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|. RESUMEN

Los eventos de mortalidad arbdrea, asociados a los efectos del cambio climético, han
incrementado notoriamente en los dltimos afios. Araucaria araucana, una de las
coniferas més antiguas de hemisferio sur, parece no estar ajena a estos efectos. En los
ltimos afios se ha observado una alta incidencia de dafio foliar en esta especie,
reportandose mortalidad de un importante nimero de individuos adultos y juveniles.
A pesar de que los sintomas observados serian atribuidos a patdgenos, su causa real
aun no ha sido dilucidada. Asi, algunos investigadores han indicado que la situacién
de A. araucana, no sélo responde a efectos bidticos, sino también abioticos,
vinculados al cambio climatico, por lo que se podria hipotetizar que su mortalidad
seria causada por inanicion de carbono, falla hidraulica y/o incrementos en la
predisposicion. Sin embargo, debido a la escasa informacion de los rasgos
fisiologicos de esta especie, y en particular, de aquellos que subyacen a las hipotesis
de mortalidad, la prediccion de su respuesta frente a cambio climatico es incierta.
Gran parte de las caracteristicas fisiologicas de las especies estan determinadas por
las condiciones ambientales en las cuales se han desarrollado, suscitando cambios
foliares que determinan, entre otros, sus mecanismos fotosintéticos e hidraulicos.
Considerando la importancia de estos mecanismos Yy su relacion con el fendmeno de
mortalidad, en esta tesis, se presenta en primer lugar, una revision bibliografica de
los efectos de la sequia, producto del cambio climatico, sobre los procesos
fotosintéticos e hidraulicos de gimnospermas y su posible relacién con el fenémeno
de mortalidad; dejando en evidencia la escasa informacién que aun existe para
especies evolutivamente antiguas, particularmente del hemisferio sur. En el capitulo
dos, se presenta una caracterizacion anatomica y fisiolégica de A. araucana,
profundizando en rasgos difusivos del CO, y bioquimicos de Rubisco. Se evidencia
que esta especie presenta rasgos morfofisiologicos primitivos que limitan la difusion
y fijacion de carbono a concentraciones actuales de CO, atmosférico, y que frente un
ambiente mas calido, estas limitaciones podrian incrementar, restringuiendo aln mas
su capacidad fotosintética. Estos resultados constituyen informacién base que servira
para entender la fisiologia y las respuestas de araucaria frente a las variaciones
ambientales, abriendo camino a un area no explorada para esta especie, y que puede
contribuir al planteamiento de nuevos estudios para profundizar en sus respuestas

frente a cambio climatico y en particular, en las posibles causas de su mortalidad.



1. ABSTRACT

Tree mortality events, associated with the effects of climate change, have increased
notably in recent years. Araucaria araucana, one of the oldest conifers in the
southern hemisphere, seems to be not far behind for these effects. In recent years a
high incidence of foliar damage has been observed in this species, reporting mortality
of a significant number of adult and juvenile individuals. Although the observed
symptoms would be attributed to pathogens, their actual cause has not yet been
elucidated. Thus, some researchers have indicated that the situation of A. araucana
not only responds to biotic effects, but also abiotic linked to climate change, which
could be associated with hypotheses of mortality due to carbon starvation, hydraulic
failure and/or increases in predisposition. However, due to the scarce information on
the physiological traits of this species, and in particular, on those that underlie the
mortality hypotheses, the prediction of its response to climate change is uncertain. A
large part of the physiological characteristics of the species are determined by the
environmental conditions in which they have developed, causing leaf changes that
determine, among others, their photosynthetic and hydraulic mechanisms.
Considering the importance of these mechanisms and their relationship with the
mortality phenomenon, this thesis first presents a review of the effects of drought, as
a product of climate change, on the photosynthetic and hydraulic processes of
gymnosperms and their possible relationship with the mortality phenomenon; leaving
in evidence the scant information that still exists for evolutionarily ancient species,
particularly from the southern hemisphere. In chapter two, an anatomical and
physiological characterization of A. araucana is presented, delving into diffusive
CO, and biochemical Rubisco traits. It is evidenced that this species presents
primitive morphophysiological traits that limit the diffusion and fixation of carbon at
the current CO, atmospheric concentrations, and that when faced with a warmer
environment, these limitations could increase, further restricting its photosynthetic
capacity. These results constitute base information that will serve to understand the
physiology and responses of araucaria to environmental variations, opening the way
to an unexplored area for this species, and that can contribute with new studies to
deepen their responses to change climate and, in particular, in its possible causes of

mortality.



111. INTRODUCCION GENERAL

En los ultimos afios, se ha reportado un incremento en los eventos de mortalidad de
arboles, asociado principalmente al cambio climético y sus efectos sobre episodios
de sequia de mayor frecuencia e intensidad (Allen et al., 2010, 2015; IPCC, 2014).
Las gimnospermas, uno de los grupos de plantas mas antiguos de la Tierra, ha sido
uno de los mas afectadas por el cambio climatico (Wang & Ran, 2014, Allen et al.,
2015; IPCC, 2021). El impacto de la sequia es especialmente evidente en
gimnospermas del hemisferio norte, donde la incidencia de mortalidad ha aumentado
drasticamente, mientras que en hemisferio sur todavia existe un escaso reporte (Allen
et al., 2015; Suarez et al., 2004; Ramirez et al., 2018). Araucaria araucana (Molina)
K. Koch es una de las coniferas méas antiguas en América del Sur (Martin et al.,
2014), remontando su origen a la Era Mesozoica (Panti et al., 2012). Actualmente, se
encuentra categorizada en peligro de extincion para las poblaciones provenientes de
la Cordillera de la Costa (Diario oficial, 2018) y como vulnerable por la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) para la Cordillera de los
Andes (IUCN, 1996). Al parecer, esta condicion es consecuencia de la grave
deforestacion durante el siglo pasado y la disminucion de su poblacion por efecto de
incendios y cambio climatico (Pastorino & Marchelli, 2021). En Chile, se han
reportado escasos eventos de muerte arborea (Ramirez et al., 2018), sin embargo, un
informe de la Corporacion Nacional Forestal (CONAF, 2018) revel6 un incremento
en el dafio de poblaciones de A. araucana, presentando sintomas de necrosis en las
hojas y ramas, avanzando desde la parte inferior de la corona a la superior, impulsada
posiblemente por ataque de patdgenos (Balocchi et al.,, 2021). No obstante, se
desconoce si este fenOmeno estaria causando directamente la muerte de A. araucana
0 corresponde a un comportamiento oportunista impulsado por una falla metabdlica,
la cual podria responder a alguna de las hipotesis propuestas en mortalidad arbérea:
inanicién del carbono, falla hidraulica y/o predisposicién a ataques de patdgenos
(McDowvell et al., 2008).

El estudio de los fosiles vivientes proporciona informacion valiosa sobre la
evolucién de adaptaciones especificas a las condiciones ambientales pasadas y
actuales (Franks & Beerling, 2009). La evolucion de las plantas ha estado regida por
variaciones en las condiciones ambientales, caracterizada particularmente por altas y

bajas concentraciones de carbono, las cuales determinan en gran parte la morfologia



y fisiologia foliar (Franks & Beerling, 2009; Carriqui et al., 2015). Las especies de
origen moderno (angiospermas), desarrolladas a bajas concentraciones de COa,
presentan en general, menor grosor de pared celular (T.y) Y tamafio estomatico (S),
aunque mayor densidad (SD), posiblemente para alcanzar mayores tasas
fotosintéticas (An). Por el contrario, plantas originadas en ambientes con altas
concentraciones de CO,, presentan rasgos morfoanatomicos primitivos,
caracterizados por valores mas altos de masa seca de las hojas por unidad de area
foliar (LMA), mayor area de superficie de cloroplastos expuesta al espacio aéreo
intercelular (S¢/S), mayor tamafio de cloroplastos (Tcy), mayor grosor de Tew,
estomas robustos y menor densidad de éstos en la 1dmina foliar (Franks & Beerling,
2009; Carriqui et al., 2015; Veromann-Jurgenson et al., 2017). Estos rasgos,
encontrados por ejemplo, en varias gimnospermas evolutivamente antiguas, han sido
relacionados con reducidas conductancias, tanto estomaticas (gs) como del mesofilo
(gm) (limitantes difusivas), determinando una baja An (Carriqui et al., 2015;
Veromann-Jirgenson et al., 2017). Sin embargo, no solo las limitaciones difusivas
son las responsables directas de las bajas An registradas en especies primitivas. De
tal modo, se han encontrado tendencias evolutivas de los parametros cinéticos de
Rubisco en base a las concentraciones atmosféricas de CO, (Galmés et al., 2014;
Ifiguez et al., 2019). Asi, especies evolutivamente mas antiguas, presentan una
menor afinidad de Rubisco por el dioxido de carbono (alto K;), menor factor de
especificidad (S¢o) Y su derivada disminucion de la velocidad de carboxilacion.
Adicionalmente, la capacidad hidraulica de las hojas también ha sufrido variaciones,
aumentando la densidad de las venas (D)) a lo largo de la filogenia, encontrando Dy
muy bajas en gimnospermas a muy altas en angiospermas (Brodribb & Feild, 2010).
De este modo, estos rasgos han restringido o favorecido los rendimientos
fotosintéticos de las especies. Asi, los rasgos primitivos que limitan la fotosintesis a
concentraciones de CO, actuales podrian, ante un escenario de cambio climaético,
penalizar severamente el comportamiento de las plantas, pasando de una difusién
limitada del CO; a un deterioro metabolico, y provocando potencialmente la muerte

de la planta.

En la actualidad existe un escaso conocimiento de los procesos fisioldgicos de
A. araucana, especificamente, de aquellos asociados al metabolismo fotosintético y
respuesta hidraulica frente a distintos patrones hidricos, con lo cual es dificil predecir

los factores responsables de su condicién sanitaria y sus posibles respuestas al



cambio climético, lo que resalta la necesidad de profundizar en su fisiologia. En base
a esto, en esta tesis se han desarrollado dos capitulos. En el primero, se presenta una
revision bibliogréafica enfocada en la situacion actual de las gimnospermas y sus
respuestas, reportadas y propuestas, frente a cambio climéatico, abordando
particularmente, aspectos relacionados a rasgos fotosintéticos e hidraulicos. En el
segundo capitulo, se presentan los resultados de una caracterizacion anatémica y
fisiolégica de A. araucana, profundizando en los rasgos difusivos y bioquimicos
asociados a asimilacion de carbono. En este capitulo, se plantea como hipdtesis que
los rasgos  morfofisiolégicos  evolutivamente  antiguos  de Araucaria
araucana determinan bajas tasas fotosintéticas asociadas principalmente a
limitaciones difusivas y son responsables de una baja capacidad de respuesta a
restriccion hidrica.
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RESUMEN

El rapido ritmo del cambio climatico en las Ultimas décadas ha estado afectando
distintos biomas forestales, evidenciado en el alto porcentaje de mortalidad de
especies vegetales. La creacion de modelos predictivos ha favorecido la
comprension, en parte, de los mecanismos subyacentes de esta mortalidad. Sin
embargo, comprender como las especies evolutivamente antiguas han podido
subsistir en la Tierra por millones de afios, y qué respuestas tendran frente al cambio
climético ha sido poco abordado. En esta revision, resumimos nuestra comprension
actual de la incidencia de mortalidad en los bosques de coniferas a nivel mundial y
como la evolucion de los rasgos morfofisiologicos primitivos pueden penalizar
severamente la asimilacion de carbono pasando de una difusion limitada del CO; a
un deterioro metabolico, provocando potencialmente la muerte de la planta. En base
a esto, encontramos una mayor concentracion de estudios en el hemisferio norte,
donde el cambio climético ha tenido mayor efecto en los bosques de coniferas. Sin
embargo, el escaso estudio en el hemisferio sur limita la compresion del efecto real
del cambio climéatico sobre las familias mas antiguas concentradas en esta region.
Los rasgos primitivos de las gimnospermas pueden ser componentes importantes de
la preservacion de estas especies por millones de afios, pero ante la eventual
alteracion de las condiciones ambientales hacia un clima mas calido y seco, estos
rasgos pueden penalizar su supervivencia en un futuro préoximo. Araucaria
araucana, especie milenaria e iconica del hemisferio sur, ha sufrido los estragos del
cambio climatico, pero el escaso estudio de sus rasgos primitivos, nos ha limitado la
comprension real de su declive, con lo cual es dificil predecir los factores
responsables de su condicion sanitaria y sus posibles respuestas al cambio climatico.
Por tanto, conocer sus rasgos fisioldgicos es un paso clave para entender su respuesta
a la sequia y aumentar nuestro conocimiento sobre las posibles respuestas de otras

especies ancestrales frente a esta amenaza.
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INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, como producto del cambio climético, se han reportado
incrementos en la frecuencia e intensidad de las sequias, asociados a temperaturas
mas altas y cambios en los patrones de precipitaciones en diversas regiones boscosas
(IPCC, 2021). En particular, se esperan incrementos de 3,3 °C a 5,7 °C para el 2100,
lo que en consecuencia incrementaria las precipitaciones en las latitudes altas y en el
Pacifico ecuatorial y las reduciria en las latitudes medias y regiones subtropicales
(IPCC, 2014; 2017; 2021). Estas alteraciones climéticas potenciarian los eventos de
mortalidad masiva de arboles, ya descritos en distintos biomas forestales, desde
regiones semiaridas hasta bosques templados y tropicales (Choat et al., 2012;
Gaylord et al., 2015). EI fendmeno de mortalidad arbdrea puede producir cambios
significativos en la estructura y composicion de los bosques, siendo esto ultimo ya
evidente en bosques de Espafia, Suecia y Estados Unidos, donde se ha observado un
reemplazo de especies dominantes de gimnospermas por especies de angiospermas
(Rigling et al., 2013; Navarro-Cerrillos et al., 2014; Redmond et al., 2015; Martinez-
Vivalta & Lloret, 2016). Para dilucidar los mecanismos fisiologicos que conducen a
la mortalidad de arboles se ha planteado un grupo de hipdtesis ampliamente
aceptadas: la inanicién del carbono, fallo hidraulico y/o predisposicion a ataques de
patogenos (McDowell et al., 2008, 2011).

La mortalidad de gimnospermas a nivel mundial ha sido foco central de
muchos estudios, ya sea por su gran valor ecolégico y econémico, como por
constituir uno de los grupos de plantas mas antiguos del planeta (Wang & Ran,
2014). La distribucion actual de las gimnospermas abarca todos los continentes,
exceptuando algunas islas oceédnicas y la Antartica, centrandose el 50% de las
especies entre los tropicos (50° a 20° S 'y 60° a 20° N) y disminuyendo hacia latitudes
ecuatoriales (Fragniere et al., 2015). EI grupo mas diverso de gimnospermas, las
coniferas, que constituye mas del 39% de los bosques del mundo, crece actualmente
entre los tropicos (Armenise et al., 2012; Fragniére et al., 2015) y una importante
superficie de estos bosques se encuentra afectada por sequias, reportandose sus
efectos en América del Norte, Europa occidental, Europa Central y Asia (Zhang et
al., 2017; Neumann et al., 2017; Hlasny et al., 2017; Kharuk et al., 2015, 2021;
Ganey et al., 2021; Su et al., 2021).
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Aungue las gimnospermas son plantas evolutivamente antiguas, muchas de
sus familias presentan edades de diversificacion distintas (Wang & Ran, 2014). En el
hemisferio norte, Pinaceae y Cupressaceae presentan edades mas recientes que las
familias Araucariaceae, Podocarpaceae y Callitroideae pertenecientes al hemisferio
sur (Leslie et al., 2012). Los cambios climaticos a lo largo del tiempo evolutivo
pudieron haber favorecido el reemplazo de linajes antiguos por aquellos mejor
adaptados a condiciones mas frias y/o secas del Nedgeno tardio, mientras que el
habitat templado y mas himedo en el hemisferio sur puede haber favorecido la
supervivencia de linajes mas antiguos (Moran et al., 2006; Leslie et al., 2012).
Actualmente, el impacto de la sequia es especialmente relevante en el hemisferio
norte en especies de Pinaceae y Cupressaceae. Sin embargo, en el hemisferio sur, la
mortalidad de gimnospermas a causa de la sequia ha sido escasamente reportada
(Suarez et al., 2004; Amoroso et al., 2012; Ramirez et al., 2018). En estas especies,
la variacion en el control estomatico ha sido utilizado como predictor de las causas
fisiologicas de la mortalidad inducida por sequia (Zimmer et al., 2016). En Pinaceae
y algunas especies de Araucariaceae el mecanismo isohidrico induce el cierre de
estomas mediante sefiales hormonales, mientas que en el otro extremo, el
comportamiento anisohidrico registrado en especies de Cupressaceae y Taxaceae
explica que los estomas se mantengan abiertos hasta umbrales hidricos muy
negativos (ej. Callitris -8 MPa) (Brodribb et al., 2010). Aunque las plantas
anisohidricas podrian correr un mayor riesgo de deshidratacion, éstas generalmente
presentan un sistema hidraulico mucho mas resistente a la cavitacion (Brodribb et al.,
2014). La estructura hidraulica de las coniferas se caracteriza por un sistema
conductor conformado exclusivamente de traqueidas, el cual, aunque menos eficiente
en el transporte de agua comparado con las angiospermas, confiere mayor resistencia
a margenes de seguridad hidraulica del xilema méas negativos (Choat, 2013). Aunque
la mortalidad de las gimnospermas se produce generalmente a valores de Ps (perdida
de la conductancia hidraulica del tallo en un 50%) muy negativos, las hojas son mas
susceptibles a las disfunciones hidraulicas, por tanto, es posible que la falla
hidraulica de las hojas sea un factor de mortalidad mas directo que la falla del tallo
(Sack & Holbrook, 2006; Choat, 2013; Johnson et al., 2016).

A pesar de las estrategias presentes en gimnospermas para resistir las altas
tensiones negativas en el xilema, observaciones globales han demostrado que la falla

del sistema hidraulico es el principal mecanismo asociado a la mortalidad
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(McDowell et al., 2008; Anderegg et al., 2012; Adams et al., 2017; Choat et al.,
2018; Schuldt et al., 2020; Arend et al., 2021). Por el contrario, el agotamiento de
reservas de carbono como causal de muerte ha sido detectado solo en algunas
coniferas (Mitchell et al., 2013; Hendrik & Maxime, 2017). Sin embargo, Adams et
al. (2017) encontraron que la mayoria de las gimnospermas estudiadas presentaron
variaciones en el contenido de carbono en el momento de su muerte, sugiriendo que
algunas especies mueren exclusivamente por falla hidraulica y otras, por falla
hidraulica en combinacién con reduccion de carbohidratos no estructurales. Asi, los
mecanismos que conducen a la mortalidad de gimnospermas en condiciones de
sequia son aun poco claros y su estudio es actualmente de gran relevancia debido al
incremento en los eventos de mortalidad arbdrea, especialmente en especies
evolutivamente antiguas, cuya fisiologia puede revelarnos importantes aspectos
evolutivos. Asi, el objetivo de este trabajo es presentar una revision actualizada del
efecto de la sequia producto del cambio climatico, sobre los procesos fotosintéticos e
hidraulicos de las gimnospermas y su posible relacion con el fenémeno de

mortalidad en estas especies.

1.1 Mortalidad arborea y su relacion con cambios en los patrones climaticos

Los cambios en los patrones térmicos e hidricos podrian provocar alteraciones en
nivel funcional en los arboles, conduciendo a un incremento en el nivel estrés y, por
consiguiente, en el riesgo de mortalidad. De la Serrana et al. (2015), determinaron
que, la causa de muerte en poblaciones de Pinus halepensis posterior a un episodio
de sequia se asocia principalmente a la cavitacion del xilema, ya que plantas
aparentemente saludables y con evidentes sintomas de descomposicion no
presentaron diferencias significativas en el contenido de carbohidratos. En estas
poblaciones, el factor bidtico, ataque del escarabajo de la corteza, solo tuvo
incidencia sobre individuos en descomposicion, siendo este Gltimo considerado un
comportamiento oportunista, lo que podria interpretarse como un factor de
vulnerabilidad adicional en condiciones de estrés hidrico severo. De acuerdo a
estudios realizados por Sevanto et al. (2014) en Pinus edulis sometidos a sequia,
frente a eventos de mortalidad es posible distinguir distintas velocidades de muerte.
La muerte rapida ocurriria por una reduccion del potencial hidrico de las hojas, sin
alteracion en el contenido de carbohidratos no estructurales. Por el contrario, en el

caso de muerte lenta, las plantas presentan un descenso pausado tanto del potencial
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hidrico como del contenido de carbohidratos no estructurales. Si bien, la principal
causa de muerte en Pinus edulis se puede atribuir a las altas tensiones negativas del
xilema, el descenso rapido o lento del potencial hidrico podria estar influenciado por
el contenido de carbohidratos que determina el tiempo de supervivencia en
condiciones de estrés. En base a éstas y otras investigaciones, se han creado modelos
predictivos de mortalidad arbdrea, proponiendo distintas hipdtesis asociadas
principalmente a los eventos de sequia y sus efectos sobre los procesos fotosintéticos
e hidraulicos (McDowell et al., 2011). En la mayoria de las plantas, el cierre
estomatico es una respuesta temprana al estrés hidrico, esto puede impedir la entrada
del CO, y conducir a una reduccion en las tasas fotosintéticas (Lang & Wang, 2015).
Sin embargo, el consumo respiratorio de carbohidratos almacenados continta bajo
esta condicion, con el fin de mantener el requerimiento metabdlico de la planta
(Amthor, 2000). En consecuencia, el desbalance entre la baja produccion de
carbohidratos, por la disminucion de la fotosintesis, y el consumo de éstos por la
respiracion, puede desencadenar un déficit energético extremo en eventos
prolongados de sequia, alterando tanto la movilizacion del carbono almacenado,
como su transporte por el floema, los cuales afectan directamente los requerimientos
metabolicos celulares. Este fendmeno, citado como la primera hipdtesis de
mortalidad arborea, ha sido denominado “inanicién de carbono” (McDowell et al.,
2008; Sala et al., 2010; Klein et al., 2011; Adams et al., 2013; Mitchell et al., 2013).
Por el contrario, las plantas que mantienen los estomas abiertos bajo condiciones de
sequia presentan una pérdida de agua por transpiracion mayor que la absorbida por
las raices, lo que crea altas tensiones hidricas en el xilema, que pueden resultar en la
formacion de burbujas de aire y posterior cavitacion, fendmeno denominado “fallo
hidraulico” y que ha sido definido como la segunda hipotesis de mortalidad arborea
(Sperry et al., 1998; McDowell et al., 2008). Finalmente, alteraciones de los
procesos fotosintéticos y/o hidraulicos pueden resultar en un debilitamiento en el
metabolismo y defensa de los arboles, lo que incrementa la predisposicién al ataque
de patdgenos, acelerando de esta forma la mortalidad arborea (McDowell et al.,
2011).

1.2 Mortalidad arbdrea en gimnospermas primitivas

Las gimnospermas aparecieron hace unos 290 millones de afios, dentro del periodo

Pérmico (Haworth et al., 2011a), alcanzando su mayor diversificacién en la era
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Mesozoica, particularmente en el Tridsico y Jurasico caracterizados por un clima
calido y humedo (Whiteside et al., 2011; Bonis & Kirschner, 2012). La tasa de
extincién de estas especies aumentd significativamente a lo largo del tiempo,
particularmente desde el Cretacico medio, donde el rdpido aumento de temperatura y
aridificacion coinciden con la expansion de las angiospermas (Willis & McElwain,
2014; O Brien et al., 2017; Zhang et al., 2018). De este modo, un ambiente seco y
arido fue letal para gimnospermas preexistentes, mientras que las angiospermas
llegaron a dominar la mayoria de los ecosistemas terrestres (Hill & Brodribb, 1999;
Feild et al., 2011). Se ha sugerido que la baja concentracion de CO; durante el
Cretécico fue un factor importante en la radiacién ecoldgica de las angiospermas,
impulsando éstas innovaciones fisiologicas (McElwain et al., 2005) que les
permitieron mejorar la fotosintesis y la absorcion de agua frente a un clima seco y
arido (Brodribb & Field, 2010). Asi, un cambio abiotico similar al que actualmente
ha provocado un alto indice de mortalidad, fue posiblemente uno de los factores
causantes de la extincidbn masiva de gimnospermas durante el Cretadcico medio
(Allen et al., 2010; Frangniere et al., 2015; Zhang et al., 2018). Sin embargo, aun no
existe un consenso sobre las causas principales del masivo declive de esas especies.

En la actualidad, las coniferas han disminuido significativamente su
diversidad, contando solo con 615 especies distribuidas en seis familias (Farjon,
2010). En general, la deforestacion, la tala indiscriminada y la mala gestion de los
bosques las han convertido en uno de los grupos de plantas lefiosas mas amenazadas
(Farjon, 2018), las que segun predicciones regionales y globales, podrian ser las méas
afectadas en las proximas décadas producto del calentamiento global (McDowell et
al., 2016).

En Europa, eventos de sequia extrema ocurridos en el afio 1994 en la
Peninsula Ibérica y, posteriormente, en los afios 1998 y 2003 en Suiza e Italia
produjeron la muerte de varias poblaciones de Pinus sylvestris y en el este de Escocia
de la especie Picea abies (Martinez-Vilalta & Pifiol, 2002; Dobbertin et al., 2005).
Asimismo, entre 1998 y 2009 se informé una gran mortalidad de Picea abies en
Bielorrusia y parte sur de Rusia (Kharuk et al., 2015) y en el 2018, mortalidad de
Picea abies, Picea alba y Pinus sylvestris en los bosques templados de Alemania,
Austria y Suiza (Schuldt et al., 2020). En América del Norte, sequias registradas
entre los afios 2000 al 2007 y 2009-2011 causaron la mortalidad de especies como

Pinus edulis, Pinus contorta, Pinus monophylla, Pinus albicaulis, Juniperus
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scopuloruem y Abies spp., entre otras (Breshears et al., 2005; Berg et al., 2006;
Voelker et al., 2008; Allen et al., 2010; Huang & Anderegg, 2012; Millar et al.,
2012; Moore et al., 2016). Por otra parte, se han reportado eventos de mortalidad en
especies de pinos y abetos en Asia (Zhang et al., 2014a) y Cedrus atlantica en
Africa. En América del Sur, se han reportado casos de mortalidad de Austrocedrus
chilensis en bosques del norte de la Patagonia Argentina (Suarez et al., 2004; Suarez
& Kitzberger, 2008) y en Chile, en plantaciones exéticas de Pino radiata (Ramirez et
al., 2018) y recientemente, en Araucaria araucana. Si bien el dafio observado en esta
especie no ha sido reportado empiricamente como mortalidad producto de la sequia,
los extensos periodos de la denominada “mega sequia” ocurrida entre los afios 2010-
2018, han dejado evidencia que el posible declive de A. araucana este asociado al
cambio climatico (Saavedra & Willhite, 2017; Veélez et al., 2018, Garreaud et al.,
2020). En base a esto, Gipoulou (2017) encontré una estrecha relacion entre el
crecimiento y la mega sequia, donde la disminucion de las precipitaciones se asocio a
la disminucion en el ancho de los anillos de crecimiento. Por otra parte, varios
investigadores se han centrado en el estudio de los sintomas de la enfermedad
asociada al ataque de patdgenos (Balocchi et al., 2021; Pastorino & Marchelli, 2021),
las cuales han concluido que el agente patdgeno estaria actuando como efecto
secundario y que la principal causa de muerte de los arboles seria el cambio
climatico (Saavedra & Willhite, 2017; Vélez et al., 2018; Balocchi et al., 2021;
Pastorino & Marchelli, 2021). Para establecer con seguridad dicha conclusion, es
necesario conocer mas a fondo los rasgos fisiologicos de las especies y sus respuestas
a los factores inductores de cambio climatico, informacién que en el caso de A.

araucaria, hasta el dia de hoy es desconocida.

1.3 Evolucion de rasgos morfofisioldgicos asociados a asimilacion de carbono y

posibles respuestas al fendmeno de mortalidad

Se cree que, en parte, la abundancia de las plantas vasculares, se debe a su éxito
frente a las diferentes condiciones atmosféricas presentes en el momento en que
evolucionaron (McElwain et al., 2005). En este sentido, especies originadas bajo
concentraciones altas (helechos y gimnospermas) y bajas (angiospermas) de carbono
atmosférico, adaptaron diferentes mecanismos anatémicos Y fisioldgicos de difusién,
fijacion de CO; y transporte de agua, lo que podria ayudar a explicar la menor

capacidad fotosintética de helechos y gimnospermas y su mayor susceptibilidad ante
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un ambiente mas seco (Carriqui et al., 2015; Brodribb & Buckley, 2018; Zhang et
al., 2018). Las plantas originadas en ambientes con altas concentraciones de carbono
se caracterizan por presentar estomas de mayor tamafio y menor densidad, lo que
determina conductancias estomaticas reducidas (gs) y menor control estomatico. El
control estomatico ha sido reportado como un indicador importante de las respuestas
estométicas durante eventos de sequia. Movimientos estométicos lentos pueden
provocar una mayor pérdida de agua, inducir dafios en el sistema hidraulico y
desencadenar la muerte de la planta (McAdam et al., 2016; Scoffoni & Sack 2017).
En contraste, en un ambiente con menos sustrato para la fotosintesis, las plantas
compensaron la baja disponibilidad de CO, incrementando la gs al disminuir el
tamafo de sus estomas (Franks & Beerling, 2009). EI menor tamafio de los estomas
se asocia a movimientos estomaticos rapidos ante variaciones ambientales, lo que
permite mayor eficiencia en el uso del agua y seguridad hidraulica (Lawson & Blatt,
2014).

No solo las limitaciones estomaticas son las responsables directas de las bajas
tasas fotosintéticas registradas principalmente en helechos y gimnospermas.
Veromann-Jurgenson et al. (2017) y Carriqui et al. (2015) reportaron valores
notablemente bajos en la conductancia del mesofilo (gm) de helechos y
gimnospermas (0,074 mol m?s™ y de 0,0103 a 0,124 mol m? s™, respectivamente),
muy por debajo de los valores registrados en angiospermas (0,287 mol m?s™). Este
componente es considerado uno de los mayores limitantes fotosintéticos dentro de
los distintos grupos de plantas (Flexas et al., 2008) y mas aun, en distintas
condiciones ambientales, pudiendo desencadenar un debilitamiento metabdlico de las
plantas (Flexas et al., 2012a; Nadal & Flexas, 2018). Los valores de g, estan
fuertemente determinados por las caracteristicas estructurales de la hoja (Nobel,
1977; Flexas et al., 2008). Asi, se ha demostrado que la principal limitante para la
difusion de CO, desde las cavidades subestomaticas a los cloroplastos es la fase
liquida, particularmente determinada por el grosor de la pared celular (Tcy) Yy el area
de superficie de los cloroplastos expuesta al espacio aéreo intercelular (S/S) (Tomas
et al., 2013). En este sentido, T,y ha ido disminuyendo y S/S aumentando a medida
que se han ido diversificando las especies, lo cual se ha correlacionado con menores
inversiones estructurales en densidad (LD) y grosor de las hojas (LMA). Las especies
con alta LMA tienden a presentar una mayor inversion en tejido no fotosintético y un

menor contenido de nitrégeno (N) por masa seca. Sin embargo, el contenido de
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nitrégeno puede variar, registrdndose un aumento debido a mayores inversiones en
pared celular, junto con una menor inversion en proteinas fotosintéticas (Onoda et
al., 2017), lo que se refleja en menores tasas fotosintéticas en base a masa (Wright et
al., 2004; Hassiotou et al., 2010; Donovan et al., 2011).

Ademaés de los rasgos estructurales que determinan g, y por lo tanto Ay,
algunos rasgos bioquimicos relacionados con Rubisco también han demostrado
actuar como factores limitantes para la fotosintesis. Al respecto, Galmés et al.
(2014), reportaron tendencias evolutivas de los pardmetros cinéticos de Rubisco en
base a las concentraciones atmosféricas de CO,. Especies evolutivamente mas
antiguas en condiciones de alta concentracién de CO, presentan una menor afinidad
de Rubisco por el diéxido de carbono (alto K¢) y menor factor de especificidad (Sc).
Esto sugiere que la evolucion de gm, la modificacion de sus rasgos anatomicos y
estructurales de las hojas y propiedades cinéticas de Rubisco pueden ser factores
decisivos para la evolucion hacia tasas fotosintéticas mayores (Carriqui et al., 2015).
Asi, los rasgos primitivos que limitan la fotosintesis de plantas evolutivamente
antiguas, podrian, ante un escenario de cambio climatico, penalizar severamente la
performance de las plantas, pasando de una difusion limitada del CO, a un deterioro

metabolico, y provocando potencialmente la muerte de la planta.

1.4 Evolucion de rasgos hidraulicos

La estrecha relacion entre la conductancia hidraulica y la fotosintesis se ha
considerado un aspecto fundamental en las plantas vasculares (Brodribb et al., 2007;
Brodribb et al., 2013; Sack & Scoffoni, 2013; Baresch et al., 2019) ya que la funcién
principal de la nervadura de la hoja es suministrar agua para mantener los estomas
abiertos y permitir el acceso del CO, atmosférico (Zwieniecki & Boyce, 2014). La
capacidad hidraulica de las hojas esta determinada en gran medida por la arquitectura
y anatomia de las venas, las cuales a lo largo de la filogenia han variado
drasticamente entre las espermatofitas en respuesta a las concentraciones
atmosféricas de CO, (Brodribb et al., 2007; Sack & Scoffoni, 2013). Las
gimnospermas han mantenido durante 400 millones de afios densidades de las venas
(D,) practicamente estables, con valores por debajo de los 5 mm mm™, mientras que
las angiospermas del Cretacico temprano pasaron de poseer densidades de venas
bajas a densidades de venas muy altas al final del Cretacico (Brodribb & Feild,

2010). Se cree que las bajas concentraciones de CO; descritas al final del Cretacico
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ejercieron presiones ambientales para aumentar la reticulacion de las venas a causa
del aumento del costo transpiratorio en un ambiente calido y seco, modificacién que
permite a las angiospermas mantener altas tasas fotosintéticas (Brodribb & Feild,
2010; Feild et al., 2011). Por lo tanto, antes de la caida del CO, atmosférico, las
gimnospermas y las angiospermas basales poseian una menor D, asociadas a celulas
conductoras del xilema mucho mas gruesas, como son las traqueidas y placas de
perforacion escalariformes, respectivamente (Feild & Brodribb, 2013). Por el
contrario, en el Cretacico tardio, las placas de perforacion simple fueron un
prerrequisito para miniaturizar las venas dentro de la lamina foliar y asi lograr una
mayor Dy en las angiospermas modernas (Feild & Brodribb, 2013). De hecho, el
triple aumento de la Dy en las angiospermas ha estado asociado al aumentado en la
eficiencia hidraulica de las hojas (Kear), encontrandose en distintas plantas vasculares
una fuerte correlacion positiva entre D, y Kiear (Brodribb et al., 2007; Brodribb &
Feild, 2010). Dado esto, se considera que la densidad de la nervadura de la hoja es la
principal determinante anatomica de la conductancia hidraulica (Brodribb &
Buckley, 2018). Sin embargo, la asociacion entre la eficiencia del transporte de agua
y la asimilacion de carbono esta mediada por la estrecha relacion entre las venas y
los estomas (Brodribb & Jordan, 2011). Esta coordinacion parece estar
estrechamente ligada al tamafio de las células de las hojas, donde células epidérmicas
pequefias dan como resultado densidades de venas y estomas mas altas (Carins
Murphy et al., 2016). Es asi como se sugiere que las angiospermas al tener una alta
capacidad de transporte de agua habrian sido capaces de mantener altas tasas
fotosintéticas al momento de la caida de CO, atmosférico y logran su méaxima
expansion ecoldgica en el Cretacico medio, mientras que las gimnospermas
experimentarian una severa penalizacion por difusion de carbono, reduciendo
considerablemente su diversidad desde el Cretacico hasta el presente (Holoceno)
(McElwain et al., 2016; Zhang et al., 2018).

1.5 Potencial riesgo de mortalidad asociado a lentas respuestas estomaticas:

comparativa entre gimnospermas y angiospermas

En las Gltimas décadas, el conocimiento de la influencia de los factores ambientales
en el comportamiento estomatico, centrados en las variaciones de luz, CO, y déficit
de presion de vapor (VPD), se ha incrementado sustancialmente (Driesen et al.,

2020). La comprension de las estrategias de respuesta de los estomas a las
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variaciones ambientales puede dar indicios del potencial comportamiento de los
estomas y estimar el tiempo diferencial hasta la mortalidad arborea ante eventos de
sequias asociados al cambio climéatico (Brodribb & McAdam, 2013; Duan et al.,
2015). Sin embargo, el control estomatico y las relaciones evolutivas entre el tiempo
de respuesta de los estomas y la conductancia estomatica aln son en gran parte
desconocidas en la mayoria de los linajes de plantas (Driesen et al., 2020).

1.5.1 Respuestas estomaticas a la luz. Las plantas experimentan fluctuaciones
diarias en la calidad e intensidad de la luz, lo que puede afectar la respuesta dindmica
de los estomas (Matthews et al., 2020). La apertura de los estomas es estimulada por
dos vias diferentes, una responsable de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
0 luz roja, y la otra via dependiente de la luz azul (Shimazaki et al., 2007). La luz
roja impulsa la apertura de los estomas en respuesta a la baja concentracion de CO,
intercelular (C;) producto de la fotosintesis. El bajo C; activa la proteina quinasa HT1
(High Leaf Temperature 1) que interactla y fosforila las proteinas quinasas CBC1 y
CBC2 (Convergence of Blue Light (BL) and CO, 1/2), las responsables de inhibir los
canales de aniones tipo-S (Hiyama et al., 2017). La activacion de H*-ATPasa como
la inactivacion de los canales tipo-S pueden contribuir a la hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica e impulsar la entrada de iones K* a las células de guarda y, por
tanto, promover la apertura de los estomas (Hiyama et al., 2017; Hosotani et al.,
2021). Por otro lado, la luz azul es percibida por los receptores fototropinas 1 y 2 en
las células de guarda que inducen la fosforilacion de la quinasa BLUS1 (Blue Light
Signaling 1), y culmina en la activacion de la célula de guarda H + -ATPasa, que
hiperpolariza la membrana plasmatica y, en consecuencia, aumenta la turgencia de
las células de guarda (Kinoshita et al., 2001; Takemiya et al., 2013). Si bien las
respuestas estomaticas a la PAR y luz azul se conservan en casi todas las plantas
vasculares, existen especies, como los helechos polypodiopsida, que carecen de
respuestas dependientes de la luz azul, probablemente como resultado de su
evolucién bajo dosel de plantas superiores (Schneider et al., 2004). En las plantas, la
adquisicion de capacidad de respuesta a la luz azul se ha considerado un mecanismo
importante al permitir mayor velocidad de apertura de los estomas, encontrando en
angiospermas respuestas mas rapidas a la luz azul que a la luz roja. Sin embargo, las

gimnospermas a pesar de poseer respuesta a la luz azul, sus velocidades de respuesta
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son muy inferiores a las angiospermas y la causa de esta lentitud ain se desconoce
(Doi et al., 2015).

1.5.2 Respuestas estomaticas al CO,. La deteccion de CO;, es una propiedad
intrinseca de las células de guarda que responden a la concentracién de CO,
intercelular (Mott, 1988). La apertura de los estomas inducida por CO, puede diferir
en cierto grado entre las plantas vasculares, ya que los estomas se abren en respuesta
a niveles bajos de CO; en las angiospermas en oscuridad, mientras que esta respuesta
requiere luz en las gimnospermas (Brodribb & McAdam, 2013). Del mismo modo,
existe una divergencia en el comportamiento fisiolégico de los estomas entre estos
grupos evolutivos en cuanto a la sensibilidad estomatica al aumento de CO,
(Brodribb et al., 2009; Brodribb & McAdam, 2011). Las angiospermas presentan una
mayor sensibilidad, cerrando rapidamente sus estomas frente a incrementos de CO»,
en cambio, las gimnospermas no presentan respuestas notorias por encima de las
concentraciones actuales (Brodribb & McAdam, 2013). Una explicacion a este
comportamiento diferencial es la activacion de la sefializacion dependiente de calcio
(Ca®") en las angiospermas, al parecer ausente en linajes de plantas basales (Young et
al., 2006; Brodribb & McAdam, 2013; Ehonen et al., 2019). Las proteinas de
sefializacion criticas para esta via son las proteinas CDPK (Calcium-Dependent
Protein Kinases), que fosforilan los canales anidnicos que causan la despolarizacion
de la membrana y el cierre de los estomas (Marten et al., 2008). Por tanto, esta via
brinda beneficios adaptativos a las angiospermas en términos de uso altamente
eficiente del agua, no obstante, la sensibilidad estomatica al CO, elevado podria
penalizar la asimilacion de carbono ante el futuro incremento de CO, atmosférico
(Brodribb et al., 2009).

Aunque nuestra comprension de los movimientos estomaticos al CO,
atmosférico ha avanzado, los mecanismos de sefializaciobn que incluyen la
percepcion, transduccion y expresion génica a altas concentraciones de CO; siguen
siendo poco conocidos, y solo algunos estudios recientes en plantas modelo han
aportado informacion acerca de los genes involucrados en el mecanismo del cierre
estomatico (Hiyama et al., 2017; Sussmilch et al., 2019; Driesen et al., 2020; Hsu et
al., 2021; Ma & Bai, 2021). En los estomas, el CO; entra a las células de guarda a
través de aquaporinas (PIP) y se convierte en bicarbonato (HCO3) por la accién de

las anhidrasas carbonicas (BCA). Luego, la acumulacion de HCO3™ activa el gen



22

RHC (Resistant to High CO2) que reprime la actividad de HT1, una quinasa que
regula negativamente el cierre de los estomas (Xue et al., 2011; Tian et al., 2015;
Wang et al., 2016; Hashimoto-Sugimoto et al., 2016). HT1 activa OST1 (Open
Stomata), un regulador positivo de los canales SLAC1 (Slow Anion Channel
Associated 1), el cual fosforila los canales de anion SLAC1 provocando finalmente
el cierre de los estomas a concentraciones elevadas de CO, (Hsu et al., 2018). Si
bien, se han caracterizado varios componentes de sefializacion en las angiospermas,
se requieren mas investigaciones para dilucidar la via de sefializacion completa de

los linajes basales.

1.5.3 Respuestas estomaticas al déficit de presion de vapor. La respuesta
estomatica es un medio clave por el cual las plantas vasculares ajustan la
transpiracion a los cambios diurnos de deficit de presion de vapor (VPD) (Berry et
al., 2010). Esta respuesta fue un paso importante en la evolucion de las plantas,
permitiendo controlar la pérdida de agua ante una atmosfera seca (Brodribb &
McAdam, 2011). A pesar de que este comportamiento se ha investigado ampliamente
en diferentes grupos de plantas, todavia no esta claro el mecanismo de deteccion de
VPD (Hsu et al., 2021). Dentro de los hallazgos se ha descrito el modelo hidropasivo
que vincula la turgencia de la hoja con la turgencia de las células de guarda y el
modelo hidroactivo donde una disminucion en la turgencia de la hoja desencadena la
sintesis de la hormona &cido abscisico (ABA) (Bauer et al., 2013; McAdam &
Brodribb, 2015).

En las angiospermas existe evidencia sustancial que la respuesta de los
estomas a VPD se produce a través de un rapido aumento de los niveles de ABA,
asociado con una rapida regulacion positiva del gen NCED que codifica la
enzima 9- cis -epoxicarotenoide dioxigenasa, limitante de la velocidad en la via de
biosintesis de ABA (Sussmilch et al., 2017). El aumento de ABA también explicaria
la fuerte histéresis reportada en angiospermas durante la transicion reversible de
VPD, donde la tasa de apertura estomatica al volver a VPD bajo es mas lenta que la
tasa de cierre a VPD alto, ya que los niveles de ABA disminuyen lentamente al
regresar a un VPD reducido (McAdam & Brodribb, 2015). Por el contrario, en las
gimnospermas la sintesis de ABA se produce a un ritmo mucho mas lento, no
alcanzando los niveles necesarios para desencadenar el cierre de los estomas, lo cual

indicaria que los niveles de ABA no cambian durante las fluctuaciones diurnas de
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VPD, respondiendo los estomas de manera hidropasiva (McAdam & Brodribb,
2015). La lenta sintesis de ABA en las gimnospermas se ha asociado
presumiblemente a la falta de enzimas especificas 0 a un retraso en la velocidad de
regulacién positiva de los genes NCED en respuesta a los cambios de VPD (Hanada
et al., 2011; Brodribb & McAdam, 2017). Adicionalmente, investigaciones recientes
han propuesto un modelo hipotético donde la proteina OST1 es necesaria para el
cierre estomatico a un alto VPD con la activacion dependiente o independiente de
ABA (Merilo et al., 2018; Driesen et al., 2020). Es asi que, en términos evolutivos,
las respuestas mas ancestrales de los estomas a variaciones de VPD fueron
gobernadas por la regulacién hidropasiva e independiente de ABA, mientras que las
respuestas activas probablemente evolucionaron en el lado de las angiospermas
basales (McAdam & Brodribb, 2012, 2014, 2015; Martins et al., 2016).

Finalmente, los rapidos movimientos estomaticos presentes en angiospermas
probablemente le otorguen una mayor seguridad hidraulica frente a potenciales
hidricos negativos, mientras que los movimientos lentos de las gimnospermas
aumentan la presion del xilema ante eventos extremos de sequia, poniendo en riesgo

la supervivencia de este grupo de plantas frente al cambio climatico.

1.6 Respuestas fotosintéticas frente a sequia

La sequia, propuesta como el principal detonante de eventos de mortalidad de
bosques en muchas regiones del mundo (Allen et al., 2010, 2015), induce cambios en
diversos procesos fisiologicos y bioquimicos de las plantas (Chaves, 1991). Se ha
descrito que plantas en condiciones de sequia modifican sus rasgos anatomicos,
aumentando la densidad e indice estomatico y disminuyendo el tamafio de los
estomas (Quarrie & Jones, 1977; Yang & Wang, 2001; Pearce et al., 2006; Zhang et
al., 2006; Xu & Zhou, 2008). En algunas especies, se ha descrito que esto conlleva
menores valores de gs ya que el menor tamafio estomatico dificulta la difusion de
CO; en la hoja (Maherali et al., 2002). Sin embargo, existen también especies
tolerantes a la sequia que presentan menores densidades estomaticas (Quarrie &
Jones, 1977; Silva et al., 2009; Hamanishi et al., 2012; Franks et al., 2015; Ouyang
et al., 2017). En base a esto, es posible que las modificaciones que presentan las
hojas en respuesta a la sequia no tengan un comportamiento Unico, y esta respuesta
varie entre especies dependiendo de la intensidad y frecuencia del tratamiento hidrico
(Hamanishi et al., 2012).
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Si bien los primeros estudios sobre la respuesta de la fotosintesis al estrés
hidrico asumian que las limitaciones estomaticas y bioquimicas explicaban la
disminucién de la asimilacion neta de CO, (Chaves, 1991), investigaciones
posteriores demostraron que gp, también disminuye como respuesta a la escasez de
agua (Flexas et al., 2008). Rapidamente se confirmd que gm €S un componente
dindmico y sensible incluso al estrés hidrico leve, y que las estructuras y las
propiedades anatomicas de las células del meséfilo son determinantes importantes de
gm (Misson et al., 2010). La modificacion de la estructura y anatomia de la hoja,
como un mayor grosor y ancho de pared, pueden ocurrir durante periodos de estrés
hidrico (Ouyang et al., 2017), incrementando la resistencia de la difusion del CO, en
la fase liquida (Flexas et al., 2012b; Tomas et al., 2013). En este sentido, se ha
descrito que Tcw, que representa mas del 25% de la resistencia total del mesoéfilo
(Tholen & Zhu, 2011) aumenta significativamente en condiciones de sequia, debido
a un mayor engrosamiento de la pared celular (Ouyang et al., 2017). Por el contrario,
S./S tiende a disminuir en condiciones de escasez hidrica, lo que sumado a cambios
en la densidad y LMA influyen negativamente en gn,, (Han et al., 2016).

Adicional a estos cambios asociados a gs y gm, Se ha registrado un deterioro
de la maquinaria fotosintética bajo estrés hidrico moderado a severo (Parry et al.,
2002; Galméset al., 2011). Grassi & Magnani (2005), identificaron que los
componentes difusivos (gs ¥ gm) en Quercus robur y Fraxinus oxyphylla, fueron
componentes principales en condiciones de estrés hidrico moderado. Sin embargo,
las limitaciones bioquimicas (disminucion en V max) fueron cuantitativamente
importantes en condiciones de sequia severa. Esto Gltimo se puede atribuir a
deterioros en la fosforilacion y sintesis de ATP, inactivacion de las enzimas del ciclo
de Calvin, alteracion en la regeneracion de RuBP y en la actividad de Rubisco
(Lawlor & Cornic, 2002; Bota et al., 2004; Flexas et al., 2004, Galmés et al., 2007).

1.7 Efectos de la sequia en la conductividad hidraulica foliar

La resistencia hidraulica foliar esta sustancialmente determinada por las resistencias
en serie de las vias a través del xilema (Ky) y de las trayectorias fuera del xilema o
extraxilema (Kox) (Scoffoni et al., 2017). La via Ky esta influenciada principalmente
por los rasgos de las venas foliares, como la densidad, distancia, geometria y
longitud de las venas, mientras que la via Kox €s mucho mas compleja, integrando

ruta apoplastica a través de las paredes celulares, ruta simplastica mediante las
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membranas celulares y la ruta transcelular cruzando los plasmodesmos (Nardini et
al., 2014; Buckley, 2015). Ante el decline de Kieas, €l mantenimiento del agua es casi
imposible, atribuyendo el descenso de K @ ambos componentes (Kx y Kox)
(Scoffoni & Sack, 2017). A pesar de que se ha postulado la contribucion equitativa
de Ky y Kox en el descenso de Kies, la via Kox se ha indicado como la principal
impulsora de la wvulnerabilidad hidrdulica de las hojas en condiciones de
deshidratacion leve y moderada, mientras que Ky adquiere protagonismo bajo sequia
severa (Bouche et al., 2016; Trifilo et al., 2016). De hecho, Charra-Vaskou et al.
(2012) informaron que el descenso de Kesr €n Pinus pinaster se debid principalmente
a cambios en las propiedades hidraulicas de Kox, sugiriendo que el xilema de las
venas es mucho mas resistente a una alta tension negativa inducida por sequia
(Trifilo et al., 2016). La embolia o cavitacion del xilema de las venas determina el
descenso de Ky, por el contrario, el declive de Kyx se relaciona a la perdida de
permeabilidad de los tejidos extraxilema causada por la contraccion del mesoéfilo y
de las células de la vaina del haz vascular, desactivacion de las acuaporinas o colapso
de las traqueidas de transfusion (Brodribb & Holbrook, 2005; Shatil-Cohen et al.,
2011; Zhang et al., 2014b). El tejido de transfusion es un tejido universal en las
gimnospermas que incluye células parénquimaticas y traqueidas de trasfusion. Las
traqueidas de transfusion cumplen con el transporte de agua radial desde el xilema
axial hacia la vaina del haz, ademas del almacenamiento de agua (Zhang et al.,
2014b). Estas traqueidas se caracterizan por un mayor tamafio y paredes celulares
menos lignificadas que las traqueidas axiales, lo cual les confiere la capacidad de
deformarse ante la deshidratacion de las hojas, encontrando, por ejemplo, un colapso
reversible en hojas de Podocarpus y Taxus ante disminuciones de Kies (Brodribb &
Holbrook, 2005; Zhang et al., 2014b). Este mecanismo ha permitido a las coniferas
experimentar potenciales hidricos de las hojas negativos y restauralos posteriormente
(Johnson et al., 2016). Por lo tanto, el colapso de las traqueidas de transfusion podria
ser un medio adaptativo para regular el potencial hidrico de las hojas en riesgo de
embolia, funcionando tanto como un disyuntor y depdsito para amortiguar el xilema
durante el cierre de los estomas (Sack & Scoffoni, 2012). Sin embargo, el rol de las
traqueidas de transfusion en respuesta a la vulnerabilidad hidraulica de la hoja aiin no

estd completamente claro (Sack et al., 2015).
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1.8 Araucaria araucana: problematica sanitaria y su posible respuesta ante el

cambio climatico.

La familia Araucariacea es una de las mas antiguas del mundo, con un amplio
registro fosil de su extensa distribucion en ambos hemisferios durante la era
Mesozoica. En la actualidad, Araucariaceae estd restringida geograficamente al
hemisferio sur, con solo algunas especies vivas (Stockey, 1982; Setoguchi et al.,
1998) que habitan ambientes humedos y principalmente mesotérmicos (Hill &
Brodribb 1999; Kershaw & Wagstaff 2001). Entre las familias de coniferas,
Araucariaceae es la més amenazada en territorios insulares, particularmente en
Nueva Caledonia, y en América del Sur (Rumeu et al., 2014). Se ha sugerido que
Araucariaceae aparecio a finales del Triasico y presentd su apogeo en el Jurasico,
seguido de un declive continuo desde finales del Cretacico, que culmina con la
extincion de varias especies de araucaria producto del incremento de la aridez
(Miller, 1977; Kershaw & Wagstaff 2001; Panti et al., 2012). Esta familia de
coniferas esta compuesta por tres géneros Wollenia, Agathis y Araucaria. Este ultimo
es el género mas diversificado, con el registro fésil mas extenso (Hill & Brodribb,
1999). Sobre la base de diferencias morfoldgicas y analisis filogenéticos
moleculares, el género Araucaria se ha dividido en cuatro secciones; Bunya (1 spp.),
Intermedia (1 spp.), Eutacta (15 spp.) y Araucaria (2 spp.) (Setoguchi et al., 1998;
Escapa & Catalano, 2013). Las dos especies de la seccion Araucaria son: Araucaria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze y Araucaria araucana (Molina) K. Koch, ambas
endémicas de América del Sur (Dettmann & Clifford, 2005), que difieren de las otras
secciones (Bunya, Intermedia y Eutacta) en el namero de células subsidiarias (4-5),
namero de cromosomas (13), orientacion de los estomas en las hojas maduras
(paralela al eje de la hoja), disposicién de los estomas en las hojas maduras
(anfistomatico), habito (dioico), tipo de germinacion (criptogeal), disposicion del
cono de polen (axilar), morfologia del cono ovulifero (elipsoidal) y tipo de hoja
(delgado y ancho), entre otros (Escapa & Catalano, 2013).

A. araucana es una de las coniferas mas antiguas de América del Sur (Martin
et al., 2014), siendo considerada un fosil viviente (Aguilera-Betti et al., 2017).
Durante su apogeo en el periodo Juréasico, los niveles de CO, atmosférico estuvieron
entre 900 y 1000 ppm, con un 27% de O, atmosférico (Kunzmann, 2007; Panti et al.,
2012; Steinthorsdottir & Vajda, 2015; Krause et al., 2018).
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En América del Sur, A. araucana esta distribuida en Chile y Argentina. En
Chile estd ubicada en la Cordillera de los Andes, (37° 30'-39° 30 'S) y en la
Cordillera de la Costa (37° 20'-38° 40 'S), en las regiones del Biobio, Araucania y de
Los Rios, distribuida en 320,174 ha (Veblen, 1995). Actualmente, se encuentra
catalogada en peligro de extincion para las poblaciones de la Cordillera de la Costa 'y
vulnerable para la Cordillera de los Andes (IUCN, 1996; Rumeu et al., 2014). Se
ubica en altitudes aproximadas de 900-1700 m s.n.m en el sector andino y 850-1400
m s.n.m. en el sector costero (Veblen, 1995; Bekessy et al., 2002; Martin et al.,
2014). Su héabitat se caracteriza por climas frios en los sectores de mayor altitud
(Cordillera de los Andes) y climas templados calidos en los bosques de baja y media
altitud (Cordillera de la Costa) (Donoso, 1993), donde la precipitacion media anual
fluctia de 2.000-4.500 mm y de 1.000-1.500 mm, respectivamente (Ibarra et al.,
2010). En el sector andino, las temperaturas medias anuales varian entre 3,8 °C y 17
°C, mientras que en el sector costero, especificamente en la Cordillera de
Nahuelbuta, las temperaturas medias oscilan entre 7,9 °C hasta 18 °C (Puchi et al.,
2021). Esta especie se desarrolla en suelos de origen volcanico formando bosques en
mezcla con lenga (Nothofagus pumilio), fiirre (N. antarctica), coigiie (N. dombeyi),
roble (N. obliqua) y, en menor proporcion, rauli (N. alpina), con tendencia a formar
bosques puros, especialmente en las zonas de mayor elevacion (Donoso, 1981; Diaz-
Vaz, 1984; Aagesen, 1998).

A. araucana adquirié caracteristicas foliares que le permitieron adaptarse a
estas condiciones ambientales. Esta especie presenta hojas perennes dispuestas en
espiral sin peciolos; son de forma lanceolada con un mucrén terminal. A nivel
estructural, A. araucana se caracteriza por rasgos notablemente xerofiticos, como
hojas coriaceas, alto contenido de ceras, hipodermis altamente lignificada,
colénguima, limenes estrechos, alta LMA y una baja Kes (Lusk, 2001; Brodribb et
al., 2005; Ojeda et al., 2017). Sus estomas son tetraciticos, dispuestos a ambos lados
de la superficie de la hoja, ubicados en filas paralelas y separados entre dos a cuatro
filas de células epidérmicas a lo largo de la hoja (Barrera & Meza, 1991).

Actualmente se ha reportado un alto porcentaje de individuos de A. araucana
con algun grado de deterioro en bosque adulto y en regeneracion (CONAF, 2018).
En bosques adultos esta condicidn ha tenido un aumento de un 93,3% a un 98%, con
resultados fatales en un 11,3% de la poblacién, segin prospecciones realizadas entre
2016 y 2018 (CONAF, 2018). En arboles jovenes (regeneracion) menores a 1,3 m de
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altura, el grado de afectacion ha alcanzado un 86,5%, con un 15,4% de muerte. La
enfermedad que afecta a los bosques de araucarias se caracteriza por presentar
sintomas de necrosis en las hojas y ramas, avanzando desde la parte inferior a la
superior de la corona, impulsada posiblemente por ataque de patdgenos (Balocchi et
al., 2021). Dentro de los posibles supuestos, se encuentran las condiciones climaticas
anormales producidas por el cambio climético, particularmente, por eventos de
sequia (Easterling et al., 2000, Vélez et al., 2018; Pastorino & Marchelli, 2021). En
abril de 2016, se informé el estado de algunos ejemplares de A. araucana en sectores
cercanos a la Cordillera de Nahuelbuta y la Cordillera de los Andes, donde la mayor
incidencia de individuos enfermos se presentd en las regiones costeras de menor
disponibilidad hidrica, lo cual podria indicar que la mortalidad en arboles de A.
araucana estaria atribuida a un deterioro metabolico (fotosintético y/o hidraulico)
producto de la sequia.

De acuerdo a lo anterior y a los rasgos fisiologicos de especies antiguas y la
historia evolutiva de las Araucariaceae (Franks & Beerling, 2009; Feild & Brodribb,
2013; Galmés et al., 2014; Veromann-Jirgenson et al., 2017; McAdam & Brodribb,
2015), se esperaria que A. araucana presente rasgos morfoanatdmicos y cinéticos de
Rubisco primitivos. Especificamente, una baja conductancia estomatica asociada a
estomas grandes y de menor densidad, y una lenta capacidad de respuesta de los
estomas supondria una mayor susceptibilidad a variaciones ambientales. Sumado a
una baja afinidad de la Rubisco por el CO; y un sistema de venas de menor densidad,
podrian poner en riesgo la supervivencia de esta especie frente al cambio climatico,
convirtiéndola en un ejemplo mas de mortalidad arbdrea, perdiendo valiosa
informacion evolutiva de los mecanismo de respuestas al estrés que le han permitido
sobrevivir hasta el dia de hoy.

Aparentemente, A. araucana no seria inmune a estos efectos y los casos de
mortalidad detectados en sus poblaciones, principalmente adultos, coinciden con
aquellos sectores donde se ha reducido la disponibilidad de agua. Sin embargo, para
dilucidar el efecto real del cambio climatico sobre A. araucana, quedan aun, muchas
interrogantes por responder, algunas de ellas son propuestas en la Tabla 1. Por tanto,
conocer sus rasgos fisiologicos es un paso clave para entender su respuesta a la
sequia y aumentar nuestro conocimiento sobre las posibles respuestas de otras

especies ancestrales frente a esta amenaza.
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Tabla 1 Algunas preguntas abiertas que se podrian abordar en futuras
investigaciones relacionadas con los efectos del cambio climatico sobre los procesos
hidraulicos y fotosintéticos, y los rasgos que ha adquirido A. araucana a lo largo de

la historia evolutiva.

¢Qué hipdtesis de mortalidad arbdrea se ajusta a esta especie?

¢Qué componente hidraulico limita a Kjesrante estrés hidrico?

¢Qué componente fotosintético limita a A. araucana?

¢Qué rasgos presenta esta especie que le han permitido colonizar la tierra por
millones de afios?

¢QUué caracteristicas primitivas estarian limitando su supervivencia frente a nuevos

escenarios climaticos?

1.9 Observaciones finales

Mas de un tercio de las especies de gimnospermas estan al borde de la extincion, por
lo cual, el efecto de la sequia sobre estas especies ha llamado la atencion de
investigadores que han canalizado sus esfuerzos en el estudio de su impacto. Los
escasos estudios de distribucion espacial y vulnerabilidad de las gimnospermas a la
sequia a escala continental y mundial limitan la compresion del efecto real del
cambio climatico sobre estas especies. Actualmente, la mayoria de los reportes se
centran en el hemisferio norte, mientras que, en el hemisferio sur, donde se encuentra
el reservorio de las familias mas antiguas, ha sido poco abordado. Por tanto, futuros
estudios sobre regiones méas rezagadas permitiran aumentar la riqueza de datos para
explorar posteriormente varios aspectos de procesos hidraulicos y fotosintéticos,
especialmente en este antiguo grupo de plantas.

Dentro de los mecanismos que subyacen a la mortalidad arbdrea, las hipdtesis
de falla hidraulica e inanicion de carbono, requieren integrar aspectos mas
complejos, como son las propiedades hidraulicas de las hojas, consideradas el érgano
distal que mayor restriccion ejerce en el transporte de agua, e integrar sus
componentes para determinar cual de ellos es el principal determinante de la
vulnerabilidad de la conductancia hidraulica foliar a la sequia.

Por otro lado, la reduccion de la asimilacion de carbono, y por ende la sintesis

de carbohidratos no estructurales, es un efecto principal del déficit hidrico. Sin
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embargo, el declive de la fotosintesis integra componentes limitantes que se
despliegan antes de concluir en la reduccion de carbohidratos. El estrés hidrico
dependiendo de su intensidad puede reducir la fotosintesis a través del cierre de los
estomas, reduccion en la difusion de CO, en el mesofilo de la hoja o dafio
bioquimico en el proceso de fijacion de CO,, por lo cual, abordar estas limitaciones
fotosintéticas permitira predecir y comprender en profundidad los rasgos fisiologicos
adyacentes a la mortalidad por sequia.

La evidencia revisada aqui indica que los mecanismos que subyacen a las
respuestas de las plantas al cambio climético, en general, no se conocen bien. Sin
embargo, existe una creciente evidencia de que varios de los eventos globales de
mortalidad de éarboles son en parte producto de cambios en las condiciones

ambientales.
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ABSTRACT

The study of living fossils provides valuable information about the evolution of
specific adaptations to past and current environmental conditions. Araucaria
araucana is the oldest species in South America and one of the oldest genus in the
world, despite this, there are few studies focused on its physiology and its responses
to changes in environmental conditions. We performed an integrated approach aimed
to characterize their stomatal, mesophyll and biochemical traits which govern its
carbon assimilation under past and present levels of atmospheric CO,. Results
indicated that A. araucana presents typical traits of ancient species, such as large
stomata and low density, which trigger a low gs and slow stomatal responsiveness to
changing environmental conditions. However, interestingly, the quantitative analysis
shows that Ay is equally limited by both diffusive and biochemical components. The
Rubisco catalytic properties preserve ancient traits, probably because of the different
environmental selective pressures during its diversification. The increase in the
measurement temperature induced stomatal and biochemical limitations, which
together with a lower Rubisco affinity for CO, can compromise their photosynthetic

capacity in warmer conditions.

KEYWORDS: Ancient species, Araucaria araucana, leaf structural traits,

mesophyll conductance, photosynthetic rates, rubisco kinetic, stomatal traits.

*Este capitulo fue enviado como manuscrito a la revista Tree Physiology, y se encuentra actualmente

aceptado con correcciones.
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INTRODUCTION

The earliest vascular plants diversified during the Silurian and Devonian periods of
the Paleozoic (418-407 Mya) (Gensel, 2008). Gymnosperms appeared later, about
290 million years ago in the Permian period, while the most recent group, the
angiosperms, originated 200 million years ago (Haworth et al., 2011a), where each
plant group was ruled by different atmospheric conditions. The species which
originated under high (ferns and gymnosperms), and low (angiosperms) atmospheric
carbon concentrations deploy different anatomical and physiological mechanisms
related to CO; diffusion and fixation (Franks & Beerling, 2009; Flexas & Carriqui,
2020). In this sense, ferns and gymnosperms present a lower photosynthetic capacity
as compared to angiosperms (Carriqui et al., 2015). In an environment with low CO,,
plants compensate by increasing stomatal density and decreasing stomatal size,
which results in greater stomatal conductance (gs), and therefore higher
photosynthetic rates (An) (Franks & Beerling, 2009).

It is important to highlight that not only stomatal limitations are directly
responsible for the low Ay found in gymnosperms. Carriqui et al. (2015) and
Veromann-Jirgenson et al. (2017) reported remarkably lower values of mesophyll
conductance to CO; (gm) in gymnosperms than in angiosperms. Low gn can be
attributed to leaf structural traits, particularly to the cell wall thickness (T¢y) and the
chloroplast surface area exposed to intercellular airspace (S¢/S) (Tomas et al., 2013).
Tew has been decreasing, while S¢/S has been increasing as species have diversified,
and both parameters have been correlated with lower structural investments in leaf
density (LD) and leaf mass area (LMA) (Gago et al., 2019). Species with high LMA
tend to have a higher investment in non-photosynthetic tissue and a lower nitrogen
(N) content per dry mass. However, a positive correlation has also been found
between LMA and the fraction of N assigned to cell walls to the detriment of
photosynthetic proteins (Onoda et al., 2017), which is reflected in lower Ay mass-
based (Wright et al., 2004).

In addition to the structural traits determining g, and, therefore, Ay, some
biochemical traits related to Rubisco have also proven to act as limiting factors for
photosynthesis. Galmés et al. (2014) reported evolutionary trends of Rubisco Kinetic
parameters based on atmospheric CO, concentrations. Evolutionarily older species

that developed under high atmospheric CO, concentrations have a lower Rubisco
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affinity for CO, (high K;) and a lower specificity factor (Sco), resulting in a
decreased carboxylation turnover rate (Kc°). Taken together, this evidence suggests
that factors governing CO, diffusion from the atmosphere to the sites of
carboxylation, leaf anatomical and structural leaf traits, and the Kinetic properties of
Rubisco play a decisive role in the evolution of plant species towards higher A.

Araucariaceae has an extremely broad fossil record, indicative of an extensive
distribution in both the Northern and Southern Hemispheres in the Mesozoic. At
present, however, Araucariaceae is geographically restricted to the Southern
Hemisphere, with a few living species (Stockey, 1982; Setoguchi et al., 1998). It has
been suggested that Araucariaceae appeared in the late Triassic and presented their
apogee in the Jurassic, followed by a continued decline since the end of the
Cretaceous (Miller, 1977; Panti et al., 2012). This conifer family is composed of
three genera Wollemia, Agathis and Araucaria. The latter is the most diversified
genus, with the most extensive fossil record (Hill & Brodribb, 1999). Based on
morphological differences and molecular phylogenetic analyses, the Araucaria genus
has been divided into four sections; Bunya (1 spp.), Intermedia (1 spp.), Eutacta (15
spp.) and Araucaria (2 spp.) (Setoguchi et al., 1998; Escapa & Catalano, 2013). The
two species in the Araucaria section are: Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze
and Araucaria araucana (Molina) K. Koch, both endemic to South America
(Dettmann & Clifford, 2005), which differ from the other sections (Bunya,
Intermedia and Eutacta) in the number of subsidiary cells (4-5), chromosome number
(13), stomata orientation on mature leaves (parallel to leaf axis), stomata disposition
on mature leaves (amphistomatic), habit (dioecious), germination type (cryptogeal),
pollen cone disposition (axillary), ovuliferous cone morphology (ellipsoidal) and leaf
type (thin and broad), among others (Escapa & Catalano, 2013).

A. araucana is the oldest conifer in South America (Martin et al., 2014), with
individuals reaching 1000 years old, being considered a living fossil (Aguilera-Betti
et al., 2017). During their apogee in the Jurassic period, the atmospheric CO; levels
were between 900 and 1000 ppm, with 27% of atmospheric O, (Kunzmann, 2007;
Panti et al., 2012; Steinthorsdottir & Vajda, 2015; Krause et al., 2018). A. araucana
acquired thus foliar characteristics that allowed it to adapt to these environmental
conditions. This species presents evergreen leaves that are arranged in a spiral
without petioles; they are lanceolate in shape with a terminal mucron. At the

structural level, A. araucana is characterized by notably xerophytic traits, such as
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leathery leaves, a high wax content, a highly lignified hypodermis, collenchyma and
high LMA (Lusk, 2001; Brodribb et al., 2005; Ojeda et al., 2017). Their stomata are
tetracytic, arranged on both sides of the leaf surface, located in parallel rows, and
separated between two to four other rows of epidermal cells along the leaf (Barrera
& Meza, 1991). Despite the valuable information that living fossils provide,
including all the adaptations and adjustments that this species has had to evoke to
maintain its existence on Earth for millions of years, studies regarding the leaf
anatomy and structure of A. araucana are conspicuously limited (Barrera & Meza,
1991; Lusk, 2001; Brodribb et al., 2005; Ojeda et al., 2017), and those regarding its
physiology are almost null. Based on this, we have carried out an anatomical and
physiological characterization of A. araucana (araucaria), delving into the diffusive
and biochemical traits that determine its carbon assimilation. We hypothesized that
evolutionarily ancient leaf morphophysiologic and Rubisco catalytic traits of A.
araucana restrict its carbon assimilation under the present levels of atmospheric
CO..

MATERIALS AND METHODS

1.1 Plant material and experimental conditions

A. araucana seeds were collected from the Malalcahuello sector, Araucania Region,
and grown in the Los Quillayes nursery, in Quillon county, Chile. Twelve plants
were studied when they were fifteen years old and had, on average, a height of 71.8 +
2.7 cm, 2.7 £ 0.1 cm collar diameter and 3.7 + 0.3 whorls. Plants were grown in 39
cm tall plastic pots, with approximately 60% of the original volcanic soil substrate
and 40% potting soil, which included organic matter and bark residue and treated
chips (ANASAC). Plants were fertilized one month before starting the
measurements, with NPKCaMg at 1:2:2:2:1 w/w and irrigated each time with
approximately 9 + 0.1 L twice a week throughout the study. The study was carried
out in a nursery of the University of Concepcidn, where the air temperature was
recorded every 30 min with a HOBO® U-30 microclimatic station in autumn,
between January and June 2019 (Onset Computer Co, Bourne, MA, USA) (Table
S1).
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1.2 Stomatal traits and the theoretical maximum stomatal conductance

The anatomical characteristics of the stomata were determined in the middle leaf
section on both the adaxial and abaxial faces. The leaves were collected from
branches located in the middle portion of the trees and immediately fixed in FAA
(formalin-glacial acetic acid-70% alcohol). Afterwards, plant material was boiled in
96% ethanol for 10 min and subsequently boiled again in an aqueous solution (1:1)
of 96% ethanol and 5% sodium hydroxide for 10 min. The material was washed
twice with distilled water, then a 50% sodium hypochlorite solution was applied and
allowed to stand for 1 to 4 h until the leaves became transparent. Once the material
was rinsed, it was washed five times with distilled water and kept in a 5% chloral
hydrate solution for 10 min. Subsequently, the adaxial and abaxial epidermis were
separated using a cutting blade. For staining, a 20% solution of safranin in 96%
ethanol was applied for 5 min, and 50% glycerin was applied for mounting the
sample (De Strittmatter, 1973). Samples were photographed with an optical
microscope (CX31, Olympus, Japan) and micrograps were measured using the
ImageJ software (Wayne Rasband / NIH, Bethesda, MD, EE. UU.). The stomatal
size (S, um?) was calculated as the length of the guard cell (GL, pm) and multiplied
by the width (SW, um) of the guard cell pair. The length itself was estimated by
calculating the average of 25 pairs of guard cells chosen randomly from five leaves
(5 measurements per leaf) (Hasper et al., 2017). Stomatal density (SD) was
determined by counting the number of stomata per unit of epidermal area (Franks &
Beerling, 2009; Hasper et al., 2017). The stomatal area index was obtained by taking
the product from SD and S according to Galmés et al. (2013). To determine the
theoretical maximum stomatal conductance (gwmax, mol H,O m™ s™), the Franks &
Farquhar (2001) and Dow et al. (2014) methods were used. Thus, Qwmax Was
calculated as: Qumax = d/V SD amax /(PD + 1/2-Nomax/), where d is the water vapor
diffusivity in the air (2.41x10° m? s*) and v is the molar volume of air (23.23x107®
m* mol™) at 10 °C (Montgomery, 1947), SD is the stomatal density per mm™, m is the
mathematical constant (3.142), amax is the maximum area of the open stomatal pore
(um?), calculated as P (n-PL%/4), where B is a geometric constant that indicates the
circular fraction of a pore with a diameter equal to the length of the pore (PL, pum)
and in the case of gymnosperms the stomata can only open up to approximately 50%
of the full circle, using in this analysis B = 0.5 according to Franks et al. (2014). The

depth of the stomatal pore (PD, pum) was calculated for fully open stomata as SW/2
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assuming that guard cells expand to a circular cross section (Franks & Beerling,
2009).

1.3 Gas exchange measurements

The leaf gas exchange was determined simultaneously with the chlorophyll a
fluorescence measurement using an open gas exchange system Li-6400 (LI-COR
Inc., Lincoln, NE, USA) with an integrated fluorescence chamber (Li-6400-40; LlI-
COR Inc.). Leaves were randomly selected from the middle section of each tree.
When leaves did not completely cover the infrared gas analyzer chamber, a
correction was made for the actual area of the leaf, using ImageJ software (Wayne
Rasband / NIH, Bethesda, MD, EE. UU.). To achieve this correction, the leaf was
kept in the leaf chamber fluorometer, and then carefully open for not to move the
leaf. Area foam pads 2 cm® were glued to the leaf, preserving the original
measurement position and it was photographed for the actual area of measurement be
obtained.

The response of the net photosynthesis CO, uptake (Ay) to varying light
intensities was assessed with light response curves, which were measured between
11 a.m. and 3 p.m. approximately. Light was gradually decreased from 2000 pmol
photons m? s™ to 0 umol photons m? s™, with measurements taken at 10 different
light intensities, after a steady state of 30 to 35 min (until Ay and stomatal
conductance, gs, stabilized to the new environmental condition inside the leaf
cuvette) at each light intensity. The chamber was programmed at a leaf temperature
of 20 °C, CO, concentration (C,) 400 pmol CO, mol™ air, air humidity of 40-60%,
250 pmol s of flow and was maintained during the measurements a VVPD of 1.32 +
0.02 kPa. The curves were analyzed by fitting a non-rectangular hyperbola,
according to the equation: An = ((® + Ama) — (@1 + Amax)® — 401 Amax))**/26) -
Raark, Where Amax is the light saturated rate of CO, assimilation at infinitely high
irradiance, ¢ is the (apparent) quantum yield, | is the absorbed irradiance, 0 is the
curvature factor and Rgak IS the dark respiration (Lambers et al., 2008). The light
compensation point was obtained as lcomp: (Raark (ORdark - Amax))/(¢(Raark - Amax)),
according to Lobo et al. (2013).

To assess An-leaf temperature response curves, leaf cuvette conditions were
set to 400 pmol CO, mol™ air, light-saturating of 2000 pmol photons m? s, 40-60%

humidity and 250 pmol s of flow. The leaf temperature inside the cuvette was
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initially set to 10 °C, and after a stabilization period of 30 to 40 min, An was
recorded. Then, the leaf temperature was increased in regular intervals of 5 °C,
preserving the stabilization times between temperatures, until reaching a maximum
of 30 °C, with Ay was recorded at the 5 different leaf temperatures.

To obtain the temperature at which Ay reached its maximum value (optimal
temperature, Top), €ach set of measurements was fitted to a second order polynomial
function, following the equation: Ay = @Tjea® + bTiear + C (Kroner & Way, 2016).

The response of Ay to varying substomatal CO, concentrations (C;) was
studied with An—Ci curves for two temperatures. The curves were initiated by
allowing the leaf to reach a steady state of net photosynthesis (Ax) and gs (for this
species, typically 30 to 35 min after clamping the leaf). Measurements in the leaf
chamber were performed at C, of 400 umol CO, mol™ air, saturating light intensity
(2000 pumol photons m? s™), flow rate of 250 umol s, air relative humidity of 40-
50% and VPD of 1.31 £ 0.02 and 1.88 + 0.03 kPa for the leaf temperature of 20 °C
and 25 °C, respectively.

Thereafter, C, was lowered to 0 pumol CO,, following increases up to a
maximum of 2000 pmol CO, mol™. In total, An-C; curves allowed for 11
measurements at different C,. At each C, measurements were taken after
maintaining the leaf for at least 30 min at the corresponding CO, concentration. Dark
mitochondrial leaf respiration (Rgark) Was observed at pre-dawn at a C, of 400 pmol
CO, mol™ air, 40-50% humidity, 250 umol s™ of flow and at the two measuring
temperatures (20 °C and 25 °C). Corrections for the leakage of CO in and out of the
leaf chamber of the Li-6400 were applied to all gas-exchange data, as described by
Flexas et al. (2007).

The quantum efficiency of the photosystem Il (PSII)-driven electron transport
was determined using the equation: §PSII = (F n-Fs)/F m, where Fs is the steady
fluorescence state in the light (PPFD 1000 pumol quanta m? s?) and F, is the
maximum fluorescence obtained with a light saturating pulse (8000 umol quanta m
s). As $PSII represents the number of electrons transferred per photon absorbed by
PSII, the electron transport rate (ETR) can be calculated as: ETR = ¢psy-PPFD
o 3, where PPFD is the photosynthetic photon flux density, a is the leaf absorptance,
and B is the distribution of absorbed energy between the two photosystems, assumed

to be 0.5. The leaf absorptance was measured using a chlorophyll fluorescence



56

system Imaging mini-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), reaching values of 0.787 +
0.03.

The relationship ETR/Ag was calculated as the ratio between the electron
transport rate and the gross photosynthesis that indicates the amount of reduced
power per unit of fixed CO,. Ag was calculated as the sum of Ay and half of Rgar.

1.4 Stomatal response to different environmental conditions

Instantaneous gas exchange and chlorophyll a fluorescence measurement (Li-
6400XT, Li-6400-40 leaf chamber, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA) were used to
study the stomatal responses (gs) to light, CO, concentration and vapor pressure
deficit (VPD). Standard environmental conditions inside the leaf cuvette were: leaf
temperature of 20 °C, light intensity of 2000 pmol photons m? s, air humidity of
40-60% and flow of 250 pmol s™ and 400 ppm CO,. Prior to the measurements, a
minimum period of 30 min was established to ensure steady state conditions for gs.
To analyze the gs response to light, two light intensities were set: 0 pmol
photons m? s and 1500 pmol photons m? s, and measurements were recorded
every 3 min for two hours. For the gs response to CO, concentration, plants were
measured for 2 h at C, of 200 ppm CO,, 400 ppm CO, and 2000 ppm CO,, and data
were recorded every 3 min. Finally, the gs response to VPD was measured in two
intervals of 1 to 2 kPa. The VPD values were obtained controlling the relative
humidity of the leaf chamber (Li-6400-40; LI-COR Inc.). The initial VPD was
established at 1 kPa and after gs reached stabilization (between 30-60 min) the data
were logged every 3 min for one hour. Then the relative humidity was decreased
until a VPD of 2 kPa was achieved, requiring a similar stabilization time of gs (30-60

min) to subsequently begin with the data recording every 3 min.

1.5 Estimation of mesophyll conductance, chloroplast CO, concentration and

analysis of quantitative limitations for photosynthesis

In vivo gn was obtained from combined measurements of gas exchange and
chlorophyll a fluorescence. Thus, gm was calculated as in Harley et al. (1992),
according to: gm = An/(Ci-(T*(ETR+8(An+RL))/(ETR-4(An+RL)), where Ay and C;
were obtained from gas exchange measurements at saturating light. The evolution

rate of non-photorespiratory CO, in the light (R.) was determined as half of Rgar.
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The chloroplast CO, compensation point (I'*) was calculated according to Brooks &
Farquhar (1985) from the Rubisco specificity factor (Sc¢,) measured in vitro. To
calculate the chloroplast CO, concentration (C.), the determination of g, was used to
calculate C, converting An-Ci curves into An-C. curves, as C. = Ci — (An/Om)
(Manter & Kerrigan, 2004). The maximum velocity of carboxylation (Vcmax) Was
derived from An-C. curves, according to Farquhar et al. (1980) and using the Kinetics
constants for Rubisco determined for A. araucana at 25 °C (see below). The Rubisco
Kinetics values at 20 °C were calculated from the values measured at 25 °C by
applying the thermal dependencies reported for tobacco by Bernacchi et al. (2001).
The quantitative limitations related to stomatal conductance (ls), mesophyll
conductance (I) and leaf biochemical (l,) were calculated using An, Js, Om and Vemax
values according to Grassi & Magnani (2005).

1.6 Anatomical determination of gn,

The Tomas et al. (2013) approach was used for anatomical modeling of gm. The
central portion of leaves located in the middle section of the trees were fixed in
formaldehyde, acetic acid, and ethanol (FAA), and 3.7% glutaraldehyde, for optical
and transmission electron microscopy (EM1200 EXII; Japan Jeol Ltd, Tokyo, Japan),
respectively. Six and nine micrographs were randomly selected to measure the
mesophyll thickness, the mesophyll area exposed to intercellular air space (Sy,) to the
total leaf surface (S) area ratio (Sn/S), the chloroplast exposed surface area to the
total surface area ratio (S¢/S), the chloroplast length (Lcn), the chloroplast thickness
(Ten), and the cell wall thickness (Tcw). All images were analyzed with ImageJ
software (Wayne Rasband/NIH, Bethesda, MD, USA). The one-dimensional gas
diffusion model of Niinemets & Reichstein (2003) applied by Tomas et al. (2013)
was employed to estimate the different leaf anatomical characteristics determining
gm. The determinants of g, were divided between gas-phase conductance and the
different components of the cellular phase conductances: the cell wall (l..), the

plasmalemma (lp), and inside the cells through the cytosolic path (lcei tot).

1.7 Foliar structural measurements

To obtain the leaf dry mass per unit of leaf area (LMA), leaf samples were taken,

photographed, and analyzed with the ImageJ program to calculate the leaf area.
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Thereafter, the same leaves were dried in an oven at 65 °C for 72 h to obtain the dry
weight. To determine leaf density (LD), LMA was divided by the mesophyll width of
the cross sections of the same leaf (Niinemets, 1999; Niinemets et al., 1999).

The leaf relative water content (% RWC) was calculated as: (fresh weight -
dry weight)/(turgid weight - dry weight)*100 of 3 leaves freshly collected from each
tree. The turgid weight was determined from the weight of leaves immersed in
distilled water at 4 °C for 48 h in the dark, and the dry weight was obtained after
drying the leaves in an oven at 65 °C for 72 h.

1.8 Composition of the $*3C isotope and foliar nitrogen content

For the §'°C isotope analysis, leaf samples collected randomly from the middle
section of the trees were burned in an elemental analyzer (Thermo Flash EA Serie
1112, Bremen, Alemania), and CO, and N, were injected directly into a continuous
flow Isotope Ratio Mass Spectrometer (Thermo-Finnigan Delta XP, Bremen,
Alemania). The total nitrogen concentration of the leaf was calculated from the area
obtained from the mass spectrometer. The results for >*3C are presented as & versus
standard Pee Dee Belemnite (PDB), and the nitrogen content in the leaf as mg N g™
dry weight (Galmeés et al., 2011).

1.9 Kinetics and Rubisco specificity (Sc/o)

The Rubisco carboxylase turnover rate (Ke:") and the Michaelis—Menten constant for
CO, under 100% N (K) or under 21% O, (K") were determined at 25 °C in crude
protein extracts following the method described by Ifiiguez et al. (2019). The only
modification was an increase in the quantity of polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)
added to the extraction buffer (0.2 g FW leaves and 0.2 g PVPP in 2 ml extraction
buffer). The total soluble protein content was determined according to Bradford
(1976). The Michaelis—Menten constant for O, (K,) was calculated as: K, = (K¢ *
[O)/I(K™" - Ko), where [O,] represents an air-saturated O, concentration in the assay
buffer of 258 uM. For CO,/O; specificity (S¢o) measurements at 25 °C, crude
extracts were applied to a 5 ml Bio-Scale Mini Macro-Prep High Q ion exchange
column (Biorad) equilibrated with column buffer (50 mM EPPS-NaOH, pH 8.0, 1
mM EDTA). Bound proteins were eluted in 3 ml of column elution buffer (50 mM
EPPS-NaOH, pH 8.0, 1 mM EDTA, 1 M NaCl) and concentrated to 0.5 ml using an
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Amicon Ultra-4 centrifugal filter (100 KDa, Millipore). These semi-purified Rubisco
extractions were used to measure S, following the method described by Kane et al.
(1994). Replicate measurements for all Rubisco kinetics were carried out using
independent protein extractions from different individuals (n= 4 - 6) and wheat

(Triticum aestivum L. cv. Cajeme) was used as a control.

2.1 Statistical analysis

Three to six plants were used for all of the measurements performed. To test for
significant differences in the stomata parameters between adaxial and abaxial foliar
faces a Student's t-test (P < 0.05) was used. To determine the change in the stomatal
response rate to irradiance, CO, and VPD, the slopes obtained by fitted linear
regressions were compared using SigmaPlot Version 10.0 software (SPSS; Chicago,
IL, USA). To provide statistical differences for irradiance and VVPD, a Student's t-test
(P < 0.05) was used, along with a one-way ANOVA and Tukey test (P < 0.05) for
the three levels of CO,. The values of each point of the response curves of Ay to light
and temperature were compared using one-way ANOVA with STATISTICA 8.0
software (Statsoft, Tulsa, USA). A Student's t-test was used to compare the
photosynthetic parameters and quantitative analysis limitations obtained at 20 °C and
25 °C. A Pearson correlation analysis was performed to assess the relationships
between Ay and gs, gm, ETR, Vcmax and the anatomical traits, T, and LMA using

SigmaPlot Version 10.0 software.

RESULTS

3.1 Stomatal traits and their response to different environmental conditions

Araucaria araucana is an anphiestomatic species with a paracytic disposition (Fig.
1a) whose stomata are conspicuously covered by abundant epicuticular waxes (Fig.
1b). Its stomatal apparatus is also characterized by a wide sub-stomatal chamber
formed by voluptuous guard cells (Fig. 1c-1d). In general, adaxial and abaxial
surfaces showed no significant differences, at least in the traits evaluated here (Table
1). Stomatal density (SD) showed values around 45-50 stomata per mm?, with an
average stomatal size (S) of 1551 and 1583 um? for adaxial and abaxial surfaces,

respectively. Based on these parameters, the stomatal area index (SAI) showed
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differences between leaf surfaces, where the adaxial surface presented significantly
lower values than the abaxial surface (0.07 + 0.002 mm? stomata mm™ leaf and 0.08
+ 0.003 mm? stomata mm™ leaf, respectively). The stomatal length (SL), stomatal
width (SW), pore length (PL) and pore depth (PD) were non-significantly different
between adaxial and abaxial surfaces. These traits and the maximum stomatal pore
area (amax) Were used to calculate gwmax, Which presented higher values in the abaxial
surface (0.43 + 0.02 mol H,0 m? s™) compared to the adaxial surface (0.36 + 0.01
mol H,0 m?s™).

Fig. 1 (a) Scanning electron micrographs of abaxial leaf surface of A. araucana, (b)

stomata covered by epicuticular waxes, (c) transversal leaf section of substomatal
cavity, and (d) cross-section of an guard cell. Ostiole (Os), cell wall (CW), stomatal
cavity (SC), chloroplast (Chl) and starch grain (SG).



61

Table 1 Stomata anatomical traits of A. araucana: stomatal density (SD), stomatal
size (S), stomatal area index (SAl), stomatal length (SL), stomatal width (SW), pore
length (PL), pore depth (PD), maximum stomatal pore area (omax) and anatomical
maximum stomatal conductance to water vapor (gwmax). Values are means = S.E. (n =
5). * indicates significant differences between adaxial and abaxial surfaces according
to Student’s t-test (P < 0.05).

Parameter Adaxial surface Abaxial Surface
SD (mm?) 45.14 + 1.65 50.64 + 2.56
S (um?) 1551 + 64 1583 + 55
SAI (mm? stomata mm™ leaf) 0.07 £ 0.002 0.08 + 0.003*
SL (um) 52.38 + 1.31 53.68 + 1.31
SW (um) 29.47 +0.59 29.38 +0.39
PL (um) 23.36 +0.76 24.46 +0.70
PD (um) 14.73 £ 0.29 14.69 £ 0.2
Omax (MM?) 217.44 + 14.56 237.74 + 13.16
Qumax (Mol H,0 m? s™) 0.36 +0.01 0.43 + 0.02*

When testing the leaf economics spectrum (LES) in fossil gymnosperms and
fossil araucarias (Franks & Beerling, 2009), A. araucana was found to rank among
the lowest values of S and SD (Fig. 2a). Furthermore, when considering the
atmospheric CO, concentration of each species, A. araucana evaluated at CO,
conditions at the time of its appearance showed a gwmax far from the general trend,
however, under the current atmospheric CO, concentration it coupled to the

distribution of the fossil gymnosperms (Fig. 2b).
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Fig. 2 (a) Relationship between stomatal size (S) and stomatal density (SD) of A.
araucana, fossil araucarias and fossil gymnosperms, and (b) the relationship between
the total anatomical maximum stomatal conductance to water vapor (gwmax) and the
atmospheric CO, concentration modelled for each fossil species. For A. araucana,
current atmospheric CO, concentration of 400 ppm and the reported in the Jurassic
period of 900 ppm were used. Data for fossil araucarias and fossil gymnosperms
were taken from Franks & Beerling (2009) and Franks et al. (2014).

Regarding the short-term stomatal responses to varying environmental
conditions, significant differences in gs were detected in response to the transition
from dark to light and to the different CO, concentrations, though significant
differences were not observed in VPD (Fig. 3, Table S2). When A. araucana leaves
were maintained in the dark for two hours, they kept their stomata practically closed
(gs= 0.006 + 0.002 mol H,0 m? s™). After the light intensity increased to 1500 pmol
photons m? s™, g, increased slowly within the first 39 min (steep slope) (details of
curves in complementary information, Fig. S2a), following a continuous increase
until reaching a gs of 0.07 + 0.007 mol H,O m? s at 240 min (Fig. 3a). As the CO
concentration increased from 200 umol CO, mol™ to 400 pmol CO, mol™ and finally
2000 umol CO, mol™, gs decreased significantly from 0.095 + 0.011 to 0.064 + 0.005
and to 0.028 + 0.002 mol H,O m? s™ respectively. The time required for A.
araucana to reach the stable state of gsat a concentration of 400 ppm was 75 min and
it took 99 min to achieve stabilization of gs at 2000 ppm (Fig. 3b, Fig. S2b). No
changes were detected between the two VPD assayed maintaining on average values
0f 0.063 + 0.004 mol H,O m? s™ (Fig. 3c, Fig. S2c).
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Fig. 3 (a) Stomatal response curve (gs) of A. araucana at photosynthetically active
radiation, PAR (umol photons m? s™), (b) atmospheric CO, concentration, C, (umol
CO, mol™) and (c) vapor pressure deficit, VPD (kPa). The gray dashed vertical line
shows the moment of change in environmental conditions. Linear regression

equation of slopes is shown (n =4 - 5).
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3.2 Photosynthesis response to light, temperature and CO, concentration

The photosynthetic response of A. araucana to different light intensities (Fig. S3a)
showed a light saturation point (LSP) at 456.37 pmol of photons m? s™ with a net
photosynthesis (An) of 6.57 + 1.18 pmol CO, m? s* (Table 2). The light
compensation point (lcomp), the apparent quantum yield (¢) and the curvature factor
(0) were 43.11 + 7.15 pmol of photons m™ s, 0.02 + 0.002 mol CO, mol™ photons
and 0.98 + 0.006, respectively (Table 2).

Table 2 Parameters derived from the net CO, assimilation rate (An) response curve
to light and temperature in A. araucana: light saturation point (LSP), maximum net
photosynthetic rate (Amax), light compensation point (Icomp), apparent quantum yield
(¢), curvature factor (6) and optimum leaf temperature for photosynthesis (Top).

Values are means + S.E. (n =3 - 4).

Parameters

LSP (umol photons m™ s™) 456.37 + 63.5
Amax (Umol CO, m™ s™) 6.57 +1.18
lcomp (Mol photons m™ s™) 43.11+7.15
$ (mol CO, mol™ photons) 0.02 + 0.002
0 (dimensionless) 0.98 £ 0.006
Topt (°C) 19.94 +0.36

Across the range of analyzed temperatures, Ay presented the lowest values at
10 and 30 °C, with 3.34 + 0.39 and 4.7 + 0.26 pmol CO, m? s™ respectively (Fig.
S3b). The optimum leaf temperature for photosynthesis (Ton) Was 19.94 °C
according to the polynomial function fitted to the temperature response curve (Table
2, R?=0.8614).

At CO, concentration of 400 pmol of CO, mol™ and saturating light of 2000
umol of photons m? s™, Ay was twofold higher at 20 °C than at 25 °C (6.24 + 0.77
and 3.16 + 0.37, respectively) (Table 3). Therefore, at 20 °C the response of Ay to the
variable concentration of substomal CO, (C;) was higher (Fig. S4). Values for gs
followed the same trend, being 0.07 + 0.009 mol H,O m? s™ at 20 °C and 0.03 +
0.004 mol H,O0 m? s* at 25 °C. Accordingly, the intrinsic water use efficiency

(AN/gs) did not differ between plants measured at different leaf temperatures.
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Table 3 Photosynthetic parameters and quantitative analysis limitation of
photosynthetic CO, assimilation of A. araucana measured at ambient CO;
concentration and two measurement temperatures (20 °C and 25 °C). Net
photosynthetic CO, assimilation rate (An), stomatal conductance (gs), mesophyll
conductance to CO;, obtained through Harley’s method (gm), total leaf conductance to
CO:2 (gwt), intrinsic water use efficiency (An/gs), dark mitochondrial respiration
(Raark), electron transport rate (ETR), ratio of the electron transport rate and gross
photosynthesis (ETR/Ag), substomatal CO, concentration (C;), maximum Rubisco
carboxylation rate (V¢max), stomatal limitation (ls), limitation due to mesophyll (I)
and biochemistry (lp). Values are means = S.E. (n = 3 - 4). * indicates significant
differences between measurement temperatures according to Student’s t-test (P <
0.05). Different letters indicate significant differences among quantitative limitations
according to ANOVA and Tukey’s test (P < 0.05).

Measurement temperature

Parameter
20 °C 25 °C

Ay (umol CO; m* s™) 6.24 +0.77 3.16 + 0.37*
gs (mol H,0 m? s™) 0.07 +0.01 0.03 + 0.004*
gm (Mol CO, m?s™) 0.05 +0.01 0.05 +0.01
Jiot (Mol CO, m? s™) 0.02 +0.003 0.01 + 0.002*
An/gs (umol CO, mol™ H,0) 91.98 + 6.56 108.84 + 2.71
Rgark (LMol CO, m? s™) -0.54 + 0.04 -0.57 +0.09
ETR (umol e m?s™?) 55.54 + 5.69 33.58 + 1.63*
ETR/Ag (umol e pmol™ COy) 8.59 +0.3 10.2 +0.97
Ci (umol CO, mol™ air) 243.49 +10.1 214.74 + 4. 57*
Vemax (LMol CO, m? s 38.41 +2.93 19.8 + 0.81*
ls % 37.66 + 2.64° 44.78 + 1.14*
I % 31.63 + 1.93° 18.88 + 3.04*°
Iy % 30.7 + 1.54° 36.33 + 3.78°

The combined analysis of leaf gas exchange and chlorophyll a fluorescence
showed that g, was lower than gsat 20 °C (gm = 0.05+ 0.01 mol CO, m? s™), but not
at 25 °C (gm = 0.05 + 0.01 mol CO, m? s™). The low values for gs and g, determined
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remarkably low values for the total leaf conductance to CO; (Qiwt), Which, like g,
strongly correlated with Ay (Fig. 4), indicating that Ay was mainly limited by
diffusional components. Actually, the quantitative contribution of stomatal (ls),
mesophilic (Im) and biochemistry (lp) limitations on photosynthesis showed that, at
20 °C, Is and |, accounted for ca. 70 % of total limitation to Ay (Table 3). At 25 °C,
Is and |, were significantly more limiting than I,.

The rate of mitochondrial respiration under darkness (Rqark) Was similar for

2 s, therefore

the two measurement temperatures (around 0.56 pmol CO, m
suggesting that the observed differences in Ay were not due to differences in
mitochondrial respiration. The electron transport rate (ETR) showed a significant
decrease with the increase in the leaf temperature, consistent with the reduction
observed in Ay (Table 3). In consequence, temperature did not significantly alter
ETR/Ag values. The maximum Rubisco carboxylation rate (Vcmax) also showed
differences between measurement temperatures, decreasing from 38.41 + 2.93 pumol
CO, m?s?at 20 °C to 19.8 + 0.81 umol CO, m? s* at 25 °C. Consequently, Vemax

correlated linearly with Ay, as occurred with gs and gt (Fig. 4).
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Fig. 4 (a) The relationship between the stomatal conductance (gs), (b) the total leaf

conductance to CO,, and (c) the maximum Rubisco carboxylation rate (V¢max) With

the net photosynthetic CO, assimilation rate (Ay) in A. araucana measured at leaf

temperature of 20 °C and 25 °C. Regression coefficient and the significance of the

relationship are shown (n = 4).

When comparing with other gymnosperms, A. araucana showed the lowest

values for the relationships Ay vs. gs (Fig. 5a) and Ay Vvs. gm, particularly at 25 °C

(Fig. 5b). A similar trend for lower values in A. araucana was observed in the

relationship gs vs. gm. Again, A. araucana represented an exceptional species in the
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relationship An/gs vS. gm/gs, being outlier as compared to the rest of gymnosperms
(data from Gago et al., 2019).
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— @ A araucana measured at 25 °C
‘v O  Gymnosperms
E 15 o 115
3 000G © £ O
= 10 | O 0O 110
O
g C o6 @
<‘:z 50 O O 1s
® R=0.6944 P <0.001 ® 0 R=0.7915 P <0.001
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.00 005 010 0.5 020 0.25 0.30
g, (mol H,0 m?s™) g, (mol CO, m*s™)
0.4 140
(©) (d)
— 4120
"o 03
‘}‘E O - 100
Q @)
- 0.2 | O O 180
~, 01} @) O
= o 9 1 40
° R=0.3412 ns. R=0.7639 P <0.001
0.0 1 1 1 1 1 1 1 20
0.00 0.05 0.10 0.15 0 1 2 3
g,, (mol CO, m?s™) g,/9, (mol CO, mol™* CO,)

Fig. 5 (a) The relationship between the net photosynthetic CO; assimilation rate (Ax)
and the stomatal conductance (gs), and (b) the leaf mesophyll conductance (gm), ()
the relationship between gs and gm and (d) the relationship between the intrinsic
water use efficiency (An/gs) and the ratio gm/gs. Represented data include the values
of A. araucana measured at 20 °C and 25 °C in the present study and data for
gymnosperms measured between 20 °C and 26 °C obtained from Onoda et al. (2017)
and Gago et al. (2019). Regression coefficient and the significance of the

relationship are shown.

3.3 Rubisco kinetic parameters and specificity factor

The Rubisco kinetic parameters measured in vitro at 25 °C (Table 4) showed a
Rubisco Michaelis constant for CO, (K¢) of 21.13 + 0.88 uM and for O, (K,) of 1049

A, (umol CO, m?s™)

A /g, (umol mol™)
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+ 180 uM. The maximum carboxylase catalytic turnover rate (Ke) was 2.54 + 0.13
st and the ratio kea/K was 0.12 + 0.01 s pM™. The Rubisco specificity factor (Seo)
was 93.37 + 1.89 mol mol™. When testing the distribution of Rubisco catalytic
parameters of A. araucana at 25 °C among C; plants (Ifiiguez et al., 2020), this
species presented some particular traits, specifically a remarkable low affinity for O,
i.e., high K, (Fig. S5a). The value of ke“/K; for Rubisco from A. araucana was
among the lowest for Cs plants (Fig. S5b), although S, values were within the range
of variation reported for Cs plants (Fig. S5c).

Table 4 In vitro Rubisco kinetic parameters of A. araucana measured at 25 °C. The
Rubisco Michaelis-Menten constant for CO; (K¢) and O, (K,), the maximum
carboxylase catalytic turnover rate (ke), the carboxylase catalytic efficiency
(kea'/K™), and the Rubisco specificity factor (Seo). Values are means + S. E. (n =4 -
6). For comparative purposes, we also measured the kinetic parameters at 25 °C in
Rubisco from wheat (Triticum aesticum ‘Cajerne’). The values were as follows: K. =
9.66 UM; kea® = 2.3 55 keat/Ke = 0.24 s uM™; S¢o = 89.7 mol mol™.

Temperature Ke (LM) Ko (UM) Keat” (57) keat/Ke (ST UM™Y S (Mol mol?

25°C 21.13+0.88 1049 * 180 2.54 £0.13 0.12+0.01 93.37 +1.89

3.4 Anatomical g, and leaf structure

Anatomy-based gn values were lower than those estimated by the Harley et al.
(1992) method, confirming that leaves of A. araucana have a limited ability to
deliver CO, towards the carboxylation sites (Table 5). All the anatomical traits
evaluated, that determine g, indicated a highly xerophytic species (Table 5; Fig. 6).
A. araucana showed a high mesophyll thickness (760.53 + 6.69 um), with
chloroplasts 5.64 + 0.22 um long and 2.29 + 0.17 um thick (Fig. 6d), distributed
circumferentially at 0.26 + 0.05 um (ALcy) from the cell wall (Fig. 6¢-6d). Within
gymnosperms, including living species of the Araucariacea, A. araucana presented
extremely high values of cell wall thickness (T¢y = 1.2 £ 0.09 um) and the lowest
reported value of chloroplast surface area exposed to intercellular airspace (S¢/S =
6.3 + 0.2 m*> m?) (Fig. 7).
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Table 5 The leaf mesophyll conductance for A. araucana modeled through
anatomical parameters (gm), the mesophyll thickness between the two epidermal
layers (Tmes), the chloroplast thickness (Tc), the chloroplast length (L), the
average distance between the chloroplasts and the cell wall (ALy), the cell wall
thickness (Tcw), the chloroplast surface area exposed to intercellular airspace (S./S),
the mesophyll surface area exposed to intercellular airspace (Sq/S), the intercellular
air space (Qiss), the liquid phase (giiq), the percentage of limitation of the leaf
mesophyll conductance to CO, by intercellular spaces () cell wall (),
plasmalemma (Ip) and inside the cell (lcel, tor). The leaf mass area (LMA), the leaf
density (LD), the relative water content (RWC), the nitrogen content (N) and the leaf
carbon isotopic composition (5*3C). Values are means + S.E. (n = 3 - 5).

Parameter

gm (MOl CO, m? s™) 0.03 + 0.002
Trmes (LM) 760.53 + 6.69
Ten (LM) 2.29+0.17
Len (M) 5.64 +0.22
ALyt (M) 0.26 + 0.05
Tow (HM) 1.18 £ 0.09
Sw/S (m* m?) 12.09 +0.32
SJS (m* m?) 6.33 +0.29
Jias (M s™) 0.01 +0.001
Jiig (Ms™) 0.001 + 0.001
lias (%) 9.73+1.3
lew (%) 87.07 + 2.82
loi (%) 2.37 £0.14
lcel, tot (%0) 25.80 +1.8
LMA (g m?) 290.4 + 19
LD (g cm®) 0.28 +0.02
RWC % 73 +0.49

N (%) 1.29 +0.05
e -26.97 £0.27
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Fig. 6 (a) Leaf, (b) mesophyll transverse section, (c) mesophyll cell and (d)

chloroplast of A. araucana. Cuticle (Cu), Ostiole (Os), stomatal cavity (SC),
mesophyll cell (MC), chloroplast (Chl), cell wall (CW) and mitochondria (M).
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Fig. 7 Distribution of leaf anatomical traits of A. araucana among gymnosperms and
other ancient taxon. (a) The relationship between the chloroplast thickness (T¢n) and
the cell wall thickness (T.w), (b) between the chloroplast surface area exposed to
intercellular airspace (SJ/Sm) and the mesophyll surface area exposed to intercellular
airspace (Sp/S), and (c) between S¢/Sand T, in A. araucana. Data for Araucariaceae
and gymnosperms were taken from Veromann-Jirgenson et al. (2020a), and data for

gymnosperms from Gago et al. (2019). Regression coefficient and the significance of
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the relationship are shown.

The CO; transfer conductance across the liquid phase (giiq) was one order
lower than that across the intercellular airspace (giss), wWhich yielded a low
quantitative g limitation by the intercellular air spaces (li.s) (Table 5). Regarding the
different components that limit giiq, the limitations of the cell wall accounted for 87%
of the giiq limitation, and therefore, the thick cell walls are the main responsible of
the low internal diffusion of CO, observed in A. araucana leaves.

The leaf mass area (LMA) in A. araucana was 290.41 + 19 g m? with a leaf
density of 0.28 + 0.02 g cm™ and a relative water content of 73 + 0.49%. We found a
foliar nitrogen content of 1.29 + 0.05% and a leaf carbon isotopic composition (5'°C)
of -26.97 + 0.27 (Table 5). When comparing with other gymnosperms, A. araucana
presented values for LMA and nitrogen content within the average for this group

(Fig. 8).
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Fig. 8 The relationships between the leaf mass area (LMA) and (a) the net
photosynthetic CO, assimilation rate (Ay) at 20 °C, and (b) the leaf nitrogen for A.
araucana (present study) and other gymnosperms (taken from Gago et al., 2019).

Regression coefficient and the significance of the relationship are shown.
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DISCUSSION

4.1 A. araucana has a notably slow stomatal response to light and CO,

concomitant with evolutionary old anatomical traits

A. araucana evolved 205-180 million years ago (Panti et al., 2012), when the
atmospheric CO, concentration far exceeded the current one. Under these conditions,
A. araucana developed leaf anatomical features that ultimately resulted in a low
stomatal conductance, with large stomatal size and low stomatal density compared to
other extant gymnosperms (Table 1, Fig. S1), and even lower than many fossil
araucarias and fossil gymnosperms (Fig. 2) (Barrera & Meza, 1991; Haworth et al.,
2011b; Xiong et al., 2018). However, this comparison should be approached with
caution, since most of the extant gymnosperms used in Fig. S1 were measured in
herbarium leaves (Barrera & Meza, 1991). The leaves of A. araucana presented a
notable wax accumulation (Fig. 1b), which further limits gas flow (CO, and water
vapor) and increases the distance for CO; diffusion. Consequently, the gwmax In A.
araucana is notoriously lower than those values reported for other araucaria fossils
(Table 1, Fig. 2b), though similar to most gymnosperms (Franks et al., 2009;
McElwain et al., 2016; Xiong et al., 2017). The difference between gs and gwmax IS
well documented in literature, with the in vivo gs being approximately 20 to 25%
lower than the theoretical one (Lawson & Morison, 2004; Dow et al., 2014; Dow &
Bergmann, 2014; McElwain et al., 2016; Sack & Buckley, 2016). In the present
study, gwmax Was 11-27 times higher than the gs measured at both temperatures (Table
1, Table 3), surely due to presence of wax depositions, which can reduce the stomatal
pore area by up to six times (Mohammadian et al., 2007; Peguero-Pina et al., 2016b).
In the relationship between gwmax and an atmospheric CO, concentration of 900 ppm,
A. araucana values behave as an outlier of the general trend (Fig. 2b). This fact may
be indicative of ancient stomatal traits which have evolved to changes in the
atmospheric CO, concentration. However, this interpretation should be approached
with caution, as the dimensions of the stomata at 900 ppm of CO, were not evaluated
in this study.

During the transition from darkness to saturating light, we observed a first
phase (for about 40 min after light was switched on) during which gs increased from
almost zero up to 0.0631 mol m? s, followed by a second phase of 80 min where gs

slowly increased to a steady-state of 0.074 mol m? s (Fig. 3). Overall, A. araucana
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necessitated more than 120 minutes to achieve maximum values of g, longer than
required by other gymnosperms such as Taxus baccata and Ginkgo biloba (Xiong et
al., 2017, McAusland et al., 2016). This slow response may be attributed again to
primitive stomatal traits, since large and robust stomata found in this species are
characterized by slow movements (Franks & Beerling, 2009; Raven, 2014).

Regarding to the CO; response, the stomata of A. araucana gradually closed
as the CO, concentration increased (Fig. 3b). The low sensitivity may be due to the
absence of the Ca**-dependent signaling mechanism reported in modern species that
increases the sensitivity of guard cells to CO; (Brodribb & McAdam, 2013).

In A. araucaria, stomata were moderately sensitive to VPD variation between
1 and 2 kPa (Fig. 3c). This lower sensitivity may be associated with slow synthesis of
the ABA, possibly caused by a lack of specific enzymes at the end of the ABA
biosynthetic pathway, or a general delay in the up-regulation of critical ratelimiting
enzymes for ABA biosynthesis (McAdam & Brodribb, 2015). Therefore, the increase
in foliar ABA levels in gymnosperms requires a long period of time (6 h) (McAdam
& Brodribb, 2016), in contrast to the shorter time required by angiosperms (10 to 20
min), than having a greater stomatal sensitivity to VPD (McAdam & Brodribb, 2016;
Sussmilch et al., 2017). The slow synthesis of ABA is attributed to the fact that
gymnosperms exhibit hydropassive responses, not mediated by ABA, to short-term
changes in VPD (Brodribb & McAdam, 2017). Therefore, considering that the
movements of the stomata of A. araucana possibly follow a hydropassive model, the
combination of a low leaf hydraulic conductance and high leaf capacitance found in
this species (Brodribb et al., 2005), should promote extremely slow stomatal
movements (Xiong & Nadal, 2020).

Overall, our results show that A. araucana displays and retains stomatal traits
typical of evolutionarily ancient species (i.e.: low stomatal density, large stomata and
slow changes of opening and closing of the stomata), despite the environmental
conditions, in particular the atmospheric CO, concentration, have changed,

suggesting poor plasticity and ability to adapt to new environments.

4.2 Stomatal conductance is the main determinant of photosynthesis in A.
araucana and the stomatal limitation increases with temperature
The high light saturation point and the convexity of the Ay-PAR curve suggests that

A. araucana has an outstanding capacity to explore a wide PAR range (Fig. S3a,
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Table 2), a strategy that is most likely related to its ability to regenerate under shady
conditions and continue later growth under full irradiance conditions (Finckh &
Paulsch, 1995; Lusk & Le-Quesne, 2000; Gonzélez et al., 2010).

Based on the evolutionary history of gymnosperms, it has been reported that they
dominated much of the Mesozoic, and their greatest abundance occurred after the
Permian-Triassic extinction, possibly due to the opening of the canopy to direct light
(McElwain & Punyasena, 2007; Crisp & Cook, 2011; Wang & Ran, 2014). Many
gymnosperms prefer sunny conditions (Koutil et al., 2016), though there are some
species of Podocarpaceae with a significant tolerance to shade, allowing them to
successfully compete with angiosperms (Biffin et al., 2012; Brodribb et al., 2012).
Some conifers of the Taxaceae and Araucaraceae (Agathis) family are also able to
compete with angiosperms by increasing their leaf area and colonizing semi-shady
environments or those with direct sun exposure (Brodribb et al., 2012). However,
this is not the case of A. araucana, which has shown little competitive capacity,
forming instead pure forests near the treeline (Veblen, 1982; Finckh & Paulsch,
1995; Panti et al., 2012).

The optimal temperature for Ay was close to 20 °C (Fig. S3b, Table 2), which
could indicate that the environmental temperature during the 15 years of growth in
the nursery has allowed its optimum temperature to be adjusted to temperature
similar to those of the warm temperate forests in summer (Jiménez-Castillo et al.,
2011; Urrutia-Estrada et al., 2018). At light saturation and optimal temperature, Ay
of A. araucana and its diffusive components (Fig. 5) were similar to those found in
other gymnosperms (Peguero-Pina et al., 2012; Peguero-Pina et al., 2016a;
Veromann-Jirgenson et al., 2017; Xiong et al., 2018; Veromann-Jirgenson et al.,
2020c). However, a notable effect of the leaf temperature was observed on Ay, being
Ay decreased by almost half when measured at 25 °C as compared to 20 °C. This
reduction in Ay was mainly atributable to g«r, and particularly to gs decrease, since
gm did not respond to temperature (Fig. 5, Table 3). The g, response to temperature
differs markedly between species, where a greater and/or lower sensitivity of g to
temperature increase depends on the contributions of the activation energy for the
CO, membrane permeability and the length of the effective path of CO, diffusion in
the liquid phase (von Caemmerer & Evans, 2015). The drop in gs could be explained
by the increase in VPD (see materials and methods) as a result of the increase in leaf

temperature, which could have caused the limitation of An. Despite the latter, the
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primitive stomatal traits of A. araucana could possibly be responsible for the
remarkably low g, directly limiting An. Indeed, the photosynthetic rates of CO,
assimilation and gs of A. araucana at 25 °C were the lowest when compared with
other gymnosperms, resulting in outlier values for gw/gs and An/gs (Fig. 5),
consistent with the higher intrinsic water use efficiency and **C foliar isotope
content reported in gymnosperms (Smith & Epstein, 1971; Flexas & Carriqui, 2020).
Although °*C foliar has little association with plant phylogeny, particularly among
spermatophytes, an increase of 1 to 2% has been reported in gymnosperms (Smith &
Epstein, 1971; Arens et al., 2000; Porter et al., 2017), which has been attributed to
greater water use efficiency.

The leaf mesophyll conductance for A. araucana modeled through anatomical
parameters (gm) was among the lowest reported in gymnosperms (Veromann-
Jurgenson et al., 2020a). This is mainly due to the particular thickness of the cell
wall (Tcw), the second thickest reported for gymnosperms (Veromann-Jirgenson et
al., 2017; Veromann-Jirgenson et al., 2020a). In A. araucana, T, limits the
anatomical g, by 87% (Table 5), notably higher than the percentage reported in A.
heterophylla (Veromann-Jurgenson et al., 2017). Furthermore, the low values of
Sm/S and S¢/S, compared to other gymnosperms (Fig. 7b) (Veromann-Jiirgenson et
al., 2020a), reveal that A. araucana is strongly limited by primitive leaf anatomical
traits. The high correlation between LMA and T, (Fig. S6) suggests high density
tissue, associated with a higher investment in T, For other characteristics, A.
araucana presents a similar pattern with other gymnosperms (Fig. 8), with thick and
dense leaves and a low nitrogen (N) content per dry mass, most likely associated
with a greater N allocation to the thick cell walls (Onoda et al., 2017). All these traits
are probably associated with the high leaf longevity reported in this species (24
years) (Lusk, 2001), and consequently determining one of the lowest anatomical g,
reported so far (Veromann-Jirgenson et al., 2020a). The higher values of gn
determined in vivo through gas exchange and chlorophyll fluorescence could be a
consequence of some adjustments that regulate CO, diffusion, such as aquaporin and
carbonic anhydrase (Momayyezi et al., 2020). However, the regulatory components
of gn, are still unknown in this species and should thus be addressed in future studies.

The increase in the measurement temperature (25 °C) exacerbated the
biochemical limitations by 36% (Table 3). This is supported by the coordinated

decrease in the maximum Rubisco carboxylation rate (Vcmax) and the electron
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transport rate (ETR) (Table 3). The reduction of Ay has also been observed in other
species, where the increase in temperature could negatively affect the regeneration
capacity of ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP) or the activation state of Rubisco (Cen
& Sage, 2005). In fact, the ETR has been found to exhibit an optimum temperature
identical to photosynthesis (Table 3), indicating that the regeneration capacity of
RuBP above the optimum temperature may be the main limitation of Ay (Sage et al.,
1995).

4.3 Evolutionarily ancient Rubisco kinetic traits

Although the photosynthetic limitation of basal groups has been evaluated mainly
based on diffusive and structural factors in gymnosperms (Franks & Beerling, 2009;
Franks et al., 2014; Veromann-Jirgenson et al., 2017; Gago et al., 2019; Flexas &
Carriqui, 2020; Veromann-Jiurgenson et al., 2020a), the study of the Kkinetic
characteristics of Rubisco has been scarcely addressed (Yeoh et al., 1981; Bird et al.,
1982; Galmés et al., 2014; Iguifiez et al., 2020, Miyazawa et al., 2020). In this sense,
the present results make a valuable contribution to understanding the kinetic traits of
Rubisco of one of the most primitive members of the gymnosperm families.

It has been suggested that Araucariaceae was diverse and widespread during
the Jurassic (Miller, 1977). The separation of the supercontinent Pangea could have
been an important geological event in the distribution of A. araucana in the Southern
Hemisphere (Stockey, 1982; Holz, 2015), where climatic conditions, characterized
by higher environmental humidity, warmer temperatures (Kershaw & Wagstaff,
2001; Sellwood & Valdes, 2006; Harris et al.,, 2017), and higher carbon
concentrations, were drivers of the greater expansion of the Araucariaceae (Sellwood
& Valdes, 2006). Our results assume that the high atmospheric concentrations of
CO, and O, at the geological time of the diversification of A. araucana (Stockey,
1982; 1994; Berner, 2006; Kunzmann, 2007; Holz, 2015; Krause et al., 2018)
influenced its Rubisco Kinetics, as reported to other living fossils (Galmés et al.,
2014). For instance, K. of A. araucana showed values close to other ancient species,
such as Metasequoia glyptostroboides, Ginkgo biloba, and Atrichum undulatum
(Galmés et al., 2014; Miyazawa et al., 2020). Likewise, the K, was surprisingly high
(Fig. S5a). In addition, the slow rates of ke", along with the low affinity for CO,,
resulted in a low Rubisco catalytic efficiency of carboxylation (ke:*/K¢), among the

lowest values reported to date in higher plants (Ifiiguez et al., 2020). Overall, the
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atmospheric conditions that governed the evolution of this species could be
responsible for the conservation of primitive structural and biochemical traits that
have determined photosynthetic rates typical of evolutionarily ancient species.

CONCLUDING REMARKS AND PROSPECTS

The present study provides novel information on the photosynthetic performance,
anatomical and biochemical traits of A. araucana, one of the species that belongs to
the most primitive gymnosperm families.

The anatomical traits of the stomatal apparatus and the internal leaf
mesophyll caused a notably low gs, even lower than theoretical conductance. These
traits proved to be responsible for the slow stomatal response to changes in
environmental conditions. Thus, gs strongly determines the photosynthetic rates,
relegating gm to a less determinant component, despite the remarkably high values of
Tew and low values of S¢/S and S,/S found in this species. However, interestingly,
the quantitative analysis shows that Ay is equally limited by both diffusive and
biochemical components. The increase in the measurement temperature induced
increases in stomatal and biochemical limitations that resulted in a notable decrease
in the photosynthetic rate. A. araucana preserves primitive Rubisco Kinetic traits,
probably as a result of the environmental conditions at the time of its diversification,
which are in conjunction with gs, and determined its photosynthetic performance.

The results of this study are of great interest especially now that climate
change has caused a high percentage of mortality in different forest biomes.
Therefore, according to our results, climate change, associated with the increase in
temperature may cause a notorious drop in stomatal conductance, hindering the
diffusion of carbon into intercellular air spaces, which together with a lower Rubisco

affinity for CO, may compromise the photosynthetic capacity of A. araucana.
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V1. DISCUSION GENERAL

La magnitud de los cambios reportados durante los ultimos 170 afios en el sistema
climatico no ha tenido precendentes desde hace miles de afios. EI cambio climatico
inducido por el hombre ha contribuido al aumento en 1,1 °C de la temperatura de la
superficie terrestre, la cual, segun predicciones recientes seguird incrementando hasta
al menos mediados del siglo XXI (IPCC, 2021). Las consecuencias actuales de esto
se observan en diversas regiones del mundo, en una mayor frecuencia e intensidad de
olas de calor, cambios en las precipitaciones, eventos de sequia y subsecuente
mortalidad regresiva de bosques (McDowell et al., 2016; Stoval et al., 2019; IPCC,
2021). Si bien, se prevé que los eventos de mortalidad forestal aumenten con el
cambio climatico, actualmente tenemos relativamente poco conocimiento sobre
como los arboles sucumben a la sequia (Anderegg & Anderegg, 2013). En este
sentido, integrar pardmetros determinantes de los procesos fotosintéticos e
hidraulicos, seria un aporte valioso en el estudio de las respuestas bioldgicas frente a
cambio climético. El intercambio de gases integra una serie de componentes
limitantes a través de reducciones en los parametros difusivos de CO; y/o dafio
bioguimico en el proceso de fijacion de CO,, por lo cual, abordar en estas limitantes
permitiria predecir y comprender en profundidad los rasgos fisiologicos subyacentes
a la mortalidad por sequia. Las hojas de los arboles son consideradas el 6rgano distal
mas susceptible a presentar dafio por sequia, por lo cual, integrar la conductancia
hidraulica foliar junto a sus componentes xilematicos y extraxilematicos podria
constituir un factor preventivo de mortalidad mas directo que la falla hidraulica del
tallo (Choat, 2013).

En el caso de A. araucana, el alto porcentaje de mortalidad observado en los
Gltimos afos, ha sido atribuido principalmente a un deterioro metabolico producto de
las condiciones anormales, particularmente, a eventos extremos de sequia (Easterling
et al., 2000; CONAF, 2018; Vélez et al., 2018; Garreaud et al., 2020; Pastorino &
Marchelli, 2021). A pesar del escaso estudio de los mecanismos subyacentes a la
mortalidad en esta especie, la investigacion realizada por Puchi et al. (2021), a lo
largo de un gradiente de precipitacién entre Chile y Argentina, nos otorga
conocimiento base a esta interrogante. El control estomatico es considerado un
indicador importante de la variacion estratégica de la fisiologia del estrés ante la

sequia (Zimmer et al., 2016), en este sentido, las distintas poblaciones de araucaria
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evaluadas con algin grado de dafio foliar presentaron estrategias estomaticas
contrastantes. En la cordillera de la Costa, seca y calida, y Cordillera de los Andes
Chilena, con menor precipitaciones que la Cordillera de los Andes Argentino,
desplegaron un comportamiento isohidrico, cerrando sus estomas ante el menor
porcentaje de precipitacion y restringiendo el intercambio de gases para limitar la
tension del xilema a medida que disminuye la disponibilidad de agua. Sin embargo,
las plantas presentaron un deterioro hidraulico y disminucién del crecimiento en los
arboles dafiados. Por el contrario, en la Cordillera de los Andes en el sector
Argentino, fria y humeda, las plantas no cierran sus estomas y son capaces de
mantener inversiones de carbono en las paredes celulares de las traqueidas, lo que se
asocio a mayores tasas de asimilacion de carbono. A pesar de las distintas estrategias,
las plantas convergen en una misma respuesta al reducir la conductancia hidraulica
teorica y el crecimiento radial, lo que sugeriria que las plantas con dafio foliar han
estado sometidas a un proceso prolongado de deterioro hidraulico. En general, este
estudio demuestra que arboles de una misma especie pueden desplegar distintos
mecanismos de mortalidad en base a cambios en las condiciones de sitio,
informacion util para integrar en futuros estudios (Puchi et al., 2021).

El estudio de los rasgos fisiologicos y morfologicos foliares es un paso clave
para entender la historia evolutiva de las especies vegetales, y comprender como las
especies evolutivamente antiguas han podido subsistir en la Tierra por millones de
afios, y qué respuestas tendran frente al cambio climético. Para poder responder, en
parte, a estas preguntas nos centramos en caracterizar los rasgos fotosintéticos,
anatomicos foliar y bioquimicos de Rubisco de la icdnica, ancestral y amenazada
especie de conifera, A. araucana. En base a los rasgos anatomicos de sus estomas, es
destacable mencionar que esta especie presenta tamafio de estomas y densidad
estomatica con valores extremos entre las gimnospermas y araucarias fosiles (Franks
& Beerling, 2009; Franks et al., 2014), los cuales resultan en conductancias
estomaticas y respuestas estomaticas notablemente bajas frente a cambios en las
variaciones ambientales. Al integar los pardmetros estructurales del mesofilo, A.
araucana destaca con los valores de g, mas bajos reportandos para gimnospermas,
posicion otorgada por una gruesa pared celular y una baja area de superficie de
cloroplasto expuesta al espacio aéreo intercelular que limita fuertemente la difusion
del CO;, dentro del la lamina foliar (Onoda et al., 2017; Gago et al., 2019;

Veromann-Jirgenson et al., 2020a). Sin embargo, dentro de las limitaciones de la
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fotosintesis, la conductancia estomatica y los rasgos bioquimicos de Rubisco suman
protagonismo, las cuales se condicen con la robustez y lentitud de los estomas, y los
primitivos rasgos cinéticos de Rubisco. En estos Gltimos, araucaria se destaca por
presentar una de las eficiencias cataliticas de carboxilacion de Rubisco (Keat® / K¢)
mas bajas reportada para plantas superiores, siendo estas caracteristicas originadas
posiblemente bajo la presion selectiva de una alta concentracion de CO, atmosférico
al momento de su evolucion (Stockey, 1982). Dentro de los rasgos estructurales, la
estrecha relacion entre LMA y el grosor de la pared celular dan indicios de una alta
densidad foliar asociada a una mayor inversién de nitrégeno en la pared celular,
siendo estos rasgos probablemente asociados a la alta longevidad de las hojas
reportada en esta especie (Lusk, 2001; Onoda et al., 2017). Es probable que estas
caracteristicas, en un ambiente gobernado por altas concentraciones de CO,, hayan
permitido a araucaria alcanzar tasas fotosintéticas mayores a las actuales, explicando
posiblemente su extensa distribucion durante la Era Mesozoica (Stockey, 1982,
1994; Berner, 2006; Kunzmann, 2007; Holz, 2015; Krause et al., 2018).

En base a la caracterizacion fisiologia aqui presentada, es dificil concluir qué
rasgos le han permitido a araucaria colonizar la Tierra por millones de afios. Sin
embargo, indagar en los atributos funcionales de las Araucariacea podria dar luces
del éxito de esta familia en el hemisperio sur. Un rasgo claro en las Araucariaceaes
es la baja tolerancia al estrés hidrico. Brodribb et al. (2005); Brodribb et al. (2014);
Zimmer et al. (2016), reportaron en A. araucana una baja conductania hidraulica de
la hoja y un potencial hidrico de perdida de un 50% de la conductividad hidraulica de
-1,96 MPa, valor superior a los bajos potenciales hidricos de especies resistentes a la
sequia. Asi, es probable que la baja tolerancia a la menor disponibilidad de agua la
haya llevado a habitar ambientes himedos y mesotérmicos, en los cuales
modificaciones en la densidad de la madera, han sido prerrequisito para mantener
bajas tasas de crecimiento y costos respiratorios, y asi mantenerse en el bosque del
hemisferio sur por millones de afios (Brodribb et al., 2012). La alta densidad de la
madera y la inversion de un sistema de canales de resina rica en terpenos son Utiles
en especies longevas para evitar la descomposicion por agentes microbianos y
fungicos dominantes en un ambiente mas humedo (Pittermann et al., 2006; Brodribb
et al., 2012). Otro atributo es la mayor inversidn estructural en hojas para proteger el
fuste de incendios esporadicos y actividad volcanica, estrategia necesaria para abrir

el dosel y permitir la regeneracion de esta especie intolerante a la sombra (Diaz-Vaz,
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1984; Souza et al., 2021), caracteristica ecolégica que podria explicar la formacion
de bosques emergentes puros y mixtos, con una minima competencia por la luz.
Finalmente, en base a la informacion recopilada en la revision bibliografica y
lo obtenido en nuestro estudio de caracterizacion, es posible sugerir que araucaria ha
permanecido a lo largo de la historia evolutiva gracias a sus atributos funcionales, los
que le han permitido colonizar bosques mésicos pobres en nutrientes, no atractivos
para la mayoria de las angiospermas, con el fin de evitar la competencia por la luz.
Sin embargo, incluso las condiciones de esos ambientes, se han visto afectadas en las
Gltimas décadas por el aumento de temperatura y la reduccion en la disponibilidad
hidrica, lo que podria restringir aun méas la fotosintesis ante mayor limitacion
estomatica y biogquimica, y que junto a un sistema hidraulico intolerante a la sequia,
podria provocar debilitamiento metabolico, haciéndola mas suceptible al ataque de
patogenos, lo que posteriormente desencadenaria la muerte regresiva de esta iconica

especie.



94

VIl. CONCLUSIONES GENERALES

Se presenta una vision actual de la incidencia de mortalidad en los bosques de
coniferas a nivel mundial y como la evolucion de los rasgos morfofisioldgicos
primitivos pueden penalizar severamente la asimilacién de carbono pasando de una
difusion limitada del CO, a un deterioro metabdlico, provocando potencialmente la
muerte de la planta.

Los rasgos anatomicos de los estomas de A. araucana se posicionan entre los valores
mas bajos dentro de las gimnospermas fosiles y no fésiles, determinando una
reducida conductancia estomatica y respuestas notablemente lentas de los estomas

frente a cambios en las condiciones ambientales.

Al comparar con otras gimnospermas, A. araucana despliega bajas tasas
fotosintéticas y conductancias estomaticas, logrando una mayor eficiencia en el uso

del agua, acentuando estas diferencias al incrementar la temperatura.

A. araucana esta fuertemente limitada por los rasgos anatomicos de sus hojas
primitivas, las cuales, dentro de las gimnospermas, presentan uno de los espesores
mas altos de pared celular y una baja area de superficie de cloroplasto expuesta al
espacio aéreo intercelular, determinando una de las conductancias del meséfilo

anatomicas mas bajas reportadas hasta el momento.

La fotosintesis de A. araucana se encuentra colimitada por los componentes
difusivos y bioquimicos y, ante aumentos en la temperatura de medicién, las

limitantes estomaticas y bioquimicas reducen a la mitad la asimilacion de carbono.

A. araucana presenta una baja afinidad de Rubisco por el O, y una afinidad por el
CO, similar a otras especies antiguas, siendo este ultimo, junto a las lentas tasas de
keat, los responsables de la baja eficiencia catalitica de carboxilacion de Rubisco
(keat® / K¢), posicionandose entre los valores mas bajos reportados hasta la fecha en

plantas superiores.
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Es probable que los rasgos presentes en A. araucana sean resultado de las
condiciones atmosféricas que gobernaron su evolucion, los cuales frente a cambios
en las condiciones ambientales, especificamente aumento de temperatura, pueden
provocar una caida notoria de la conductancia estomatica, lo que en conjunto con una
menor afinidad de Rubisco por CO, pueden alterar drasticamante la capacidad
fotosintética de esta especie, aumentando su probabilidad de muerte asociada a

cambio climético.
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VIIl. ANEXO
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Fig. S1 Relationship between size (S) and stomatal density (SD) of A. araucana from
the present study, A. araucana from Barrera & Meza (1991) and other non-fossil
gymnosperms (data obtained from Barrera & Meza, 1991 and Xiong et al., 2018).
The Pearson correlation coefficient and the significance of the relationship are

shown.
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Fig. S2 (a) The stomatal response (gs) of A. araucana to photosynthetically active

radiation, PAR, (b) atmospheric CO2 concentration and (c) vapor pressure deficit,

VPD. Values are means + S.E. (n = 3 - 5). * indicates significant differences

according to Student’s t-test (P < 0.05). Different letters indicate significant

differences among CO2 concentrations according to ANOVA and Tukey’s test (P <

0.05).
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Fig. S3 (a) The net CO, assimilation rate (An) response to photosynthetic active
radiation and (b) leaf temperature in A. araucana. Values are means = S.E. (n = 3 -
4). Different letters indicate significant differences according to ANOVA and

Tukey’s test (P <0.05). Second order polynomial equation is shown.
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Fig. S4 Net photosynthesis (An) response curve to variant substomatal CO,
concentration (C;) of A. araucana measured at 20 °C and 25 °C. Values are means +
S.E.(n=4).
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Fig. S5 Comparison of the in vitro Rubisco Kinetic parameters of A. araucana in the
present study with those from a recent compilation by Ifiiguez et al. (2020) including
only C; plants. (a) The relationship between the Michaelis-Menten constant for O,
(Ko) and for CO, (K¢), (b) the relationship between K. and the maximum carboxylase

catalytic turnover rate (ket), and (c) the relationship between the carboxylase
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catalytic efficiency (ke /K") and the specificity factor (Seo). All values correspond
to measurements at 25 °C. The Pearson correlation coefficient and the significance of
the relationship are shown.
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Fig. S6 Correlation of the cell wall thickness with the leaf mass area in A. araucana.

The Pearson correlation coefficient and the significance of the relationship is shown.
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Table S1 Maximum, minimum, and average daytime temperature recorded during
the measurement days between January and June 2019 in the nursery of the
University of Concepcion. Values are means + S.E.

Month Maximum air Minimum air Mean air day
temperature (°C) temperature (°C) temperature (°C)
January 24.47 £ 0.37 12.94 £ 0.39 17.42 £ 0.09
April 18.34 £1.22 10.51 £ 0.88 13.00 £ 0.47
May 16.91 £1.25 7.10+£1.21 10.74 £ 0.89
June 20.81+1.33 13.66 + 0.84 15.83 £ 0.82

Table S2 One-way analysis of variance (ANOVA) for photosynthesis-light curves
(LC), photosynthesis-temperature curves (TC), quantitative limitations in plants
measured at 20° C (QL20) and 25° C (QL25), and stomatal response curve to CO,
(SRC), and t-test for independent samples by groups for stomatal responses curve to
PAR (SRP) and VPD (SRV) in A. araucana. The values correspond to P value.

Parameters P- Value
LC < 0.0001
TC <0.001
QL20 n.s.

QL25 < 0.0001
SRC < 0.0001
SRP <0.001

SRV n.s.




