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RESUMEN

Prosopis tamarugo Phil. es una especie arbdrea, nativa de la Pampa del Tamarugal, que
actualmente estd en peligro de extincién, ya que el nivel fredtico de los acuiferos ha
descendido producto de la extraccion del agua subterrdnea para uso potable, mineria y
agricultura. Debido a que se desconoce la capacidad de respuesta foliar de la especie frente a
descenso prolongado de nivel freatico, el objetivo de este trabajo fue determinar las
asociaciones anatomo-fisiologicas en P. tamarugo sometidos a dos niveles de descenso de
nivel freatico: ~ 1.5 m (descenso ligero a nulo) y ~11 m (descenso severo). En la zona con
descenso severo del nivel freatico P. tamarugo presenta un dosel disminuido, sin embargo,
hay rasgos anatomicos foliares que presentan plasticidad fenotipica, tales como el grosor de
la cuticula y la epidermis, la densidad y la dimension de los estomas, el grosor del meséfilo,
asi como la longitud de las células parenquimaticas y la frecuencia de esclereidas, los cuales
permiten que los arboles mantenga la conductancia estomaética y la eficiencia intrinseca del
uso del agua, asi como un estado hidrico favorable, respecto aquellas plantas sometidas a un
descenso de ligero del nivel freatico. Por consiguiente, estos ajustes tienen un efecto
homeostatico sobre el desempefio de P. tamarugo.

Palabras claves: aclimatacion, estrés hidrico, plasticidad fenotipica, freatéfito, Prosopis
tamarugo Phil.



ABSTRACT

Prosopis tamarugo Phil. is a tree species native to the Pampa del Tamarugal, which is
currently classified as endangered, since the phreatic level of the aquifers has decreased as a
result of the groundwater extraction for drinking, mining and agriculture use. Because of the
foliar response capacity of the species is unknown under a prolonged decrease in phreatic
level, the aim of this work was to determine the anatomical-physiological associations in P.
tamarugo subjected to two levels of decrease in phreatic level: ~ 1.5 m (slight to no decrease)
and ~ 11 m (severe decrease). In the zone with severe decrease in phreatic level P. tamarugo
presents a decreased canopy, however, there were foliar anatomical traits that show
phenotypic plasticity, such as, the cuticle and the epidermis thickness, the stomata density
and dimension, the mesophyll thickness, as well as, parenchymal cell length and sclereid
frequency, which allow trees to maintain stomatal conductance and intrinsic water use
efficiency, such as, a favorable water status, similar to those plants subjected to a slight
decrease in the phreatic level. Consequently, these adjustments had a homeostatic effect on
the performance of P. tamarugo.

Keywords: acclimation, water stress, phenotypic plasticity, phreatophyte, Prosopis
tamarugo Phil.



INTRODUCCION

Producto de los cambios que ocurren en la naturaleza y de la exposicion constante a estreses
bioticos y abidticos, las plantas deben lograr mantener su capacidad para sobrevivir en el
nicho ecoldgico en el cual se encuentran (Mohanta, 2017), debido a que la exposicion a estrés
reduce la tasa de algunos procesos fisioldgicos por debajo de la tasa dptima que la planta
podria sostener (Lambers et al., 2008). De hecho, en los ecosistemas forestales se ha
reportado que un factor importante de estrés corresponde a la reduccion prolongada del
recurso hidrico disponible, que puede afectar el vigor y la supervivencia de los arboles
(Vernon et al., 2018). Segun Pugnaire et al. (1999) y Lambers et al. (2008), la planta tiene
tres mecanismos de respuesta frente a una condicion de estres: respuestas fisiologicas y
mecanismos de aclimatacion que ocurren dentro del ciclo de vida de una planta, y
mecanismos de adaptacion que ocurren a través de las generaciones. Segun Binks et al. (2016)
las condiciones cambiantes asociadas al cambio climético ejerceran una presion de seleccion
que afectara a la proxima generacion de arboles que componen un bosque, pero la persistencia
y sobrevivencia de la generacién actual depende de su capacidad de aclimatacion.

Un ecosistema forestal altamente afectado en su disponibilidad de agua es la Reserva
Nacional Pampa del Tamarugal, ubicada en el Desierto de Atacama, norte de Chile (Calderéon
et al., 2015). Este ecosistema se caracteriza por la virtual ausencia de precipitaciones, con <
1 mm al afio (Jordan, 1987), por lo que la unica fuente significativa de agua son las napas
fredticas. Naturalmente se pueden generar cambios en la profundidad del nivel freético, no
obstante, las alteraciones antropogénicas pueden exacerbar estas fluctuaciones y, por tanto,
afectar la vegetacion dependiente de las napas freaticas (Naumburg et al., 2005). En el Salar
de Llamara ubicado en el extremo sur de la Reserva Nacional Pampa del Tamarugal, el agua
subterranea comenzo a ser extraida a partir del 14 de febrero del 2006 por la industria minera
SQM (Ortiz, 2010), afectando la vegetacion del bosque espinoso, en el que predomina
Prosopis tamarugo Phil. (Luebert y Pliscoff, 2006), una especie estrictamente freatofita
(Aravena y Acevedo, 1985).

En respuesta al agotamiento del agua subterranea el P. tamarugo ha tenido que aclimatarse
para lograr sobrevivir a través de cambios morfo-fisioldgicos y estructurales (Garrido et al.,
2018). La aclimatacion describe los cambios morfoldgicos y fisiol6gicos que ocurren durante
el ciclo de vida de una planta como consecuencia de la exposicion a un factor estresante
permitiéndole a la planta compensar la disminucion del desempefio de ciertos procesos
fisioldgicos (Lambers et al., 2008). En el caso de P. tamarugo se observa que luego de
experimentar el descenso del nivel fredtico durante un periodo prolongado, los arboles alteran
su patron de crecimiento adoptando una estructura arbustiva (Garrido et al., 2019). A nivel
de rama, las plantas despliegan un control activo sobre el dosel favoreciendo la defoliacion,
junto a una disminucién del tamafio de las hojas y un incremento de la masa foliar especifica
(Garrido et al., 2018). A nivel de tejido vascular, se aprecia una mayor densidad de vasos
xilematicos, junto a una ligera disminucion en el area de estos. Estos ajustes tuvieron un
efecto homeostéatico respecto del estado hidrico de los arboles sometidos a descenso de nivel
freatico (Garrido et al., 2020).

Acevedo (2007), plantea que el P. tamarugo ha tenido que desarrollar ciertas adaptaciones



morfo-fisiol6gicas y anatdmicas para tolerar el ambiente de estrés en el cual se encuentra, y
si bien hay una serie de estudios fisioldgicos y morfologicos, los estudios que relacionen el
efecto del nivel freatico a la anatomia foliar son escasos, siendo la hoja el 6rgano més plastico
en respuesta a las condiciones ambientales (Levitt, 1980). Se ha evidenciado que las
estructuras presentes en la lamina foliar reflejan los efectos del estrés hidrico més claramente
que las estructuras presentes a nivel de tallo y/o raiz (Ennajeh et al., 2010). En ese sentido
Nobel (2009) sefiala que en un corte transversal de una hoja angiosperma de metabolismo
fotosintético Cz hay una sucesion de tejidos y celulas, los cuales influyen en el intercambio
gaseoso (COz y H20, principalmente), con efectos sobre la fotosintesis y la transpiracion de
las plantas. Cabe sefialar que las resistencias difusivas determinadas por la resistencia de la
capa limite, estomatica y cuticular, son comunes para la difusion de agua y COz, mientras
gue una cuarta resistencia a nivel de mesofilo, i.e. anatomica, afecta sélo la difusion de CO>
(Kirkham, 2014). La resistencia cuticular esta dada por la cuticula presente en las hojas, la
cual estd conformada por una capa cerosa que cubre las células epidérmicas y participa en la
reduccion de la perdida de agua a través de las paredes celulares, proceso denominado
transpiracion cuticular (Nobel, 2009). La resistencia estomatica, por su parte, estd
influenciada por los estomas, aperturas de la epidermis delimitadas por dos células oclusivas
(Esau, 1965), que participan activamente en el proceso de intercambio gaseoso, controlando
la salida de vapor de agua a través de las hojas y, simultaneamente la entrada de CO2 (Nobel,
2009). La resistencia del mesofilo esta dada por las células de empalizadas y esponjosas,
estando las primeras altamente asociadas a la funcién fotosintética por contener cerca del
70% de los cloroplastos (Nobel, 2009).

Cuando la disponibilidad de agua es escasa, las plantas modifican su anatomia foliar y de esta
manera los componentes de difusion como una estrategia de aclimatacion a la condicion de
estrés (Castro et al., 2009). Esto se ha informado en especies cultivadas como: olivo,
maracuyd, poroto y también en especies forestales (Bosabalidis et al., 2002; Souza et al.,
2018; Silva et al., 2014; Binks et al., 2016). Bosabalidis et al. (2002) observaron que en
plantas de olivo sometidas a estrés hidrico disminuy6 el porcentaje de espacios intercelulares
y aumento6 el nimero de tricomas, la densidad estomaética, la densidad de las células del
mesofilo, de empalizada y esponjosas, con un consecuente aumento en la cantidad de
cloroplastos presentes en la hoja. Se piensa que estos ajustes maximizan la asimilacion de
CO2 y reducen la tasa de la transpiracion en una condicion de déficit hidrico. Souza et al.
(2018) al estudiar cinco especies de Passiflora spp. sometidas a déficit hidrico, observaron
que disminuy6 el nimero de hojas, area foliar y en algunos casos se redujo el tamafio de los
estomas. Estos podrian ser mecanismo que reducen la superficie transpirativa y el area
expuesta a la radiacion solar, mientras que aumentos en el parénquima empalizado y
parénguima esponjoso podrian permitir la mantencién de la capacidad fotosintética a bajos
potenciales hidricos (Souza et al., 2018) por una mayor fijacion de CO2 y uniformidad en la
absorcion de la luz (Castro et al., 2009).

Se postula que los ajustes morfo-anatdmicos a nivel foliar, como resultado de un proceso de
aclimatacién producto de un estrés ambiental, como es el descenso del nivel freético,
contribuyen a una mantencion homeostéatica del estado hidrico e intercambio gaseoso de P.
tamarugo Phil. establecido en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal.



HIPOTESIS

Prosopis tamarugo Phil. sometido a un descenso del nivel freatico, realiza ajustes
fisioldgicos y anatémicos en los tejidos foliares como mecanismo de aclimatacion.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las asociaciones anatomo-fisioldgicas en Prosopis tamarugo Phil. sometidos a
dos niveles de descenso de nivel fretico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto del descenso del nivel freatico sobre la anatomia de los tejidos
foliares de Prosopis tamarugo Phil.

2. Determinar el efecto del descenso del nivel freatico sobre variables fisioldgicas como
las relaciones hidricas y el intercambio gaseoso en Prosopis tamarugo Phil.

3. Estudiar las asociaciones que existen entre los cambios en la anatomia foliar y el
desempefio de P. tamarugo Phil. sometido a estrés hidrico producto del descenso de
la nivel freatico.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio fue realizado en el bosque natural de P. tamarugo presente en el Salar de Llamara,
ubicado en el extremo sur de la Reserva Nacional Pampa del Tamarugal, en el Desierto de
Atacama, entre las latitudes 19°33' y 21°50" S. Este ecosistema tiene un bioclima tropical
hiper desértico, con una alta oscilacion térmica, baja humedad relativa, una alta radiacion
incidente (Pliscoff y Leubert, 2006) y se caracteriza por tener suelos salinos y alcalinos (54
—500dS mty pH de 8.4) (Santibafiez et al., 1982). La zona esta conformada por una cuenca
endorreica delimitada por la Cordillera de los Andes y la Cordillera de la Costa y por la
presencia de un acuifero subterraneo de 40 km de ancho (Peralta, 1983). En el 2006 se inicio
un proceso de extraccion de agua subterranea en el Salar de Llamara por parte de la industria
minera chilena S.Q.M, lo que generd un cono de depresion en el nivel freatico y por
consiguiente distintos niveles de descenso de la napa. Este descenso ha sido monitoreado
desde el inicio de la extraccion de agua a traves de pozos de observacion ubicados en un
transecto longitudinal desde los sitios de extraccion de agua. EI monitoreo involucra
mediciones mensuales de los niveles de los acuiferos, volimenes de agua, flujo extraidos
desde los pozos de extraccion, entre otros, y tiene como objetivo determinar los impactos
durante la operacion del proyecto (SQM, 2017).

Material bioldgico

Se estudiaron arboles de P. tamarugo de edad desconocida establecidos en el Salar de
Llamara. El muestreo y las mediciones fisiologicas fueron realizados el afio 2017 durante el
mes de noviembre, cuando la especie tiene un activo crecimiento vegetativo (Sudzuki, 1985).
Se muestrearon hojas y ramillas (crecimiento de la temporada) de la cara de exposicion
noreste de cada arbol, siendo esta cara la que tiene las condiciones microclimaticas mas
estables durante el dia (radiacion y viento). En particular, las hojas se encontraban
completamente expandidas, y en una condicion fitosanitaria y nutricional aparentemente
saludable

Configuracion experimental

A partir del gradiente de profundidad del agua subterranea causada por la presencia de pozos
de extraccion de agua, se seleccionaron dos zonas de estudio: (i) con descenso del nivel
freatico (cDNF), una zona con presencia de arboles que han experimentado un descenso
severo de la profundidad del nivel freatico (~11 m), la cual es monitoreada con un pozo de
observacion ubicado a 500 m de los puntos de extraccion de agua (PO-6; Fig. 1) y (ii) sin
descenso del nivel freatico (SDNF), una zona con presencia de arboles que han



experimentado un descenso ligero a nulo de profundidad de nivel freatico (~ 1.5 m), ubicada
a 3 Km de los puntos de extraccion de agua (PO-1; Fig. 1).
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Figura 1. Profundidad del nivel freatico del area de estudio en el Salar de Llamara, norte de
Chile desde 2005 a 2018. Pozo de observacion PO-6 (~ 11 m de descenso del nivel freético
desde 2005) y PO-1 (~ 1,5 m de descenso del nivel freatico desde 2005) se encuentran a 500
my 3 km del pozo de extraccion de agua subterranea, respectivamente. EI momento en que
comienza el bombeo de agua subterranea, y el momento en que este estudio se llevé a cabo
se indica con una flecha negra y gris, respectivamente. Adaptado de Garrido et al. (2020).

En cada sitio se seleccionaron 4 arboles de P. tamarugo de estructura globosa los cuales
fueron marcados y registradas sus coordenadas en GPS (GPSMAP®64, Garmin). Cada arbol
corresponde a una unidad experimental y los rasgos dasometricos de altura, area de copa y
fraccion de cobertura verde (Area foliar de un arbol, respecto al area total del mismo) pueden
observarse en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Fraccion de cobertura verde (FCV), altura de arbol (ALT) y area de copa
(ArCopa) de los &rboles de P. tamarugo establecidos en el Salar de Llamara considerados en
el estudio.

DNF Arbol FCV ALT ArCopa
- - - (m) (m?)
sDNF A05 0,53 14,3 748,3
sDNF A06 0,72 13,3 648,1
sDNF AQ7 0,51 7,3 200,0
sDNF A08 0.31 10,2 535,8
Promedio 0,52 11,3 533,1
D.E. 0,16 3,1 238,3
CV (%) 30,8 28,0 44.7

cDNF LL102 0,31 2,8 49,3




cDNF LL105 0,54 51 287,0
cDNF LLAO1 0,31 4,5 156,6
cDNF LLA19 0,34 3,2 24,7
Promedio 0,38 3,9 129,4
D.E. 0,11 11 119,6
CV (%) 28,9 28,5 92,5
p-valor 0,0045 0,0045 0,0023

Fuente: Ayamante (2018)

Variables y estimaciones

Anatomia foliar

Se muestrearon 10 hojas de la cara noreste de cada arbol a 1,5 m de altura. Las muestras
fueron fijadas en alcohol de 70° y mantenidas en un ambiente fresco, para luego ser
analizadas en el laboratorio de Biologia de Plantas de la Facultad de Ciencias Forestales y de
la Naturaleza, y en la Unidad de Microscopia Electronica del CESAT, Facultad de Medicina,
de la Universidad de Chile.

Para realizar el estudio anatomico se utilizaron las técnicas de microscopia electrénica de
barrido y microscopia Optica, las cuales permiten estudiar cortes paradermales y transversales
de hoja, respectivamente (Amano y Cevallos, 2015; Johansen, 1940).

Anatomia foliar en superficie. Para el andlisis a través de microscopia electronica de
barrido, los foliolos fueron fijados en glutaraldehido (2,5 — 3%) y luego fueron sometidos a
un proceso de deshidratacion con acetato. Posteriormente fueron secadas a través del método
de secado del punto critico (Equipo Polaron, England) y se colocaron sobre una barra de
metal, para revestirlas con una pelicula delgada de oro y paladio (Metalizador Polaron 5000,
England), obteniendo fotografias de alta resolucion y nitidez (Amano y Cevallos, 2015).

Las variables medidas en las superficies abaxiales y adaxiales fueron la longitud y ancho de
los estomas (um), y la densidad de estomas (estomas/mm?).

Anatomia foliar en corte transversal. Para el analisis a través de microscopia Optica, de las
muestras previamente fijadas en alcohol de 70°, se seleccioné 1 foliolo de la zona media de
cada hoja, los cuales fueron deshidratados en concentraciones crecientes de alcohol (Anexo
1). Posteriormente, se realizd una etapa de desalcoholizacion, donde se sustituy6 el alcohol
por Neo-Clear (sustituto del xilol) (Anexo 2).

Se realizaron sucesivos bafios de parafina fundida, hasta conformar bloques histolégicos y se
procedio a la obtencion de cortes con un micrétomo rotatorio manual (E. Leitz; Wetzlar). Los
cortes fueron de un grosor de 10 um y se depositaron sobre un bafio de agua caliente a 39°C
y fueron adheridos sobre portaobjetos. Finalmente, los cortes fueron sometidos a una bateria
de tinciones, conformada por safranina (tincion de paredes lignificadas y cuticulas) y fast-



green (tincion de la celulosa de las paredes celulares) (Villarroya, 2012; Johansen, 1940)
(Anexo 3), con su posterior montaje y observacion en un microscopio optico trilocular (Carl
Zeizz Axiostar 10-031) (Johansen, 1940). Para el analisis fotogréfico se seleccionaron 3
cortes por foliolo, los cuales fueron analizados a través del programa Image J (Schindelin et
al., 2015), con un total de 120 unidades submuestrales analizadas por sitio de estudio.

Las variables medidas en un corte transversal de hoja fueron el grosor de la cuticula (um),
grosor de la epidermis (um), grosor del mesoéfilo (um), longitud células del meséfilo (um),
ancho células del mesofilo (um), espacios intercelulares (%), longitud de tricomas (um).

Relaciones hidricas e intercambio gaseoso

Potencial hidrico y conductancia estomatica. Se midi6 el potencial hidrico en pre-alba
(Wpd) ¥ al mediodia (Wmd) en tres ramillas terminales con una camara de presion tipo
Scholander (modelo 1505D EXP; PMS Instrument Company). Las ramillas fueron
muestreadas a 1,5 m de altura en la cara noreste de cada arbol. El Wpq fue medido alrededor
de las 6:00 h, mientras que el WmgSe midid entre las 13:30 y 15:00 h. En el caso de las medidas
de mediodia, las ramillas fueron cubiertas con una bolsa plastica y aluminio durante 2 horas
previo a la medicion de potencial. Esto tuvo como objetivo suprimir la transpiracion y
permitir que el potencial hidrico de la hoja se equilibrara con el potencial hidrico del xilema.

La conductancia estomatica se midid con un porometro de estado estacionario (DECAGON
Devices, Steady State Diffusion Leaf Porometer Model SC-1) en 4 hojas por arbol en el
mismo rango horario en que se midié el ¥md. Las hojas en las que se realizd la medicion
estaban completamente expandidas, en un aparente buen estado fitosanitario y expuestas a
radiacion.

Curvas presion volumen. De cada arbol se muestrearon dos ramillas de 4 cm de longitud,
aproximadamente. La curva presién volumen relaciona el inverso multiplicativo del
potencial hidrico de la ramilla (Wramila, -MPa) y su déficit relativo de agua (1-CRA) en un
ciclo de deshidratacion sobre meson (Sack et al., 2003; Tyree and Hammel, 1972). Las
ramillas fueron puestas en agua destilada y cubiertas con plastico y aluminio durante 12 horas
para hidratarlas y obtener su peso a turgor maximo (PT). El potencial hidrico de cada ramilla
fue medido con una cédmara de presion tipo Scholander (modelo 1505D EXP; PMS
Instrument Company) e inmediatamente después cada ramilla fue pesada para obtener su
peso fresco (PF). Estas medidas se realizaron cada 10 min hasta alcanzar un potencial hidrico
de ramilla de aproximadamente -4 MPa. Finalmente, las ramillas fueron secadas en estufa
durante 48 horas a 70°C para obtener su peso seco (PS). El contenido relativo de agua (CRA)
de las ramillas fue calculado como sigue:

PF — PS

RA = ———
¢ PT — PS

El potencial hidrico en el punto de pérdida de turgor (Wup; -MPa) fue estimado como el punto
en que la relacion Wraminla 2~(1-CRA) se hizo lineal, y el potencial osmoético a turgor maximo



(Wo; -MPa) fue estimado como la interseccion de la relacion lineal mencionada
anteriormente, con el eje y (inverso multiplicativo del potencial hidrico de ramilla).

Composicion isotopica de 63C y 8'°N. Se realizé un muestro de ~50 g (peso fresco) de
hojas de la temporada de la cara noreste de cada arbol a una altura de 1,5 m. Las muestras
fueron secadas en estufa a 60°C en un horno de aire forzado (Venticell, Grupo MMM) hasta
peso constante, y luego se trituraron con un mortero hasta obtener un polvo fino el cual fue
encapsulado en una capsula de estafio. Se midi6 la composicion isotopica de *C y N de
cada muestra utilizando el procedimiento estandar en el Laboratorio de Isétopos Estables de
la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile con un espectrometro de
masas de relacion isotdpica (IRMS) modelo INTEGRA2 (Sercon Ltd Cheshire, UK).

Analisis estadistico

La comparacion de las diferentes variables medidas entre condicion de descenso de nivel
fredtico se realizd a través de una Prueba t-Student. Se comprobaron los supuestos de
normalidad y homocedasticidad de varianza de cada variable, y se realizé una transformacion
con Logio en la variable conductancia estomatica. Las variables densidad estomatica (cara
adaxial y abaxial) y composicion isotdpica de *C fueron analizas a través de analisis no
paramétrico Kruskal-Wallis. Para explorar las asociaciones entre las observaciones
histoldgicas y las variables fisioldgicas, se realizd un andlisis de componentes principales
(ACP) con el software Infostat.



RESULTADOS

Descripcion anatomica

P. tamarugo estd conformado por foliolos que se caracterizan por tener una epidermis
uniestratificada, con células irregulares en cuanto a forma y tamafio (Fig. 1 y 2). Dicha
epidermis esta cubierta por una cuticula de grosor variable, la cual adopta una configuracion
rugosa tanto en la cara adaxial, como abaxial, con sinuosidades méas pronunciadas y
prominentes en la cara inferior de los foliolos, mientras que, en la cara superior, la superficie
cuticular tiene una configuracion mas lisa (Fig. 3y 4).

Los foliolos presentan una estructura anfiestomatica, es decir, los estomas estan presentes en
ambas epidermis del foliolo, y se ubican al mismo nivel de las células epidermales o
ligeramente hundidos (Fig. 3, 4 y 5), los cuales presentan dos células adyacentes, que
corresponden a las células anexas o subsidiarias (Fig. 5).

Asimismo, las muestras analizadas poseen tricomas en ambas superficies y en los margenes
de los foliolos. Estos apéndices epidérmicos corresponden a tricomas simples, unicelulares,
no secretores (Fig. 2).

El mesdfilo de esta especie es de tipo isolateral (Fig. 1), conformado principalmente por
parénquima en empalizada, lo cual es confirmado por Sudzuki (1985) y Delatorre (1996).
Las células parenquimaticas presentes en la cara adaxial resultaron tener una mayor longitud
que las células presentes en la cara abaxial. Ademas, es notoria la presencia de células
esclerenquimaticas a lo largo del mesofilo, especificamente del tipo macroesclereida,
caracterizadas por ser células alargadas, asimismo, el meséfilo tiene 7 — 15 haces vasculares
por foliolo.
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Figura 2. Cortes transversales de la seccién media foliolos de P. tamarugo, sometidos a ~
1,5 m de DNF (A); ~ 11 m de DNF (B) en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte
de Chile. CAD, cuticula adaxial; CAB, cuticula abaxial, EAD, epidermis adaxial; EAB,
epidermis abaxial; PEM, parénquima en empalizado; ESC, esclereidas; EIl, espacios
intercelulares, HV, haces vasculares. Imagenes tomada con un aumento de 20x.
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Figura 3. Presencia de tricomas en un corte transversal de foliolo de P. tamarugo sometido
a~1,5m de DNF, establecido en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile.
Imagen tomada con un aumento de 20x.
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Figura 4. Micrografia electronica de barrido de foliolos de P. tamarugo sDNF, del Salar de
Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile. superficie foliolo en cara adaxial (A);
superficie foliolo en cara abaxial (B); estoma en cara adaxial (C); estoma en cara abaxial (D).

Ay B, imagenes tomadas con un aumento de 200x; C y D, imagenes tomadas con aumento
de 2400x.
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Figura 5. Micrografia electronica de barrido de foliolos de P. tamarugo cDNF, del Salar de
Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile. superficie foliolo en cara adaxial (A);
superficie foliolo en cara abaxial (B); estoma en cara adaxial (C); estoma en cara abaxial (D).

Ay B, imagenes tomadas con un aumento de 200x; C y D, imagenes tomadas con un aumento
de 2400x.

Figura 6. Estoma en corte transversal de un foliolo de P. tamarugo, del Salar de Llamara,
Pampa del Tamarugal, norte de Chile. CO, célula oclusiva; CSE, cavidad subestomatica.
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Mediciones anatomicas

Cuticula, epidermis y tricomas

Los individuos de P. tamarugo que estaban sometidos a un mayor descenso del nivel freatico
desarrollaron una cuticula méas gruesa, lo que se observo tanto en la cuticula adaxial como en
la abaxial, con un grosor 19 y 34% mayor en la condicion cDNF. Asimismo, se observa una
mayor presencia de repliegues cuticulares, con sinuosidades méas pronunciadas en cDNF,
respecto a SDNF

No se observaron diferencias significativas entre SDNF y cDNF para el grosor de la epidermis
adaxial, sin embargo, la epidermis abaxial tuvo un grosor 8.9% mayor en la condicién cDNF
(Cuadro 2, Fig. 2).

Los tricomas se lograron apreciar en ambas caras del foliolo y en ambas condiciones de
descenso del nivel freatico, y la longitud de estos se mantuvo constante independiente del
descenso del nivel freatico (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores promedios del grosor de la cuticula y epidermis de foliolos de P.
tamarugo en una condicién con y sin descenso del nivel freatico en el Salar de Llamara,
Pampa del Tamarugal, Norte de Chile.

Grosor cuticula Grosor epidermis Long. Tricomas *
DNF
(nm) (nm) (pm)

Adaxial

SDNF 1,91+0,15 19,58 + 0,89 23,49 + 12,40
cDNF 2,36 £0,18 22,15+1,15 22,05+ 4,91
p-valor 0,0998 0,1266 0,7477
Abaxial

sDNF 2,27 £0.25 19,83 £ 0.46 21,94 £ 25.26
cDNF 3,45+ 0.29 21,79 = 0.60 15,55 + 14.49
p-valor 0,0172 0,0415 0,6207

sDNF, sin descenso de nivel freatico; cDNF. con descenso de nivel freético. *, las medias
fueron calculadas a partir de las muestras histologicas con presencia de tricomas.

Estomas

Independiente del nivel freatico la cara adaxial de los foliolos tuvo una mayor densidad
estomatica que la abaxial (p < 0,0001) (Apendice 9). Sin embargo, en cDNF esta densidad
estomatica fue menor, pasando de 205 a 155 estomas mm™ (p = 0,057), mientras que en la
cara abaxial la densidad de estomas no fue diferente entre condicion de descenso de nivel
freatico (Cuadro 3).
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Con respecto a las dimensiones de los estomas, la longitud de estos fue mayor en la cara
adaxial en cDNF, mientras que el ancho de los estomas se mantuvo relativamente constante.
En la cara abaxial no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el ancho de
los estomas, sin embargo, la longitud de los estomas fue levemente menor en cDNF, aunque
al 10% de significancia (Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores medios de densidad estomatica, longitud y ancho de estomas medidos en
foliolos de P. tamarugo establecido en dos condiciones de descenso de nivel freatico en el
Salar de Llamara, Pampa del tamarugal, Norte de Chile.

Densidad estomatica Longitud estoma

Ancho estomas

DNF
(n mm?) (um) (um)

Adaxial

SsDNF 204,8 + 3,04 25,74 + 0,54 22,87 +1,08

cDNF 155,2 + 2,78 33,92 +1,25 24,95 + 2,32
p-valor 0,0571 0,0033 0,5052
Abaxial

sDNF 71,09 + 1,65 22,59 + 0,66 18,22 + 0,70

cDNF 76,95 + 3,97 21,21+ 0,31 17,22 + 0,18
p-valor 0,4571 0,0907 0,1789

sDNF, sin descenso de nivel freatico; cDNF, con descenso de nivel fretico.

Meséfilo

El grosor del meséfilo en cDNF fue un 15% mayor que SDNF (p = 0.064). Las células del
mesdfilo en cDNF tuvieron una mayor longitud (p = 0.0452), no obstante, el ancho se
mantuvo constante (Cuadro 4). En el meséfilo también se desarrollaron células
esclerenquimaticas del tipo macroesclereidas, y en cDNF la frecuencia de estas se fue mayor
en un 51 % respecto de SDNF (Fig. 2, cuadro 5).

Los espacios intercelulares sufrieron alteraciones en funcion del descenso nivel freatico. Los
foliolos presentes en la condicion sDNF desarrollaron un mayor porcentaje de espacios
intercelulares, doblando el porcentaje de espacios intercelulares observado en cDNF (Cuadro
4)

Cuadro 4. Valores promedios del grosor del mesoéfilo, longitud y ancho de las células del
mesofilo, porcentaje de espacios intercelulares y numero de esclereidas medidos en foliolos
de P. tamarugo establecido en dos condiciones de descenso de nivel freatico en el Salar de
Llamara, Pampa del Tamarugal, norte de Chile.

Grosor mesofilo LCM ACM NE El
DNF
(um) (um) (um) (n mm?) (%)
sDNF 22,05 + 28,31 19,67+053 8,70+0,29 104+28 4,30+0,29
cDNF 261,88 + 55,59 23,11+ 2,18 9,11+0,32 201+44 2,19+0,15
p-valor 0,0649 0,0452 0,1789 0,0104 0,0006
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sDNF, sin descenso de nivel freatico; cDNF, con descenso de nivel freatico; LCM, longitud
células del mesofilo; ACM, ancho celulas del mesofilo; NE, nimero de esclereidas; El,
porcentaje de espacios intercelulares.

Mediciones fisiologicas

Relaciones hidricas

Los arboles de P. tamarugo no tuvieron un comportamiento diferencial en condiciones de
descenso del nivel freatico contrastantes en cuanto al potencial hidrico de pre-alba, de
mediodia y conductancia estomatica (Cuadro 5).

Respecto de los rasgos estimados a partir de las curvas presion volumen, se observaron
diferencias significativas en el potencial osmotico a turgor maximo y potencial hidrico en el
punto de perdida de turgor, siendo ambas variables menores (mas negativas) en cDNF (p =
0.011 y 0.093, respectivamente) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores medios de potenciales hidricos de pre-alba, medio dia, punto pérdida de
turgor, osmotico y conductancia estomatica de P. tamarugo establecido en dos condiciones
de descenso de nivel freatico en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile.

Whd Wmd Wp Yo Os
DNF
(MPa) (MPa) (MPa) (MPa) (mol m2s?)
SDNF -1,73+£0,30 -258+0,19 -204+0,20 -1,07+x0,04 0,16x0,06
cDNF -2,11+£0,09 -306+0,16 -289+0,19 -165+0,15 0,12+0,02
p-valor 0,2878 0,1184 0,0931 0,0111 0,5542

Yo, potencial hidrico de pre-alba; Wmd, potencial hidrico de medio dia; Wup, potencial en el
punto de pérdida de turgor; Wo, potencial osmotico; gs, conductancia estomatica. SDNF: sin
descenso de nivel freatico; cDNF: con descenso de nivel freatico.

Isotopos estables

Al analizar los isotopos estables de nitrogeno y de carbono, no se observaron diferencias en
términos de composicion isotopica °N y de *C entre condiciones de descenso de nivel
freatico contrastantes (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores medios de composicion isotopica en P. tamarugo establecido en dos
condiciones de descenso de nivel freatico en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal,
Norte de Chile.

815N 6130
DNF

(%0) (%0)
sDNF 0,94 £ 0,32 -24,63 + 0,68

cDNF 2,16 +0,79 -25,84 £ 0,10
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p-valor 0,2050 0,2286
3N, composicion isotopica de °N; §*3C, composicion isotopica de *C; N, contenido de
nitrogeno; C, contenido de carbono; sDNF: sin descenso de nivel fredtico; cDNF: con
descenso de nivel freatico.

Asociacion entre rasgos anatémicos y fisioldgicos

El modelo de analisis de componentes principales logra explicar en un 73.1% la variacion
total observada, y se pueden identificar claramente las condiciones de DNF. A la derecha del
biplot se encuentras aquellos arboles SDNF y a la izquierda del biplot, los &rboles cDNF. Las
variables con un mayor peso relativo en el CP1 fueron el o, LCM Yy el GEI, siendo estas
variables las determinantes en la separacion de los grupos de descenso de nivel freatico. En
el CP, las variables que tuvieron un mayor peso relativo fueron la gs, la 81°C y el Wy,
(Apéndice 1).

Se presentaron asociacion entre los rasgos anatomicos y los rasgos fisiologicos del P.
tamarugo. A nivel de relaciones hidricas, el Wup se asocié negativamente con el GCI (p =
0,0239), la LCM (p = 0,0498) y al 10% de significancia con el GCS (p =0,0713) y el GM (p
= 0,0723). El W, se asocio negativamente al GCI (p = 0,0771), al GEI (p = 0,0283), y a la
LCM (p = 0,0224) y al 10% de significancia con GCS (p = 0,0713), GM (p = 0,0964) y al
NE (0,0806). Ademas, se asocio positivamente al E.I (p = 0,0381). El Wmq Se correlaciond
negativamente con el GCS (p = 0,0224) y al 10% se significancia con el GCI (0,0864).
Asimismo, hubo asociaciones entre los rasgos anatomicos y la composicion isotdpica de *C
y PN. La 6'°N se asocié positivamente al GCI (p = 0,0404), GEI (p = 0,0205), GES (p =
0,0260) y ala LCM (p = 0,0486), mientras que 5*°C se asocio al GES (p = 0,0544) y se asocio
al 10% de significancia con GEI (p = 0,0745) y E.I (p = 0,0705) (Fig. 7, apéndice 2).
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Figura 7. Analisis de componentes principales que muestra la relacién existente entre las
variables anatomicas, morfoldgicas y fisiologicas de P. tamarugo ubicados en el Salar de
Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile, sometidos a dos condiciones de DNF. e,
arboles sSDNF; o, arboles cDNF. GCI, grosor cuticula abaxial; GCS, grosor cuticula adaxial
; GEI, grosor epidermis abaxial; GES; grosor epidermis adaxial; GM, grosor mesofilo; El,
porcentaje de espacios intercelulares; NE, nimero de esclereidas; LCM, longitud células del
mesdéfilo; ACM, ancho de células del meséfilo; gs, conductancia estomaética; C13C,
composicion isotdpica de *C; Po, potencial osmético; Ptlp, potencial al punto de pérdida de
turgor; Pmd, potencial hidrico de medio dia; Ppd, potencial hidrico de pre-alba; C15N,
composicion isotopica de °N.



18

DISCUSION

Contrario a lo observado por Sudzuki (1985) y Benavente (2005), los foliolos no son glabros
(Fig. 3), sino que hay presencia de tricomas en la cara adaxial, como abaxial y la longitud de
estos se mantiene constante entre condiciones de DNF contrastantes. Segun Evert (2006), la
presencia de tricomas incrementa la reflexion de la radiacion solar, disminuyendo asi la
temperatura de la hoja y, ademas, incrementan el grosor de la capa limite, por lo que serian
utiles en la condicién de extrema aridez y alta radiacién del Desierto de Atacama.

En las hojas de las plantas dicotileddneas, lo estomas suelen ser m&s numerosos en la
superficie abaxial, que en la adaxial (Kirkham, 2014), no obstante, en los foliolos de P.
tamarugo, la mayor densidad de estomas se encontré en la cara adaxial (Apéndice 1).
Ademas, en cDNF la densidad estomatica fue menor y longitud de estomas mayor, respecto
de la condicion control. Estomas grandes se describen como estomas de respuesta lenta, los
cuales permiten un aumento gradual de la conductancia estomatica en una condicion de
déficit hidrico, disminuyendo la pérdida de agua (Franks et al., 2009; Aasamaa y SGber
2011). También se ha propuesto que un menor numero de estomas hace a la hoja mas
eficiente energéticamente (Raven, 2014) y maximiza la conductancia por unidad estomaética
(Maherali et al., 2002). No obstante, existe una alta plasticidad de estos rasgos estomaticos,
lo que ha quedado en evidencia en diversos estudios (Quarrie y Jones, 1979; Xuy Zhou 2008;
Franks et al., 2009; Fraser et al., 2009; Silva et al., 2009). Pese a lo observado en términos
de longitud y densidad estomatica en P. tamarugo, la gs medida por porometria no cambio
entre condiciones de DNF.

Los arboles sometidos a un descenso de ~ 11 m, desarrollaron una cuticula engrosada
(Cuadro 2), ademas de una mayor presencia de repliegues y ceras verticales (Fig. 5). Segun
Hull y Bleckmann (1977) y Hull (1979) la estructura cuticular de P. tamarugo corresponde
a un rasgo adaptativo xeromorfico altamente efectivo en minimizar la perdida de agua,
favorecer la EUA y reducir el sobrecalentamiento foliar. Aumentar la intensidad del rasgo
bajo DNF permitiria controlar el estado hidrico de la planta (Javelle et al., 2011) al aumentar
la resistencia cuticular (Nobel, 2008; Kosma et al., 2007). EI GCI y GCS se asociaron
negativamente al Wup, Wo y al Wmd (Fig. 7, apéndice 2), por lo que a nivel foliar coexiste una
estrategia de evasion (aumento del grosor cuticular) y de tolerancia al estrés hidrico.
Maréchaux et al. (2015) plantea que un menor Wup contribuye a una mayor tolerancia al
déficit hidrico, mientras que un descenso del ‘¥, corresponde a una estrategia de acumulacion
activa de solutos, que permite conservar el agua en los tejidos (Chartzoulakis et al., 2002) y
por consiguiente la mantencion del turgor celular, otorgando tolerancia al déficit hidrico
(Merchant et al., 2007).

Asimismo, en los individuos ubicados en la zona cDNF se observo un incremento en el GEI
(Cuadro 2), la cual actua como una barrera defensiva contra las altas tasas de radiacion,
ataque de patdgenos y lesiones mecanicas (Castro et al., 2009). Debido a que los arboles en
la zona cDNF presentaron una menor altura, una estructura mas arbustiva y una menor area
de copa (Cuadro 1), con copas abiertas y dispersas, las hojas estuvieron mas expuestas a la
radiacion directa (Garrido, 2020) y a lesiones mecéanicas generadas por el viento (Poblete et
al., 1991), un mayor GEI en cDNF cumpliria una funcién de proteccién relevante. Ademas,
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la mayor frecuencia de tejido esclerenquimatico (especificamente macroesclereidas) en el
mesofilo de P. tamarugo en cDNF evidencia exposicion a dafio mecanico, ya que estas
células alargadas y de forma columnar, otorgan resistencia mecénica por su gran dureza, de
modo que las demas células no sufran dafios, ademas de favorecer la distribucion de la luz a
lo largo del mesofilo (Bosabalidis y Kofidis, 2002). Una epidermis abaxial de mayor grosor
es consecuente con la condicién paraheliotropica de P. tamarugo (Chavez et al., 2013), ya
que, durante el dia es esta cara la de mayor exposicion a las condiciones ambientales. El
paraheliotropismo se define como la capacidad de una planta para realizar movimientos
foliares diurnos, orientando sus hojas en forma paralela a los rayos directos del sol,
reduciendo asi la radiacion solar incidente (Donahue y Berg, 1990). El paraheliotropismo es
un mecanismo que protege a las plantas contra el fotodafio, ya que las hojas se pliegan,
manteniendo la temperatura de la hoja dentro de limites dptimos, reduciendo la tasa de
transpiracion y la fotoinhibicién, y, ademas, permite maximizar la tasa de asimilacion
(Lambers et al., 2008). La capacidad paraheliotropica de P. tamarugo permite poner en
contexto algunos ajustes anatomicos observados en este estudio. Los foliolos cDNF
presentaron una plasticidad fenotipica a nivel cuticular, epidérmico y estomatico. Por tanto,
un mayor incremento en el grosor de la cuticula de la epidermis en la cara abaxial, resulta
coherente, debido a que la cara abaxial es la superficie que queda mas expuesta al ambiente
cuando ocurren los movimientos paraheliotropicos, mientras que una menor densidad y un
mayor tamafo de estomas en la cara adaxial se podria explicar debido al plegamiento de las
hojas, que pudo verse afectado negativamente por el estrés hidrico (Chavez et al. 2013).

Los foliolos de P. tamarugo expresaron un incremento en el GM y en la LCM en cDNF
(Cuadro 4), ademas de una asociacion positiva entre ambas variables (Fig. 7, apéndice 2). En
términos de funcidn, dicha modificacion podria estar relacionada a la actividad fotosintética
de P. tamarugo, ya que, a mayor desarrollo de tejido parenquimatico, hay un mayor nimero
de cloroplastos (Toscano et al., 2018) y, por consiguiente, hay una mayor fijacion de CO>
(Castro et al., 2009). De hecho, no se observaron diferencias en §*3C entre las condiciones
de DNF, por lo que la eficiencia intrinseca del uso del agua, es decir, la relacion entre la tasa
de asimilacion y la apertura estomética (WUEi= An/gs) (Farquhar y Richards, 1984), se
mantiene constante y asimismo la tasa de asimilacién por unidad de area foliar. Por otra parte,
el grosor del mesdfilo estd asociado a la funcion foliar relativa al movimiento de agua liquida,
medida como conductancia hidraulica foliar. Esta variable disminuye a medida que aumenta
la distancia de flujo extra-xilematico de agua en la hoja, siendo una de las vias de flujo de
mayor resistencia en el continuo suelo-planta-atmaésfera (Brodribb et al., 2007). Ademas, Vo,
Wyp se asociaron negativamente con GM (p < 0,1) y LCM (p < 0,05) (Fig. 7, apéndice 2),
demostrandose una compensacion entre eficiencia y seguridad respecto del flujo de agua a
través de la hoja (Brodribb et al., 2007; Johnson et al., 2018). Es asi como hojas de P.
tamarugo en cDNF tendrian una menor conductancia hidraulica foliar, pero una mayor
tolerancia a la deshidratacidn que individuos en sDNF.

Por otro lado, LCM se asoci6 positivamente a la 8°N (Fig. 7, apéndice 2). Las plantas al
incorporar N inorganico (NO* , NH*") discriminan contra °N, tanto en la absorcion, el
transporte, como en la asimilacion (Evans, 2001). La abundancia natural de este is6topo
parece verse afectada por tensiones abioticas, como lo es la disponibilidad de agua (Handley
et al., 1999), en base a esto, diversos estudios indican que la §°N puede disminuir (Handley
et al., 1999; Robinson et al., 2000) o aumentar (Ellis et al., 2002; Lopes y Araus, 2006) en
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condiciones de estrés hidrico, respecto a las mediciones realizadas en las plantas control. Es
mas, no estan del todo claro los patrones de variacion en la §!°N foliar (Kang et al., 2011).
Gouveia et al. (2019), plantean que la 3°N revela la capacidad de la planta de retener N en
sus tejidos durante el estrés hidrico y, ademas, se ha visto que existe una relacion entre la
N vy la tolerancia al estrés hidrico (Robinson et al., 2000). Cabe resaltar que no se
observaron diferencias en cuanto a la concentracion de N foliar y a la *°N (Anexo 4, Cuadro
6) entre condiciones de DNF, lo cual se puede explicar producto de que el Wy, que representa
el contenido maximo de agua disponible en el suelo (Richter, 1997), no varia entre
condiciones probablemente porque luego de 12 afios de exposicion a descenso del nivel
fredtico los arboles han optimizado la relacién demanda/suministro de agua (Garrido et al.
2018). Por tanto, la disponibilidad de agua no habria limitado el fraccionamiento isotopico
de ®N y se habria mantenido asi, la concentracion de N foliar. La mantencion del N foliar
entre condiciones de DNF a su vez podria tener un efecto en la mantencién de la capacidad
fotosintética en P. tamarugo, ya que Sugiharto et al. (1990) observaron una correlacion
positiva entre la capacidad fotosintética y la concentracién de N a nivel foliar.

En el mesofilo, el porcentaje de EI fue menor en la condicion cDNF, lo que se asocid
positivamente a la §*3C y al P, (Fig. 7, apéndice 2). Flexas et al. (2007) han propuesto que
uno de los componentes que define la gm (conductancia del mesofilo) para la difusion de CO-
corresponde a los EI. Un menor El estaria asociado a una menor gm Y, por consiguiente, a
una menor asimilacion de CO> (Loreto et al., 1992), sin embargo, eso se podria compensar
con un mayor tamafo de células, ya que Sasahara (1982) demostro que existe una correlacion
positiva entre el tamafio celular y la fotosintesis. En P. tamarugo la asociacion del El con la
3'3C se explicaria por su incidencia sobre la capacidad fotosintética. Mientras que la
asociacion positiva entre W, y el El, indica que la osmorregulacién tendria incidencia en el
El. Lo cual es confirmado por Levit y Zaken (1975), ya que plantean que los cambios de
turgencia celular inciden sobre la cantidad de espacios intercelulares. Una menor turgencia
celular, la cual seria mantenida por la osmorregulacion (Hsiao et al., 1976), generaria un
mayor contacto entre las células y, por consiguiente, se reduciria el EI (Levit y Zaken, 1975).
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CONCLUSIONES

Los arboles de P. tamarugo sometidos a un descenso del nivel freatico durante 12 afios en el
Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, muestran una serie de ajustes que contribuyen a su
aclimatacion. La aclimatacion es posible debido a la plasticidad fenotipica expresada en estos
individuos, entendida como la capacidad de un genotipo de expresar fenotipos alternativos
basados en respuesta a diferentes condiciones ambientales.

Los individuos despliegan una estrategia que consiste en mantener un dosel funcional, pero
disminuido, el cual logra mantener la conductancia estomaética y la eficiencia intrinseca del
uso del agua, asi como un estado hidrico relativamente dptimo respecto a la condicion control.
Esto se sostiene sobre el desarrollo de ajustes anatdmicos, tales como cuticula y epidermis
engrosada, menor densidad y mayor tamafio de estomas, y a nivel del mesofilo, mayor grosor
del tejido y de las células parenquimaticas, asi como una mayor proporcion de esclereidas,
los cuales logran asociarse a las variables fisiologicas en estudio y permiten que P. tamarugo
se aclimate y adquiera un mayor grado de tolerancia al estrés hidrico.

Estos ajustes se ven complementados con modificaciones de su arquitectura hidréaulica
(arboles mas pequefios y de menor relacion dosel/tronco) que cumplen con optimizar la
relacion demanda/suministro de agua bajo las condiciones de estudio.

Es importante destacar que el descenso del nivel freatico es sostenido en el tiempo, por lo
que es probable que el deterioro del bosque continle. En base a esto, es necesario continuar
estudiando este ecosistema, para evaluar los limites de la capacidad de aclimatacion de esta
especie.
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ANEXOS

Anexo 1. Gradacion de alcohol y duracion de cada fase de deshidratacion.

Gradacion de alcohol Tiempo
Alcohol 85° 12 horas
Alcohol 90° 12 horas
Alcohol 100° 1 12 horas
Alcohol 100° 11 3 horas
Alcohol 100° 111 3 horas

Anexo 2. Proceso de desalcoholizacion y duracion de cada fase.
Alcohol (100 cc) Neo-clear cc Tiempo
97,5 2,5 3 horas
95 50 3 horas
85 15,0 3 horas
75 25,0 3 horas
50 50,0 3 horas
25 75,0 3 horas
- 1001 3 horas
- 100 11 3 horas

Anexo 3. Proceso de tincion.

Remocidn parafina NeoClear | 20 min
Neo Clear 11 15 min

Hidratacion Etanol 100° 5 min
95° 5 min
70° 5 min
50° 5 min
Agua destilada (3 cambios) 5 min c/u

Tincion Acido tanico 10 min
Agua destilada 5 min
Cloruro férrico (3 cambios) 3 min c/u
Agua destilada (3 cambios) 5 min c/u
Etanol 50° | 3 min
I 3 min
Il 3 min
Safranina 2-24 hrs
Enjuague saf Agua destilada 3 min
Etanol 50° 3 min
Etanol 70° ac (5gotas acido 3 min
clorhidrico cada 100)
Etanol 70° 3 min
Etanol 95° 3 min
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Etanol 100° 3 min
Tincion Etanol + Fast-Green 2 seg
Etanol + NeoClear (1:3) 5 min
NeoClear | 5 min
NeoClear Il 5 min

Anexo 4. Valores promedios de los nutrientes a nivel foliar en P. tamarugo establecido en
dos condiciones de descenso de nivel freatico en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal,
norte de Chile.

N* P K** Cu** Zn Mn Fe* Mg Ca

DNF

(%) (%) (%) (ppm) _ (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)
sDNF 0,42 0,25 1,13 11,75 4325 50,50 2,36 0,41 0,94
cDNF 0,38 0,22 0,88 14,75 5575 6525 2,42 0,34 1,83
pvalor 0,152 0,176 0,200 0,285 0,046 0418 0,352 0,334 0,082
sDNF, sin descenso de nivel fredtico; cDNF, con descenso de nivel freatico; N, nitrégeno; P,
fosforo; K, potasio; Cu, cobre; Zn, zinc; Mn, manganeso; Fe, hierro; Mg, magnesio; Ca,
calcio. *, datos transformados en log10; **, analisis no paramétrico de Kruskal Wallis.
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APENDICES

Apéndice 1. Autovalores y autovectores del ACP que asocia rasgos anatomicos Yy
fisiologicos en P. tamarugo ubicados en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte
de Chile.

Antovalores Antovectores
Lambda WValor Proporcidn Prop Acum Variables el el
1 8,49 0,53 0,53 GCI -0,31 0,08
2 3,22 0,20 0,73 =C5 -0,25 0,16
3 1,51 0,09 0,83 GEI -0,25% -0,1%
4 1,20 0,07 0,50 GES -0,26 -0,22
5 0,87 0,086 0,596 M -0,26 0,08
& 0,42 0,03 0,449 E.I 0,27 0,23
7T 0,18 0,01 1,00 NE -0,21 -0,08
g8 0,00 0,00 1,00 LCH -0,31 -0,07
9 0,00 0,00 1,00 ACH -0,15 -0,33
10 0,00 0,00 1,00 Fpa 0,17 -0,37
11 0,00 0,00 1,00 Ptlp 0,28 -0,17
12 0,00 0,00 1,00 Po 0,33 -0,05
13 0,00 0,00 1,00 Pmd 0,28 -0,30
14 0,00 0,00 1,00 gs -0,04 0,47
15 0,00 0,00 1,00 C15H -0,28 0,12
le 0,00 0,00 1,00 C13C 0,17 0,46

Apéndice 2. Matriz de covarianzas de ACP que asocia rasgos anatomicos y fisiologicos en
P. tamarugo ubicados en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile.

Matriz de correlacion/Coeficientes
GCI GCS GEI GES GM E.T NE LCM BCM Pra Ptlp Po Pmd gs C1EM C13C
GCI 1,00
GCS 0,48 1,00
GEI 0,82 0,57 1,00
GES 0,55 0,44 0,96 1,00

GM 0,83 0,40 0,41 0,42 1,00

E.I -0,66 -0,52 -0,72 -0,55 -0,40 1,00

NE 0,48 0,61 0,44 0,20 0,27 -0,89% 1,00

LcM o,81 0,53 0,75 0,75 0,85 -0,66 0,38 1,00

acM 0,31 0,16 0,63 0,63 0,39 -0,59 0,32 0,51 1,00

Ppa -0,51 -0,57 -0,13 -0,03 -0,69% 0,16 -0,29 -0,41 -0,15 1,00

rtlp -0,77 -0,67 -0,50 -0,43 -0,66 0,47 -0,47 -0,71 0,10 0,43 1,00

Po -0,85 -0,69 -0,76 -0,64 -0,63 0,73 -0,65 -0,78 -0,22 0,42 0,90 1,00
Pmd -0,64 -0,80 -0,45 -0,30 -0,55 0,44 -0,58 -0,50 0,05 0,71 0,85 0,85 1,00
gs 0,21 0,27 -0,01 -0,06 0,11 0,30 -0,22 0,0l -0,33 -0,58 -0,17 -0,14 -0,44 1,00

cls8w o©,73 0,56 0,79 0©,77 0,52 -0,38 0,18 0,71 0,15 -0,35 -0,75 -0,84 -0,70 0,45 1,00
c13c -0,37 -0,10 -0,66 -0,70 -0,25 0,67 -0,37 -0,57 -0,58 -0,40 0,28 0,43 -0,06 0,71 -0,26 1,00
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GCI GCs GEI GES GM .1 NE LCH ACM Ppa Ptlp Po Pmd gs C1SN  C13C
GCI
GCS  0,2305
GEI 0,1038 0,1387
GES 0,1596 0,2786 0,0002
GM 0,0108 0,3265 0,3154 0,2960
E.I 0,0721 0,1878 0,0462 0,1593 0,3223
NE 0,2288 0,1089 0,280% 0,6374 0,5254 0,0034
LCM 0,0015 0,1803 0,033% 0,0328 0,006%9 0,0776 0,3473
BCM 0,4618 0,7046 0,0947 0,0857 0,3416 0,1237 0,4406 0,1935
Ppa 00,1917 0,1408 0,7631 0,9409 0,0582 0,7063 0,48%% 0,3100 0,7262
Ptlp 0,023% 0,0713 0,2081 0,2856 0,0723 0,2407 0,2408 0,0498 0,8141 0,2818
Po  0,0071 0,0575 0,0283 0,0866 0,0%964 0,0381 0,0806 0,0224 0,6071 0,3060 0,0024
Pmd 0,0864 0,0177 0,2580 0,4718 0,1590 0,2742 0,1342 0,2066 0,8996 0,0508 0,0077 0,0082
gs 0,6255 0,5123 0,9744 0,8870 0,7997 0,474% 0,5952 0,9760 0,41%3 0,1301 0,6946 0,7347 0,2785
C15N 0,0404 0,1483 0,0205 0,0260 0,1832 0,3534 0,6656 0,0486 0,72%0 0,3885 0,0329% 0,0096 0,0528 0,2654
C13C 0,3697 0,8103 0,0745 0,0544 0,5521 0,0705 0,3723 0,1367 0,1341 0,3240 0,5084 0,2509 0,8862 0,0478 0,5358

Apéndice 3. Biplot del ACP que asocia rasgos anatdmicos y de arquitectura hidraulica en P.
tamarugo ubicados en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile.
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Anélisis de componentes principales que muestra la relacion existente entre las variables de
arquitectura hidraulica y variables anatomicas foliares en P. tamarugo establecidos en el
Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile, sometidos a dos condiciones de
DNF. ¢, arboles sDNF; o, arboles cONF; ALT, altura de planta; ArCopa, area de copa; FCV,
fraccion cobertura verde; GCI, grosor cuticula abaxial; GCS, grosor cuticula adaxial ; GEI;
grosor epidermis abaxial; GES; grosor epidermis adaxial; GM, grosor mesofilo; GEM, grosor
parénquima en empalizada; GESP, grosor parénguima esponjoso; E.I, porcentaje de espacios
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intercelulares; NE, nimero de esclereidas; LCM, longitud células del meséfilo; ACE, ancho
células del mesdfilo.

Apéndice 4. Autovalores y autovectores del ACP que asocia rasgos anatémicos y de
arquitectura en P. tamarugo ubicados en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte
de Chile.

Antovalores Antovectores
Lambda Valor Proporcion Prop Acum Variables el e2
1 7,18 0,80 0,80 GCI -0,33 -0,03
2 1,99 0,17 0,76 EC5 -0,27 -0,23
3 1,20 0,10 0,87 GEI -0,30 0,32
4 0,80 0,07 0,893 GES -0,26 0,42
S 0,42 0,03 0,897 GEM -0,25% -0,02
& 0,32 0,03 0,89 E.I 0,31 -0,07
7 0,08 0,01 1,00 HE -0,26 -0,22
g8 0,00 0,00 1,00 LCHM -0,33 0,14
9 0,00 0,00 1,00 ACHM -0,1% 0,50
10 0,00 0,00 1,00 FCW 0,22 0,53
11 0,00 0,00 1,00 ALT 0,35 0,17
12 0,00 0,00 1,00 ArCopa 0,32 0,19

Apéndice 5. Matriz de covarianza de ACP que asocia rasgos anatomicos y de arquitectura
hidraulica en P. tamarugo ubicados en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de
Chile.

Matriz de correlacion/Coeficientes

ECI GCS  GEI GES M E.I NE LCM ACM FCV ALT ArCopa
GCI 1,00

GCS 0,48 1,00

GEI 0,62 0,57 1,00

GES 0,55 0,44 0,96 1,00

GM 0,83 0,40 0,41 0,42 1,00

E.I -0,86 -0,52 -0,72 -0,55 -0,40 1,00

HE 0,48 0,61 0,44 0,20 0,27 -0,8% 1,00

LCM g,91 0,53 0,75 0,75 0,85 -0,66 0,38 1,00

ACM 0,31 0,16 0,63 0,63 0,3% -0,59 0,32 0,51 1,00

FCV -0,51 -0,76 -0,1% -0,05 -0,44 0,39 -0,60 -0,41 0,29 1,00

ALT -0,82 -0,70 -0,59 -0,44 -0,79 0,69 -0,70 -0,73 -0,38 0,64 1,00

ArCopa -0,79 -0,63 -0,55 -0,40 -0,72 0,59 -0,62 -0,65 -0,26 0,60 0,97 1,00
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GCI GCs GEI GES GM E.I NE LCM ACM FCV ALT ArCopa
GCI

GCs 0,2305

GEI 0,1038 0,1387

GES 0,1596 0,2786 O, 0002

GM 0,0108 0,3265 0,3154 0,2580

E.I 0,0721 0,1878 0,0462 0,1593 0,3223

NE 0,2288 0,108% 0,2809 0,6374 0,5254 0,0034

LCM 0,0015 0,1803 0,0339 0,0328 0,0069 0,0776 00,3473

ACM 0,4618 0,7046 0,0947 0,0957 0,3416 0,1237 0,4406 0,1935

ECV 0,2011 0,0283 0, 6592 0,9011 0,2763 0,3380 0,1125 0,3109 O, 4937

ALT 0,0121 0,0524 0,1263 0,2758 0,0206 0,0571 0,0546 0,0380 0,3562 0,088

ArCopa 0,0184 0,0964 0,1588 0,3277 0,0426 0,1198 0,1045 0,0834 0,5315 0,1181 <0,0001

Apéndice 6. Biplot del ACP que asocia rasgos fisioldgicos, anatomicos a nivel estomatico y
de arquitectura en P. tamarugo ubicados en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte
Chile.
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Andlisis de componentes principales que muestra la relacion existente entre las variables
fisioldgicas, de arquitectura hidraulica y variables anatomicas foliares a nivel estomatico de
P. tamarugo establecidos en el Salar de Llamara, Pampa del Tamarugal, Norte de Chile,
sometidos a dos condiciones de DNF. e, arboles sDNF; o, arboles cDNF; ALT, altura de
planta; ArCopa, area de copa; FCV, fraccion cobertura verde; LEST adx, longitud estoma
cara adaxial; AEST adx, ancho estoma cara adaxial; DEST adx, densidad estomatica cara
adaxial; LEST adx, longitud estoma cara abaxial; AEST abx, ancho estoma cara abaxial,
DEST abx, densidad estomética cara abaxial; gs, conductancia estomatica; C13C,
composicion isotdpica de *C; Po, potencial osmético; Ptlp, potencial al punto de pérdida de
turgor; Pmd, potencial hidrico de medio dia; Ppa, potencial hidrico de prealba; C15N,
composicion isotopica de °N.

Apéndice 7. Autovalores y autovectores del ACP que asocia rasgos anatomicos a nivel
estomatico, fisiologicos y de arquitectura en P. tamarugo del Salar de Llamara, Pampa del

Tamarugal, Norte de Chile.
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Antovalores Antovectores
Lambda Valor Proporcion Prop Acum Variables el =
1 8,33 0,52 0,52 FCWV 0,25 -0,05
2 3,93 0,25 0,77 A4ALT 0,32 -0,02
3 1,81 0,11 0,88 ArCopa 0,31 -0,09
4 0,94 0,06 0,94 LEST adx -0,32 -0,12
5 0,58 0,04 0,97 AEST adx 0,06 -0,36
& 0,34 0,02 1,00 DEST adx 0,28 0,22
T 0,08 4,9E-03 1,00 LEST abx 0,22 0,21
g 0,00 0,00 1,00 REST abx 0,08 0,49
5 0,00 0,00 1,00 DEST abx -0,23 -0,03
1o 0,00 0,00 1,00 Fra 0,21 -0,26
11 4,00 0,00 1,00 Ftlp 0,31 -0,04
12 0,00 0,00 1,00 Fo 0,33 0,04
1z 0,00 0,00 1,00 Fmd 0,31 -0,17
14 0,00 0,00 1,00 gs -0,08 0,46
15 0,00 0,00 1,00 C15H -0,28 0,11
le 0,00 0,00 1,00 C13C 0,11 0,44

Apéndice 8. Matriz de covarianza de ACP que asocia rasgos anatémicos a nivel estomatico,
fisioldgicos y de arquitectura en P. tamarugal ubicas en el Salar de Llamara, Pampa del

Tamarugal, Norte de Chile.

Matriz de correlacidén/Coeficientes

FCV ALT ArCopa LEST adx AEST adx DEST adx LEST abx RAEST abx DEST abkx Ppa Pclp Po Pmc gs Cls5N Cl1l3C
FCV 1,00
ALT 0,64 1,00
ArCopa 0,60 0,87 1,00
LEST adx -0,54 -0,88 -0,80 1,00
LEST adx 0,13 -0,02 0,10 0,05 1,00
DEST adx 0,51 0,85 0,75 -0,89 -0,43 1,00
LEST abx 0,43 0,48 0,35 -0,74 -0,07 0,70 1,00
REST abx 0,08 0,17 0,0 -0,43 -0,64 0,59 0,5 1,00
DEST abx -0,21 -0,49 -0,44 a,69 -0,46 -0,37 -0,59 -0, 20 1,00
Ppa 0,47 ©,76 0,76 0,53 0,17 0,44 0,15 -0, 38 -0,28 1,00
Prip 0,85 ©,75 0,75 —0,69 0,36 0,56 0,49 0,15 -0,5% 0,43 1,00
Po 0,68 0,86 0,88 -0,87 a,1 a,77 0,61 0,30 -0,62 0,42 0,%0 1,00
Pmd 0,82 0,86 0,80 0,71 a, 0,59 0,3 -0,11 -0,37 ©,71 0,85 0,85 1,00
gs -0,13 -0,22 -0,35 0,06 -0,70 0,17 0,06 0,85 0,15 -0,58 -0,17 -0,14 -0,44 1,00
C1l5H -0,3% -0,63 -0,69 0,70 -0,60 -0,39 -0,45 0,03 0,80 -0,35 -0,75 -0,84 -0,70 0,45 1,00
C13c 0,03 0,18 0,07 -0,49 -0,33 0,51 0,55 0,92 -0,4% -0,40 0,28 0,43 -0,06 0,71 -0,26 1,00
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FCWV ALT ArCopa LEST adx AEST adx DEST adx LEST abx AEST abx DEST abx Ppa Prclp Po Pmd gs C15N Cl13C
FCW
ALT 0,0881
ArCopa 0,1181 <0,0001
LEST adx 0,1709 0,0035 0,0171
LEST adx 0,7580 0,9563 0,8115 0,9047
DEST adx 0,1925 0,0073 0,0331 0,0030 00,2875
LEST abx 0,2886 00,2265 0,4023 0,0343 0,8602 0,0512
BREST abx 0,8364 0,65934 0,9712 0,2520 0,0846 0,1221 0,1830
DEST abx 0,6227 0,2193 0,2765 00,0558 0,2486 0,3694 0,1270 0,6311
Ppa 0,2365 ©,0273 0,024 0,1781 0,6886 0,277% 00,7314 0,3555 00,4969
Ptlp 0,0071 ©0,0325 0,0332 0,0565 0,3801 0,1528 ©,2126 0,7308 00,1269 00,2819
Fo 0,0625 0,0080 0,0059 0,0050 0,6765 0,02€5 0,1103 0,4733 0,1035 0,3060 0,0024
Pmd 0,0132 10,0056 0,0023 0,0484 0,5024 0,1241 0,4445 0,7929 0,3731 0,0508 0,0077 0,0082
gs 0,7628 0,5966 0,3971 0,8927 0,0542 0,6796 0,3%61 0,0080 ©,7252 0,1301 0,6946 0,7347 0,2785
C15NW 0,3415 ©,0934 0,0572 0,0523 ©0,1142 0,3356 0,2641 0,9360 ©,0178 0,3835 0,0329 0,0096 0,0528 0,2634
ci3c 0,939 ©0,6591 0,85609 0,2176 0,4200 0,1942 0,1573 0,0011 0,2213 0,3240 0,5084 0,2909 0,8862 0,0478 0,5358

Apéndice 9. Valores medios de densidad estomatica en foliolos de P. tamarugo establecido
en dos condiciones de descenso de nivel fredtico en el Salar de Llamara, Pampa del
tamarugal, Norte de Chile.

Densidad estomatica
DNF
(n mm)

sDNF

adaxial 204.8 + 3,04
abaxial 71,09 +1,65
p-valor <0,0001

cDNF
adaxial 155,15+ 2,78
abaxial 76,95 + 3,97
p-valor <0,0001

sDNF, sin descenso de nivel freatico; cDNF, con descenso de nivel freatico.




