeletia
standleyana
r.squared adj.r.squared  sigma statistic ~ p.value  df logLik AlC BIC deviance  df.residual  nobs
0.989 0.988 19.901 1187.923 4.83E- 2 - 269.420 275.025 10692.904  27.000  30.000
27 130.710
Anexo 10: Parametros del modelo para estimar el area foliar.
Pardmetro | Estimado Error Estadistico Pvalor
estandar
(Intercepto) | -78.3146749 10.23256783 | -7.65347234 3.12E-08
IAF 220.351812 5.435178648 | 40.541779 1.00E-25
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Peso seco 44.3631088
Promedio

Foliar

3.146869844

14.0975353

5.72E-14

Anexo 11: Pruebas de validacion del modelo lineal maltiple que explica la biomasa

foliar.
Prueba Test Estadistico | Valor P Correlaciéon
Normalidad de residuos | Shapiro- w 0.94954 | 0.1644

Wilk

Homocedasticidad de ANOVA F 0.041 0.841
residuos 1-2
Autocorrelacion de Durbin- D-W 2.272145 | 0.458 -0.1587825
residuos Watson

Anexo 12 : Diagnésticos de colinealidad parte 1.

Valor indice de
propio condicién

Intercepto

IAF

SECO

2.77828184 | 1

0.01539416

0.01756485

0.02332455

0.14080217 | 4.4420504

0.06076421

0.29432579

0.91405499

0.080916 5.8596403

0.92384164

0.68810936

0.06262046

Anexo 12: Diagnosticos de colinealidad parte 2

Variables

Tolerancia

VIF

IAF

0.91540076

1.0924177

SECO

0.91540076

1.0924177

Anexo 13: Representacion visual de las validaciones del modelo para la estimacion
de la biomasa foliar de Espeletia standleyana.
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Anexo 14: Validaciones del modelo para la estimacion de la biomasa foliar de
Espeletiopsis santanderensis.
r.squared adj.r.squared sigma statistic p.value df loglLik AlC BIC deviance df.residual nobs
0.998 0.998 4934 17255888 199E- 1 - 178.798 182.900 657.182 27 29
39 86.399

Anexo 15: Parametros del modelo para estimacion de la biomasa foliar en
Espeletiopsis santanderensis.

Parametro | Estimado Error Estadistico P.valor

estandar
(Intercepto) | -4.75764649 | 2.12593164 | -2.23791132 | 0.03367439
IAF 223.619782 | 1.70232142 | 131.361668 | 1.99E-39
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Anexo 16: Pruebas de validaciones del modelo para la estimacion de la biomasa
foliar en Espeletiopsis santanderensis.

Prueba Test Estadistico | Valor P Correlacion
Normalidad de residuos | Shapiro- w 0.95472 | 0.2421

Wilk
Homocedasticidad de Breusch- BP 2.8907 0.08909
residuos Pagan
Autocorrelacion de Durbin- D-W 2.569019 | 0.106 -0.3046486
residuos Watson

Anexo 17: representacion visual de las validaciones del modelo para la estimacion de
la biomasa foliar en Espeletiopsis santanderensis.
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Anexo 18: Validacion del modelo humedad relativa vs temperatura en el micrositio
de Espeletia standleyana.

r.squared adj.r.squared sigma  statistic  p.value df  loglik AIC BIC deviance df.residual nobs
0.930 0.930 0.093 5135718 4.12E- 1 371.108 g g 3.354 386 388
225 736.217 724.334
Anexo 19: Parametros del modelo HR vs T en el micrositio de Espeletia standleyana.
Parametro Estimado Erro Estadistico | P.valor
estandar
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(Intercepto) | 4.90140854 | 0.01195822 | 409.877744 | <<2.2E-
16
Anova$TED | - 0.00066863 | - 4.12E-
0.04791648 71.6639259 | 225

Anexo 20: Pruebas de validaciones del modelo HR vs T en el micrositio de Espeletia
standleyana

Prueba Test Estadistico | Valor P Correlacion
Normalidad de Kolmogorov- | D 0.53866 0.9254

residuos Smirnov

Homocedasticidad de | Breusch-Pagan| BP 0.02807 0.8669

residuos

Autocorrelacion de Durbin-Watson D-W 0.3389003 | 0 0.8296149

residuos

Anexo 21: Representacion visual de las validaciones del modelo HR vs T en el
micrositio Espeletia standleyana.
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Anexo 22: Validacion del modelo HR vs T en el micrositio de Espeletiopsis
santanderensis.

r.squared adj.r.squared sigma statistic  p.value df  logLik AIC BIC deviance df.residual nobs
0.713 0.713 0.094 960.818  8.63E- 1  367.439 - - 3.418 386 388
107 728.877 716.994

Anexo 23: Pardmetros del modelo HR vs T en el micrositio de Espeletiopsis
santanderensis.
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Parametro Estimado Error Estadistico | P.valor
Estandar
(Intercept) 4.83261782 | 0.01690389 | 285.887894 | <<2.2E-
16
Anova$TESD -0.04217252 | 0.00136053 | - 8.63E-
30.9970723 | 107

Anexo 24: Pruebas de validaciones del modelo HR vs T en el micrositio Espeletiopsis

santanderensis.

Prueba Test Estadistico | Valor P Correlacion
Normalidad de Kolmogorov- | D 0.6134 0.7763

residuos Smirnov

Homocedasticidad | Breusch- BP 6.2113 0.01269

de residuos Pagan

Autocorrelacion Durbin- D-W 0.2903488 0| 0.8539795
de residuos Watson
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Anexo 25: Representacion visual de las validaciones del modelo HR vs T en en
micrositio de Espeletiopsis santanderensis.
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