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1. RESUMEN

Lasiocephalus ovatus es una especie perenne de alta montafia que habita un amplio rango
altitudinal de los superparamos ecuatorianos. A fin de entender el éxito de L. ovatus para
colonizar ecosistemas altitudinales se midieron rasgos funcionales de vida, se evaluaron las
relaciones interespecificas (efecto nodriza de Azorella aretioides) y la estructuracion
genética (utilizando 6 microsatélites) entre poblaciones establecidas a lo largo de un
gradiente altitudinal (4200m, 4400m, 4500m, 4700m, 4800m) ubicado en el superparamo

del Antisana.

Se encontraron variaciones en los rasgos funcionales de vida al incrementarse la elevacion.
Sin embargo solo la densidad de hojas y la altura de la planta se correlacionaron
linealmente con la elevacion; mientras que, el estimado del grosor de la hoja (SLA) y area
foliar mostraron patrones mas complejos. El incremento de SLA al inicio del gradiente fue
interpretado como una estrategia para mejorar la eficiencia fotosintética, la disminucion al

final del gradiente podria reflejar una estrategia conservativa para la tolerancia al frio.

Nuestros resultados ademas evidencian un efecto positivo por parte de A. aretioides sobre
los siguientes rasgos de vida: area y peso foliar, nitrégeno y magnesio foliar. Esto corrobora
la hipdtesis del gradiente de estrés, en la cual con niveles altos de estrés ambiental las

interacciones entre plantas tienden a ser positivas.
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La indice de diversidad genética (He) alcanzd un valor maximo en la parte intermedia del
gradiente altitudinal (4500m). EIl centro altitudinal de Lasiocephalus ovatus (4500 m.)
correspondi6 también a los mayores valores de SLA. Se sugiere que los valores de SLA

pueden reflejar un 6ptimo fisioldgico a lo largo del gradiente.

Se concluye que L. ovatus puede adaptarse al gradiente altitudinal debido a la plasticidad
fenotipica observada en sus rasgos de vida. La diversidad genética podria explicar
parcialmente algunas de estas variaciones. Ademas el efecto nodriza de las almohadillas es
capaz de modificar rasgos fenotipicos incrementando la produccién de biomasa de la planta

y seguramente el fitness de la planta.

Palabras clave: Lasiocephalus ovatus, Plasticidad fenotipica, Azorella aretioides, SLA,

Rasgos funcionales de vida, Efecto de planta nodriza.
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2. ABSTRACT

Lasiocephalus ovatus is an evergreen high mountain species that occupies a wide altitudinal
range of Ecuadorian Superparamo. To understand the ability of L. ovatus to colonize
altitudinal ecosystems we measure plant functional traits, test interspecific relationships
(Azorella aretioides nurse effect) and genetic differentiation (6 microsatellites) between
populations established along an altitudinal gradient (at altitudes of 4200m, 4400m, 4500m,

4700m, 4800m).

We found variations in the plant functional traits with elevation. However only leaf density
and plant height correlated linearly with elevation whereas SLA and leaf area show more
complex patterns. The increase of SLA at the beginning of the gradient could be
interpreted as a resource acquisition strategy by enhancing photosynthetic ability while
SLA decrease at the end of the gradient could reflect conservative strategy to the cold

stress.

Our results evidenced a positive effect of A. aretioides on the following phenotypic traits of
L. ovatus irrespective of altitudinal variation leaf area leaf weight, Nmass foliar and Mgmass
foliar, which is coherent with the stress gradient hypothesis according to which at high

level of environmental stress interactions among plants are more prone to be facilitative.

On the other hand genetic diversity reached a peak at intermediate elevation 4500 along the

gradient. Below and above this point it decreases monotonously. The altitudinal centre of L.
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ovatus distribution corresponded to the peak in SLA detected for the species suggesting

that SLA may reflects the ecophysiological optimum of plants along altitudinal gradients.

We conclude that L. ovatus could adapt well to altitudinal gradients because of the
phenotypic plasticity. Genetic diversity and differentiation could explain some of this
variations. In addition nurse cushions could be able to modify phenotypical traits of L.

ovatus in order to improve its biomass production.

Key words: Lasiocephalus ovatus, Phenotipic plasticity, SLA, Azorella aretioides, Plant

functional trait, nurse effect.
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3. INTRODUCCION

3.1. ECOSISTEMAS ALPINOS Y CAMBIO CLIMATICO

La vida en las altas montafias se encuentra muy exigida, principalmente por los
componentes fisicos del medio ambiente (Kdrner, 2003), tales como bajas temperatura, baja
presion atmosférica, presiones parciales de CO2 vy alta intensidad luminica, los cuales a su
vez limitan altitudinalmente la distribucidn las especies (Zhang et al., 2005). Al aumentar la
altitud dichas condiciones se vuelven mas extremas, especialmente debido al descenso en la
temperatura del aire (Korner, 2007). Estos cambios conllevan a una reduccion en la
biomasa de las especies (Nagy y Grabherr, 2009). Asi las bajas temperaturas en conjunto
con otros factores climaticos y fisiogeograficos dan forma a los ecosistemas alpinos (Nagy

y Grabherr, 2009; Billings, 1973; Kdrner, 2003).

El Paramo es un caso especial de dicho tipo de héabitat, es conocido también como
“ecosistema tropical alpino” (Luteyn 1999, Nagy y Grabherr, 2009). Se encuentran en zona
latitudinales donde la estacionalidad es casi nula, y la variacion de temperatura diaria es
alta (Nagy y Grabherr, 2009 ; Billings, 1973 ; Korner, 2003). Incluye plantas cespitosas,
arbustos de hojas coriaceas y perennes, plantas con crecimiento en forma de almohadillas y
rosetas gigantes (forma de vida no presente en los habitats alpino holarticos) (Luteyn,
1999; Nagy y Grabherr, 2009). Debido a dichas condiciones particulares, al hecho de que
se encuentran aislados geograficamente, y por su historia geoldgica particular (Morales y
Estévez, 2006) los paramos constituyen uno de los ecosistemas de alta montafia mas ricos a

nivel de nimero de especies (Sklenar et al., 2005).
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Por estas razones, la vegetacion de alta elevacion puede ser usada como sensible indicador
ecoldgico (Gottfried y Grabherr, 2003); en un escenario donde el acelerado calentamiento
global ha llegado a un nivel en el cual han sido alcanzados los ecosistemas frios y
marginales (Kullman, 2004). Asi, recientes proyecciones globales del cambio de
temperatura han concluido que durante el siglo XXI se incrementara la temperatura en las
superficie de las montafias de dos a tres veces méas que en el siglo XX (al final del siglo
XXI la temperatura se incrementara de 1.4 a 5.8°C) (Spehn y Kdrner, 2010 ; Nogues-Bravo,

et al., 2007 ; Brandley et al., 2006 , Combes et al.,2006).

Por este motivo, los paramos y glaciares son eslabones que aumentan y disminuyen su
extension, segun los cambios térmicos atmosféricos, respectivamente (Florez, 2002). Por
ejemplo en el Ecuador los glaciares del volcan Antisana se han reducido de 7 a 8 veces mas
rapido durante la década de los noventa que en décadas anteriores (Combes et
al.,2006).Como consecuencia, los margenes proglaciares retroceden dejando espacios
pristinos donde las plantas pueden establecerse. De este modo, los pisos bioclimaticos
cambian de posicion altitudinal y el superparamo crece (Flérez, 2002) ya que las especies
de plantas tienden a colonizar mayores altitudes (Spehn y Korner, 2010) en busca de un
clima éptimo (Jump y Pefiuelas, 2005).

Debido a la fitocolonizacion ascendente (Florez, 2002) se espera que las poblaciones
distribuidas en los limites altitudinales tiendan a expandirse, (Gottfried y Grabherr, 2003)
produciendo una reduccion concomitante en los tamafios de poblacion y el aumento de la
extincion de poblaciones que se encuentran en el borde del gradiente altitudinal (Jump y

Pefiuelas, 2005).
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La tasa y los patrones de dicha dindmica son altamente dependientes de la geomorfologia
especifica del corredor migracional, de la capacidad de dispersion de las especies, y de las

estrategias desarrolladas para establecerse (Gottfried y Grabherr, 2003).

3.2. RASGOS FUNCIONALES DE VIDA: INDICADORES DE ESTRATEGIAS

ADAPTATIVAS A LO LARGO DE GRADIENTES ALTITUDINALES.

Los organismos presentes en el paramo se encuentran bien adaptados a las condiciones de
estrés fisico (Becker et al.,2007). Por este motivo es necesario identificar el vinculo entre
dichas adaptaciones y el medio ambiente, es decir el conjunto de atributos de la planta
consistentemente asociados a las condiciones ambientales (Diaz et al., 1998). Estos
atributos en términos ecologicos suelen llamarse Rasgos funcionales de vida o “PFT” por
sus siglas en inglés (Plant Functional Traits; e.g. Cornelissen et al., 2003), y son necesarios
para comprender la historia natural y las ventajas adaptativas de las organismos capaces de

colonizar gradientes altitudinales (Diaz et al., 1998).

De esta manera, los gradientes altitudinales ofrecen condiciones Unicas para realizar
pruebas de adaptacion y de respuesta evolutiva de los organismos (Spehn y Kérner, 2010) y
han sido frecuentemente mencionados como modelos experimentales para la realizacion de

ensayos Yy observaciones de campo (Becker et al.,2007).

Para poder escoger los grupos de rasgos de vida, es necesario identificar los principales
retos que tienen que enfrentar las plantas en el medio ambiente: dispersidn, establecimiento

y persistencia (Weiher et al., 1999); tomando en cuenta las ventajas y desventajas que



20

presentan los distintos rasgos de vida de las plantas, los cuales representan un costo en
fitness cuando el organismo gana un beneficio. Dichas compensaciones proveen la clave
para entender la evolucidn de las estrategias de adaptacion y la historia de vida de las
especies (Yang et al., 2008). De esta manera ciertos rasgos como SLA (ver seccion 4.4.2)
y la concentracion de nitrogeno foliar pueden ser indicadores de la actividad fotosintética y

de acumulacion de biomasa (Lavorel et al., 2002; Poorter et al., 2009).

Por esta razon, las plantas que tienen amplios rangos altitudinales de distribucion pueden
presentan una gran variacion en sus rasgos morfolégicos (Cordel et al., 1997), dicha
variacion en los rasgos funcionales esta determinada por dos factores: La herencia genética
(genotipo) y por la capacidad de responder a cambios en el ambiente a partir de un genotipo

unico (plasticidad fenotipica) (Royer et al., 2009).

La plasticidad fenotipica es el factor al cual generalmente se le atribuye la heterogeneidad
de rasgos (Schlichting, 1986). Es particularmente importante en plantas debido a su forma
de vida sésil (Schlichting, 1986), y a que son capaces de producir réplicas de sus genotipos
y crecer en diversos habitats (Sultan, 2003). Las evidencias de la plasticidad fenotipica son
objeto frecuente de estudio, ya que son fundamentales en el desempefio ecolégico de las
especies, e influencian el éxito de los organismos en su contexto natural, permitiendo que
genotipos individuales puedan reproducirse y crecer exitosamente en diferentes ambientes

(Sultan, 2003)
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3.3. INTERACCIONES ENTRE PLANTAS Y VARIACIONES GENETICAS

PUEDEN INFLUIR SOBRE LAS ESTRATEGIAS DE LAS PLANTAS

Las plasticidad ambiental con respecto al estimulo abidtico del medio ambiente tiene
importantes consecuencias sobre las interacciones entre plantas, hasta el punto de causar
cambios en la competencia hacia interacciones positivas como la facilitacion (Callaway et
al., 2002). Existe evidencia de que la severidad climatica de los paramos tiende a
incrementar el potencial y la fuerza de la facilitacion, lo cual tiene un efecto en el balance
entre interacciones positivas y negativas (Brooker, et al., 2008). Por este motivo, es
necesario conocer los efectos simultaneos de los mecanismos competitivos y de facilitacion
para poder entender el cambio de roles de los mismos (Callaway, 2007). Un concepto
importante para entender el balance entre interacciones positivas y negativas es la hipotesis
del gradiente de estrés (SGH por sus siglas en inglés), la cual predice que la frecuencia
relativa de facilitacion y competencia varia inversamente a través de los diferentes
gradientes de estrés fisico de los ecosistemas (Bertness y Callaway 1994). Bajo dichas
premisas, se esperaria que la facilitacion fuese comuin en comunidades que se desarrollan

dentro de altos niveles de estrés ambiental (Maestre et al., 2009).

Dado que las plantas muestran un alto grado de plasticidad en respuesta a los vecinos, e
incluso a la identidad especifica de los vecinos, la plasticidad fenotipica puede permitir a
las especies adaptarse a la composicidn de sus comunidades, promover la convivencia y la

diversidad de la comunidad (Callaway et al., 2002).
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Como se dijo anteriormente la variacion en los rasgos funcionales de vida puede estar
determinada también por la herencia genética (genotipo) (Cordell et al., 1997; Royer et al.,

2009).

De esta forma, en ambientes de estrés fisico alto como los alpinos, la seleccion natural es
capaz de filtrar dentro de los genotipos a las caracteristicas que no representen beneficio en
cuanto al fitness de la planta, asi ciertos rasgos funcionales de vida estan ligados a cambios
gendmicos heredables (Korner, 2003). Esto sucede generalmente en sitios donde los
recursos nutricionales son pobres, de este modo especies distribuidas en gradientes de
riqueza-pobreza edafica pueden diferenciarse intraespecificamente y formar ecotipos
(organismos de una misma especie que presentan diferencias genotipicas y fenotipicas
como resultado de habitar un ambiente particular o un ecosistema definido) (Cordell et al.,

1997).

Asi, la presencia de ecotipos esta estrechamente ligada a la vida en las altas montafias
(Kdrner, 2003). Podemos encontrar variabilidad genética incluso dentro de poblaciones que
ocupan estrechos gradientes altitudinales, o entre poblaciones separadas por cortas
distancias, pero que experimentan variacion en cuanto a microhabitats, produciéndose una

diferenciacion microgeografica (Jump y Pefiuelas, 2005; Linhart y Grant, 1996).

De esta manera, el potencial adaptativo de las plantas alpinas depende de la diferenciacion
adaptativa a lo largo del gradiente altitudinal, y de la migracion de genes que permita que
los genomas localmente adaptados puedan mantenerse a pesar de la fuerte seleccién natural

actuando sobre ellos (Gonzalo-Turpin y Hazard, 2009; Biars et al., 2007).
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Por este motivo el ensamblaje del genotipo de las plantas puede ser interpretado como el
producto de: a) el efecto de filtracion de caracteristicas genéticas o alelos por parte de las
condiciones climaticas, b) el régimen de disturbancia y c) las interacciones biéticas (Diaz et

al., 1999).

En este contexto la caracterizacion del potencial adaptativo de las plantas de alta montafia
sobre un gradiente altitudinal es crucial para evaluar la vulnerabilidad de las especies

vegetales a los cambios climaticos (Gonzalo —Turpin y Hazard, 2009 , Royer et al., 2009).
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3.4. OBJETIVOS:

3.4.1. OBJETIVO GENERAL:

Describir los mecanismos de colonizacién altitudinal de Lasiocephalus ovatus en el

superparamo del volcan Antisana.

3.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar las variaciones y las ventajas adaptativas de los rasgos de vida de Lasiocephalus

ovatus a lo largo del gradiente altitudinal.

Evaluar si el mecanismo de la facilitacion ayuda la colonizacion de los pisos altitudinales

superiores del gradiente altitudinal (Hipdtesis del Gradiente de Estrés).

Evaluar los efectos del gradiente altitudinal sobre la estructura genética de Lasiocephalus

ovatus.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizd en el superparamo de la Reserva Ecoldgica Antisana. Perteneciente al

ramal oriental de la cordillera andina ecuatoriana.

El superparamo es un ecosistema aislado, ubicado en las pendientes de la montafias mas
altas de los andes ecuatoriales entre los 4200 y 4800 metros sobre el nivel del mar. Es la
zona con menor perturbacion antropogénica, con condiciones climaticas semejantes a las
tundras articas, (Luteyn, 1999 y Medina y Mena,2001). Constituyen la parte superior del
paramo, su limite superior son glaciares o nieves perpetuas (Luteyn, 1999)

Se caracteriza por poseer areas fragmentadas, las cuales estan pobladas mayormente de
hierbas en roseta, subarbustos enanos y rastreros y pequefias hierbas erectas (Sklenat y
Balslev, 2005; Sklenai y Balslev, 2007). La vegetacion de esta zona es capaz de resistir

condiciones extremas de irradiacion solar frio y constantes nevadas (Luteyn, 1999).

En los superparamos ecuatorianos se encuentran alrededor de 388 especies de plantas
vasculares que pertenecientes a 146 géneros y 52 familias, los que los convierte en los
superparamo de mayor riqueza en especies floristicas, en comparacion con Venezuela y
Colombia (Sklenat y Balslev, 2005). Las familias con mayor riqueza especifica es
Asteraceae con 83 especies y Poaceae con 49 especies. Los superparamos estan dominados
por familias mayormente herbaceas como Cyperaceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae y

Valerianaceae; mientras que, otras familias dominantes del subparamo (parte baja del


http://www.sciencedirect.com.gate1.inist.fr/science?_ob=ArticleURL&_udi=B7GVS-4RKMCWY-4&_user=4046392&_coverDate=08%2F10%2F2008&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000061186&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4046392&md5=b16e72cbe4ebc513bf79e0aa7a4caadb#bbib22
http://www.sciencedirect.com.gate1.inist.fr/science?_ob=ArticleURL&_udi=B7GVS-4RKMCWY-4&_user=4046392&_coverDate=08%2F10%2F2008&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000061186&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4046392&md5=b16e72cbe4ebc513bf79e0aa7a4caadb#bbib22
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paramo) y del paramo de pajonal (paramo de altitud intermedia) como Melastomataceae,
Ericaceae, y Solanaceae, poseen pocas especies 0 estan ausentes en el superparamo

(Sklenaf y Balslev, 2005) .

En el superparamo se pueden distinguir dos niveles o franjas: la inferior que llega hasta los
4500 m de altitud, y la superior que esta sobre dicha altitud (Sklenar et al.,2008). Las
comunidades vegetales de los superparamo ecuatorianos bajo los 4500 m de altitud estan
dominadas por arbustos esclerofilos como Chuquiraga Jussieu, Diplostephium spp.,
Loricaria spp., Pentacalia spp.; por almohadillas o plantas en forma de cojin como
Plantago rigida Werneria spp., Xenophyllum spp. y Azorella spp.; por hierbas
acaulescentes Hypochaeris spp., Oritrophium spp.; y por hierbas cespitosas Calamagrostis

spp., Festuca spp. (Sklenar, 1999; Sklenar et al.,2008).

Desde los 4500 m de altura hasta el nivel de la nieve que limita superiormente a los
superparamos, la vegetacion tiende a volverse escasa con un limitado nimero de especies.
Los géneros mas tipicos dentro de este rango altitudinal son Lasiocephalus, Draba,
Notrotriche, y Gentianella, dentro de los cuales algunas especies han tenido una evolucién

autoctona (Sklenar, 1999).

En Ecuador, los superparamos estan particularmente bien representados y se los encuentra
aislados, en aproximadamente 25 montafias tanto en la Cordillera Occidental como en la
Oriental, en un tramo de alrededor de 450 km desde la frontera colombiana en el norte

hasta la provincia del Azuay en el Sur (Sklenar y Baslev, 2005).
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Dependiendo de las condiciones climéticas locales, y de la orientacion de la respectiva
estribacién con respecto a los vientos alisios (Sklenar y Baslev, 2005), los superparamos
pueden clasificarse dentro de tres categorias: humedos muy himedos y secos (Sklenar y

Baslev, 2007).

El superpdramo presenta una amplia variacion en temperatura durante el ciclo diario,
observandose desde la congelacion al sobre-calentamiento, debido a la elevada intensidad
de radiacion sobre todo del espectro ultravioleta. Dicha variacion es mas drastica que las
variaciones de temperatura estacional, sin embargo la pluviosidad esta fuertemente
relacionada a la estacionalidad. La amplitud diaria de la temperatura es mas marcada

durante los periodos secos del afio (Sklenar, 1999; Ricardi et al., 1997).

En los Andes ecuatorianos la precipitacion presenta un patron bimodal, siendo sus valores
méaximos los periodos de marzo a mayo y de septiembre a noviembre (el patron puede
variar segun la localidad), sin embargo en el superparamo las precipitaciones pueden estar
presentes durante todo el afio (Sklenar, 1999). Durante la estacion himeda las nevadas son
comunes (Sklenar, 1999). En la estacion seca ocurren heladas nocturnas, que se manifiestan
a través de escarcha, produciéndose un proceso continuo de congelamiento y derretimiento
en las capas superiores del suelo a causa de fendmenos periglaciales (Sklenar, 1999;
Recardi et al., 1997). A diferencia de los ecosistemas alpinos templados no existe cobertura

de nieve persistente durante la estacion fria (Korner, 2003).
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4.2 SECTOR DE ESTUDIO: RESERVA ECOLOGICA ANTISANA (REA)

La Reserva Ecoldgica Antisana (figura 1) se encuentra localizada a 50 km al sureste de
Quito, en la provincia de Napo. Su ecosistema paramuno genera agua potable para 600 mil
habitantes de los barrios del sur de Quito y energia eléctrica para 100 mil personas, a través
del proyecto La Mica-Quito Sur (Freile y Santander, 2005 en ECOLAP Y MAE, 2007).
Debe su nombre al volcan Antisana (5 758 m.) que se ubica en la Cordillera Oriental de los
Andes a 0° 30° de latitud Sur donde la cadena volcanica es mas amplia (ECOLAP y MAE,
2007; Bourdon et al., 2002). La base es de alrededor de 14 km de diametro abriéndose de
norte a sur (Sklenai & Lagaard, 2003). Permance aun activo y aungue mucha de su historia
eruptiva es desconocida el altimo registro de actividad ocurrié a inicios del siglo XI1X
(Bourdon et al., 2002; Sklenaf y Lacgaard, 2003)

El Antisana como la mayoria de grandes cumbres de la cordillera oriental fue formado
durante el Periodo Cuaternario, sobre formaciones de granito del Mesozoico, sin embargo
esto se realizd durante dos fases: cara noroccidental, y cara suroriental (Bourdon et al.,
2002).

En la cara occidental se pueden observar mesetas sobre los 4000 metros de altura, en las
cuales existe vegetacion de paramo pajonal, con especies como Calamagrostis intermedia,
Festuca spp. (Poaceae). Sin embargo conforme aumenta la altitud los penachos de hierbas
son reemplazados subarbustos rastreros como Baccharis caespitosa y Lupinus
microphyllus, plantas en roseta como Valeriana rigida, Werneria nubigena, Uncinia
macrolepis, y en las areas con mas humedad se puede observar una dominancia de plantas

con forma de almohadilla como Azorella aretioides y a mayor altitud Xenophyllum rigidum
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(Sklenat y Legaard, 2003; Sklenat y Balslev, 2005; Sierra, 1999 en ECOLAP Y MAE,
2007).

Por sobre los 4700 metros de altitud la vegetacion esta dominada por liquenes y musgos,
disminuyendo notablemente la cantidad de angiospermas (Sierra, 1999 en ECOLAP y
MAE, 2007), con pocas especies como Lasiocephalus ovatus o Senecio nivalis (Sklenat &
Leegaard, 2003), las raices y rizomas son muy desarrolladas y las hojas tienden a ser muy
pequefas (Sierra, 1999 en ECOLAP y MAE, 2007), el suelo de esta formacion se encuentra
cubierto por una capa de permafrost, donde pueden sobrevivir Gnicamente las plantas mas
resistentes al frio, a la desecacion fisioldgica y al viento (Mena y Medina 2001, cit. por
Mogollon y Guevara 2004 en ECOLAP y MAE, 2007).

En el lado occidental del Antisana se presenta una vasta extension de superparamo (29
km?) siendo esta la cuarta en area, superada por los superparamo del Cotopaxi, Chimborazo
y Cayambe (Sklenat y Balslev, 2005), sin embargo posee una gran cantidad de especies
(140) superando en numero de especies al de la cara occidental del superparamo del

Chimborazo (Sklenat y Laegaard, 2003).

4.3. ESPECIE DE ESTUDIO

Se eligié como modelo de estudio a Lasiocephalus ovatus (anexo 1) debido a los siguientes

motivos:

1) Es una especie conspicua (de facil taxonomia) de los superparamos de Colombia y
Ecuador (Luteyn, 1999). Lasiocephalus ovatus en Ecuador se encuentra en casi

todos los superparamos, su distribucién va desde el Volcan Chiles en la frontera
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colombiana hasta la region del Cajas en el sur (Sklenar, 2001), se distribuye hasta
los 4800 m.

Es un género ampliamente distribuido dentro del gradiente altitudinal.
Lasiocephalus es un género neotropical de los altos Andes consta de 15 a 20
especies desde Venezuela hasta Bolivia ( Sklenar et al., 2005 ; Duskova et al.,

2010).

El género presenta dos tipo diferentes de crecimiento: uno de forma trepadora y
hojas anchas ligeramente lefioso en la base del tallo presente en el limite del
superior del bosque montano y otro de plantas herbaceas erectas de hojas estrechas
con habito arbustivo presentes en el paramo de altura (Cuatrecasas 1978 en
Duskova et al., 2010). L. otophorus es un ejemplo del clado montano alto,

mientras que Lasiocephalus ovatus pertenece al clado de paramo.

Ademas, es parte de la familia mas representativa del superparamo ecuatoriano
(Asteraceae) en cuanto a riqueza de especies, pertenece a su vez a la tribu
Senecioneae, una de las tribus que contribuyen de mayor manera a la diversidad de
dicha familia en los altos Andes (Sklenar, 2001) en el paramo la tribu esta
representada por alguno géneros importantes como Senecio, Pentacalia y

Lasiocephalus (Sklenar, 2001).

El género Lasiocephalus un buen candidato para el estudio de las respuestas
evolutivas asociadas a la radiacion adaptativa (Duskova et al., 2010). Por ejemplo,
dentro del género Lasiocephalus el clado de alta montafia (al cual pertenece la
especie Lasiocephalus ovatus) estd compuesto de organismos poliploides (Duskova

et al., 2010). Este hecho puede ser evidencia del potencial adaptativo de
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Lasiocephalus ovatus, ya que la poliploidia es considerada como una fuerza
adaptativa muy comun en el reino vegetal (Soltis et al., 2009).

4) Lasiocephalus ovatus posee una amplia distribucion ecoldgica dentro del
superparamo. Puede encontrarse en varios tipos de habitats del Superparamo, tales
como afloramientos entre rocas, suelos arenosos y muy a menudo son encontrados
colonizando la superficie de las plantas de almohadilla (Sklenar, 2001). ElI amplio
rango altitudinal de Laciocephalus ovatus podria reflejar el éxito de la planta como

especie colonizadora.

Como conclusion, el amplio rango altitudinal dentro del género y la variedad de formas de

crecimiento, hacen a Lasiocephalus un buen modelo de estudio en gradientes altitudinales.

4.4. DISENO OBSERVACIONAL:

4.4.1. GRADIENTE ALTITUDINAL

El gradiente altitudinal es una herramienta de experimentacion natural para medir la
respuesta ecoldgica y evolutiva de los organismos bioticos a las influencias geofisicas y
ambientales (Kdrner, 2007; Malhi 2010). En este contexto, a fin de determinar el nivel de
plasticidad fenotipica que permite a Lasciocephalus ovatus colonizar habitats con estrés
fisico, se escogid un gradiente con rango altitudinal entre 4200 a 4800 metros sobre el nivel
del mar ubicado sobre la cara occidental del volcan Antisana (entre la laguna de Santa

Lucia y el Glaciar N° 15). Esta es un area relativamente seca (menos de 1000 mm anuales
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de lluvia ; Anthelme et al., aceptado) donde existe una poblacion grande de Azorella

aretioides (Hedberg, 1992 en MOBOT ; ECOLAP Y MAE, 2007)

El gradiente consistio de 5 niveles altitudinales:

4200 m ; 4400 m ; 4500 m ; 4700 m ; 4800 m. (figura 2).

Para referirse a cada nivel altitudinal generalmente se utilizara la palabra sitio antes de la
altitud y se omitira la abreviacion correspondiente a metros. Por ejemplo: sitio 4200, sitio

4400, etc.

Dentro de cada nivel altitudinal (n=5) se eligieron al azar 15 individuos de Lasiocephalus
ovatus, a fin de realizar las observaciones morfoldgicas y moleculares que se describiran

posteriormente.

4.4.1.1. Condiciones microclimaticas del gradiente altitudinal

Para describir las condiciones que pudieran influenciar los rasgos de vida de las especies
presentes en el gradiente altitudinal se colocaron data loggers a cada nivel altitudinal
(excepto en el sitio 4200).
Las mediciones incluyeron:
e Velocidad del viento (S-WSA-MO003, Onset Computer Corporation, Pocasset, MA).
e Temperatura y humedad relativa en la zona de la hoja, es decir, 10 cm por encima

de la superficie del suelo (inicio HOBO Pro-RH).
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e Temperatura y humedad relativa en la zona de la raiz, es decir, 5 cm por debajo de
la superficie del suelo (a través de tres y dos repeticiones espaciales,

respectivamente; micro estaciones HOBO).

4.4.1.2 Nutrientes edéficos a lo largo del gradiente

Se escogieron 10 muestras de suelo subyacentes a los 15 individuos de Lasiocephalus
ovatus elegidos para realizar las mediciones ecoldgicas y genéticas.

Esas muestras de suelo fueron enviadas a analizar a los laboratorios del INIAP a fin de
obtener valores de micro y macronutrientes de cada nivel altitudinal del gradiente de estrés.
Para la extraccion de nutrientes del suelo se utilizo el método Extractante Olsen modificado
en el cual se reemplaza la selectividad de la raiz de este modo se tiene una estimado de los

nutrientes que estan disponibles para la planta (Hunter, 1978) (anexo 2).

Para analizar si existen diferencias en la composicion de nutrientes a lo largo del gradiente
de estrés se realizaron ANOVAS de una via entre todos los niveles altitudinales para los
nutrientes mas importantes. Fue posible utilizar ANOVAS porque los datos siguen una ley
Normal y variancias entre tratamientos fueron comprobadas iguales por el test Anderson-
Darling. Para comparar cada nivel altitudinal se utilizo la prueba Post-hoc de Tukey. Para
analizar dichas variaciones se utilizd el software estadistico Minitabl5 (State College,

USA).
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4.4.1.3. Cobertura vegetal

Con el proposito de observar el efecto del gradiente altitudinal sobre la cobertura vegetal y
el posible efecto de la cobertura vegetal sobre los rasgos de vida, se midié el nivel de
cobertura vegetal en un radio de 38 cm a la redonda de los individuos seleccionados de

Lasiocephalus en los 5 niveles altitudinales (anexo 3).

4.4.2. RASGOS FUNCIONALES DE VIDA

De los 15 individuos en cada altitud se midieron rasgos de vida de tipo vegetativo. Para
realizar las respectivas mediciones se escogié al ramet (individuo aparentemente
independiente que comparte el sistema radical con otros individuos aparentemente

independientes) mas alto de cada individuo.

Cada individuo de este tratamiento fue marcado con punto GPS, y con tubos PBS (anexo

4).

Los rasgos de vida fueron los siguientes:

e Altura del ramet: se midié la altura en centimetros desde el suelo hasta la dltima
porcion del tallo sin tomar en cuenta la flor terminal.

e Porcentaje de mortalidad: Se midio la porcion del tallo que presenta hojas muertas
desde el suelo (tomando en cuenta que las hojas nacen desde la primera porcion del

tallo, es decir ocupan toda la regién aérea de la planta) hasta las primeras hojas
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vivas. Después se calculé en porcentaje cuanto equivale la porcion medida con
respecto a la longitud total de la planta.

Area de las hojas: Se eligieron 10 hojas al azar de cada individuo, las hojas en
estado fresco fueron fotografiadas. El &rea de las mismas se calculé utilizando el
software ImageJ. (anexo 5)

Peso de las hojas: las diez hojas elegidas anteriormente se las seco en estufa a 60°C.
posteriormente se las pesé utilizando una balanza analitica.

Densidad de hojas: Se cont6 el nimero de hojas presentes en 10 cm de tallo. Se
dividio el namero obtenido para 10cm para tener un estimado de nimero de hojas
por porcion de tallo.

Grosor de la hoja: calcular el grosor de la hoja no es sencillo debido a las diversas
formas que pueden presentar las hojas, y al hecho de que generalmente las medidas
de grosor son sumamente pequefias (a veces menos de 100 um) lo que hace muy

dificil su estimacion (Vile et al., 2005).

Por este motivo el grosor se calculd por medio del Area especifica de hoja (SLA

por sus siglas en ingles) se deduce por la relacion:
Avrea de la hoja / peso seco (Cornelissen et al.,2003).

Mayores valores de SLA representaran hojas méas delgadas y/o menos densas, y

viceversa (Poorter et al., 2009).

Se utilizaron los valores de area de las hojas y peso seco de las mismas calculados

anteriormente para estimar el valor de SLA.
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e Contenido foliar de nitrogeno, potasio y fésforo: Se envié a analizar la cantidad de
nitrégeno foliar de todas las muestras. Los andlisis se realizaron en los laboratorios

del INIAP (anexo6).

A fin de analizar la posible variacion en los rasgos de vida a través del gradiente altitudinal
se utilizar6 ANOVA de una via. Para analizar dichas variaciones se utilizo el software
estadistico Minitab15 (State College, USA). Para encontrar diferencias entre los diferentes
pisos altitudinales se utilizaron pruebas post-hoc de Tukey. Fue posible utilizar ANOVAS
porque los datos siguen una ley Normal y variancias entre tratamientos fueron
comprobadas iguales por el test Anderson-Darling.

Las variaciones entre los rasgos fueron analizados con correlaciones de Pearson,
regresiones lineales, y un test global con matriz de correlacion: (ADE 4 package, R

software).

4.4.3. EFECTOS DE LA PLANTA NODRIZA AZORELLA ARETIOIDES

Para comprobar si existe facilitacion sobre Lasiocephalus ovatus se analizé el “Efecto de

plantas nodrizas” de Azorella aretioides sobre Lasiocephalus ovatus.

Azorella aretioides, de la familia de los Apiaceae es una planta en forma de almohadilla
(anexo7). En el Ecuador Azorella es un género de los altos Andes, nueve especies se
encuentran en el paramo hasta los 4700metros de altura, las que presentan formas de cojin

son: Azorella aretioides, A. corymbosa, A. pedunculata (Hedberg, 1992 en MOBOT).
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Dentro del gradiente altitudinal elegido la poblacién de Azorella aretioides se ubica desde
los 4400 m. hasta los 4700 m. (paramo de almohadillas), sin embargo solo en dos niveles
altitudinales (4500 m. y 4700 m.) se observa crecimiento de Lasiocephalus ovatus sobre los
cojines de A. aretioides. Por este motivo los posibles efectos de Azorella aretioides sobre

Lasiocephalus ovatus se evaluarén en estas dos altitudes.

4.4.3.1. Descripcion de las condiciones edaficas generadas por Azorella aretioides

Con la finalidad de averiguar cual es el efecto que genera Azorella aretioides sobre los
suelos, se seleccionaron 10 almohadillas al azar sobre las cuales se observo crecimiento de
Lasiocephalus ovatus (cabe aclarar que dichos individuos de Lasiocephalus ovatus fueron
elegidos para realizar las mediciones que se describiran en la seccidn 4.4.2. Se colectaron
muestras de suelo provenientes de las 10 almohadillas en ambas altitudes 4500 m. y

4700 m.

Esas muestras fueron comparadas posteriormente con las muestras de suelo de los
individuos de Lasiocephalus ovatus elegidos anteriormente para la variable gradiente
altitudinal. Usando el modelo lineal general anidado con la variable Azorella (al azar)
anidada adentro de la variable altitud (fijada), se evaluaron las posibles diferencias
significativas entre los suelos de Azorella aretioides y los suelos sin presencia de

almohadillas para ambas altitudes (4500 y 4700 m.).
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4.4.3.2. Rasgos de vida y Azorella aretioides

Se escogieron al azar 15 almohadillas, en las cuales se observé el crecimiento de
Lasiocephalus ovatus en ambas altitudes (4500 m. y 4700 m.) a fin de realizar las

mediciones de rasgos de vida que se describieron en la seccion 4.4.2.

Se compararon los rasgos de vida de los individuos de Lasiocephalus ovatus que crecen
sobre Azorella aretioides con los rasgos de vida de los individuos seleccionados

previamente para la variable gradiente altitudinal (4500 m. y 4700 m.).

Dichas comparaciones fueron realizadas usando un modelo lineal general anidado. Este
analisis permitira evaluar si existen diferencias significativas en los rasgos de vida de
Lasiocephalus ovatus que crecen sobre Azorella aretioides, con los individuos que crecen

en el suelo desnudo, comparando ademas dos altitudes 4500 y 4700 m.

Para analizar los datos de la variable Azorella aretioides se utilizo el software estadistico

Minitabl5 (State College, USA).

4.4.4, ANALISIS GENETICOS

Para realizar los analisis genéticos se tomaron muestras de tallo y hojas de 10 individuos al
azar pertenecientes a los individuos que fueron seleccionados para la medicion de los

rasgos de vida dentro del gradiente altitudinal.

Se extrajo ADN nuclear de los individuos seleccionados utilizando el Kit de Extraccion

vegetal de Invitrogen Easy-DNA™ Kit.
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4.4.4.1. Marcaje molecular

Se observaron las posibles variaciones genotipicas de las poblacionales del gradiente
altitudinal. Dichas variaciones fueron identificadas usando secuencias cortas de repeticion
en tandem (SSR por sus siglas en inglés), conocidos generalmente como microsatélites.
Debido al alto polimorfismo en la repeticién de dichas secuencias y a la alto grado de
conservacion entre especies relacionadas (Do Santos, et al., 2007) es posible determinar
diferencias observando patrones de heterocigocidad y homocigocidad entre las diferentes

poblaciones (Watson et al., 2007).

Debido a que no se cuenta con primers propios de la especie Lasiocephalus ovatus, se
estandarizaron protocolos a fin de transferir primers del género cercano Senecio a nuestra
especie. Los generos Lasiocephalus y Senecio pertenecen a una misma tribu, Senecioneae
(Persel, et al., 2002 y Persel,. Ademas Persel et al., (2007) después de estudios
filogenéticos de la tribu sugiere que las especies de Lasiocephalus sean transferidas al

género Senecio.

Los primers fueron disefiados por Liu et al.,(2004) a partir de librerias gendmicas de las
especies Senecio vulgaris y Senecio squalidus. Se eligieron 18 de un total de 35 primers
disefiados por Liu et al.,(2002), 12 de los cuales fueron sugeridos por Richard Abbot
(com.pers) coautor del aislamiento y caracterizacion de los primers, debido a que su
transferencia a otras especies fue exitosa.

De los 18 primers escogidos se obtuvo sefial luego de la amplificacion de 8 primers. Seis de
los cuales pudieron ser transferidos correctamente a Lasiocephalus ovatus, de entre estos, 4

fueron parte de la sugerencia de Abbot (com.pers) (tabla 1).
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Para la transferencia de los primers y a fin e estandarizar el protocolo se empez6 con el
protocolo sugerido por (Liu et al., 2002), y posteriormente se variaron las condiciones del

coctel de PCR y (tabla 2) y del programa de amplificacion.

4.4.4.2. Andlisis de los datos

4.4.4.2.1 Programa estadistico

Muchos estudios genético poblacionales se han centrado exclusivamente en especies
diploides, debido a la dificultad del analisis con marcadores codominantes como los
microsatélites, lo cual constituye un desafio para identificar genotipos a partir de

heterocigotos parciales (Van Puyvelde, et al., 2010).

En especies tetraploides por ejemplo, un genotipo ABBC luego del andlisis con
microsatélites produciria por ejemplo un resultado ABC (heterocigoto parcial), para dicho
resultado no se tendria la certeza de diferenciar AABC, ABBC o ABCC (Van Puyvelde, et
al., 2010). Esto sucede ya que, la reaccion en cadena de la polimerasa en la cual se
amplifican los microsatélites es una amplificacion exponencial, no cuantitativa, basada
Unicamente en intensidad de bandas y picos de pesos moleculares. Por ende esta prueba no
es fiable para determinar la copia del namero de alelos polimorficos en un locus (Markwith,
et al., 2006).

Debido a que Lasiocephalus ovatus es una especie poliploide, y a que en muchos casos

plantas triploides habitan en simpatria con plantas mas abundantes de genoma diploide
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(Duskova, et al., 2010), se eligio el programa de analisis genético Polysat, un paquete del
software estadistico R, el cual provee una herramienta Util para trabajar con datos de
microsatélites a cualquier nivel de ploidia, incluyendo poblaciones con ploidias mezcladas

(Clark y Jasienukk, 2011)

Debido a la versatilidad del entorno de programacion de R y a la simplicidad de cémo los
genotipos son almacenados por Polysat, el usuario puede encontrar muchas ventajas en el

uso del software tales como PCAs 0 AMOVAs (Clark y Jasienukk, 2011).

El programa puede calcular distancias genéticas entre individuos, fijar la ploidia basandose
en el nimero de alelos (si existe ambigiedad en el nimero cromosémico) y estimar

frecuencias alélicas e indices de fijacion FST (Clark y Jasienukk, 2011).

4.4.4.2.2 Distancias genética entre individuos

Esta funcion calcula la distancia entre dos individuos en cada loci basada en Bruvo et al.
(2004).

Dado que el numero de copias de alelos es frecuentemente ignorada en los datos de
microsatélites para organismos poliploides, Bruvo et al.,(2004) desarroll6 una medida de
distancia genética basada en los indices de bandas compartidas, pero teniendo en cuenta las

distancias mutacionales entre los alelos (Clark y Jasienuk, 2011).

El indice de distancia genética de bandas compartidas se define generalmente como la

fraccion de bandas o fragmentos en comdn de dos individuos dividido para el ndmero
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promedio de fragmentos exhibidos en ambos individuos (Lynch, 1990). De este modo se
genera una matriz pareada de todos los individuos que componen la muestra. Esta matriz
contiene todas las diferencias en el nimero de repeticiones entre los alelos de dos

individuos en un locus (Clark y Jasienuk, 2011).

Estas diferencias son entonces geométricamente transformadas para reflejar las
probabilidades de mutacion de un alelo a otro (Clark y Jasienuk, 2011; Bruvo et al., 2004).
Debido a que no se conoce si las diferencias en ploidia se produjeron debido a una adicién
0 a una peérdida alélica en el genoma, cuando un individuo tiene mas alelos que otro, se
establecen rangos de valores entre 0 y 1. Asi valores de 0 indicando genotipos idénticos, y 1
es una distancia maxima teorica, si todos los alelos del genotipo 1 diferian en un nimero
infinito de repeticiones de todos los alelos en el genotipo 2 (Clark y Jasienuk, 2011; Bruvo,

et al., 2004).

Utilizando las distancies interindividuales generadas anteriormente R, genera un
componente de coordenadas principales PCA, mostrado graficamente a los individuos de la
muestra, donde el componente de coordenada principal representa la cantidad maxima de
variacion de las distancias entre los individuos, que se puede representar en un eje. El
segundo componente de coordenada principal toma la variacion restante y la representa

tanto como sea posible (Clark y Jasienuk, 2011).
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4.4.4.2.3. Frecuencias alélicas

Para el célculo de las frecuencias alélicas, Polysat asume que en un genotipo parcialmente
heterocigoto todos los alelos tienen la misma posibilidad de estar presentes en mas de una

copia (Clark y Jasienuk, 2011).

En el caso de la poliploidia, cada alelo de un heterocigoto parcial se cuenta tal como se
presente, es decir en una fraccion de una copia. Bioldgicamente esto es algo ambiguo ya
gue no se conoce con certeza cuantas copias de un alelo estan presentes en los
heterocigotos parciales (ver seccion 4.4.4.2.1.). Sin embargo, si se piensa que un alelo se
anoto por error, este método le da a cada alelo la misma oportunidad de ser un alelo errado

(Clark y Jasienuk, 2011).

4.4.4.2.4 Indice de Fijacion

A partir de las frecuencias alélicas Polysat calcula diferenciacion entre poblaciones
produciendo una matriz pareada de todas las poblaciones que componen la muestra,
generando indices de fijacién Fst (Clark y Jasienuk, 2011).

Fst es la medida de endogamia debido a la correlacién entre los alelos que se encuentran en

la misma subpoblacién (Clark y Jasienuk, 2011).

Se realizé un test de Mantel v 1.19 (Cavalcanti, 2008) con el fin de determinar si las
distancias genéticas Fst entre los niveles altitudinales del gradiente son influenciadas por

las distancias geogréaficas o por factores abi6ticos tales como las variables microclimaticas



44

0 los nutrientes del suelo. Se utiliz6 el software estadistico R para crear matrices de
distancias geograficas, distancias microcliméticas y distancias de nutrientes del suelo entre
cada poblacién. Dichas matrices fueron correlacionadas posteriormente con la matriz Fst
por medio de un Test de Mantel. Las distancias geograficas, microambientales y de
nutrientes del suelo (tablas 6 y 7 y 8) se crearon a partir de: 1) La ubicacion geogréfica en
coordenadas de cada nivel altitudinal. 2) Los datos microclimaticos obtenidos con data
loggers (ver seccion 4.4.1.1) (tabla 3). 3) La media (por cada nivel altitudinal) de los

principales nutrientes del suelo (Nitrogeno, fésforo, potasio, magnesio).
4.4.4.2.5. Indice de heterocigocidad esperada (diversidad genética)

Heterocigosidad es de gran interés para los estudios de variacion genética en poblaciones
naturales (Mcdonald, 2008). La heterocigosidad esperada se define como la fraccion
estimada de todos los individuos, que pueden ser heterocigotos para un locus elegido al
azar. Generalmente es utilizada como una aproximacion de la diversidad genética
(Mcdonald, 2008). Difiere de la Heterocigocidad observada ya que es una prediccion
basada en las frecuencias alélicas de una muestra de individuos .

Para calcular la Heterocigocidad esperada para todos los loci se utilizo la siguiente férmula:

m

I
1= — D D

=1 i=1
(Mcdonald, 2008)
La férmula representa la sumatoria de la sumatoria de las frecuencias alélicas al cuadrado

de k alelos cuando hay m loci.



45

5. RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DEL GRADIENTE ALTITUDINAL

5.1.1. Gradiente de estrés abiotico.

La temperatura del suelo a nivel de la raiz de Lasiocephalus ovatus estuvo correlacionada
negativamente con la altitud. Es decir el aumento en el gradiente estrés tiene como
resultado una concomitante reduccion en la temperatura (tabla 3).

En cuanto a la humedad relativa a nivel de la raiz no se observo una tendencia lineal con
respecto al gradiente altitudinal. Sin embargo, las pruebas post-hoc de Tukey demostraron
que todos los pisos altitudinales presentaron diferencias significativas entre ellos para esta
variable microclimatica. Se observo que el sitio 4800 posee la mayor humedad relativa a

nivel de la raiz de la planta (tabla 3).

La temperatura a nivel de la hoja de Lasiocephalus ovatus también mostr6é una disminucion
con respecto al gradiente altitudinal, todos los pisos altitudinales mostraron diferencias
significativas con la post-hoc de Tukey (tabla 3). La humedad relativa a nivel de las hojas
mostré variaciones significativas a lo largo del gradiente altitudinal, sin embargo estas

variaciones no mostraron ningun patron a lo largo del gradiente (tabla 3).

Para la velocidad del viento no se observd una tendencia con respecto al gradiente

altitudinal. Sin embargo las pruebas post-hoc de Tukey demostraron que todos los pisos
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altitudinales presentaron diferencias significativas entre ellos para la velocidad del viento.

Se observé que el sitio 4800 esta menos afectado por los vientos (tabla 3).

5.1.2 Nutrientes

Se detectd una disminucion entre cada nutriente en relacion al gradiente altitudinal. Sin
embargo una gran parte de la variacion entre los pisos altitudinales no parece lineal
graficamente. Por ejemplo en los sitios 4400 y 4500, los valores detectados fueron
inusualmente bajos e inusualmente altos respectivamente (figura 3 y 4). Dichos patrones
pueden depender de aspectos locales encontrados en cada sitio, sobre todo en los dos pisos

altitudinales mencionados anteriormente.

5.1.3. Cobertura vegetal.

El patron de porcentaje de cobertura vegetal a través del gradiente altitudinal fue muy
similar al patron registrado para los nutrientes de suelo a lo largo del gradiente altitudinal.
La cobertura vegetal en el sitio de 4500 es inusualmente alta (97% + 1 SE) y la cubierta
vegetal en el lugar 4400 es inusualmente baja (33% + 9 SE). (figura 5). De este modo la
cobertura vegetal podria correlacionarse mejor que la altitud para explicar el patron de los
nutrientes del suelo (figura 6). Esto puede explicarse por trastornos locales. Por ejemplo la

presencia de arroyos temporales en el sitio 4400 que generan canales y erosionan el suelo.
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5.2. RASGOS FUNCIONALES DE VIDA'Y GRADIENTE ALTITUDINAL

Con excepcion de la mortalidad (Anova: P > 0.05) todos los rasgos de vida mostraron una
variacion significativa con el gradiente altitudinal (figuras 7, 8, 9 y 10). Sin embargo, s6lo
la densidad de hojas y la altura de la planta se correlacionaron linealmente con la elevacion,

mientras que los otros indicadores parecen develar relaciones mas complejas.

El area especifica de la hoja SLA (specific leaf area) mostré variaciones significativas para
el gradiente altitudinal (Anova: P = 0.000). Ademas tuvo una curva particular a lo largo del
gradiente altitudinal en la cual los valores de SLA aumentaron hasta llegar a un méaximo
4500 y 4700 m. para después presentar valores bajos para el sitio 4800. Por lo tanto los
valores méas bajos de SLA se ubicaron en los sitios 4200, 4400 y 4800 los cuales fueron
significativamente diferentes de los sitios 4500 y 4700 que tuvieron los valores mas altos
del gradiente. No se obtuvieron diferencias significativas entre el sitio 4500 y el sito 4700

(figura 6a).

El peso de las hojas también mostrd variaciones significativas para el gradiente altitudinal
(Anova: P = 0.000), mostrando una disminucion lineal en el gradiente hasta el sitio 4700.
Posteriormente para el sitio 4800 se observo un aumento sustancial en el peso seco de las
hojas. De este modo los valores de peso de las hojas del sitio 4800 fueron
significativamente superiores a los valores de peso seco de las hojas del sitio 4700 (figura

6b).
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Al igual que el peso seco de las hojas el &rea de las hojas sufrié una disminucion lineal al
aumentar el gradiente altitudinal (figura 7a). En el sitio 4800 los valores del area de las
hojas aumentaron y fueron significativamente superiores a los valores del sitio 4700.

La variacion del area foliar fue significativa en el gradiente altitudinal (Anova: P < 0.01).

La altura de la planta disminuy6 mientras el gradiente altitudinal aumentaba, sin embargo a
partir del sitio 4500 se observd un estancamiento con un ligero aumento en la altura de las
plantas al final del gradiente, pero este aumento no fue significativo. El Unico piso
altitudinal que fue significativo en comparacion con los anteriores fue el sitio 4200 (figura
7b). La variacion de la altura de la planta fue significativa en el gradiente altitudinal

(Anova: P = 0.000).

Como se dijo anteriormente la densidad de hojas por longitud de tallo se vio incrementada
linealmente al aumentar el gradiente altitudinal. No se observaron diferencias significativas
entre los sitios 4200 y 4400, sin embrago la densidad de hojas por longitud de tallo de
ambos sitios fue significativamente inferior a la densidad de hojas por longitud de tallo del
los sitios 4700 y 4800 (figura 8a). La variacion de la densidad de hojas por longitud de tallo

fue significativa en el gradiente altitudinal (Anova: P = 0.000).

El nitrogeno foliar tuvo una variacion significativa para el gradiente altitudinal (Anova: P =
0.00). La cantidad de nitrégeno foliar disminuyd mientras el gradiente altitudinal
aumentaba hasta el sito 4500. A partir de ese piso altitudinal la cantidad de nitrégeno foliar
mostré un estancamiento con un ligero incremento al final del gradiente altitudinal sin que

este incremento fuera significativo (figura 8b).
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La cantidad de fosforo foliar tuvo una variacion significativa para el gradiente altitudinal
(Anova: P = 0,03). Al igual que la cantidad de nitrogeno la cantidad de fosforo foliar sufrio
una disminucion al aumentar el gradiente altitudinal, sin embargo esta disminucion ocurrio
hasta el sitio 4700, para el final del gradiente la concentracion de fésforo foliar aument6
notablemente, sin embargo este incremento no fue significativo en comparacion con el sitio
4700 (figura 9a).

La cantidad de potasio vario significativamente a través del gradiente altitudinal, sin

embargo no se observo ningun patrén (Anova: P=0,001 ; figura 9b).

El analisis de componentes principales nos muestra de manera sintética en cuales
direcciones van los diferentes rasgos de vida; y permite detectar cuéles son los que van en
la misma direccion y los que son antagonistas (figura 11). Podemos observar que existe una
relacion inversa entre SLA y la altura de las plantas y la cantidad de nitrogeno foliar. El
peso y el area de las hojas variaron isometricamente a traves del gradiente altitudinal, y

también presentan una relacién inversa aungue no tan marcada con SLA.

5.3. EFECTOS DE LA PLANTA NODRIZA Azorella aretioides.

El modelo lineal general muestra dos valores P de significancia. En el primero se relaciona
solamente con la altitud (4500 m. y 4700 m.). El segundo valor, P altitudazoreiia) (Variable
Azorella anidada en altitud) indica si Azorella aretioides influye en un nivel altitudinal
especifico. El valor obtenido de P altitudzoreliay €S altamente significativo para algunos
nutrientes del suelo y para algunos rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus que crecen

sobre las almohadillas. Al observar los graficos de intervalos de confianza de dichos
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nutrientes del suelo y rasgos de vida, se constata que el efecto significativo de Azorella

aretioides sobre el suelo y sobre los rasgos de vida ocurre en el sitio 4700.

Los nutrientes que fueron significativamente mas abundantes (P altitudazoreiay<0.01) en el
sitio 4700 (al comparar suelos bajo Azorella aretioides con los suelos sin presencia de
almohadillas) fueron los siguientes: Magnesio (P altitudazorena< 0.001 ; figura 12a), Potasio
(P altitud(azorenay< 0.001 ; figural2b). Ademas de los nutrientes mencionados anteriormente
el suelo de Azorella aretioides presentd diferencias significativas en cuanto a materia
orgénica en comparacion con los suelos sin presencia de Azorella aretioides para el sitio

En cuanto a los rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus, la altura, densidad de hojas por
longitud de tallo, mortalidad y SLA no mostraron diferencias significativas para la variable

Azorella anidada en altitud ni para la variable altitud segin el modelo linar general anidado.

El peso de las hojas no mostré diferencias significativas entre ambas altitudes donde esta
presente Azorella (P = 0,266), sin embargo se encontraron diferencias altamente
significativas para la variable Azorella anidada en altitud (P altitudzorena= 0,000),
sugiriendo un efecto positivo de Azorella aretioides sobre el peso de las hojas de

Lasiocephalus ovatus para el sitio mas alto (4700) (figura 14a).

Al igual que el peso de las hojas, el area foliar fue influenciada por Azorella aretioides en el
sitio mas alto del gradiente (4700) (P altitud(azorena= 0,001), mas no se encontraron

diferencias significativas entre ambas altitudes (Anova: P = 0,228) (figura 14b).
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El nitrégeno foliar fue otro rasgo de vida que mostrd diferencias altamente significativas
para la variable altitud vs Azorella (P altitudazorenay= 0,006) (figura 15a).

La cantidad de magnesio foliar al igual que el nitrdgeno mostrd diferencias significativas
para la variable altitud vs Azorella (P altitud(azoreiia)= 0,019). Este rasgo de también vida
mostro diferencias altamente significativas entre ambas altitudes (Anova: P = 0,000 ; figura

15b).

5.4. VARIACION EN RASGOS GENOTIPICOS A LO LARGO DEL GRADIENTE

ALTITUDINAL

5.4.1 Heterocigosidad esperada.

El indice de heterocigocidad esperada (diversidad genética) presentd valores altos para
todos los niveles altitudinales con un rango de valores de entre 0.70 y 0.76. Contrariamente
a lo que se esperaria, el sitio 4200 que presenta menos rigor ambiental y una poblacién mas

numerosa registro los valores mas bajos de heterocigocidad esperada (0,706). (tabla 4)

La diversidad aumento al incrementarse el gradiente altitudinal alcanzando un pico a la
elevacion intermedia de 4500m. (0,765). Debajo de este punto la diversidad genética

decrecio, se necesitan sitios intermedios para confirmar esta tendencia.

Para tener una idea mas amplia de la estructura genética de los niveles altitudinales del
gradiente, se realiz6 un conteo de alelos por cada microsatélite y en total de cada poblacion
(tabla 5). En dicho conteo se observé un patron algo similar al del indice de diversidad

genética (He). Es decir, el nimero de alelos totales (suma del nimero de alelos de los 6
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loci) aument6 con el gradiente y posteriormente sufrié un leve descenso en el sitio 4800.
Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido para el indice He, el namero de alelos totales

registrd su valor maximo en el sitio 4700 y no en el sitio 4500.

5.4.2. Distancias genéticas:

El analisis de componentes principales muestra 2 componentes principales: EI componente
principal 1 explica el 20.723% de la variacion total; el componente principal 2 explica el
15.890 % de la variacion total. En conjunto los dos componentes explican el 36.614% de la

variacion total. (figura 16).

El PCA obtenido a partir de la medida de distancia de Bruvo, et al., (2004) demostré una
segregacion de los individuos por la altitud, de este modo se identificO un patrén
estructurado de distancia genética a lo largo del gradiente altitudinal. Esto se puede deducir
al observar las distancias genéticas que al parecer se encuentran aumentando a lo largo del
componente principal N°1 desde los individuos del sitio 4400 hasta los individuos del sitio
4700.

Los individuos de los sitios 4200 y 4400 se presentan mas aislados de los otros sitios del

gradiente.

Los individuos del sitio 4400 es el mas separado de los sitios, agrupandose en la parte mas
alta del Componente principal de coordenadas N°1. Para el componente principal de

coordenadas N° 2 esta poblacion presentd un valor medio. Este agrupamiento de los
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individuos sugiere que la subpoblacién de Lasiocephalus ovatus que crece a 4400 m.

comparte el menor nimero de alelos con las otras subpoblaciones del gradiente altitudinal.

La segunda subpoblacién que presenta un grado de aislamiento de los otros individuos que
componen la muestra es el sitio 4200 (limite inferior del gradiente).
En este caso los individuos tienen una distribucion alta para el componente principal de

coordenadas N°1 y una distribucion muy baja para el principal de coordenadas N° 2.

El sitio 4500 presenté una distribucion mas amplia sobre el componente principal de
coordenadas N°1. Asi como una amplia distribucion para el componente principal de
coordenadas N° 2. Esto sugiere que los individuos de Lasiocephalus ovatus que crecen a
4500 m. comparten alelos con todas las subpoblaciones del gradiente altitudinal.

Los individuos de los sitios 4700 y 4800 se encuentran agrupados entre si sin embargo los
individuos de 4700 presentan una distribucion méas baja para el componente principal de

coordenadas N°1 que los individuos del sitio 4800.

De todas maneras ambas subpoblaciones se encuentran agrupadas en la parte mas baja del
componente principal de coordenadas N°1, pero poseen una distribucion media para el
componente principal de coordenadas N° 2 similar a la distribucion que presentan los

individuos del sitio 4400.
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5.4.3 Fst y Test de Mantel:

Los valores de Fst fueron registrados en una matriz de distancias entre poblaciones (tabla
6).

No se encontrd una correlacion significativa entre la matriz Fst y las matrices de distancias
geograficas (tabla 7), microambientales (tabla 8) y edaficas (tabla 9). El test de matel que
correlaciond los indices Fst con la matriz de distancias geogréaficas arrojo los siguiente
resultados: p=0.9984 ; R=0.715. El test de matel que correlacioné los indices Fst con la
matriz de distancias ambientales arrojo los siguientes resultados: P=0.0544 ; R=-0.828. El
test de matel que correlacioné los indices Fst con la matriz de distancias edaficas arrojo los

siguientes resultados: P=0.0633 ; R=-0.498.
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6. DISCUSION

6.1. VARIACIONES EN LOS RASGOS DE VIDA A TRAVES DEL GRADIENTE

Los rasgos de vida a lo largo del gradiente altitudinal mostraron plasticidad fenotipica, lo
que puede explicar posibles adaptaciones ambientales en relacion al gradiente de estrés, que

a su vez pueden reflejar diferentes estrategias (Jian et al., 2009; Halloy & Mark, 1998).

Por ejemplo SLA (estimado de grosor de las hojas) es considerado un poderoso indicador
ecofisiologico caracteristico de las plantas para la tolerancia al estrés (Scheepens et al.,
2010), esté generalmente correlacionada positivamente con la temperatura del aire, siendo
esta la principal razon por la cual SLA varia en los gradientes altitudinales (Poorter et al.,

2009).

En el presente estudio la SLA presentd un aumento a lo largo del gradiente altitudinal. Sin
embargo, segun algunos estudios realizados en gradientes altitudinales, la SLA se ha visto
disminuida al incrementarse la altura, es decir que el grosor de la hoja se incrementa
progresivamente con respecto al aumento en el gradiente altitudinal, esto puede deberse a
que en un ambiente altamente estresado, es necesario invertir en hojas mas gruesas que les
permitan al individuo mantener el balance de costo de carbén asimilado ayudandole a
subsistir en sitios de pobre estado nutricional, o de alto estrés fisico (Cordell et al., 1998;

Cornelissen et al., 2003; Diemer, 1998a; Diemer, 1998b).

De todas maneras, el aumento de SLA podria tener ventajas adaptativas para los
Lasiocephalus ovatus. Esta tendencia puede ser explicada como una estrategia de la hoja

para maximizar la eficiencia fotosintética (Gonzalo-Turpin y Hazard, 2009; Zhang et al.,
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2004; Mediavilla et al., 2001), debido a que hojas muy gruesas podrian presentar problemas

potenciales por tres motivos principales:

El primero debido al efecto negativo de la presion parcial de CO2 que podria reducir la
actividad de la fotosintesis a grandes altitudes (Korner 2003). En nuestra elevacion de un
gradiente altitudinal de 600 m de longitud se reducird la presibn de CO2 en
aproximadamente 6 o 7% , si se tiene en cuenta otros cambios como la variacion de la
presion parcial de oxigeno (Korner 2003). De este modo, una hoja méas gruesa 0 mas densa
(baja SLA) puede presentar problemas con respecto al transporte de CO2 de la atmosfera
hacia la hoja (Zhang et al., 2004). Una hoja muy gruesa presenta poca cantidad de espacios
intercelulares que faciliten el intercambio gaseoso (Syvertsen et al., 1995). De esta manera,
a mas de contar con presiones bajas de CO2 provocadas por el aumento en la altitud (Rada
et al., 1998), una hoja gruesa puede presentar una ruta difusiva dificil que reduciria la
concentracion de CO2, el cual es utilizado durante la carboxilacion (fijacion de carbono

durante la ciclo de Calvin) (Zhang et al., 2004; Milthorpe y Newton, 1963).

Una segunda desventaja que pueden presentar las hojas con valores bajos de SLA, es que
éstas al ser mas gruesas contienen una mayor cantidad de enzimas fotosintéticas, y por lo
tanto tienen una mayor demanda para el dioxido de carbono por unidad de area (Li et al.,
2006), por lo tanto en un ambiente donde la presion parcial de CO2 es baja (Sklenar et al.,
2005), es légico pensar que una anatomia foliar que requiera mas cantidad de dioxido de

carbono no es eficiente.

Finalmente una hoja mas gruesa al incrementarse la altitud puede presentar deficiencias

fotosintéticas por motivos no estomaticos, relacionados con el nitrégeno foliar ya que en
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hojas mas gruesas es mucho mas dificil distribuir el elemento a la maquinaria fotosintética

(Mediavilla et al., 2001).

La deficiente distribucion de nitrégeno al tener una hoja mas gruesa (menor SLA)
(Mediavilla et al., 2001) sumada al bajo suplemento del suelo (Diemer, 1998a; Macek et
al., 2009) y a la diminucion de nitrégeno foliar al incrementar el gradiente (figura 9b)

puede generar tasas fotosintéticas menores al incrementarse el grosor de la hoja.

No obstante, el contenido de nitrdgeno por materia seca de la hoja por lo general esta
correlacionado positivamente con SLA, lo cual a su vez se relaciona linealmente con la
actividad fotosintética de las plantas (Cordell, 1999; Choler, 2005; Milla et al., 2009;
Poorter et al., 2009). Este no fue el caso de este estudio, no se encontrdé una correlacion
significativa entre SLA vy nitrogeno foliar, sin embargo el analisis de componentes
principales mostr6 que ambos rasgos de vida son antagonistas (figura 11). Esto puede
explicarse debido a que esta relacion generalmente es valida para especies deciduas, pero se
carece de evidencia al considerar las especies de hojas perenes (Cordell, 1999 ; Takahashi y
Miyajima, 2008). En ambientes alpino tropicales la mayoria de las especies perennes

desarrolla rasgos de hojas perennes (Luteyn, 1999) este es el caso de Lasiocephalus ovatus.

En cuanto al cambio de patron a 4800 (incremento en el tamafio de las hojas para este sitio
en cuanto al grosor area y peso foliares ; figuras 6 y 7), dicha tendencia puede deberse a
una rapida reparticion de la biomasa, probablemente en respuesta a las variaciones en los
recursos hidricos del suelo (Maherali y DelLucia, 2001) (la humedad relativa para el sitio

4800 es significativamente la mayor del gradiente). Asi, la expansion foliar es
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extremadamente sensible al estrés hidrico, por este motivo en sitios donde se mantiene la
humedad relativa del suelo, la pérdida de agua provocada por la constante
evapotranspiracion de la planta se reduce (McGraw, 1985).

De este modo, al reducirse la pérdida de agua un incremento en el potencial hidrico de las
hojas puede permitir una mayor expansion foliar (McGraw, 1985; Maherali y DeLucia,
2001; Krizek et al., 2004). Ademas de una mejor captura de CO2 hacia la biomasa aérea de

las hojas (Krizek et al., 2004).

Otro motivo por el cual la biomasa de las hojas se vio incrementada en el sitio 4800 podria
ser una disminucién en la sequedad fisiologica de las hojas. Debido a que en lugares con
vientos de grandes velocidades como el Superparamo (Sklenar, 2006) se producen
turbulencias en la capa limitrofe (Molina-Montenegro, 2008), y dada la alta radiacion solar
propia de las grandes altitudes se produce una apertura estomatica, (Meizner y Goldstein,
1985) por lo que es natural que se pierda agua por transpiracion (Molina-Montenegro,
2008). Esta pérdida de agua pudo ser menor en el sitio 4800 debido a la significativa
reduccion en la velocidad del viento para este sitio (tabla 3). Hecho que ocurre debido
probablemente a que el sitio estd dominado por rocas, que pueden disminuir la perturbacion
tanto de los vientos catabaticos (Kazanskii, 2010), como de los viento provenientes del

Noroeste desde la Laguna de Santa Lucia.

Ya que, en el sitio 4800 la velocidad del viento es significativamente la menor de todo el
gradiente altitudinal, su individuos estdn menos expuesto a la perturbacién mecénica de la
capa limitrofe de las hojas, y sus posibles consecuencias sobre a pérdida de agua producida
por la presion de vapor. Retuerto y Woodward, (1992) demostraron que la biomasa aérea de

las plantas decrecid significativamente en condiciones donde la velocidad del viento
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aumentaba. Ademas, observaciones de campo realizadas en el mismo sitio de estudio
sugieren que el viento tiene un efecto negativo sobre el fitness de la planta, precisamente

debid a la sequedad fisiologica (Anthelme et al., aceptado).

De esta manera, los rasgos de vida pueden ser influenciados por disponibilidad de agua o
por perturbaciones fisicas provocadas por las diferentes condiciones locales de los

gradientes altitudinales (Jian et al., 2009). ademas

Al mismo tiempo, el incremento en la biomasa de las hojas puede a su vez tener beneficios
para la planta en cuanto a la resistencia al estrés térmico. Por ejemplo el peso de la hoja y
SLA reflejan la cantidad de materia seca, esto es importante en zonas con condiciones de
bajas temperaturas y alta irradiacion solar (Korner, 1989), ya que se la relaciona con la

rigidez y la capacidad de soportar estrés fisico (Cornelissen et al., 2003).

Ademas, se ha encontrado una relacion directa entre el aumento del peso seco y la cantidad
total de carbohidratos no estructurales de la hoja ( carbohidratos que no forman parte de
estructuras como la membrana celular) (Piper et al., 2006; Castrillo y Simoes). Los
carbohidratos ademas actian como sustratos osmoticos activos que elongan las células de la
hoja (Gupta y Kaur, 2000), esto podria explicar el aumento en el area foliar para el sitio
4800 (figura 8a) ; esto es consistente con las observaciones de Castrillo y Simoes, (1997),
que en los Andes venezolanos encontrd que en el limite superior del gradiente altitudinal la
medida de carbohidratos no estructurales por cm? aumentd. Den Hertog et al., (1998) y
Roumet et al.,(1999) pudieron demostrar ademas que el aumento en los carbohidratos no

estructurales ocasion6 una reduccion en SLA.
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Dicho aumento de carbohidratos no estructurales podria constituir una adaptacion en la cual
la hoja esté protegida contra de las heladas, dado que los carbohidratos pueden mejorar la
tolerancia al frio (Bigras y Colombo, 2001), y jugar un papel importante en la tolerancia al
congelamiento (Shahba et al., 2002; Castrillo y Simoes, 1997), ya que las hojas pueden
utilizar los carbohidratos como por ejemplo la sucrosa, como un “crioprotector” que
preserva a las células (Bigras y Colombo, 2001), debido a que los carbohidratos poseen una
dindmica especial al interactuar con el agua intracelular descendiendo el punto de
congelamiento y modifican las temperaturas de transicion vitrea (formacion de cristales que

podrian lisar la célula) (Caffarena, 1996).

Por otra parte, no solo el tamafio y el grosor de las hojas pueden constituir una ventaja para
la planta. Se ha observado que la presencia de hojas alrededor del tallo es capaz de proteger
al mismo de las inclemencias del clima paramero como por ejemplo la sequedad fisiologica
o0 el frio extremo (Smith, 1979). Un ejemplo de esto es la adaptacion que presentan las
especies de Espeletia, al no deshacerse de sus hojas muertas, para que el tallo permanezca

cubierto y protegido (Smith, 1979).

Dado que el patron de distribucion de las hojas en Lasiocephalus ovatus es similar al patron
de distribucion de las hojas de Espeletia sp. ,y que en el presente estudio se observo que la
densidad por longitud de tallo aumento proporcionalmente con el gradiente altitudinal se

esperaria que esta adaptacion cumpla la misma funcion que en Espeletia sp.

Por este motivo, un tallo desnudo expuesto a las condiciones del paramo puede tener
efectos letales en la planta, ya que a temperaturas bajo cero las células medulares no pueden

recargarse de agua, también puede producirse embolias en el xilema del tallo, o el tejido
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parenquimatico puede sufrir dafios por congelacion (Goldstein y Meinzer, 2006). Esta
estrategia es consistente con nuestros resultados, ya que la densidad de hojas por longitud
de tallo fue el Unico rasgo de vida que tuvo un incremento lineal a través del gradiente

altitudinal. (figura 9a).

6.2 EFECTO DE Azorella aretioides SOBRE LA COLONIZACION DE

LASIOCEPHALUS OVATUS

La relacion globalmente significativa (sin tomar en cuenta la altitud) de Azorella aretioides
sobre los rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus demuestra la importancia de Azorella
aretioides como una planta nodriza. Al considerar la altitud, esta relacion es significativa
para el sitio 4700 (limite superior altitudinal de Azorella aretioides) demostrando de esta
manera la hipdtesis del gradiente de estrés, en la cual el efecto facilitador de las plantas
nodrizas esta presente en el sitio del gradiente que represente mas estrés para las plantas
(Callaway, 2007; Brooker et al., 2008). Dicho efecto se vio reflejado en la cantidad de
Nitrogeno y magnesio foliar que fue mayor en las hojas de Lasiocephalues ovatus
influenciadas por Azorella aretioides en el sitio 4700. Es conocido que ambos nutrientes
son elementos importantes de la actividad fotosintética de la enzima Rubisco (Hermans et
al., 2004; Feller et al., 2007). Por este motivo, mayores concentraciones de magnesio y
nitrégeno foliar pueden ser ventajosas para individuos de Lasiocephalus ovatus facilitados

por Azorella aretioides.

El magnesio por ejemplo es un catién importante, las plantas lo requieren para captar

energia solar y para conducir las reacciones fotoguimicas (Hermans et al., 2004) ya que los
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iones de magnesio son fundamentales para la construccion de las moléculas de clorofila
(Dimassi-Theriou y Bosabalidis, 1997) y constituyen el cation divalente mas abundante del

citosol (Hermans et al., 2004). (Shaul, 2002)

Por otro lado, concentraciones altas de nitrégeno foliar a menudo son relacionadas con alta
productividad y tasas fotosintéticas (Manter et al., 2005) esto es debido a que el nitrégeno
participa en la fijacién de carbono durante el ciclo de Calvin, de este modo del 20 al 30%
del nitrégeno total de hoja forma parte de la enzima Rubisco (Feller et al., 2007). Ademas
al aumentar el contenido de nitrégeno foliar podrian incrementarse las tasas de respiracion.
Dicha relacion se debe al aumento en el recambio y reparacion de las proteinas que

componen la maquinaria fotosintética (Manter et al., 2005).

Dado que SLA no tuvo cambios significativos para la variable altitud ni para la variable
Azorella, seguramente el peso de las hojas en el sitio 4700 aumenté Unicamente como
resultado de un incremento en el area foliar. Es decir ya que si el grosor de la hoja no sufrio
variaciones se esperaria que un incremento en el peso foliar ocurra Gnicamente debido a la
expansion del area foliar. Esto pudo deberse principalmente a que un aumento en el
nitrégeno puede ocasionar un incremento tanto la tasa de expansion de las hojas como en la

divisién celular (Niinemets et al., 2002; Amanulla et al., 2009).

El efecto benefactor mencionado anteriormente pudo deberse a que las formas de vida
como cojin son capaces de generar condiciones microclimaticas que moderan las
condiciones del entorno, 0 proporcionan recursos para el establecimiento de otras especies
(Antonsson et al., 2009; Sklenar, 2007b; Cavieres, et al., 2002). Estudios realizados en el

mismo sitio de estudio, revelaron que Azorella aretioides no genera un microclima benéfico
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para otras especies, al contrario Azorella aretioides genera efectos negativos de la

temperatura por encima y por debajo de la superficie del suelo (Anthelme et al., aceptado).

Sin embargo, en el presente estudio se demostro que el suelo de almohadillas para el sitio
4700 es rico en nutrientes como el magnesio y el potasio, esto pudo deberse a que las
almohadillas tienen la capacidad de mejorar el ambiente fisico de las plantas debido al
incremento en la materia organica, que se produce por una lenta descomposicién de materia
vegetal en el interior de la almohadilla (ver también Sklenar, 2007b). Ademas, Anthelme et
al., (aceptado) encontr6 que los suelos de Azorella aretioides presentan mayor humedad
relativa para el sitio 4700. Por este motivo, el efecto positivo de Azorella aretioides sobre la
capacidad fotosintética y sobre una mayor area foliar de Lasiocephalus ovatus para el sitio
4700 pudo ocurrir debido la influencia del magnesio foliar, potasio foliar, y de suelos méas

himedos.

Dado que el efecto positivo de Azorella aretioides sobre los suelos ocurrié unicamente en el
sitio 4700, se comprueba nuevamente la hipotesis del gradiente de estrés (Bertness y
Callaway, 1994; Callaway, 2007; Brooker et al., 2008), en un ambiente donde dicha

hipdtesis estd muy poco conocida: ambientes tropicales alpinos (Anthelme et al., aceptado).

Sin embargo, a pesar de las ventajas que Azorella aretioides pudo haber conferido a
Lasiocephalus ovatus, estas no constituyen un factor determinante para la colonizacién de
los sitios con mayor estrés fisico, ya que el limite altitudinal superior de Azorella aretioides
llega hasta los 4700 m. y Lasiocephalus ovatus crece hasta los 4800m. (se han observado

individuos a 4900 m. al limite del glaciar 15 del Antisana (Cauvy-Fraunié 2010) . Sin
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embargo, la importancia de Azorella aretiodes puede radicar en que es capaz de extender

las poblaciones de Lasiocephalus ovatus del sitio 4700.

Debido a la alta plasticidad en los rasgos de vida Lasiocephalus ovatus, ha sido capaz de
colonizar por si s6lo los habitats pristinos dejados por el retroceso del glaciar, donde no hay

la presencia de Azorella aretioides.

Por lo tanto, el efecto benefactor de Azorella aretioides puede ser indispensable para la
colonizacion de plantas con ausencia de plasticidad fenotipica. Anthelme et al., (aceptado)
demostro un efecto positivo de Azorella aretioides sobre la diversidad de especies a nivel
de comunidades, este incremento fue mayor en el limite altitudinal superior de Azorella
aretioides (4700 m.). Por este motivo, es muy probable que muchas de estas especies (con
el mismo limite altitudinal que la almohadilla) dependan de Azorella aretioides para

colonizar zonas de alto estrés ahiéticos como el sitio 4700.

6.3. ESTRUCTURA GENETICA Y GRADIENTE ALTITUDINAL

Para explicar el pico registrado en la diversidad genética (He) para el sitio 4500, se sugiere
un escenario durante el proceso de colonizacion y sucesion vegetal a lo largo del gradiente
altitudinal, en el cual el sitio 4500 actu6 como un centro de dispersién para las demas sitios.
De este modo en un periodo en el que las poblaciones de Lasiocephalus ovatus se
encontraban en contraccion es probable que el sitio 4500 actuara como un refugio génico.
Situacion similar ocurrié durante el Pleistoceno (Teoria del refugio). Segun dicha, teoria

los cambios drasticos en la temperatura provocaban que ciertas poblaciones vegetales se
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mantuvieran aisladas en pequefios habitats que ofrecian las condiciones apropiadas para la

supervivencia (Mayr y O’Hara, 1986).

Antes de la pequefia edad el hielo (1730 d.c. aprox.), el limite de los glaciales en la
cordillera ecuatoriana probablemente estaba ubicado a una altitud de alrededor de 5000 m.
(en el volcan Antisana probablemente se encontraba a 4900 m.), (Jomelli et al., 2009) en
este momento Lasiocephalus pudo haber tenido un rango de distribucion desde los 4500 m.

hasta los 5000 m.

Sin embargo, durante la pequefia edad el hielo (1730 d.c. aprox.) el limite de los glaciales
descendié hasta los 4600 m. (Jomelli et al., 2009), restringiendo el rango altitudinal de
Lasiocephalus ovatus. Debido a la rapidez del cambio, probablemente Lasiocephalus
ovatus no pudo migrar bajo este rango, ya que seguramente existia mucha competencia
interespecifica, razon por la cual 4500 m. fue el limite altitudinal inferior de Lasiocephalus
ovatus.

A pesar de que en el sitio 4200 el porcentaje de cobertura vegetal es similar al de 4500, se
esperaria que la competencia ocurrida a 4200 m. sea mas fuerte, debido a que la comunidad
vegetal a este nivel altitudinal estd compuesta por especies de mayor altura y con mas

biomasa (Cornelissen et al.,2003; Keddy et al., 2002).

Posteriormente con el calentamiento en la temperatura que ha sufrido el planeta al finalizar
la pequefia edad del hielo (1730 dc. aprox.), el glaciar ha estado retrocediendo

gradualmente hasta que su limite se ha ubicado en los 4900 m. (Ortiz, 2010). Es probable
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que Lasiocephalus haya migrado répidamente debido a que posee un buen sistema de

dispersion (anemocoria) (Cauvy-Fraunié, 2010).

Dicha sucesién vegetal, producida después del retroceso del glacial, pudo haber empezado
con relativa rapidez, debido una buena capacidad de las semillas para ser dispersadas por el

viento (Nagy y Grabherr, 2009).

En tales circunstancias, es posible esperar, a nivel de los procesos de regeneracion de la
vegetacion, una dispersion a larga distancia, lo que permitiria una explotacion de los sitios

nuevos que se van generando producto del retroceso (Castor, 2002).

Sin embargo, se sugiere que la dispersion no solo fue ascendente, una vez que el clima
empieza a cambiar se esperaria que el calentamiento climatico aumente los niveles de
perturbacion dentro de un ecosistema especifico, por este motivo es razonable esperar que
hasta cierto punto, se relajen las fuerzas competitivas como un
filtro selectivo para el ensamble de las comunidades (Lenoir et al., 2010). Por este motivo
es de esperarse que empiece una colonizacion descendente desde el sitio 4500 hacia sitios
de altitud mas bajos como 4400 y 4200. Ya se ha observado que algunas especies tanto
animales como vegetales han presentado migraciones descendentes como respuesta al

incremento en la temperatura global (Lenoir et al., 2010; Frei et al., 2010)

De este modo, se explicaria que 4500 sea el sitio con la diversidad genética mas alta, ya que
los eventos de dispersion desde la parte central del rango de poblacion pueden causar
efectos en la variacidn genética de las poblaciones resultantes (Thomson, 1999). La

reduccion en la variabilidad genética de las nuevas poblaciones se produce por el impacto
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en las frecuencias de los alelos y en la diversidad genética, debido a que las semillas de los
inmigrantes Ilevan solamente una pequefia muestra de los alelos de la poblacién de origen

(Lopez et al., 2010).

Sin embargo, niveles altos de flujo genético pueden contrabalancear la pérdida de
diversidad genética provocada tanto por el estrés ambiental (Gonzalo —Turpin y Hazard,
2009; Biars et al., 2007), como por la reduccién de alelos provocados por el efecto
fundador (Austerlitz et al., 2000; Lopez et al., 2010; Vandewoestijne et al., 2008) es por
este motivo que todas las poblaciones tienen valores altos de heterocigocidad esperada
(valores sobre 0.7). El alto flujo genético puede deberse a la anemocoria que es un evento
de dispersion a larga distancia que generalmente se produce cuando existen extremos en la
velocidad horizontal del viento o turbulencias (Bullock y Clarke, 2000), aqui las plantas
han desarrollado muchas estrategias para dispersar sus semillas. Este es el caso de la
familia Asteraceae que posee propagulos livianos que presentan estructuras plumosas, que
facilitan el arrastre por el viento con mayor capacidad de dispersarse y colonizar nuevos

habitats (Andersen, 1993).

Precisamente, el mencionado flujo genético a partir de las poblacién del sitio 4500 podria
ser evidenciado por el PCA de distancias genéticas de Bruvo et al., (2004) (figura 16). En
él se puede observar que la poblacidn del sitio 4500 posee un rango mayor dentro de los
componentes principales del PCA, y comparte mas cantidad de alelos con el resto de
poblaciones. Este patron ser otra evidencia que sugiere que probablemente los individuos
de la poblacion perteneciente al sitio 4500 dieron origen al resto de las poblaciones del

gradiente altitudinal.
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Al mismo tiempo, dado que el sitio 4500 posee la diversidad genética mas alta, se sugiere
que dichos niveles altos de diversidad genética pueden mejorar el potencial adaptativo de
las especies. Esto se debe a que en un organismo con una alta diversidad genética es menos
probable que la deriva génica fije alelos deletéreos, que generalmente no confieren una

capacidad adaptativa al organismo (Vandewoestijne et al., 2008).

De esta manera, es probable que exista un vinculo entre la estructura genética, los rasgos de
vida ecoldgicos y la fisiologia de la planta. Este vinculo puede traducirse en un éptimo
ecofisioldgico. Li et al., (2006) propone que la posicion intermedia del gradiente altitudinal
constituye el dptimo fisiologico de la especie, ademas encontrd los valores més altos de
SLA precisamente en el centro del gradiente altitudinal. En el presente estudio también se
registraron los valores mas altos de SLA en el centro del gradiente altitudinal. Gonzalo-
Turpin et al., (2009) demostrd que variaciones en rasgos de vida como SLA tienen una base
genética. Bajo esta premisa se sugiere que la diversidad genética podria estar
correlacionada con la SLA de las hojas. Dicha correlacidon mostro ser significativa al
comparar los valores de diversidad genética con la media de SLA en cada altitud (R2 =

0.71, P=0,01) (figura 17).

Estos resultados se suman a la hipotesis segun la cual la maximos valores de SLA reflejan
optimas condiciones eco fisiologicas para las especies de plantas a lo largo de gradientes

altitudinales, segun lo sugerido por Li et al., (2006).

Dado que los resultados del test de Matel mostraron que no existe una correlacion positiva
ni significativa entre las distancias genéticas (Fst ; tabla 6 ) y las variable microclimaticas y

edaficas de las poblaciones que componen el gradiente altitudinal (tablas 8 y 9), la
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diferencia genética observada entre las poblaciones puede ser ocasionada por mas de una
fuerza o motivo.

Esto sugiere que la diferenciacion genética en el gradiente altitudinal no se produjo
Unicamente debido a la seleccion natural impuesta por el gradiente de estrés, sino que pudo
haber sido ocasionada también por eventos historicos tales la colonizacién de los diferentes
pisos altitudinales, a raiz de las fluctuaciones glaciares. Como se mencioné anteriormente
esto ocurrio después de la pequefia edad del hielo (1750 AD, ref Jomelli et al., 2009),

produciéndose una concomitante migracién ascendente y descendente de las poblaciones.

En este escenario se esperaria que el efecto fundador ademas de reducir la diversidad dentro
de la poblacion tiende a aumentar la diferenciacion genética de las poblaciones
colonizadoras (Austerlitz et al., 2000). De este modo, Lasiocephalus ovatus se adapto
biologicamente (en su estructuracion genética y en los rasgos fenotipicos) a las

restricciones ambientales a lo largo del gradiente altitudinal.

Por consiguiente, se sugiere que una parte sustancial de la variacion en los rasgos
fenotipicos podria ser explicada por una base genética y no solo la plasticidad (Royer et

al., 2009; Korner, 2003; Cordell et al., 1997).

El patron que presentan los individuos de L. ovatus del sitio 4400 para el PCA de Bruvo et
al., (2004) puede explicarse por otro tipo de influencias que no se observan en los demas
sitios del gradiente. Se sugiere que la divergencia molecular relativamente fuerte observada
en el PCA se debe al hecho de que este sitio esta localizado en la interseccion entre dos

valles. Dicha localidad se caracteriza por vientos dominantes (significativamente los mas
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fuertes del gradiente altitudinal ; tabla 3), que favorecen la dispersion desde el valle del
norte. De este modo es posible que debido a los fuertes vientos registrados para el sitio la
dispersién haya favorecido que material genético proveniente de otras poblaciones de la
zona norte del Antisana proveyeran de nuevos alelos a los individuos del sitio 4400.

La ausencia de variaciones significativas entre los sitios de 4700 y 4800 podria reflejar el
hecho de que la colonizacion reciente de Lasiocephalus ovatus no permite que ambas

poblaciones se diferencien genotipicamente hasta ahora.
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7. CONCLUSIONES

En base a esta informacion podemos concluir que la alta plasticidad de Lasiocephalus
ovatus a lo largo del gradiente explica su amplia distribucion altitudinal y su éxito como

colonizador.

De este modo ciertos rasgos como densidad de hojas por longitud de tallo y altura de la
planta estan relacionados directamente con el gradiente de estrés y otros como SLA

presentan patrones mas complejos.

En los primeros niveles del gradiente altitudinal SLA se incrementa a fin de maximizar la
eficiencia fotosintética. En el extremo superior del gradiente altitudinal las hojas pueden
presentar rasgos foliares conservativos (hojas mas robustas) que le permiten soportar el

estés térmico al final del gradiente altitudinal.

El efecto nodriza por parte de Azorella aretioides sobre Lasiocephalus ovatus para el sitio
4700 comprueba la hipotesis del gradiente de estrés. Azorella aretioides facilita la
acumulacion de biomasa en Lasiocephalus ovatus en el sitio 4700. Sin embargo debido a la
alta plasticidad fenotipica y a la alta dispersion de semillas, Lasiocephalus ovatus es capaz
de colonizar pisos altitudinales en los cuales no se ha registrado crecimiento de Azorella

aretioides.

La divergencia molecular entre las poblaciones del gradiente, a pesar de la corta distancia
del mismo, probablemente ocurrié debido a varios factores; abidticos, bidticos e historicos.

Asi, la adaptacion al estrés ambiental sumada a los diferentes momentos de colonizacién y
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sucesion vegetal de los diferentes niveles altitudinales han diferenciado genéticamente a las

poblaciones que ocupan los niveles altitudinales del gradiente.

A pesar de la fuerte seleccion que actla sobre Lasiocephalus ovatus la diversidad genética
no se vio mayormente disminuida, esto probablemente es el resultado del flujo génico

provocado por una buena dispersion.

Los valores de diversidad genética podrian reflejar un 6ptimo ecofisiolégico correlacionado
con el fitness de la planta, el cual probablemente es el resultado potencial de eventos

historicos (fluctuaciones glaciares) y del estres abidtico (fisiologia).
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Figura 1. Mapa de ubicacion del area de estudio: A. Mapa del Ecuador, B. Mapa de las faldas occidentales del volcan Antisana,
provincia de Napo. (tomado de Irazabal, 2010)
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Figura 2. Mapa del gradiente altitudinal. Ubicado sobre la cara occidental del volcan Antisana entre la laguna de Santa Lucia y el
Glaciar N° 15. Las figuras en amarillo representan los 5 niveles altitudinales donde se muestredé a Lasiocephalus ovatus. Las

coordenadas de los niveles altitudinales fueron ingresadas en Google Earth ® para la obtencion de este mapa.



a)
Grafico de los intervalos de confianza. M.O.vs Altitud
95% Intervalo de confianza para la media
401 R*=0.23
P=0.000
? 304 ¢
his
.C
% 20 a
=]
o
-
]
T
= 10 4
&b
&b
0 b
4200 4400 4500 4700 4800
Altitud
b)
Grafico de los intervalos de confianza. N vs Altitud
95% Intervalo de confianza para la media
120 1 -
I R*=0.17
100 4 a P=0.000
80 4 & a
T
o
& A0
=
z 1 b
40
20 ] $ be
dc
D 1 T T T T T
4200 4400 4500 4700 4300
Altitud

Figura 3.Variaciones en
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los principales nutrientes del suelo a lo largo del gradiente

altitudinal representadas en un grafico de intervalos de confianza. a) Cantidad de materia

organica P=0.00. b)Nitrégeno (en forma de iébn amonio) P=0.00. Las letras sobre cada barra

representan las diferencias entre cada tratamiento segun la pruebas post hoc. de Tukey.
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Figura 4. Variaciones en los principales nutrientes del suelo a lo largo del gradiente
altitudinal representadas en un grafico de intervalos de confianza. a) Fésforo P=0.00
b) Potasio P=0.00. Las letras sobre cada barra representan las diferencias entre cada

tratamiento segun la pruebas post hoc. de Tukey.
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Figura 5. Porcentaje de cobertura vegetal a lo largo del gradiente altitudinal. Se muestra la
significancia a lo largo del gradiente (Anova=0.000). Las letras sobre cada barra

representan las diferencias entre cada tratamiento segun la pruebas post hoc. de Tukey.
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Figura 6. Relaciones entre los nutrientes del suelo y la cobertura vegetal a lo largo del
gradiente altitudinal (linearidad comprobada con regresiones lineales: R2. ***P<0.001,
**P<(0.01, *P<0.05). M.O: cantidad de materia organica; NH4: Nitrégeno (en forma de ion
amonio); P: Fésforo; K: Potasio.
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Figura 7. Variaciones en los rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus a lo largo del
gradiente altitudinal representadas en un grafico de intervalos de confianza. a) SLA P=0.00
b) peso de las hojas P=000. Las letras sobre cada barra representan las diferencias entre

cada tratamiento segun la pruebas post hoc. de Tukey.
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Figura 8. Variaciones en los rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus a lo largo del
gradiente altitudinal representadas en un grafico de intervalos de confianza. a) Area foliar
P<0.01 b) Altura de la planta P=0.000. Las letras sobre cada barra representan las

diferencias entre cada tratamiento segun la pruebas post hoc. de Tukey.
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Figura 9. Variaciones en los rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus a lo largo del
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gradiente altitudinal representadas en un grafico de intervalos de confianza. a) Densidad de

hojas por longitud de tallo. P=0.00 b) Contenido de nitrégeno foliar P=0.00. Las letras
sobre cada barra representan las diferencias entre cada tratamiento segun la pruebas post

hoc. de Tukey.
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Figura 10. Variaciones en los rasgos de vida de Lasiocephalus ovatus a lo largo del
gradiente altitudinal representadas en un grafico de intervalos de confianza. a) Contenido de
fosforo foliar P<0.05 b) Contenido de potasio foliar P=0.001. Las letras sobre cada barra

representan las diferencias entre cada tratamiento segun la pruebas post hoc. de Tukey.
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Figura 11. Analisis de componentes principales de los rasgos funcionales de vida. Los
valores de los dos ejes principales son 0.36 y 0.19 sobre un total de 1.
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Figura 12. Efecto de Azorella aretioides (sobre los nutrientes del suelo) representado en
un grafico de intervalos de confianza (C representa los individuos que crecen sobre
almohadillas, S los individuos que crecen sobre suelo desnudo). Se presenta el valor del
andlisis Azorella anidado. a). Magnesio b). Potasio.
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Figura 13. Efecto de Azorella aretioides (sobre la materia organica de suelo) representado
en un grafico de intervalos de confianza. (C representa los individuos que crecen sobre
almohadillas, S los individuos que crecen sobre suelo desnudo). Se presenta el valor del

andlisis Azorella anidado.
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Figura 14. Efecto de Azorella aretioides (sobre los rasgos de vida) representado en un
gréfico de intervalos de confianza (C representa los individuos que crecen sobre
almohadillas, S los individuos que crecen sobre suelo desnudo). Se presenta el valor del
analisis Azorella anidado. a) Peso foliar b) Area foliar.
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Figura 15. Efecto de Azorella aretioides (sobre los rasgos de vida) representado en un
gréfico de intervalos de confianza (C representa los individuos que crecen sobre
almohadillas, S los individuos que crecen sobre suelo desnudo). Se presenta el valor del
andlisis Azorella anidado. a) Contenido de nitrogeno foliar b) Contenido de magnesio
foliar.
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Figura 17. Regresion entre los valores medios de SLA para cada nivel altitudinal
(incluyendo los individuos creciendo sobre almohadillas) y el indice de heterocigocidad
esperada de cada nivel altitudinal (He).
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10. TABLAS



Tabla 1. Primers del género Senecio que se transfirieron a Lasiocephalus ovatus.
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Locus Aislado a NUmero de Secuencia del Primer 5'-3' Motivo de Tamafio
partir de: acceso al repeticion (pb)
gene Bank
S2 S. squalidus AY 652658 F: (A)23- 124
GCCCTCTGTTTCTCCTCCAA (GT)13
R:
TACGCTCTTGAAATGGGTGAC
S4 S. squalidus AY652660 F: (GT)13- 186
TGGTCAGTCATGTCGAACCA (AG)5
R:
GTTCAGAAAAGAGCATGTATACC
S20 S. squalidus AY652670 | F: CTAAATAAAGTCGGGTCACAC (GT)16 114
R: CTCAAGGGGAAAGGCTCAT
S23 S. squalidus AY652673 F: GAGAATTCGGCTTGGGTGAC (GT)23 190
R: CGAGGCGCGTGGACTAAC
S24 S. squalidus AY652674 F: AAGTCTTGGCCACATAACCT (GT)14- 171
R: (AG)18

TGCTCCAACAT'I:TTCCTTCATAC
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Tabla 2. Coctel PCR para amplificacién de los microsatélites.

Reactivo Concentracion
Agua destilada estéril
Buffer para PCR 1%
MgCI2 5 MM
dNTPs (por cada uno) 200 MM
Primer F 400uM
Primer R 400 UM
Taq Polimerasa 0.6 UL
ADN 20 ng/uL




Tabla 3. Datos microclimaticos del gradiente altitudinal.
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Sitio Latitud Longitud Temperatura (C°)  Humedad relativa | Velocidad | Cobertura
(%) del viento vegetal
(m/sec) (%)
Zonade Zonade Zonade  Zonade
las laraiz  lashojas laraiz
hojas
4200 | 0°29'37.40"S | 78°12'17.72"W n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 92 + 4°
4400 | 0°28'02.26"S | 78°10'33.43"W | 5.45+ 7.43 % 87.09 + 59.38 + 1.49 + 29 + 6"
0.11% 0.07% 0.36° 0.52° 0.03*
4500 | 0°28'02.87"S | 78°10'00.31"W | 4.88 + 7.94 84.63 + 58.55 + 1.00 + 91 +4%
0.11° 0.07° 0.35 1.68° 0.03
4700 | 0°28'20.17"'S 78° 431+ 6.44 £ 79.55 + 38.02 = 1.37 % 27 +5°
09'30.98"W 0.10° 0.09° 0.35° 0.48% 0.04°
4800 | 0°28'22.35"S 78° 417+ 5.14 + 80.81 + 96.74 + 0.42 + 0+0°
09'22.74"W 0.11¢ 0.06° 0.37° 0.04° 0.01°




109

Tabla 4. indices de heterocigocidad esperada (He) de las poblaciones de Lasiocephalus
ovatus del gradiente altitudinal.

Sitio Helocus1l | Helocus?2 | Helocus 3 | He locus 4 | He locus 5 | He locus 6 | He general
4200 0,530697128 | 0,81054688 | 0,6366632 | 0,63683664 | 0,36316336| 0,8328 | 0,70682205
4400 0,700832527 | 0,82843137 | 0,59039795 | 0,71112077 | 0,28887923 | 0,76611111 | 0,73454464
4500 0,633300781 | 0,7960761 | 0,70214844 | 0,77001953 | 0,22998047 | 0,84859295 | 0,76582297
4700 0,636057569 | 0,87056213 | 0,60651974 | 0,69364196 | 0,30635804 | 0,74087771 | 0,74717558
4800 0,61277775 | 0,8458642 0,5 0,78875171 | 0,21124829 | 0,80166667 | 0,73589663
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Tabla 5. Namero de alelos presentes por cada microsatélite (locus) y en total (suma del
namero de alelos de los 6 loci) para las poblaciones que componen del gradiente altitudinal.

Locus 1 Locus 2 Locus 3 Locus 4 Locus 5 Locus 6 Total
4200 7 3 6 12 34
4400 9 3 10 8 40
4500 6 4 10 9 41
4700 12 4 16 8 50
4800 10 3 9 10 43
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Tabla 6. indices de diversidad genética Fst entre poblaciones de Lasiocephalus ovatus del
gradiente altitudinal.

4200 4400 4500 4700 4800
4200 0 0,07851379 0,0803423 0,104276 0,08799895
4400 0,07851379 0 0,07272396 0,11285821 0,08799895
4500S 0,0803423 0,07272396 0 0,05909768 0,05640189
4700S 0,104276 0,11285821 0,05909768 0 0,04769048
4800 0,08799895 0,09801483 0,05640189 0,04769048 0
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Tabla 7. Distancias geogréficas entre poblaciones de Lasiocephalus ovatus del gradiente
altitudinal. Se utilizaron las coordenadas de cada nivel altitudinal del gradiente para la
obtencion de la matriz.

4200 4400 4500 4700 4800
4200 0 0.2813594 .2842844 0.2902725 0.2916405
4400 0.2813594 0 0.01253649 0.02007244 | 0.02298701
4500 0.2842844 | 0.01253649 0 0.0082659631 | 0.003691223
4700 0.2902725 | 0.02007244 | 0.0082659631 0 0.002914638
4800 0.2916405 | 0.02298701 | 0.0110594610 | 0.002914638 0




Tabla 8. Tabla de distancias microcliméticas entre poblaciones de Lasiocephalus ovatus

113

del gradiente altitudinal. Se utilizaron los datos microcliméaticos mencionados en la tabla 3

para la obtencion de esta matriz.

4400 4500 4700 4800
4400 0 2.750564 22.702319 37.989938
4500 2.750564 0 21.213182 38.493493
4700 22.702319 21.213182 0 58.75575
4800 37.989938 38.493493 58.75575 0
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Tabla 9. Tabla de distancias usando los nutrientes del suelo de las poblaciones de
Lasiocephalus ovatus del gradiente altitudinal. Se utilizd la media (por cada nivel
altitudinal) de los principales nutrientes del suelo (Nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio)
para la obtencion de esta matriz.

4200 4400 4500 4700 4800
4200 0 57.643 20.205 32.421 67.006
4400 57.643 0 77.726 25.224 9.470
4500 20.205 77.726 0 52.538 871.268
4700 32.421 25.224 52.538 0 345.917
4800 67.006 9.470 871.268 345.917 0
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12. ANEXOS
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Anexol. Lasiocephalus ovatus. Fotografia tomada a 4200m. En el primer nivel del
gradiente altitudinal. Nétese la robustés de las hojas de este sitio.




Anexo 2. Metodologia para el anélisis de suelos.Utilizada en el laboratorio de suelos, plantas y
aguas de INIAP-Estacion experimental Santa Catalina. Fuente: Hunter, 1978.
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o e . M fi
Caracteristica Unidad stadologla Determinacién
de extraccién
Digestion Kjeldhal- o, ;
N % & J Determinacié volumétrica
Bloque
P % Colorimetria Metavanadato y molibdato de amonio
K, Mg, Ca % . e , Espectrometria de absorcién atémica
Digestion 4cida via ; R
S % % Espectrometria de absorcién atomica
humeda-Plancha i .

B ppm Colorimétrica Curcumina
Zn-Mn-Fe-Cu ppm Espectrometria de absorcion atémica
Materia Seca % Gravimétrica

Materia Orgénica % Perdida por calcinacién
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Anexo 3. Protocolo para el calculo de la cobertura vegetal usando el software ImageG®.

1. Definicion de la escala:
Analyze >
Set scale : ingresar el numero de pixeles correspondiendo al objeto de referencia en la
imagen, ingresar el tamafio real del objeto, y la unidad.

2. Seleccion de la érea:
Barra de herramientas > « Free hand selections» : selecciona las areas de cobertura
vegetal.
Aplastando en el teclado Shift, selecciona nuevas éreas de cobertura

3. Calculo:
Analyze > Measure : los resultados salen en la ventana « Results », la unidad es la definida
en
la escala (cm?).

nage
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
mf{eifad > e AR ANV Nt = = AR ST NS
g X %=32.10,y=13.76, w=53.51, h=56.99

101.75x76.31 cm (2048x1536), RGE, 12MB

p ! B
File Edit Font

area [Mean  [Min [Max | ~
1 462638 102200 O 255

i

~

)
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Anexo 4. Medicién y marcaje de individuos de Lasiocephalus ovatus en el sitio 4200

a) Individuos de Lasiocephalus ovatus dentro del sitio 4200. b) Medicion de un individuo
de Lasiocephalus ovatus.

b)
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Anexo 5. Protocolo para el calculo del rea de las hojas usando el software ImageG®.

1. Preparacion de la imagen:
Image > Type > 8 bit
Process > Binary > Make binary: ahi la imagen sale en blanco y negro.
File > Save as > JPEG > nombre del archivo y direccién donde guardarlo

2. Definicién de la escala:
Analyze > Set scale : ingresar el numero de pixeles correspondiendo al objeto de referencia
en la imagen, ingresar el tamafio real del objeto, y la unidad.

File Edit Image Process Anatyze Pluglns Window Help
oolalofE £+ [N Ala e |a=2|FRE8] + [~ | |

3etScale......

¥

Set Scale

1130228, 000 425%) Distance in Pixels: |218

Known Distance: 2
Pixel Aspect Ratio: 1.0

Unit of Length: fcm \

Click to Remove Scale I

™ Global

Scale: 109 poelsicm

OK Cancel

SYIZOEIA

L S¢0
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3. Seleccion de la area:

Barra de herramientas > « Wand tool » : selecciona los pixeles de un mismo color.
Aplastando el teclado Shift, cliquear acerca de cada hoja para seleccionarla.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

0| Q||| 4|+ [R Al |==/38/8/88 )+ [~ | |»]
x10.84, y=4.68, value=0

. P1130228.JPG (25%)
11.74x8.81 em (2560x1920); 8-bit (inverling LUT), 4.7MB

YIZIRIAT,

4. Calculo del area :
Analyze > Measure : los resultados salen en la ventana « Results », la unidad es la definida
en
la escala (cm?).

" Analyze Farticles

Summarize

Distrioution
5601920, B-bit (verting LUT | abel

File Edi Font
[area [mean  [Min [Max | A Clear Results
1 4011 254585 0 255 Set Measurements

Set Scale.

Calirate.

Histograrm Ciri+H
Plot Profile Ciri+k
Surface Plot,

Gels 4

1AL LAL
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Anexo 6. Metodologia para el andlisis foliar utilizada en el laboratorio de suelos, plantas y aguas de
INIAP-Estacion experimental Santa Catalina. Fuente: Hunter, 1978.

o e . M fi
Caracteristica Unidad stadologla Determinacién
de extraccién
Digestion Kjeldhal- o, ;
N % & J Determinacié volumétrica
Bloque
P % Colorimetria Metavanadato y molibdato de amonio
K, Mg, Ca % . e , Espectrometria de absorcién atémica
Digestion 4cida via ; R
S % % Espectrometria de absorcién atomica
humeda-Plancha i .

B ppm Colorimétrica Curcumina
Zn-Mn-Fe-Cu ppm Espectrometria de absorcion atémica
Materia Seca % Gravimétrica

Materia Orgénica % Perdida por calcinacién




123

Anexo 7. a) Azorella aretioides. Foto tomada en el sitio 4500. b) Lasiocephalus ovatus
sobre una almohadilla de Azorella aretioides. Foto tomada en el sitio 4500.
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