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Abstract: Photosynthesis in three altitudinal populations of the Andean plant Espeletia schultzii
(Compositae). Photosynthesis was compared in three altitudinal populations of Espeletia schultzii: 3 100, 3 550
and 4 200 masl. The measured parameters were Rubisco activity (EC 4.1.139), chlorophyll, soluble protein and
soluble sugars contents, and specific leaf area (SLA). The 4 200 m population had a higher Rubisco activity (at
4 °C) followed by those at 3 550 m and 3 100 m. There were no significant differences between populations
at 3 100 m and 3 550 m (ANOVA), but their activities were different from those of the 4 200 m population.
Chlorophyll a content decreased slightly with elevation, while chlorophyll b was constant; therefore, the Ra/b
ratio decreased with elevation, but not significantly. The leaf soluble sugars content increased along the altitu-
dinal gradient. Leaf protein content did not differ. The SLA decreased with altitude. The increase in Rubisco
activity might reflect higher enzyme activation and not higher enzyme protein. The increase in soluble sugars
is probably associated to Rubisco activity. Three out of the five measured parameters revealed differences with
altitude, suggesting a compromise between a higher metabolic activity and a smaller cellular volume. Rev. Biol.

Trop. 54 (4): 1143-1149. Epub 2006 Dec. 15.
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El paramo es un bioma neotropical de alta
montafia; Meinzer et al. (1985) lo describen
como una zona caracterizada por elevada
radiacién solar y baja energia térmica; los
suelos son poco profundos con escaso con-
tenido de nutrientes (Vareschi 1970, Baruch
1979, Monasterio 1980). En este clima tropical
andino, las plantas estan expuestas a cambios
climaticos diarios en lugar de estacionales;
igualmente pueden estar sometidas a frecuen-
tes episodios de congelamiento (Monasterio
1980). A lo largo del gradiente altitudinal, la
temperatura del aire y la precipitacion dismi-
nuyen con la elevacion, mientras la velocidad
del viento, la radiacion total y ultravioleta
y la tasa de evaporaciéon aumentan a mayor
elevacion. Goldstein ez al. (1985) registraron
valores para la temperatura minima promedio
y la precipitacion anual de 6.23 °C (estimada)
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y 1 213 mm para 3 100 m de altitud, 4.77 °C
y 969 mm para 3 550 m, y -0.02 °C y 789 mm
para 4 200 m.

La vegetacion dominante esta constituida
por rosetas gigantes, arbustos y gramineas.
(Baruch 1979, 1984). Frailejon es el nombre
comun de las especies del género Espeletia. La
especie Espeletia schultzii es una planta roseta
que crece en los Andes venezolanos (Sierra
Nevada de Mérida 8°5" N, 70°45" W; Estado
Mérida, Venezuela); sus poblaciones estan dis-
tribuidas a través del ambito altitudinal de los
paramos desde 2 600 hasta 4 200 msnm y estan
diferenciadas por el grado de resistencia a la
sequia, siendo las mas resistentes aquéllas que
se encuentran a mayor elevacion; también es
caracteristico que la pubescencia y el grosor de
las hojas aumenten con la elevacion (Baruch
1979, Meinzer et al. 1985). El congelamiento
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de las hojas en condiciones naturales no ha sido
informado para las especies de Espeletia y el
punto de sobre-enfriamiento decrece a lo largo
del gradiente altitudinal entre -6.5 y -10.5 °C
(Goldstein et al. 1985). El sobre-enfriamiento
no altera el estado hidrico y los procesos meta-
bolicos contintan a temperaturas por debajo de
0 °C, aunque a tasas reducidas.

Diversos estudios del género Espeletia han
sido publicados, tales como demografia com-
parativa entre dos especies E. timotensis y E
spicata (Silva et al. 2000); filogenia molecular
del complejo Espeletia (Asteraceae) (Rauscher
2002); identificacion de aceites naturales
(Khouri et al. 2000, Usubillaga et al. 2001);
evaluacion fitoquimica y actividad antibacterial
(De los Rios et al.1999).

Con relacion a los efectos elevacionales
sobre la fotosintesis, los resultados pueden ser
contradictorios. Machler y Nosberger (1977)
trabajando con ecotipos de Trifolium repens
encontraron que aquellos ubicados a mayor
altitud requieren menores temperaturas para
fotosintetizar; mientras que Kemp y William
(1977) no observaron diferencias en fotosin-
tesis neta, fotorrespiracion y transpiracion en
poblaciones altitudinales de Taraxacum offici-
nale. En tres poblaciones de E. schultzii, 3 100,
3550 y 4 200 msnm, la tasa de fijacion de CO,
aumenta con la temperatura, los valores de
Vmax para la actividad Rubisco son mayores
en la poblacion ubicada a mayor altitud; la
Km (CO,) incrementa con la temperatura y es
similar entre las poblaciones (Castrillo 1995).
El contenido foliar de carbohidratos totales no
estructurales, expresados sobre peso seco, no es
significativamente diferente entre las poblacio-
nes (Castrillo y Simoes 1997).

El objetivo del presente trabajo interpretar
el efecto de la altitud en el metabolismo foto-
sintético de E. schultzii, continuando con los
estudios que, sobre esta especie tipica de los
Andes Venezolanos, hemos venido realizando.
Para ello se analizaron los siguientes parame-
tros fotosintéticos: actividad Rubisco (Ribulosa
1, 5-bis-fosfato carboxilasa EC 4.1.1.39); con-
tenidos de clorofila, azticares solubles totales
y proteinas solubles y area foliar especifica
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(AFE) en tres poblaciones de la especie ubica-
das a 3 100, 3 550 y 4 200 msnm.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron diez plantas de cada poblacion.
De cada una de ellas fueron recolectadas hojas
jovenes recién expandidas, cercanas al apice.

La poblacion de 3 100 msnm fue obtenida
en las cercanias del Hotel Los Frailes; la de
3 550 m, en las adyacencias de la Laguna de
Mucubaji, y la de 4 200 m, en la via hacia el
caserio de Pifiango. Estas localidades estan
ubicadas en el Estado Mérida (8°5" N, 70°45’
W). El muestreo fue realizado entre las 11:00
y 15:00 h. Las hojas fueron almacenadas en
bolsas plasticas mantenidas en hielo en envases
portatiles y transportadas de inmediato al labo-
ratorio por via aérea (aproximadamente 3 h).

El peso fresco y el seco (luego de mantener
las hojas en una estufa por 48 h a 80 °C) fueron
determinados en una balanza analitica. El area
foliar fue medida con un planimetro (Lasiko-
Est 1929, Los Angeles Scientific Instrument
Co., Inc., Los Angeles, California, EEUU).

Las hojas fueron mantenidas en nitrégeno
liquido hasta ser utilizadas para los analisis
(de una a ocho semanas después de colec-
tadas). Diez “réplicas” provenientes de diez
plantas individuales fueron usadas en tres
repeticiones.

Se siguié la metodologia utilizada por
Castrillo (1995) para la extraccion (en frio) y
ensayo de la actividad Rubisco. El medio de
extraccion contenia: 0.2 M Tricina-NaOH, pH
8.2,0.02 M MgCl,,0.01 M NaHCO,, 0.0002 M
EDTA (4cido etilendiamintetracético), 0.02 M
2-Mercaptoetanol y 20 g/l de polivinilpolipirro-
lidona (PVPP). La vena central de las hojas fue
removida, el mesofilo cortado en segmentos
de 0.25 cm? y homogeneizado en una relacion
1:10 (p/v). La mezcla fue homogeneizada en
una licuadora por 1 min a baja y 2 min a mas
alta velocidad. El homogenato fue filtrado a
través de cuatro capas de muselina. El filtrado
fue desalado por centrifugacion a través de
una columna Sephadex G-25. La actividad
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Rubisco fue medida a la temperatura de 4 °C,
que representa el promedio de los valores de
temperatura registrados en las tres altitudes
en las tres poblaciones estudiadas. El medio
de ensayo contenia, en un volumen final de
200 pl, 0.15 M Tricina-NaOH, pH 8.2, 0.02
M MgCl,, 0.04 M 2-Mercaptoetanol, 0.002M
RuBP, 0.01 M NaH'“CO, (3.7 MBg/mmol);
la reaccion comenzd con la adicion de 30 pl
del extracto foliar. El tiempo de reaccion fue
Imin, la reaccion fue detenida con 200 pl
de acido acético al 25 %. La radioactividad
incorporada en 4cidos estables fue medida en
un contador de centelleo liquido (LKB Wallac
1217 Rackbeta). Los ensayos fueron realizados
por duplicado.

En el extracto foliar utilizado para el ensa-
yo enzimatico, se determinaron los contenidos
de clorofila, azticares y proteinas. El de cloro-
fila en acetona al 80 %, siguiendo el método
de Bruinsma (1963). El de azucares solubles,
utilizando el método de antrona (150 mg
antrona/100 ml de acido sulftrico al 75 %);
se incubd por 20 min a 40 °C, y se midi6 la
absorbancia a 620 nm,; fue utilizada una curva
de calibracion con soluciones de sacarosa (Van
Handel 1968). El contenido de proteinas fue
medido por el método de Bradford (1976) utili-
zando albimina sérica de bovino para la curva
de calibracion.

Un analisis de varianza (ANOVA)fue uti-
lizado para el tratamiento estadistico de los
resultados (Sokal y Rohlf 1969).

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presentan los valo-
res de la actividad Rubisco expresados en
umol'*CO,m min"!, medida a 4 °C en las
tres poblaciones altitudinales estudiadas. La
poblacion ubicada a 4 200 m presentd mayor
actividad seguida por las poblaciones a 3 550
y a 3 100 m El analisis de varianza reveld que
no existen diferencias significativas entre las
poblaciones a 3 100 y 3 550 m pero si, entre
estas dos y aquélla que se encuentra a 4 200 m
(F=10.233, gl= 2, p=0.0016).
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CUADRO 1

Actividad Rubisco (imol "*CO, m?min™) en las tres
poblaciones de E. schultzii

TABLE 1

Rubisco activity (Wmol'*CO m>min”) in three altitudinal
populations of E. schultzii assayed at 4 °C (recorded
temperature average from the three altitudes)

Poblacion 3100m 3550m 4200m

Actividad Rubisco

+
(umol*CO, mmin-t) 243193

355482 485199

Los valores representan la media tdesviacion estandard.
The values are the means +standard deviation.

En la Fig. 1 se observa que los contenidos
de clorofila a muestran una leve tendencia a
la disminucion con la altura, mientras que la
clorofila b se mantiene constante, razon por la
cual la relacion a/b (R a/b) disminuye con la
elevacion. No obstante, el ANOVA revela que
las diferencias entre las poblaciones no son sig-
nificativas (F= 1.690, gl= 2, p=0.2005).
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Fig. 1. Contenido de clorofilas a y b (g.m?) y Relacion
a/b (R a/b) en tres poblaciones altitudinales de E. schultzii.
Los valores representan las medias de diez repeticiones
+desviacion estandar.

Fig. 1. Chlorophyll a and b contents (g.m'?) and a/b ratio

(Ra/b) in three altitudinal populations of E. schultzii. The
values are the means of ten replicates *standard deviation.
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El contenido de azlicares (gm™) es mostra-
do en la Fig. 2; se observa un aumento con la
elevacion; el analisis de varianza revela dife-
rencias significativas entre las tres poblaciones
(F=20.314, gl= 2, p=0.0001).

El contenido de proteinas se presenta en la
Fig. 3; aqui el valor mayor lo presenta la pobla-
cion ubicada a 4 200 m, y el menor contenido
se presenta a 3 550 m; la poblacion ubicada a
3 100 m presenta un valor intermedio. El anali-
sis de varianza, sin embargo, mostré que no hay
diferencias significativas entre las poblaciones
(F=1.770, gl= 2, p=0.2009).

La Fig. 4 muestra los valores obtenidos
para el area foliar especifica (AFE) expresa-
dos en m?102g"! PS; el anélisis de varianza
demuestra que existen diferencias significati-
vas entre las poblaciones (F= 32.957, gl= 2,
p<0.0001).

DISCUSION

Se evidencia una mayor actividad de
Rubisco en la poblacion ubicada a mayor
elevacion. Aumentos de la tasa de fijacion de
CO, y de Vmax en Rubisco con la altitud en
E. schultzii fueron encontrados por Castrillo
(1995), lo que concuerda con el incremento en
actividad observado a 4 200 m. Este aumento
de la actividad Rubisco con la altitud pudiera
deberse a mayor contenido de proteinas y/o
mayor activacion de esta enzima.

Al igual que lo obtenido en este trabajo,
en Taraxacum officinale se mostr6 aumento de
la actividad Rubisco con la altitud (Oulton et
al. 1979). Por otra parte, en un estudio sobre
poblaciones de E. schultzii, se encontrd que las
plantas provenientes de localizaciones a mayor
altura y sometidas a aclimatacion en frio,
mostraron altas tasas de asimilacion, mientras
que aquéllas provenientes de sitios de menor
altitud, presentaron elevadas tasas a mayores
temperaturas de aclimatacion (Baruch 1979).
Asimismo, Rada er al. (1992) comunicaron
una disminucion del 6ptimo de temperatura
foliar para la fotosintesis acoplada a una dis-
minucion de la temperatura del aire a lo largo
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Fig. 2. Contenido de aziicares solubles (g.m™) y Relacién
a/b (R a/b) en tres poblaciones altitudinales de E. schultzii.
Los valores representan las medias de diez repeticiones
tdesviacion estandar.

Fig. 2. Soluble sugars content contents (g.m?) in three
altitudinal populations of E. schultzii. The values are the
means of ten replicates standard deviation.
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Fig. 3. Contenido de proteinas solubles (g.m?) en tres
poblaciones altitudinales de E. schultzii. Los valores
representan las medias de diez repeticiones tdesviacion
estandar.

Fig. 3. Soluble protein content (g.m?) in three altitudinal

populations of E. schultzii. The values are the means of ten
replicates tstandard deviation.
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Fig. 4. Area Foliar Especifica (AFE) (m210-2g"! PS) en tres

poblaciones altitudinales de E. schultzii. Los valores repre-
sentan las medias de diez repeticiones tdesviacion estandar.

Fig. 4. Specific leaf area (m?10-2g’! PS) in three altitudinal
populations of E. schultzii. The values are the means of ten
replicates +standard deviation.

de un gradiente para dos poblaciones de E.
schultzii desde 2 950 hasta 4 000 m. Se ha
informado también, que existen diferencias
significativas en la tasa de asimilacién de CO,
en tres poblaciones altitudinales de E. schultzii,
entre la estacion seca y la de lluvias y una dife-
renciacion en este intercambio gaseoso con la
altitud. La disminucidn en este parametro con
el gradiente altitudinal es explicada por facto-
res como pubescencia, baja conductancia foliar
y menor contenido de nitrogeno en el suelo
(Rada et al. 1998).

La diferencia no significativa en el conte-
nido de clorofila, entre las poblaciones altitudi-
nales, puede deberse al efecto protector de las
pubescencia, que incrementa con la elevacion,
(demostrado por Baruch 1979, Meinzer et al.
1985, Rada et al. 1998 y observado en nuestro
laboratorio) previniendo asi a la clorofila de
la fotoxidacion. En el andlisis del contenido
de clorofila, no se obtuvo una disminucion
significativa con la altitud, tal y como se ha
informado en poblaciones alpinas (Tranquilini
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1979); el efecto fotooxidativo de la radiacion
sobre la clorofila puede ser atenuado por el
efecto protector que pudiera ejercer el incre-
mento en la pubescencia con la elevacion. Es
asi que una adaptacion morfologica protege del
efecto adverso de excesiva radiacion asociado
con la elevacion.

Se observa un notable aumento en el con-
tenido de azucares con la elevacion; este hecho
es atribuible a la mayor actividad carboxilasa
de la Rubisco. El aumento en el contenido de
azucares solubles, principalmente sacarosa, ha
sido observado en especies herbaceas y lefiosas
sometidas a tratamiento gradual en frio, aso-
ciado a una funcion crioprotectora y de ajuste
osmotico para la proteccion contra el stress por
enfriamiento y por déficit hidrico (Levitt 1980).
Figuereido-Ribeiro y Dietrich (1983) trabajan-
do con xilopodios de Ocimum nudicaule, una
roseta herbacea pequeiia, que crece en la saba-
na brasilera, observaron un aumento en el con-
tenido de azlicares solubles, bajo un régimen de
almacenamiento a 5-28 °C comparado con 5 °C
constante . Estos autores concluyen en que se
trata de una respuesta bioquimica rapida a las
condiciones tropicales y subtropicales, donde
las plantas pueden estar sujetas a variaciones
cortas de temperaturas. Existen evidencias de
aumento de temperatura interna foliar diurna
en el frailejon debido al efecto de la incidencia
de la radiacion solar sobre la pubescencia y la
geometria de la roseta (Larcher 1980, Meinzer
y Goldstein 1985) lo cual contrastado con las
bajas temperaturas nocturnas detectadas en el
paramo y por extrapolacion, resultaria compa-
rable con la situacion descrita por Figuereido-
Ribeiro y Dietrich (1983).

En referencia al contenido de proteinas,
si bien se observan diferencias, las mismas no
son significativas y esto nos permite inferir que
el aumento en la actividad Rubisco se debe a
mayor activacion de la enzima con la elevacion;
lo que a su vez soportaria los crecientes valores
de azlcares solubles obtenidos con la altitud.
En la relacion entre el contenido de proteinas y
la temperatura, existen evidencias contradicto-
rias, ya que algunos estudios indican aumento
a bajas temperaturas y otros no; Levitt (1980)
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explica estas contradicciones basandose en el
método de extraccion empleado.

El area foliar especifica (AFE) disminuye
a valores altos de radiacion; este descenso es
principalmente debido a la reduccion del area
foliar con la altitud y al aumento del peso seco.
Torres (1980) encontr6 una reduccion del tama-
flo celular y de los espacios intercelulares en las
poblaciones de mayor elevacion de E. schultzii,
lo cual apoya los valores de AFE obtenidos
en este trabajo. Adicionalmente, Milthorpe y
Newton (1963) demostraron que a valores altos
de radiacion solar hay disminucion del area
foliar debido a reduccion del tamafio celular,
pero que el numero de células aumenta hasta
un valor constante. Korner (1989) afirma que
la disminucion de AFE es la tendencia morfo-
logica mas consistente en hojas a lo largo de un
gradiente altitudinal; esta afirmacion coincide
con los resultados aqui presentados. Con la
elevacion ocurre un aumento por unidad de
area de la actividad carboxilasa de la Rubisco
y del contenido de azucares solubles, lo cual
indica una actividad metabdlica superior sopor-
tada por el incremento en radiacion solar y tasa
fotosintética, para compensar el requerimiento
de aumento de la pubescencia foliar como
adaptacion a condiciones extremas tales como
excesivas radiaciones solar y ultravioleta, cau-
santes de la fotooxidacion del clorofila.

De los parametros medidos en las tres
poblaciones estudiadas, tres presentan diferen-
cias significativas asociadas con la altitud: acti-
vidad Rubisco, contenido de azucares solubles y
AFE, mientras que los contenidos de clorofilas
y proteinas no la muestran. Esto representa un
equilibrio (“compromiso”) entre una mayor acti-
vidad metabolica y un menor volumen celular.
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RESUMEN

Se establece una comparacion de algunos parametros
fotosintéticos: actividad Rubisco (Ribulosa 1, 5-bis-fosfato
carboxilasa EC 4.1.1.39) contenidos de clorofilas, azicares
solubles totales y proteinas solubles totales y area foliar
especifica (AFE), en tres poblaciones altitudinales de
Espeletia schultzii ubicadas a 3 100, 3 550 y 4 200 msnm.
De acuerdo con el andlisis de varianza la poblacion a
4 200 m present6 una actividad Rubisco significativamente
mayor que las otras dos, en cuyos casos los valores no
fueron diferentes. Los contenidos de clorofila a presentan
una leve tendencia a la disminucion con la altura; mientras
que la clorofila b se mantiene constante, razon por la cual la
relacion a/b (R a/b) disminuye con la elevacion, aunque, las
diferencias no son significativas. El contenido de azlicares
en cada una de las poblaciones estudiadas (gm), aumenta
con la elevacion; las diferencias entre las poblaciones son
significativas. Con relacion al contenido de proteinas, no
existen diferencias entre las poblaciones estudiadas. El area
foliar especifica (AFE) disminuye significativamente con la
altura. Es probable que el incremento en la actividad Rubisco
sea producido por una mayor activacion de la enzima y no
por el mayor contenido de proteina. Los azicares solubles
presentan incremento significativo, este hecho es probable
que se encuentre asociado con la actividad Rubisco. De
los cinco parametros fotosintéticos medidos, tres presentan
diferencias significativas asociadas con la altitud. Esto repre-
senta un compromiso entre una mayor actividad metabodlica
mantenida en un menor volumen celular.

Palabras clave: clorofila, Espeletia, paramo, rubisco, pro-
teinas solubles, azucares solubles, area foliar especifica.
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