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RESUMEN

Castilleja fissifolia L.f. (Lamiales, Orobanchaceae) es un sufritice perenne, que se
encuentra asociado espacialmente a un gran nimero de especies vegetales en el paramo de

Piedras Blancas.

En este estudio demostramos que C. fissifolia L.f. actia como un hemiparasito no
especialista de al menos otras 44 especies de plantas y exponemos nuestras observaciones sobre

la facultatividad de estas relaciones parasiticas en el area de estudio.

Finalmente, analizamos algunas respuestas funcionales de individuos de C. fissifolia durante la

temporada humeda de 2017.

Encontramos que C. fissifolia fija carbono por la via autotréfica a tasas de asimilacion de
carbono que caen dentro del rango bajo reportado para plantas C; (6.18+1.43 pumol CO,
m~?s7!), aunadas a valores de y bastante negativos (-2.01 +0.18 MPa) y conductancias

2

estomaticas relativamente altas (190+60 mmol m~2.s ~!) en un rango amplio de Densidades de

flujo fotonico fotosintetico, (DFFF), en relacion con otras plantas de paramo.

Estos resultados sugieren que ademas de la via fotosintética, C. fissifolia suple parte de
sus requerimientos de carbono por la via heterotrofa, y mantiene un estado hidrico que permite

mantener un flujo neto de agua y solutos hacia el parasito.
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CAPITULO 1: Introduccién y Marco Teérico

En este capitulo presentamos las bases tedricas de nuestra investigacion, comenzando con
una sintesis del sindrome parasitico en plantas angiospermas, haciendo especial énfasis en el

haustorio como elemento central de las interacciones parasito-hospedador.

Describiremos varios aspectos generales de la biologia de C. fissifolia y presentaremos
los antecedentes de investigacion sobre la biologia de Castilleja y las interacciones
Castilleja-planta hospedadora en los Andes venezolanos. Luego discutiremos las caracteristicas
edaficas y climaticas de los paramos Andino y Altiandino en Venezuela, enfocadas en el paramo

de Piedras Blancas como ambiente extremo.

Finalmente, exponemos los objetivos e hipotesis sobre los que basamos este trabajo de

investigacion.
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1.1. El sindrome parasitico en plantas superiores

Sindrome

Del gr. ovvépous syndromé 'concurso’: Conjunto de sintomas caracteristicos de una condicion o
estado determinado.

La competencia por el agua y los nutrientes es una de las principales fuerzas modeladoras
de la evolucion de las plantas terrestres, por tanto, cualquier planta que se especializa en ‘robar’,
o de cualquier otra manera explotar los recursos obtenidos por otras plantas, obtiene una clara
ventaja competitiva en estos dos frentes (Joel et al. 2013). Las plantas parasitas son un claro
ejemplo del éxito de esta estrategia basada en el robo de recursos, la cual les ha permitido
establecerse en todos los ecosistemas del planeta, desde la tundra subantartica, arbustales y

sabanas, hasta en desiertos y bosques templados y tropicales (Press y Phoenix 2005).

Actualmente, se reconoce la presencia del sindrome parasitico en alrededor de 4500
especies de plantas repartidas en 275 géneros pertenecientes a 28 familias, lo que representa
aproximadamente el 1% de las plantas con semillas conocidas (Thorne 2002). El nimero de
familias en las que se reconoce la presencia del sindrome parasitico ha ido en aumento
recientemente, en parte gracias a que las familias Olacaceae y Santalaceae fueron subdivididas

luego de la realizacion de estudios moleculares (Malécot y Nickrent 2008; Nickrent et al., 2010).
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Aunque estudios moleculares han revelado que el sindrome parasitico ha evolucionado al
menos once veces en plantas angiospermas (Barkman et al. 2007), solo en la familia

Orobanchaceae se encuentran todos los tipos nutricionales conocidos en plantas parasitas:

Las hemiparasitas, que son plantas que retienen cierto grado de capacidad fotosintética,
aunque no necesariamente son autosuficientes en cuanto a la obtencion de carbono, y las
holoparasitas, que han perdido completamente la capacidad de soportarse mediante fotosintesis
(de Pamphilis y Palmer, 1990; Hibberd et al. 1998), y, por tanto, son completamente

dependientes de sus hospedadores.

Esta familia incluye a Lindenbergia, un género hermano de todas las Orobanchaceae
parasitas que no posee especies parasiticas (Young et al. 1999; Olmstead et al. 2001; Bennett et
al. 2006) y al género Striga, que es de altisima importancia econdémica en el Africa subsahariana,
donde afecta mas de 50 millones de hectareas de cultivos de maiz, arroz, sorgo y cafa de azucar,
causando alrededor de 3 mil millones de dolares anuales en dafios (Parker 2009). Existen ademas
numerosas especies raras consideradas en peligro de extincion, mientras que otras especies son
capaces de ejercer efectos positivos sobre la diversidad bioldgica en sus ecosistemas (Norton y

Carpenter 1998; Press y Phoenix 2005).

En el resto del reino vegetal, las familias que incluyen plantas parasitas estan compuestas
unicamente de especies parasiticas, excepto por Lauraceae y Convolvulaceae, en las que

solamente Cassytha y Cuscuta, respectivamente, actian como holoparasitos.

Tanto plantas hemipardsitas como holoparasitas son capaces de conectarse al sistema

vascular de sus hospedadores a través del tallo o de las raices. Existe consenso en que los
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parasitos que se conectan al tallo evolucionaron a partir de ancestros parasitos radiculares, y en la
familia Orobanchaceae, se ha observado que algunas especies pueden penetrar tanto raices como
rizomas (Weber 1976; 1993). Algunos autores distinguen ademas entre plantas parésitas
facultativas y obligadas y entre parasitas invasoras de xilema o floema (Raven 1983; Irving y
Cameron 2009). Alrededor del 90% de las plantas parasitas son hemiparasitos, y los parasitos

radiculares representan el 60% de todas las plantas parasitas.

Naturalmente, solo las plantas hemiparasitas pueden funcionar como parasitos
facultativos. Sin embargo, las plantas holoparasitas suelen existir como autétrofos por un periodo
mas o menos corto después de la germinacion, durante el cual subsisten tinicamente usando los
nutrientes almacenados en la semilla y/o realizando fotosintesis usando los cotiledones. Se ha
encontrado ademas que algunos individuos suficientemente robustos de parasitos como Nuytsia
floribunda (Santalales, Loranthaceae) tienen la capacidad de soportar periodos prolongados sin
asociacion parasitica, viviendo solamente de los nutrientes almacenados en sus tejidos (Finneran

y Hocking 1983).

1.1.1. El Haustorio

La capacidad de desarrollar haustorios (del latin haurire: beber u obtener de), es lo que

distingue a las plantas parasitas de las no parasitas. En las palabras de Kuijt (1969):

“El haustorio representa la esencia misma del parasitismo”

El término haustorio fue acufiado por A.P. de Candolle (1813), para describir el 6rgano

que establecia la conexion entre Cuscuta y sus hospedadores. El haustorio es un organo
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homologo de las raices -encontrado exclusivamente en plantas pardsitas- que provee una via de

conexion fisiologica entre pardsito y hospedador.

El modo de desarrollo de esta estructura establece diferencias clave entre los ciclos de
vida de las plantas hemiparasitas y holoparasitas. En Orobanchaceae holoparasitas, las plantulas
se desarrollan independientemente por un periodo muy corto, durante el cual desarrollan un
haustorio terminal a partir del meristema apical radicular y se vuelven receptivas a sefiales
quimicas emitidas por sus hospedadores compatibles. Si algiin hospedador es detectado, la

plantula crece hasta anclarse a la raiz de su hospedador (Figura 1).

Finalmente, el haustorio penetra e invade los tejidos de su hospedador durante su
desarrollo, conectandose con los elementos conductivos primarios de las raices invadidas. Una
vez que se han establecido conexiones efectivas con uno o varios hospedadores compatibles, el
parasito coordina la comunicacion entre ambos mediante el uso de sefiales quimicas que obligan
al hospedador a reconocer al parasito como un sumidero efectivo para los metabolitos que

produce.

En cambio, las hemiparasitas de la familia Orobanchaceae solo son capaces de desarrollar
haustorios laterales a partir de sus raices secundarias una vez que se han establecido
autotroficamente. Los haustorios laterales de las hemiparasitas son de menor longitud que los
haustorios terminales presentes en holoparasitas, y a menudo pueden encontrarse haustorios que
varian en su grado de madurez en una misma planta (Heide-Jorgensen y Kuijt 1995; Neumann et

al. 1999; Rumer et al. 2007).
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Figura 1. Ciclos de vida de Orobanchaceae holoparasitas obligadas y hemiparasitas facultativas.
Adaptado de Parasitic Orobanchaceae: Parasitic mechanisms and control strategies (Joel et al.
2013).

Durante muchos anos se asumidé que el xilema constituia la principal ruta para el
transporte de agua y nutrientes desde el hospedador hacia el parésito. Sin embargo, estudios
realizados por Coetzee y Finneran (1987), demostraron la existencia de un continuo apopléstico
en las interfaces de varios pares parasito-hospedador. En Tryphisaria pusilla (Lamiales,
Orobanchaceae), una planta filogenéticamente cercana a Castilleja, muchos haustorios carecen
completamente de puente xilematico o poseen elementos de xilema incompletos, pero todos
poseen un Organo intrusivo bien establecido con un area considerable para la translocacion

apoplastica de nutrientes (Heide-Jorgensen y Kuijt 1995).
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Los haustorios mas avanzados desde los puntos de vista anatdmico y fisioldgico son los
que contienen floema con elementos de tubo criboso muy cercanos a, o en conexidon con, los
elementos del floema del hospedador. Esto ha sido observado en algunas especies de Cuscuta

(Convolvulaceae), Castilleja y otras Orobanchaceae (Kuijt y Dobbins 1971).

1.2. Castilleja fissifolia L.f. (Lamiales, Orobanchaceae)

Castilleja Mutis ex L. f. es el género mas grande y ampliamente distribuido de plantas
hemiparasitas facultativas del continente americano. Estd compuesto por alrededor de 200
especies concentradas principalmente en el noreste de América del norte y México, incluyendo
un pequeiio grupo de menos de 30 especies distribuidas principalmente en los Andes centrales.
Este género representa taxondmicamente al subgrupo de la subtribu Castillejinae en el que la
mayoria de sus especies (~160) han evolucionado hacia el modo de vida perenne a partir de
clados de linajes anuales de otras Castillejinae (Tank et al. 2008). Dentro del género se han
descubierto especies poliploides y diploides, siendo la poliploidia una caracteristica comun entre

las Castilleja perennes.

Castilleja fissifolia L.f., es la especie tipo del género Castilleja. Es un sufrutice perenne
hemiparasito abundante en el paramo de Piedras Blancas (Mérida, Venezuela), distribuido desde
Costa Rica hasta Perq, entre los 1600 y los 4600 m snm (Bricefio et al., 2002; Pelayo, 2017).
Aunque sus flores suelen ser amarillas o rojas, pueden encontrarse morfotipos blanquecinos o

con combinaciones de los colores mencionados. Las plantas estan generalmente cubiertas de
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bracteas rojas en la zona apical de las ramas y sus frutos son cépsulas de 10-13 mm (Pelayo,

2017).

Los haustorios de Castilleja son considerados como algunos de los mas complejos entre
las plantas parasitas gracias a la presencia reportada de elementos de tubo criboso del floema en

su zona endofitica (Kuijt y Dobbins 1971).

1.2.1. La estructura de la interfaz Castilleja-hospedador

Como es el caso para otras especies hemiparasitas, las plantas del género Castilleja son
capaces de producir haustorios a partir de sus raices secundarias, pero también pueden producir
haustorios desde sus raices primarias aunque no son del tipo terminal. En estas plantas, el
desarrollo de los haustorios ocurre en respuesta a la deteccion de exudados alelopaticos emitidos

por potenciales hospedadores compatibles (Joel et al., 2013).

Los haustorios de Castilleja consisten de dos partes, una parte ectofitica que se mantiene
fuera de las raices del hospedador, y una parte endofitica que penetra al hospedador y representa
la interfaz fisiologica que media la relacion entre el parasito y el hospedador. La descripcion mas
completa de esta estructura en un miembro del género Castilleja fue realizada por Dobbins y
Kuijt (1973a y 1973b) utilizando microscopia electronica para estudiar la estructura de los
haustorios de Castilleja sulphurea Rydb. (Orobanchales, Orobanchaceae), la cual es resumida a

continuacion.

La seccion ectofitica de los haustorios de C. sulphurea Rydb. Se ve a simple vista como

un engrosamiento terminal de entre 1 a 3 mm de didmetro y consiste en una zona o plato
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xilemdatico, una zona parenquimatosa adyacente, una zona colenquimatica localizada

centralmente y una zona periférica cortical.

El endofito, que empieza su desarrollo a partir de las células parenquimaticas situadas
entre el nucleo colenquimatico y la corteza del haustorio, consiste de un tallo de células que

contienen lipidos y células digitadas en su extremo distal.

Esta zona endofitica contiene elementos de vasos que recorren toda la longitud de la
estructura. Las observaciones de Dobbins y Kuijt (1973b) sugieren que el hospedador es
penetrado en parte gracias a la disolucion enzimatica de sus células por parte del parasito. La
presion ejercida por las células del endofito en crecimiento durante la colonizacidon también
aplasta algunas células del hospedador, causando que los tejidos floematicos del hospedador se
vean obligados a disponerse en forma de bucle, y sus paredes celulares sean dobladas. Los
autores no observaron conexiones entre las paredes celulares del parasito y el hospedador, sin

embargo, los plasmodesmos observados dentro del endofito estan altamente ramificados.

Los elementos del xilema del parasito se encuentran conectados a los del hospedador
mediante la disolucion de las paredes celulares del hospedador o por la penetracion directa de
alguna cé¢lula digitada dentro de una célula xilematica del hospedador. Luego de la penetracion,

la célula penetrante se diferencia a un elemento de vaso.

Dobbins y Kuijt (1973b) fueron los primeros en reportar la presencia de elementos de
floema cercanos a la periferia de la interfaz parasito-hospedador y en los tejidos interiores del

endofito, con presencia de células acompanantes del floema en las adyacencias de las células de
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la corteza del hospedador, ademas de conexiones bordeadas de calosa entre los elementos de

tubo criboso y sus células acompafiantes.

1.2.2. El rango de hospedadores de Castilleja

Numerosas especies pertenecientes al género Castilleja son reconocidas como plantas
hemiparasitas facultativas (Press y Phoenix 2005; Bardgett et al. 2006; Quested 2008; Cameron
et al. 2009) que pueden “forrajear” creciendo selectivamente en una direccion especifica o
penetrando selectivamente las raices de los hospedadores al tocarlas (Pennings y Callaway

2002).

Aunque hasta el momento se han documentado interacciones parasiticas entre las plantas
del género Castilleja y mas de 100 especies distintas de hospedadores (Press 1998), no existe
consenso en cuanto al nimero de especies totales que sirven de hospedadores compatibles para
los parésitos del género, ya que es dificil determinar este tipo de relaciones en condiciones
naturales. A pesar de esto, se entiende que estas plantas pueden asociarse a una amplia gama de
especies en comunidades alpinas y montanas (Spasojevic y Suding 2010). Estudios conducidos
utilizando Castilleja indivisa en Texas, Estados Unidos, han demostrado que aunque puede
parasitar una amplia cantidad de especies, algunos de sus hospedadores tienen efectos positivos

mas fuertes sobre la productividad del hemiparasito que otros (Adler 2003).

A pesar de su importancia histdrica como especie tipo de su género, y de ser una de las
especies con mayor rango de distribucion del género Castilleja, no encontramos estudios sobre el

rango de hospedadores, la estructura de la interfaz C. fissifolia-hospedador, u otros aspectos del
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sindrome parasitico en C. fissifolia, por lo que éste estudio representa una mirada pionera a los

detalles de las relaciones parasito-hospedador en esta especie.

1.3. Antecedentes de investigacion: Castilleja fissifolia como elemento de la

vegetacion en los Andes Venezolanos

1.3.1. Plant functional traits along an old-field succession in the high tropical andes

(Rada et al. 2021).

En este estudio, los autores describieron algunos aspectos ecofisiologicos de Castilleja
fissifolia en la localidad de Gavidia entre los 3300 y 3800 m snm, encontrando que dado un valor
promedio de DFFF de 1000 umol m™s™, C. fissifolia posee los valores de asimilacién méaxima
de carbono mas bajos (4.1£0.14 umol m?s') y la segunda mayor conductancia estomatica
promedio (277.1£19.0 mmol m™.s™), de un total de 18 hierbas y gramineas estudiadas durante la
temporada de alta disponibilidad hidrica. La tnica otra planta con mayor conductancia

estomatica observada fue la graminea Agrostis trichodes (324.6+19.0 mmol m™.s™).

En este trabajo también se demuestra que C. fissifolia posee las menores tasas de
asimilacion de CO, por unidad de area foliar y por unidad de peso de todas las hierbas y
gramineas examinadas, ademas de poseer los potenciales hidricos en campo mas negativos de las
11 especies de plantas dicotiledoneas examinadas (-1.3£0.6 MPa), siendo superadas en este

aspecto solamente por gramineas presentes en la localidad.
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1.3.2. Linking patterns and processes through ecosystem engineering: effects of
shrubs on microhabitat and water status of associated plants in the high tropical

Andes (Ramirez et al. 2015).

En este estudio realizado en la localidad de Piedras Blancas, los autores encontraron que
C. fissifolia exhibia patrones positivos de interaccion (RII; Armas et al. 2004) con H.
laricifolium a 4300 msnm, siendo la unica especie con potenciales hidricos foliares en campo
significativamente mayores bajo la influencia de H. laricifolium, en comparacion con areas

abiertas (p = 0.0166).

Vale destacar que los autores mencionan que las hierbas Noticastrum marginatum
(Asteraceae) y C. fissifolia, ambas asociadas espacialmente de forma positiva con H.
laricifolium, poseian valores de potenciales hidricos foliares minimos y potenciales de punto de
pérdida de turgor promedios similares dentro y fuera de la cobertura del arbusto, lo que aunado a
sus valores de potenciales hidricos foliares minimos relativamente altos, sugieren que ambas
especies dependen de estrategias de evasion de la sequia para sobrevivir, hecho que sugiere que
el estado hidrico mas favorable desplegado por C. fissifolia podria ser producto de la presencia

de relaciones de parasitismo.

1.3.3. Relaciones espaciales y mecanismos de interaccion entre un arbusto
dominante (Hypericum laricifolium) y otras especies de plantas en el paramo

altiandino (Caceres et al. 2015).
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Céceres et al. (2015) mencionan que C. fissifolia “reviste cierta complejidad en los
términos de [su] investigacion”, debido a que el patron de asociacion espacial positiva (RII;
Armas et al. 2004) encontrado entre C. fissifolia € Hypericum laricifolium, sugiere la posibilidad
de que “las raices de C. fissifolia estén conectadas con las de H. laricifolium en la localidad de
Piedras Blancas, resaltando que “la falta de informacion acerca de este tipo de interacciones
parasiticas es generalizada a pesar de que los botanicos europeos del siglo antepasado fueron los

primeros en investigar esta caracteristica en €ste grupo de plantas”.

Parte de la complejidad mencionada por la autora, es atribuida al hecho de que C.
fissifolia, representd la unica excepcion a lo esperado en términos de su balance hidrico,
presentando valores de potenciales hidricos foliares en campo mas negativos bajo la copa del
arbusto, lo que la autora establece como una condicion hidrica “menos favorable”. También se
encontrd que C. fissifolia no posee areas foliares especificas significativamente mayores bajo la
influencia de H. laricifolium, y es ademas una de tres especies en las que se describio como
evidente la capacidad de acumular pigmentos fotoprotectores en las hojas, mostrando una
disminucién importante en la proporcién de hojas con compuestos fotoprotectores bajo la copa

del arbusto.

En conclusion, Céceres et al. (2015) sugieren que a pesar de ser percibidas como poco
importantes, es preciso “mejorar nuestra comprension de los aspectos mencionados en un género
de extensa distribucion geografica, y mas aun; en una especie tan comun en los paramos
venezolanos a lo largo de un considerable gradiente de distribucion altitudinal que va desde

2.000 hasta los 4.300 m de altitud (Bricefo et al., 2002).”
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1.3.4. Efecto de una roseta gigante (Coespeletia timotensis Cuatr.) sobre las
condiciones microambientales y la estructura de la comunidad en el Piaramo

Altiandino (Mora et al. 2016).

Segun estos autores, C. fissifolia esta asociada positivamente (RII; Armas et al. 2004) a la
roseta caulescente Coespeletia timotensis (Asteraceae), aumentando hasta en un 500% su
cobertura bajo la influencia de C. timotensis, considerando a C. fissifolia “[una de] las especies

que definen a la comunidad vegetal presente bajo la influencia de la roseta”.

1.4. Los paramos andino y altiandino sensu Monasterio (1980)

Se denomina paramo andino al bioma dominante sobre los 2800 y hasta
aproximadamente los 4000 msnm en la alta montafia neotropical, distribuido entre los 11°N
desde el macizo de Santa Marta en el norte de Colombia hasta los 8°S en el norte de Peru
(Monasterio 1980a), abarcando las secciones de la cordillera de los Andes presentes en Ecuador

y Venezuela. En este bioma la vegetacion presente cubre casi totalmente la superficie del suelo.

Por otra parte, se denomina paramo altiandino a la region morfoclimatica de alta
montafia que ocurre sobre los ~4000 msnm en el neotropico. Los elementos de delimitacion de
esta unidad ecoldgica son las huellas dejadas por los eventos glaciales ocurridos durante el
cuaternario, la evidencia de morfogénesis periglacial producida por el régimen climatico actual,
y un mayor porcentaje de suelo sin cobertura vegetal en comparacion con la unidad paramo

andino.
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Ambos tipos de paramo estdn expuestos a elevada radiacion solar, en conjunto con bajas
presiones de saturacion de vapor de agua y la oscilacion extrema de las temperaturas
atmosféricas y de la capa superior del suelo. El régimen térmico en los paramos andinos se
caracteriza por experimentar altas temperaturas durante el dia que pueden caer por debajo del
punto de congelacion del agua durante la noche, por lo que ha sido descrito como de “verano en

el dia e invierno en la noche” (Hedberg, 1964).

El aumento de la severidad de estos factores climaticos suele estar correlacionado
positivamente con el aumento de la elevacion (Azocar y Rada 2006), variando en mayor grado
en ciclos circadianos, pero manteniéndose relativamente constantes durante el afio (Sarmiento

1986).

Con respecto a lo hidrico, los paramos varian mucho en regimenes de precipitacion y en
humedad atmosférica (Monasterio 1980b; Sarmiento 1986), dependiendo de la altitud y
orientaciéon de cada localidad. En las vertientes influenciadas por el patrén ecuatorial, las
precipitaciones ocurren en un régimen bimodal, mientras que en paramos influenciados por los

vientos alisios, las precipitaciones ocurren en un régimen unimodal.

Esta alta heterogeneidad abiotica, caracteristica de los paramos, genera una alta
diversidad de habitats entre los que se pueden encontrar desde bosques parameros, pastizales
parameros, pajonales parameros, paramos de rosetal y arbustal, y bosques altimontanos, hasta
paramos desérticos y desiertos periglaciales (Monasterio 1980a), en los que la cobertura vegetal

es casi inexistente debido a la ausencia de agua liquida durante casi todo el afio. Cada uno de
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estos pisos altitudinales estan delimitados por los patrones de precipitacion a los que estan

sometidos, dependiendo si se encuentran en vertientes secas o himedas.

Segun Korner (1999), los suelos de las zonas alpinas suelen ser jovenes y sin estructura
definida, ya que son regularmente alterados por movimientos de masa, erosion y la alta
frecuencia de heladas. En el piso andino se encuentran principalmente suelos de tipo Inceptisol,
Entisol, e Histosol (Malagén 1982), humicos de color oscuro, dcidos y pobres en nutrientes

(Azocar y Rada 2006).

Los contenidos de materia organica y humedad en el suelo son mayores en los niveles
altitudinales inferiores del paramo, disminuyendo en cantidad al aumentar la altitud debido a las
reducciones paulatinas de la cobertura vegetal, de la profundidad de la capa de raices en el suelo,
y de la produccién de biomasa anual. Cotteaux et al. (2002), encontraron que los aumentos en
las cantidades de carbono total en el suelo estaban inversamente correlacionados con el
incremento de la altitud en la interfaz paramo andino/paramo altiandino. Vale la pena acotar que
estas variables pueden estar sometidas a cambios locales debido a la heterogeneidad climatica

expuesta anteriormente.

El congelamiento del agua empieza a tener efectos importantes sobre la estructura del
suelo a medida que aumenta la altitud. En zonas donde el agua sufre ciclos frecuentes de
congelamiento-descongelamiento, aumenta el contenido de rocas y arena, y disminuye la
produccion de materia orgénica, por lo que a partir de los ~4000 msnm aparecen suelos rocosos y

poco profundos, caracteristicos del paramo altiandino.
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1.4.1 El Paramo de Piedras Blancas Como area de estudio y ambiente extremo

El paramo de Piedras Blancas se encuentra en el valle alto del rio Chama, en una zona
influenciada por el clima seco del bolson semidrido de Mucuchies. Esta localidad representa la
zona mas arida de la alta montafia venezolana, con un patrén unimodal de precipitaciones, que
alcanzan valores maximos entre 600 y 800 mm durante los 4 meses de la estacion seca de

diciembre a marzo, y temperaturas medias anuales entre -2 a 2.5 °C (Ataroff y Sarmiento, 2003).

Malagon (1982), clasifico los suelos de Piedras Blancas, sector Pico el Aguila (~4118
msnm) como Inceptisoles, que poseen estructuras muy poco estables debido a la presencia de
afloramientos rocosos, un manto movil de solifluxion de ~7 cm de profundidad, y un horizonte B
estructurado, producto de los procesos periglaciales que han ocurrido en la zona. Pérez (1991)
reporta contenidos bajos de materia organica en Piedras Blancas, de aproximadamente 2% en los

primeros 5 cm del suelo.

La altisima incidencia de radiacion y el bajo contenido de humedad atmosférica hacen
que la amplitud térmica experimentada por las plantas del lugar a nivel del suelo y a 10 cm de
profundidad, sea de hasta 50 °C y 10 °C, respectivamente, en dias despejados. En esta localidad
las nevadas son comunes durante la estacion humeda, pero suelen ser de corta duracion

(Sarmiento 1986) debido al rapido aumento de la temperatura en las primeras horas del dia.

El efecto conjunto de todas las caracteristicas edaficas y climaticas descritas imponen
limitaciones importantes sobre el establecimiento y crecimiento de la vida vegetal en el paramo
de Piedras Blancas, que las especies de plantas del lugar han evolucionado para sortear mediante

una amplia gama de adaptaciones morfologicas y fisioldgicas.
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La capacidad de evadir o soportar el congelamiento es una de las caracteristicas
esenciales de las plantas presentes en Piedras Blancas. Estas adaptaciones deben ser
permanentes, ya que no existe una temporada de crecimiento definida y el congelamiento puede

ocurrir en cualquier noche del afio, especialmente en el paramo altiandino (Caceres, 2011).

Durante la temporada de lluvias, la incidencia de radiacion solar puede alcanzar valores
muy bajos durante periodos prolongados, los cuales aunados a temperaturas bajas pueden afectar
negativamente la asimilacion de carbono y el crecimiento (Sarmiento, 1986). Al mismo tiempo,
las plantas establecidas en Piedras Blancas deben ser capaces de adaptar y proteger sus aparatos
fotosintéticos a cambios bruscos en la incidencia de radiacion solar, ya que en las mafanas y
durante la temporada seca los niveles de radiacion son de los mas altos registrados a nivel

mundial (Céceres 2011).

Estas constantes condiciones ambientales extremas influyen a gran escala sobre la
estructura vertical y horizontal de la vegetacion, la cual restringe espacialmente a la vegetacion a
mosaicos intercalados entre grandes extensiones de suelo desnudo o rocoso, que varian entre
50% y 90% de cobertura dependiendo del sitio (Monasterio 1979). Las condiciones propias del
ambiente en Piedras Blancas restringen ademas la diversidad morfolégica y de modos de vida
posibles para las plantas que sobreviven en la localidad. Con pocas excepciones, las plantas
vasculares de este tipo de biomas son: rosetas acaules perennes, cojines, gramineas en macolla o
arbustos pequenos (Korner y Larcher 1988) o rosetas caulescentes gigantes. Las rosetas acaules y
los cojines alcanzan las mayores altitudes, siendo el limite superior de distribucion de plantas

vasculares de alrededor de 4700 m snm en estas regiones (Azo6car y Rada 2006).
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Todas las actividades concernientes a este trabajo de investigacion fueron realizadas en
tres localidades situadas a lo largo del camino via Pifiango, entre los 4250 y 4300 m snm, en el
paramo de Piedras Blancas. Esta zona esta descrita como un ambiente seco (Monasterio 1980a).
Todos los sitios seleccionados comparten la presencia de poblaciones importantes de Castilleja

fissifolia L.1.
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1.5. Objetivos e Hipotesis

1.5.1. Hipotesis

e Ya que las plantas pertenecientes al género Castilleja han sido descritas como
hemiparasitas, C. fissifolia debe incurrir en relaciones de parasitismo en el sitio de
estudio.

e Puesto que se ha descrito que las plantas pertenecientes al género Castilleja son parasitos
facultativos, C. fissifolia debe incurrir en relaciones de parasitismo de forma facultativa
en el sitio de estudio.

o (. fissifolia debe poseer un perfil de respuestas ecofisiologicas (Altas conductancias
estomaticas, bajas tasas de asimilacion de carbono y potenciales hidricos mas negativos)

que permitan la toma de recursos de sus potenciales hospedadores.

1.5.2 Objetivos

e Determinar si C. fissifolia incurre en relaciones de parasitismo en el sitio de estudio.

e Establecer si las relaciones parasito-hospedador establecidas por C. fissifolia son de
naturaleza obligatoria o facultativa en el sitio de estudio.

e Describir el sindrome parasitico de C. fissifolia en el sitio de estudio a través de la

medicion de variables ecofisioldgicas en individuos adultos.

29



CAPITULO 2. Relaciones Castilleja fissifolia-hospedador en el Paramo de

Piedras Blancas

En este capitulo explicaremos las metodologias empleadas para determinar la presencia
de relaciones Castilleja-hospedador en el sitio de estudio y presentaremos los resultados

obtenidos.

2.1. Métodos

2.1.1. Sitio de Estudio

Todas las actividades expuestas en este trabajo de investigacion fueron realizadas en tres
localidades situadas a lo largo del camino entre 4250 y 4300 msnm en el paramo de Piedras
Blancas, via Pinango. Esta zona esta descrita como un gradiente altitudinal seco (Monasterio
1980a). Todos los sitios seleccionados diferian cualitativamente en cobertura vegetal, y

pendiente:

e FEl sitio numero 1 (N 08°52' 11.8" ; W 070°50' 42.7"), situado a 4256 m snm, poseia la
menor cantidad de cobertura vegetal. El suelo de esta localidad es altamente pedregoso, y

con una pendiente poco pronunciada.
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e El sitio nimero 2 (N 08°52' 10.2"; W 070°50' 39.1"), situado a 4238 m snm, poseia la
mayor cantidad de cobertura vegetal, aunque también poseia una gran cantidad de rocas
en el suelo. La pendiente en esta localidad también es poco pronunciada.

e El sitio namero 3 (N 08°52' 41.4"; W 070°51' 41.0"), situado a 4249 m snm, en una
localidad donde aproximadamente la mitad del area delimitada estaba situada sobre una
planicie poco pedregosa con cobertura media donde se encontraba un humedal, con la
otra mitad situada sobre una colina con una pendiente bien pronunciada, suelo arenoso y

cobertura vegetal escasa.

En todos los sitios se observo la presencia de poblaciones importantes de Castilleja
fissifolia L.f., Hypericum laricifolium, cojines del género Aciachne y numerosos individuos de
Rumex acetosella, pero interesantemente diferian en cuanto a la presencia de otros elementos
caracteristicos de la vegetacion de paramo altiandino, como lo son individuos adultos de
Espeletia schultzii y Coespeletia timotensis: En el sitio 1, so6lo se encontraron individuos adultos
de E. schultzii, mientras que en el sitio 2 se encontraron individuos adultos de ambas especies, y

en el sitio 3 sélo se encontraron individuos adultos de C. timotensis.

2.1.2. Determinacion de la existencia de relaciones parasiticas Castilleja

fissifolia-hospedador en el Paramo de Piedras Blancas

Para este fin se escogieron de manera aleatoria 10 individuos adultos de C. fissifolia en
etapa reproductiva (con flores viables visibles) y mayores a los 60 cm de altura por sitio, a partir

de los cuales establecimos unidades de muestreo compuestas por el bloque de suelo de aprox.
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60x40x30 cm (0.072 m’) excavado alrededor de cada individuo de C. fissifolia, para un total de
30 bloques, con un volumen total aproximado de 2.16 m’ de suelo. Cada unidad muestral

contenia la bola intacta de raices de las plantas presentes, asi como todas sus partes aéreas.

Los bloques de suelo fueron transportados hasta el laboratorio, en donde cada uno de
ellos fue cuidadosamente examinado a mano separando las raices de la tierra circundante,
cuidando de mantener intactas las raicillas de todas las plantas presentes al estilo de Piehl (1963)

y Musselman y Mann (1978).

Se identificaron las especies presentes, y se sefialaron las interfaces
Castilleja-hospedador encontradas, definidas como las instancias donde se observo la presencia

de haustorios de C. fissifolia anclados a las raices de sus potenciales hospedadores compatibles.

Vale la pena acotar que en el caso de plantas que producen varios ramets por génet, como

Rumex acetosella, se tratdo cada rdmet como un génet.

Se guardd6 en solucion fijadora por lo menos una instancia de interfaz C.
fissifolia-hospedador por cada par de plantas, consistente de porciones de raiz del hospedador
con haustorios maduros de C. fissifolia adheridos a su superficie, como evidencia anatdmica de

la existencia de cada interfaz C. fissifolia-hospedador.

2.1.3. Analisis de datos

Se registraron las abundancias de interfaces Castilleja-hospedador, las cuales se

presentan por sitio, junto con diagramas de rango-abundancia para las especies totales
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observadas, presentando también abundancias relativas y diagramas de rango-abundancia para

las formas de vida vegetales parasitadas por C. fissifolia.

Se realizaron analisis de ordenamiento multidimensional no métrico (MDS), utilizando
transformaciones de raiz cuadrada y el indice de Bray-Curtis como medida de disimilaridad con
el fin de comparar las comunidades vegetales asociadas a los individuos de C. fissifolia,
seleccionando el sitio de muestreo como factor de comparacion. Los resultados del andlisis de
coordenadas principales (PCA) fueron sometidos a PERMANOVA de una via (PERMANOVA+
for Primer 6.0, Anderson et al. 2008) para establecer si existian diferencias significativas entre
las comunidades vegetales asociadas a C. fissifolia, utilizando el sitio de muestreo como factor
de comparacion. Para las pruebas de PERMANOVA, el numero de permutaciones seleccionado

fue de 9999, y la probabilidad de error tipo 1 fue configurada a 95% (a=0.05).
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2.2. Resultados

Usando esta metodologia, se logré demostrar la existencia de relaciones parasiticas
Castilleja fissifolia-hospedador en el sitio de estudio, mediante la observacion directa de

haustorios de C. fissifolia anclados sobre la raiz de al menos 44 especies vegetales hospedadoras.

2.2.1. Rango observado de potenciales hospedadores de C. fissifolia

En total se analizaron 1784 génets, a partir de los cuales se identificaron un total de 44
especies de plantas (ver Tabla 1) susceptibles de ser parasitadas por C. fissifolia pertenecientes a

33 géneros repartidos en 16 familias de plantas distintas que incluyen monocotiledoneas,

dicotiledoneas y una especie de helecho.

e En el Sitio 1 se analizaron 471 génets, identificando asociaciones parasiticas C.
fissifolia-hospedador con el 19.7% (93) de génets presentes pertenecientes a 21 especies
diferentes, que representaban el 70% del total de 30 especies encontradas en el sitio.

e En el Sitio 2 se analizaron 557 génets, identificando asociaciones parasiticas C.
fissifolia-hospedador con el 17.2% (96) de génets presentes pertenecientes a 24 especies
diferentes, que representaban el 70.6% del total de 34 especies encontradas en el sitio.

e En el Sitio 3 se analizaron 756 génets, identificando asociaciones parasiticas C.
fissifolia-hospedador con el 17.9% (135) de génets presentes pertenecientes a 28 especies

diferentes, que representaban el 82.4% del total de 34 especies encontradas en el sitio.

34



Tabla 1. Abundancias
relativas de génets
pertenecientes a especies
donde se encontraron
interfaces C. fissifolia-
hospedador junto a sus
respectivas familias en el
paramo de Piedras
Blancas.
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2.2.2. Diagramas de Rango-Abundancia

En la figura 2 se presenta el diagrama de rango-abundancia para las especies identificadas
como potenciales hospedadores compatibles de C. fissifolia a 4300 m snm en el paramo de
Piedras Blancas. Las especies estan ordenadas de acuerdo a las abundancias relativas de génets
identificados como potenciales hospedadores compatibles de C. fissifolia. A fines de nuestro

analisis se consideraran las abundancias como indicadores indirectos de la cobertura.

La hierba invasora Rumex acetosella es la especie con la mayor abundancia relativa
(38.27%) de génets hospedadores de C. fissifolia en el paramo altiandino. Es importante destacar
que el 48.77% de los génets identificados como potenciales hospedadores compatibles de C.

fissifolia pertenecen a especies raras, presentes en abundancias relativas menores al 5%.
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Viulpia myuros 1
Vulpia australis 1
Sisyrrinchim jamesonii
Senecio formosunt 1
Oxylobus glandulifera s
Luciliocline longifolia 1
Hypericum juniperinum 1
Hinterhubera ericoides 1 0.31
Festuca fragilis 1
Echeverin bicolor s
Carex brachycalmma 1
Calandrinia sp. s
Calamagrostis mulleri 1
Agrostis sp. 1
Luzula racemosa  m 0,62
Agrostis tolucensis = .62

Sysirinchium tinctorium = (.93
Senecio funckii = (.93
Castilleja fissifolin = (.93
Calamagrostis fuscata = 0.93
Bartsia sp. = 0,93
Acaulimalva acaulis = 0.93
Pentacalin imbricatifolin 1.23

Ophioglossum crotalophoroides
Hypericum laricifolium
Coespeletia timotensis

Carex sp.

Agrostis breviculmis

Aa paleacene

Jrprrnernnnia
5

Lupinus jahnii
Hypochaeris sp 1.54
Conyza sp. 1.85
Carex columanthiis 1.85
Azorella julinnii 1.85

Agrostis jahnii w185
Gnaphallium sp. w216
Espeletia schultzii w2 47
Lachemilla sp. wesm 278
Oenothera epilobii w3 4()
Aciachne sp. w370
Calamagrostis heterophylln 4,01
Belloa radians s 525
Geraniuni sp.  w— 7 77
Rumex acetosella

38.27
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00

Figura 2. Diagrama de rango-abundancia de génets pertenecientes a especies identificadas como

potenciales hospedadores de C. fissifolia en el paramo de Piedras Blancas. Las especies estan
ordenadas de acuerdo a las abundancias promedio.
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2.2.4. Analisis Multivariado de Ordenacion

Se realizaron andlisis de ordenamiento multidimensional no métrico (MDS) de dos
dimensiones para comparar las estructuras de abundancias observadas de especies identificadas

como potenciales hospedadores compatibles de C. fissifolia.

Para este fin se construyé una matriz de densidades (nimero de génets pertenecientes a
especies hospedadoras de C. fissifolia por m* de terreno), a partir de la cual se calculd una matriz
de disimilaridad utilizando Bray-Curtis como métrica de disimilaridad y el sitio de muestreo
como factor de comparacion (ver Figura 2). Todos los calculos fueron efectuados empleando el

software Primer 6.0.

En la figura 3 se presenta el Diagrama de Ordenamiento Multidimensional no métrico
(MDS) de las 30 unidades de muestreo. Puede observarse que, aunque se percibe cierta
variabilidad, esta no puede atribuirse a la existencia de diferencias notables entre las estructuras

de abundancias de especies asociadas a C. fissifolia entre sitios de muestreo.

Finalmente, la matriz de disimilaridad de Bray-Curtis obtenida a partir del andlisis
anterior fue sometida a un PERMANOVA de una via (PERMANOVA+ for Primer 6.0, Anderson
et al. 2008), el cual reveld6 que no existen diferencias significativas entre las comunidades
vegetales asociadas a C. fissifolia encontradas en cada sitio de muestreo (Pseudo F=1.244;

p=0.199).
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Figura 3. Diagrama de ordenamiento multidimensional no métrico (MDS) de las 30 unidades de
muestreo, basado en las matrices de densidad de génets pertenecientes a especies identificadas
como potenciales hospedadoras de C. fissifolia en el paramo de Piedras Blancas (n=1784).
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2.3. Discusion

2.3.1. El Rango de hospedadores de Castilleja fissifolia en el Paramo de Piedras

Blancas

Los resultados de este trabajo de investigacion permiten afirmar que C. fissifolia incurre
en relaciones de parasitismo en el sitio de estudio. Se logré detectar la presencia de interacciones
Castilleja fissifolia-hospedador en un total de 44 especies de plantas vasculares, incluyendo a 25
especies de plantas eudicotiledoneas, 18 especies de monocotiledoneas y una especie de
pteridofita pertenecientes a 16 familias distintas (ver Tabla 1), dispuestas en ensambles que no
presentaron diferencias entre sitios. No se realizaron andlisis para determinar si existian

diferencias entre los ensambles de hospedadores por unidad de muestreo.

Estos resultados representan el rango de hospedadores mas amplio descrito por
observacion directa (Piehl 1963; Musselman y Mann 1978) para cualquier especie del género

Castilleja del que se tenga conocimiento hasta el momento de la redaccion de este documento.

La capacidad de establecer relaciones parasiticas con tan diversa variedad de especies
vegetales que no comparten otras caracteristicas, excepto el solapamiento de sus rangos de
distribucion con C. fissifolia, nos lleva a proponer que la especie se comporta como un parasito
generalista. Sin embargo, es importante considerar que este rango de hospedadores observado

pudiese ser distinto al rango de hospedadores reales, debido a varios aspectos claves:

La morfogénesis de los haustorios laterales de los hemiparésitos como Castilleja es

disparada por la presencia de una variedad de exudados alelopaticos emitidos por las raices de
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sus hospedadores compatibles (Joel et al. 2013). El ambiente subterrdneo observado durante
nuestro estudio se caracteriza por el solapamiento de las bolas de raices de todas las especies

adyacentes en cada unidad de muestreo.

Estos hechos sugieren que las bolas de raices de todos los parasitos examinados para esta
investigacion estan sumergidas en un coctel molecular que pudiese elicitar el desarrollo
inespecifico de haustorios, lo que podria traer como consecuencia que C. fissifolia ataque
virtualmente a cualquier planta que crezca en su area de influencia, incluyendo a hospedadores
que podrian no ser los mas adecuados o incluso sean incompatibles. Es importante establecer el
grado en el que los haustorios de C. fissifolia logran penetrar y asociarse efectivamente al tejido
vascular de los hospedadores observados, para establecer con mayor autoridad el rango real de

hospedadores de la especie.

La hierba invasora Rumex acetosella es la especie mas atacada por C. fissifolia en el
paramo de Piedras Blancas, presentando la mayor abundancia relativa (38.27%) de génets
parasitados. Es importante destacar que una gran parte (48.77%) de los génets identificados
como hospedadores de C. fissifolia pertenecen a especies presentes en abundancias relativas
menores al 5%. Ademads, casi todas estas especies raras producen vastagos notablemente mas
pequefios que los del parasito. No se realizd ningiin andlisis para determinar si las frecuencias
observadas de establecimiento de interfaces C. fissifolia-hospedador responden a la preferencia

del parasito por alguna especie.
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2.3.2. Consideraciones sobre las porciones observables del haustorio de Castilleja
fissifolia

Las porciones ectofiticas de los haustorios observados para esta especie estaban
compuestas de una estructura globular, aparentemente glabra, de entre 1 y 4 mm de longitud,
presumiblemente por haber sido observados durante distintas fases de su desarrollo. Aunque los
haustorios observados de C. fissifolia eran glabros, podria ser necesario verificar esto al
microscopio, ya que se ha encontrado que la presencia de pelos radiculares es comun para
distintas especies de Agalinis, Pedicularis y Castilleja (Piehl 1963, Dobbins y Kuijt 1973a,

Samira et al. 2001, Montes et al. 2015).

C. fissifolia es capaz de generar haustorios en cualquier seccion de sus raices secundarias,
como unidades tnicas o dispuestas en grupos de dos o mas, separadas por un segmento corto de
raiz de entre 1 y 3 mm al estilo de un rosario (ver Figura 4). Estos tamafos observados para las
porciones ectofiticas de los haustorios de C. fissifolia son similares a los reportados para C.
lutescens 'y C. cusickii, los cuales son en promedio de 1 mm y 2 mm de longitud,

respectivamente (Dobbins y Kuijt 1973a).

En la mayoria de los pares C. fissifolia-hospedador obtenidos en cantidades suficientes,
se encontraron multiples conexiones haustoriales por ramet hospedador, consistente con lo
reportado en la literatura (Heide-Jorgensen y Kuijt 1995, Neumann et al. 1999, Rumer et al.
2007). La capacidad observada de ésta especie de atacar simultdneamente a varias especies de
plantas anuales y perennes, en distintas etapas de sus ciclos de vida sugiere que los individuos de

C. fissifolia son capaces de producir haustorios durante toda su existencia, aunque en este estudio

42



no demostramos si una vez establecidos, estos haustorios se mantienen anclados
permanentemente a su hospedador o son renovados con cierta frecuencia. Este comportamiento
de parasitismo simultdneo a multiples especies podria estar sugiriendo que el parasito obtiene
diferentes nutrientes de distintos hospedadores, como se ha demostrado para Odontites verna

(Orobanchaceae; Govier et al. 1967).

Figura 4. Haustorios de C. fissifolia anclados a raices de Hinterhubera ericoides (Asterales,
Asteraceae). Foto de diciembre 2017.
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2.3.3. Interacciones Castilleja fissifolia-hospedador notables

Durante este estudio se verifico la presencia de haustorios de C. fissifolia anclados a las
raices de las especies que historicamente han sido estudiadas en Piedras Blancas, como lo son las
rosetas caulescentes de los géneros Espeletia Mutis y Coespeletia Cuatr., el arbusto Hypericum
laricifolium Juss., la hierba fijadora de nitrégeno Lupinus jahnii Rose, los tabacotes amarillo y
morado Senecio funckii Sch. Bip y Senecio formosus H.B.K, y la hierba invasora Rumex

acetosella L.

Como resultado de esta investigacion hemos descubierto las primeras instancias
reportadas de relaciones parasito-hospedador entre una planta de la familia Orobanchaceae y
miembros pertenecientes a la familia Orchidaceae y al orden Pteridophyta. En nuestro caso
hemos encontrado la existencia de interfaces Castilleja fissifolia-hospedador en la especie de
orquidea Aa palacea Kunth (Figura 5) y el helecho acuético Ophioglossum crotalophoroides

Walter.

Ademas, reportamos que C. fissifolia posee la capacidad observada de funcionar como
epiparasito sobre individuos del género Bartsia (Lamiales, Orobanchaceae). Al parecer esto
constituye también el primer reporte de relaciones parasiticas entre plantas pertenecientes a estos
géneros. Finalmente, encontramos haustorios de C. fissifolia anclados a otros individuos de su

misma especie, asi como a si mismos.
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Figura 5. Haustorios de C. fissifolia anclados a raices de Aa paleacea Kunth (Asparagales,
Orchidaceae). Foto de diciembre 2017.

2.3.4. Facultatividad de las relaciones parasiticas Castilleja fissifolia-hospedador en

el Paramo de Piedras Blancas

Como parte de las fases iniciales de este trabajo de investigacion, se creia
incorrectamente que era posible encontrar individuos de C. fissifolia que fuesen capaces de
existir naturalmente en ausencia de relaciones parasiticas con otras especies. Esfuerzos de
prospeccion realizados antes y durante la ejecucion de este trabajo no permitieron encontrar
individuos de C. fissifolia creciendo en ausencia de posibles hospedadores compatibles en

condiciones naturales.
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Posteriormente a los intentos de encontrar individuos aislados de C. fissifolia mediante
prospeccion, se intento realizar la remocion de la parte aérea de plantas adyacentes a individuos
de C. fissifolia seleccionados por encontrarse relativamente (aunque no completamente) aislados
de plantas de mas de 10 a 15 cm de altura, excavando ademas zanjas circulares de aprox. 10 cm
de profundidad, con el fin de intentar evitar el restablecimiento de conexiones haustoriales con
plantas fuera de la zona manipulada. Este experimento no rindi6 los resultados esperados, ya que
las tasas de germinacidn y recambio de plantas con rizomas tipo Rumex acetosella, son muy altas
y se encontraron numerosos individuos de distintas especies creciendo en las adyacencias de los
individuos seleccionados de C. fissifolia a menos de dos semanas de realizar las manipulaciones

experimentales.

En un ultimo intento de obtener plantas aisladas de posibles hospedadores compatibles,
se excavaron cuidadosamente 5 individuos adultos de C. fissifolia los cuales fueron replantados
en bolsas de polietileno linear de baja densidad de 25 litros de capacidad, cuidando de no dafiar
la rizosfera y de dejar fuera de la bolsa cualquier otra planta. Todos los individuos de C. fissifolia
excavados murieron por marchitamiento a los pocos dias de ser manipuladas, excepto una que se
encontrd viva casi un afo después con numerosos individuos de Rumex acetosella creciendo en
la bolsa, lo que lleva a pensar que algunos individuos de C. fissifolia relativamente robustos
pueden resistir el detenimiento abrupto de la obtencion de recursos por la via heterotrofica,
presumiblemente mediante la pérdida controlada de parte de su biomasa hasta tener

hospedadores nuevos a su disponibilidad.
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Adicionalmente, durante la etapa de determinacién del rango de hospedadores de C.
fissifolia, se encontraron plantulas de C. fissifolia recién germinadas ancladas via sus haustorios

a raices de cojines del género Aciachne (ver Figura 6).

De acuerdo a Joel et al. (2013), una de las diferencias claves entre holoparasitos y
hemiparasitos de la familia Orobanchaceae es que en Orobanchaceae holoparésitas, las plantulas
se desarrollan independientemente por un periodo muy corto, después del cual deben anclarse
rapidamente a un hospedador compatible o morir, mientras que las Orobanchaceae hemiparasitas

solo son capaces de desarrollar haustorios una vez que se han establecido autotréficamente.

La severidad de las condiciones ambientales dominantes en el paramo de Piedras Blancas
podria estar ejerciendo presiones selectivas sobre las poblaciones de C. fissifolia, obligando a las
plantas de la zona a adquirir un modo de vida mas parecido al de Orobanchaceae holoparasitas
obligadas, lo cual se ve reflejado en el acortamiento de la duracion de la fase independiente
post-germinacion, en la alta dificultad de obtener plantas natural o artificialmente aisladas, y en

la aparentemente baja dependencia de la via autotrofica para la obtencion de carbono.
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Figura 6. Plantulas de C. fissifolia ancladas a raices de Aciachne sp. (Poales, Poaceae); a:
Plantulas de C. fissifolia; b: Raices de Aciachne sp; dentro de los circulos: Haustorios de
Castilleja. Foto de diciembre 2017.
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CAPITULO 3: Aspectos Ecofisiologicos de las Relaciones

Castilleja-hospedador en el Paramo de Piedras Blancas

En este capitulo se introduciran algunos elementos teodricos sobre la ecofisiologia de
plantas pardsitas. Luego se explicaran las metodologias empleadas para el estudio de variables
ecofisiologicas relacionadas con el intercambio de gases y relaciones hidricas de C. fissifolia en

el area de estudio.

Finalmente, se expondrd un analisis de los resultados previos obtenidos para las mismas
variables por otros investigadores en plantas de C. fissifolia, con el fin de describir las relaciones
Castilleja-hospedador observadas en Piedras Blancas en el contexto de las respuestas

ecofisiologicas de C. fissifolia.
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3.1 Ecofisiologia de Plantas Parasitas

Los procesos fisioldgicos entre parésitos y hospedadores son determinantes claves para el
desempefio y el fitness del parasito, y pueden incluso ejercer efectos indirectos a nivel
comunitario, en plantas no hospedadoras, micorrizas, herbivoros y polinizadores (Press y

Phoenix 2005).

3.1.1 Relaciones Hidricas y Conductancias Estomaticas

Una caracteristica ecofisioldgica sobresaliente de la mayoria de plantas parasitas es el
mantenimiento de elevadas tasas de transpiracion, las cuales tipicamente exceden las del
hospedador por un orden de magnitud y se encuentran hacia los valores maximos observados en

angiospermas.

En algunas especies como Amyema linophyllum (Santalales, Loranthaceae) (Davidson et
al. 1989) y Phtirusa maritima (Santalales, Loranthaceae; Goldstein et al. 1989) y multiples
Orobanchaceae hemiparasitas radiculares (Press et al. 1988; Shah et al. 1987), las tasas de
transpiracion nocturna son mucho mayores que las del hospedador, lo que indica que estas

plantas son capaces de extraer agua de su hospedador tanto en el dia como en la noche.

Estudios en Striga hermonthica y S. asiatica (Orobanchales, Orobanchaceae) han
demostrado ademas que el déficit hidrico tiene un efecto muy pequefio sobre la conductancia

estomatica, observandose que en éstas especies no se ve un cierre permanente de los estomas
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hasta que el contenido relativo de agua en las hojas se reduce hasta alrededor del 70% (Press et

al. 1988).

Este atributo es comun en parasitos de tallo (Fisher, 1983; Ullmann et al. 1985) y raiz
(Press et al. 1988) en regiones subarticas, templadas y tropicales. Las tasas de transpiracion en
plantas parasitas, aunadas a las respuestas débiles observadas de los estomas a la irradiacion y el
déficit hidrico podrian ser caracteristicas generales de los parasitos con hojas. El mecanismo que

explica este aparente desacoplamiento entre los estomas y el ambiente es desconocido.

Estas caracteristicas ecofisioldgicas son esenciales para mantener un gradiente de
potencial hidrico foliar que facilita el flujo de recursos hacia el parésito. Estudios comparativos
de potenciales hidricos entre parasitos y hospedadores en una amplia gama de especies y
condiciones ambientales han encontrado que los potenciales de los parasitos tienden a ser mas

negativos que los de su hospedador (Scholander et al. 1965; Fisher 1983).

Estos potenciales hidricos observados en plantas pardsitas estan muy comunmente
asociados a altas osmolaridades; tipicamente, muchas especies de plantas parasitas poseen altas
concentraciones de iones inorganicos en sus tejidos, particularmente potasio (Lamont 1983; Popp
1987; Pate et al. 1989). La suma de cationes hidrosolubles en hojas de Viscum album (Santalales,
Santalaceae) se encuentra en el rango entre 300 y 900 mol. m>, siendo las concentraciones
mayores en las hojas mas viejas (Popp 1987). Ademas, altas concentraciones de carbohidratos
solubles como el manitol han sido reportadas en parasitos de la familia Orobanchaceae (Nour et
al. 1984; Press et al. 1988; Wegmann 1986), las cuales se presume estan implicadas en la

generacion de un gradiente osmotico entre el parasito y el hospedador.
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Una observacion interesante hecha por Davidson et al. (1989) ha atraido atencion al
control coordinado de las relaciones hidricas en el sistema parasito-hospedador entre el
muérdago Amyema linophyllum y su hospedador Casuarina obesa (Fagales, Casuarinaceae). Sus
resultados indican que el parasito despliega una marcada sensibilidad al estado hidrico de su
hospedador, lo que implica que el parasito podria estar respondiendo a sefiales potencialmente

emitidas por la raiz del hospedador.

3.1.2 Capacidad Fotosintética y Transferencia de Carbono desde el Hospedador

hacia el Parasito.

La mayoria de plantas parasitas son hemiparasitos con aparatos fotosintéticos
funcionales, aunque no necesariamente independientes de sus hospedadores. La eficiencia de
fijacion de carbono puede variar ampliamente entre especies € intra especificamente,
dependiendo de la calidad de los hospedadores y las condiciones ambientales (Cechin & Press

1993, Seel & Press 1994, Radomiljac et al. 1999, Strong et al. 2000, TéSitel et al. 2015).

Las plantas hemipardasitas suelen desplegar tasas de asimilacion de carbono relativamente
bajas 0.5-5.0 umol m™.s™) que se encuentran hacia el extremo menor del rango observado en
plantas C; (de la Harpe et al. 1981; Press et al. 1987; Shah et al. 1987), y pueden variar desde
niveles que apenas exceden el punto de compensacion hasta niveles comparables a los de plantas

no parasitas.

En algunas especies se ha encontrado que una posible causa de baja actividad

fotosintética es la disminuida actividad del fotosistema II en cloroplastos aislados. Estudios de
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polipéptidos extraidos de tilacoides han demostrado la presencia de diferencias en la
organizacion de las antenas del fotosistema II entre las antenas de Striga hermonthica y otras

plantas no parasitas (Salle et al. 1987).

A pesar de la posibilidad de fotosintetizar de forma relativamente eficiente, las plantas
hemiparasitas toman carbono organico del hospedador en la forma de elementos orgéanicos
moviles en el xilema (Té&Sitel et al. 2010, Bell y Adams 2011). Este carbono derivado del
hospedador puede terminar contribuyendo sustancialmente a la biomasa del hemiparésito. Sin
embargo, la importancia como fuente de energia del carbono obtenido del hospedador parece ser
mayor cuando la fotosintesis propia del hemiparasito es limitada, sea por la competicion por luz,
o una fotoquimica deficiente causada por estreses como deficiencias nutricionales (T¢Sitel et al.

2015).

Aunque maltiples estudios han demostrado que existe transporte de carbono hacia el
parasito en distintos pares parasito-hospedador, no ha sido la norma determinar
cuantitativamente los flujos de esta transferencia. El mecanismo para el transporte de carbono no
estd bien establecido (Wesselingh et al. 2005) o se desconoce completamente en la mayoria de

los casos.

Como se ha observado, el modo de vida hemipardasito exige justificaciones mecanisticas
para la obtencion de nutrientes por la via heterotrofica. Ya que hemos confirmado la presencia de
relaciones hemiparasiticas en distintos sistemas C. fissifolia - hospedador en el area de estudio,
esperariamos que las plantas de C. fissifolia que examinamos a continuacidon posean un perfil de

variables ecofisiologicas que permitan la toma de agua y de carbohidratos de sus hospedadores.
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3.2. Métodos

Todas las mediciones de intercambio de gases y relaciones hidricas presentadas en este
trabajo fueron realizadas en condiciones naturales y en intervalos de aproximadamente una hora
entre las 10:00 y 13:00 h, de forma indistinta en dias soleados y nublados durante la temporada

htimeda correspondiente a los meses de noviembre y diciembre de 2017.

Se ejecutaron ademads una serie adicional de mediciones correspondientes a la temporada

seca del mes de febrero 2018, pero no se pudo acceder a los datos debido a una falla del equipo.

3.2.1. Intercambio de Gases

Siguiendo protocolos estandar (Pérez-Harguindeguy et al. 2013), se midieron: la tasa de
asimilacion de carbono (A); conductancia estomatica (G,), y las densidades de flujo de fotones
fotosintéticamente activos (DFFF) en 6 plantas adultas (mayores a 60 cm de altura) de C.
fissifolia por sitio, seleccionadas aleatoriamente. Las medidas fueron tomadas en 3 hojas por
planta, utilizando un sistema portatil de analisis infrarrojo de gases (Modelo LCA-4, The

Analytical Development Co. Ltd. Hoddesdon, Inglaterra).

Los datos promedios que se presentaran en la tabla de resultados corresponden a las
mediciones tomadas a valores de DFFF mayores a 1000 pmol m™%s™' (n=64) donde

corresponda. Para los diagramas de dispersion incluimos todas las mediciones tomadas (n=69).
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3.2.2. Relaciones Hidricas

Se midieron los potenciales hidricos foliares en campo (y) en 20 plantas adultas de C.
fissifolia mayores a 60 cm de altura, dos veces por planta (n=40), seleccionadas aleatoriamente,
utilizando la camara de presion de Scholander (Modelo 1000, PMS Instruments, Berkshire,

Inglaterra).

3.2.3. Analisis de Datos

Los datos se presentan como diagramas de dispersion que permiten apreciar las
tendencias generales para cada parametro con coeficientes de correlacion de Pearson calculados

para cada par de variables.

Se calcularon valores méximos y promedio con sus respectivos errores estandar para las
tasas de asimilacion de carbono (A); conductancia estomatica (G,), y la tasa de flujo de fotones
fotosintéticamente activos (DFFF) medidas en C. fissifolia. Se presentan ademads los valores
minimos y promedio de potenciales hidricos foliares en campo () con sus respectivos errores

estandar.

La curva de respuesta a la luz presentada se encuentra ajustada a una funcion hiperbolica
rectangular (Landsberg 1977; y = m * (a + x)/(a + x + k)), en donde: y= tasa de asimilacion de
CO, (A), x= DFFF; a= punto de compensacion de luz (a=x cuando y=0); m= tasa maxima de
asimilacion bajo saturacion luminica (A,,,); k=intensidad luminica a A,,/2). La curva

presentada en la figura muestra el mejor ajuste a esta ecuacion.
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3.3. Resultados

3.3.1. Intercambio de Gases

e Tasa de Asimilacion de Carbono (A): La tasa promedio de asimilacion de

-1

2

carbono medida en campo para C. fissifolia (n=69) fue de 6.18+1.43 umol CO, m~2.s

alcanzando un valor maximo de 8.98 pmol CO, m~?.s7%.

e Conductancia Estomatica (G,): La conductancia estomatica promedio medida
en campo para C. fissifolia (n=69) fue de 190£60 mmol m~2.s™, alcanzando un valor

maximo de 350 mmol m™%.s7 L.
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Figura 7. Diagrama de dispersion de tasas de asimilacion de carbono (A) de plantas de C.
fissifolia vs. Densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) (n=69; 1’=0.5540). Datos
recolectados entre noviembre y diciembre 2017. La curva de respuesta a la luz presentada se
encuentra ajustada a una funcion hiperboélica rectangular (Landsberg 1977; y =m * (a + x)/(a + x
+ k)), en donde: y= tasa de asimilacion de CO, (A), x= DFFF; a= punto de compensacion de luz

(a=x cuando y=0); m= tasa maxima de asimilacion bajo saturacion luminica (A,,,,); k=intensidad
luminica a A ,,,,/2).
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Figura 8. Diagrama de dispersion de tasas de asimilacion de carbono (A) vs. conductancias
estomaticas (G,) de plantas de C. fissifolia (n=69; 1"=0.0737). Datos recolectados entre

noviembre y diciembre 2017.
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Figura 9. Diagrama de dispersion de conductancias estomaticas (G;) de plantas de C. fissifolia
vs. densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) (n=69; 1*=0.0345). Datos recolectados
entre noviembre y diciembre 2017.

3.3.2. Relaciones Hidricas

Los potenciales hidricos foliares (y) medidos en campo para C. fissifolia (n=32) fueron

en promedio de -2.18+0.29 MPa, con valores minimos de -2.7 MPa.
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Tabla 3. Valores minimos, maximos y promedios (sobre 1000 pmol m™*.s™' DFFF donde
aplique) de tasas de asimilacion de carbono (A), conductancias estomaticas (G,), potenciales
hidricos foliares (y) medidas en C. fissifolia y densidades de flujo de fotones fotosintéticamente
activos (DFFF). Datos recolectados entre noviembre y diciembre 2017.

Minimo Maximo Promedio
A (umol CO, m™3s 71) 8,98 6.18+1.43
G,(mmol m™*s 7} 350 190 +60
 (MPa) -2.7 -1.61 -2.01 +0.18
DFFF (umol m™%.s7%) 1000 2622 1805 +385
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3.4. Discusion

3.4.1. Tasas de Asimilacion de Carbono (A) y Obtencion de Carbono por la Via

Heterotroéfica

Los valores promedio de tasas de asimilacion de carbono (6.18+1.43 umol CO, m~2.s7%)
medidos durante este trabajo revelan que C. fissifolia fija carbono por la via autotrofica a tasas
que caen dentro del rango bajo reportado para plantas C; (Ducharme et al. 1996) y otras

hemiparasitas radiculares ex Scrophulariaceae (Press et al. 1987).

Rada et al. (2021), reportaron resultados similares en el paramo de Gavidia durante la
temporada humeda, donde se encontr6 que C. fissifolia desplegaba los valores de asimilacion
méxima de carbono mas bajos (4.1£0.14 pmol m™*s ') de un total de 18 hierbas y gramineas

examinadas.

La relativamente estable y baja capacidad fotosintética observada en Piedras Blancas para
C. fissifolia podria deberse a pérdidas de la eficiencia bioquimica de la fijaciéon de carbono, lo
cual es una tendencia evolutiva observada en las Orobanchaceae hemiparasitas (Joel et al. 2013)
y puede sugerir que esta especie depende de otros mecanismos para suplir sus necesidades de

carbono.

El factor limitante para la fijacion de carbono en C. fissifolia parece no estar relacionado
con la disponibilidad de luz, ya que experimentamos una alta incidencia de radiacion durante
nuestra experiencia, con el 30.43% de nuestras mediciones tomadas sobre valores de DFFF

2

mayores a 2000 pmol m™s™' (n=21). Realizamos una pequefia prueba de comparacion de

61



medias entre las mediciones de A entre 1500-2000 umol m™2.s™! (n=74) y las de 2000-2500

?s71) (n=61), encontrando diferencias significativas entre los valores promedio de A

pmol m~
entre los dos grupos (P= <0.001), siendo menor la media de las muestras tomadas por encima de

2000 pmol m~2s™!. Esto podria indicar una posible tendencia hacia la fotoinhibicion a

radiaciones altas, pero es necesario confirmar esta hipotesis mediante estudios de fluorescencia.

3.4.2. Conductancia Estomatica (G,)

Los valores de G, promedios obtenidos para C. fissifolia en Piedras Blancas (190 +60
mmol m~2.s ~!) son menores a los reportados por Rada et al. (2021) en el paramo de Gavidia, en
donde C. fissifolia mostrd la segunda mayor conductancia estomatica promedio (277.1£19.0

?.57!) de un total de 18 hierbas y gramineas examinadas, inicamente por debajo de

mmol m~
Agrostis trichodes (Poales, Poaceae). Las Orobanchaceae holoparasitas de importancia agricola

Striga hermontica y Striga asiatica poseen conductancias estomaticas en rangos similares de

entre los 250 y 500 mmol m™?.s™* (Press et al. 1987).

Las tasas fotosintéticas relativamente bajas observadas para C. fissifolia en el sitio de
estudio no se deben a limitaciones de disponibilidad luminica o de conductancia estomdtica (ver
Figuras 7 y 8), ya que C. fissifolia parece no ejercer mayor control sobre sus estomas en
respuesta a un amplio rango de intensidades de radiacion (ver Figura 9), a pesar de la severidad

de las condiciones ambientales en Piedras Blancas.
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3.4.3. Potenciales Hidricos Foliares () Medidos en Campo

Los valores minimos de y obtenidos para C. fissifolia en Piedras Blancas se encuentran
dentro del rango descrito para esta especie en la misma localidad, época de disponibilidad hidrica
y piso altitudinal por Ramirez et al. (2015) y Caceres (2011), pero representan un poco mas del
doble de los reportados para C. fissifolia en el paramo de Gavidia por Rada et al. (2021), los
cuales representaron los y en campo mas negativos de 11 especies de plantas dicotiledoneas

examinadas, siendo superada en este aspecto solamente por gramineas presentes en la localidad.

Estos valores marcadamente negativos de y medidos en campo durante nuestra
experiencia, son concomitantes con las relativamente altas conductancias estomaticas observadas
y ambos mecanismos contribuyen en el mantenimiento de un gradiente de potencial hidrico que
facilita el flujo de recursos hacia el parasito. Otro componente importante del mantenimiento de
tales gradientes de potencial es la tendencia en Orobanchaceae hemiparasitas a la acumulacion
de distintos compuestos osmdticamente activos, siendo el manitol uno de los principales en esta

familia (Té¢Sitel et al., 2010).

3.4.4. Consideraciones Adicionales Sobre la Ecofisiologia de Castilleja fissifolia 'y sus

Implicaciones Sobre el Modo de Vida Parasitico

Las variables ecofisiolégicas medidas en C. fissifolia proveen una explicacion
mecanistica para el modo de vida parasitico, ya que tales condiciones permiten a Castilleja
mantener un flujo de agua y solutos desde el hospedador hacia el parasito, como ha sido descrito

para otras especies de plantas parasitas.
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Ducharme et al. (1996) examinaron tasas fotosintéticas anuales promedio de Castilleja
linariifolia en sistemas parasiticos C. linariifolia-Artemisia tridentata encontrando que los
individuos de C. linariifolia examinados asimilaban carbono por la via autotrofica a tasas
promedio de 18.3 £ 2.1 umol CO, m~3s™* durante el afio 1995 en condiciones de laboratorio.
Interesantemente, los autores de ese mismo trabajo estimaron mediante el estudio de las
proporciones de isdtopos de carbono presentes en las hojas de C. linariifolia, que estos parasitos

derivan en promedio hasta 40% de su carbono foliar por la via heterotrofica.

C. linariifolia es un sufrutice que crece hasta aproximadamente un metro de altura y
posee hojas lineares escasas y trilobadas que alcanzan entre los 20 y 80 mm de longitud. Sus
flores consisten de un caliz rosa, rojo o amarillo con un tubo floral verde-amarillo y estan
dispuestas en paniculos o espigas que se producen en un solo pico de floracion entre junio y

septiembre en su rango nativo (Heckard 1993).

Esta especie es nativa de pendientes rocosas y en planicies aridas de los estados de
Arizona, California, Colorado, Idaho, Montana, New Mexico, Nevada, Oregon, Utah y

Wyoming.

Considerando (1) que C. linariifolia es una especie perenne de tamafio y habito muy
similar a C. fissifolia, (2) que C. linariifolia también ocurre en ambientes de baja disponibilidad
hidrica, (3) que C. linariifolia exhibe un solo pico de floracion en su rango natural (Heckard
1993) y (4) la relacion entre las tasas de fijacion de carbono por las vias autotrofica y

heterotrofica presentadas por los autores para esta especie, proponemos la hipotesis de que C.
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fissifolia deriva proporciones mayores al 40% del carbono que consume a través de la via

heterotréfica en Piedras Blancas, ya que:

1.

C. linariifolia demuestra tener ingresos mayores de carbono por la via autotréfica que C.
fissifolia, puesto que C. linariifolia fija carbono por la via autotréfica a tasas
aproximadamente 290% mayores que las obtenidas para C. fissifolia.

Ambas especies invierten cantidades aproximadamente equivalentes de carbono en
biomasa vegetativa, dadas las dimensiones parecidas del vastago en individuos adultos de
ambas especies.

C. fissifolia tiene egresos de carbono mayores que los de C. linariifolia en la produccion
de biomasa reproductiva debido a su disponibilidad floral permanente.

C. fissifolia produce néctares con concentraciones promedio de carbohidratos mayores en
el Paramo de Piedras Blancas (27.57%w/w; n=15; Pelayo, 2017) que las medidas para C.

linariifolia en su rango nativo (18.7%w/w; n=53 ; Luo et al. 2014).
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CONCLUSION

Hemos demostrado que Castilleja fissifolia actiia como un hemiparésito no especialista
de al menos otras 44 especies de plantas en el sitio de estudio. Ademads, las respuestas
funcionales analizadas, sugieren que C. fissifolia no depende de la via fotosintética para suplir la
mayoria de sus requerimientos de carbono y mantiene un estado hidrico que permite mantener un

flujo neto de agua y solutos hacia el parasito.

Estos resultados representan el rango de hospedadores mas amplio descrito hasta la fecha,
para cualquier Orobanchaceae parasita y, estos, aunados a resultados obtenidos por otros
investigadores locales, sugieren que C. fissifolia es una especie clave de este ecosistema, debido
a los importantes impactos que tal organismo causa a distintos niveles troficos en Piedras

Blancas.
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