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Resumen

En ambientes con una alta restriccion en la disponibilidad de agua, se ha propuesto que las
especies de arboles presentan dos estrategias de resistencia para hacer frente a la sequia:
evasion y tolerancia a la deshidratacion. Generalmente, las especies que la evitan tienen
atributos que les permiten mantener hidratados sus tejidos a pesar de haber una reduccién en
la disponibilidad de agua ambiental. En contraste, las especies capaces de tolerar la sequia
pueden seguir fisioldgicamente activas a pesar de experimentar deshidratacion en sus tejidos.
El género Quercus es bioldgica y ecolégicamente diverso. Las especies de este género se
distribuyen en una amplia variedad de ambientes, incluyendo sitios con una marcada estacion
seca. En México es comln encontrar varias especies pertenecientes a las secciones
taxondmicas mas abundantes (Quercus y Lobatae) coexistiendo en una misma region. Tal es
el caso de la Sierra de Santa Rosa en Guanajuato, una region semiarida, con un patrén de
precipitacion marcadamente estacional y donde habitan alrededor de 13 especies de encinos.
Por lo tanto, en el presente estudio se explord: i) si existe diferenciacion en los mecanismos
para hacerle frente a la sequia entre diez especies del género Quercus de la regién o si la
diferenciacion esta restringida a la seccion taxondmica; ii) si la diferenciacion de las especies
ocurre a lo largo de la disyuntiva tolerar—evadir la deshidratacion y iii) si existe una relacion
entre la estrategia de resistencia a la deshidratacion y el ambiente donde se encuentran las
especies. Se trabajo con diez especies del género Quercus cinco de la seccidn Lobatae y cinco
de la seccion Quercus y de cada especie se seleccionaron ocho individuos por especie. Para
todas las especies se evalud, durante un afo, la fenologia foliar, el potencial hidrico pre—
amanecer y de medio dia. Se calcul6 el potencial hidrico al cual se pierde turgor, el potencial

osmotico a turgor completo y la capacidad de ajuste estomatico. Ademas, se determing la



eficiencia en el transporte de agua y la vulnerabilidad a la formacion de embolismos del
xilema. En total se trabajaron nueve atributos de uso de agua de las especies. El analisis de
varianza filogenético arrojo diferenciacion a nivel de seccién en sélo un atributo, el tiempo
al cual reducen su area foliar (LAL). A través del analisis de componentes principales se
detecto que las especies se diferencian a lo largo de la disyuntiva propuesta. De tal manera,
gue en un extremo estuvieron las especies que pierden el turgor de sus tejidos a potenciales
hidricos mas negativos, con un xilema mas resistente a la formacion de embolismos y que
pierden sus hojas al final de la temporada de sequia (caducifolias tardias). En contraste, las
especies que evitan la deshidratacién lo hacen cerrando sus estomas. Por Gltimo, se encontro
una correlacion entre la estrategia de uso de agua de cada especie y la disponibilidad de agua
en el suelo: Las especies caducifolias tardias se encuentran en ambientes con menor
disponibilidad de agua en el suelo y las perennes en sitios con un acceso al agua mas estable
a lo largo del afio. Nuestros hallazgos sugieren que la alta diferenciacion en el uso del agua
entre las especies y su distribucion en distintos ambientes hidricos permite la presencia de un

alto nimero de especies cercanamente emparentadas en una misma comunidad.



Abstract

In environments with water limitation, it has been proposed that tree species have two
strategies to resist drought: avoidance and tolerance to dehydration. Generally, the species
that avoid have traits that allow them to keep their tissues hydrated despite a reduction in the
availability of environmental water. In contrast, drought tolerant species can remain
physiologically active despite experiencing tissue dehydration. The genus Quercus is
biologically and ecologically diverse; its species are distributed in a wide variety of
environments, including sites with a marked dry season. In Mexico it is common to find
several species that belong to the two most abundant taxonomic sections (Quercus and
Lobatae) coexisting in the same region. This is the case of the Sierra de Santa Rosa in
Guanajuato, a semi—arid region, with a marked precipitation pattern and where ca. 13 species
of oaks coexist. Therefore, in the present study we explored: i) whether differences in the
mechanisms to cope with drought differ between species of the genus Quercus in the region
or if the differentiation is restricted to the taxonomic section; ii) if the differentiation of the
species occurs along the tolerance—avoidance dehydration trade—off; iii) if there is a
relationship between the strategy of resistance to dehydration and the environment where the
species occur. We worked with ten species of the Quercus genus, five from the Lobatae
section and five from the Quercus section. We selected eight individuals of each specie. For
all species, during a year we characterized the leaf phenology, the pre—dawn and midday
water potential. In addition, we calculated the turgor lost point, the osmotic potential at full
turgor and the stomatal regulation. At the anatomical level, we quantified the xylem capacity
for water transport and its vulnerability to embolisms. In total, we worked on nine water use
traits. The phylogenetic analysis of variance exhibited differences between sections only in

one trait, the time at which the leaf area begins to reduce (LAL). At the principal component



analysis, we detected the species differ along the tolerance—avoidance to dehydration trade—
off; in one side we found a group of species that had a more negative turgor lost point, had a
more resistant to embolism xylem and lost the total of their leaf area at the end of the dry
season (late—deciduous). On the other hand, species avoid dehydration through a stringent
stomatal control. Finally, we found a correlation between species’ water use strategy and soil
water availability; the late deciduous species are found in drier environments while
perennials are in moister sites. These findings suggest that the high differentiation in water
use between species and their distribution in different water environments allows the

coexistence of an import number of closely related species in the same community.



Introduccion

Las relaciones hidricas se refieren a como las plantas mantienen la hidratacion de sus células,
es decir, el conjunto de rasgos funcionales por los cuales las plantas obtienen el agua del
suelo, la modulan en los tejidos y regulan su pérdida por transpiracion en las hojas (Slatyer
y Markus 1968; Lambers et al., 2008; Kudoyarova et al., 2013). Asimismo, las relaciones
hidricas influyen en el desarrollo, funcionamiento y distribucion de las plantas (Sterck et al.,
2011; Cosme et al., 2017; Fontes et al., 2020). Particularmente, se ha descrito que en sitios
con una alta heterogeneidad en la disponibilidad de agua, la variacion en las relaciones
hidricas entre especies puede generar especializacion a lo largo de gradientes de
disponibilidad de agua, promoviendo la particion de las especies en el nicho hidrico y
disminuyendo la competencia interespecifica (Engelbrecht et al., 2007; Fallon y Cavender-
Bares, 2018; Teshera-Levye et al., 2020; Garcia et al., 2022). Lo anterior podria explicar una
alta diversidad de especies filogenéticamente emparentadas a nivel local (Webb, 2000;
Cavender-Bares et al., 2004; Aguilar-Romero et al., 2017; Arenas-Navarro et al., 2020).
Ademas, el estudio de las relaciones hidricas en las plantas puede ayudar a predecir qué
conjunto de atributos funcionales son mas sensibles ante los cambios de temperatura y
precipitacion, producto del cambio climatico global (McDowell, 2011; Klein, 2015; Santiago
et al., 2018; Sanchez-Salguero et al., 2020). Por lo tanto, entender los mecanismos
fisiolégicos que subyacen a las relaciones hidricas en las plantas es fundamental para
comprender los patrones de distribucion y diversidad de especies, asi como para predecir las

consecuencias del cambio climético sobre las comunidades vegetales.

De acuerdo con las predicciones de cambio climatico, se espera un incremento en la
frecuencia y la duracion de las sequias (IPCC, 2014). Durante la sequia la disponibilidad de

agua del suelo puede ser menor que la demanda de ésta por las plantas, en ese momento se
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dice que el suelo tiene un déficit hidrico. Esto resulta en un cambio negativo en el estatus
hidrico de las plantas (Gilbert y Medina, 2016; Volaire, 2018). El desequilibrio que genera
una reduccidn de la disponibilidad de agua para las plantas es conocido como estrés hidrico
(Tardieu, 1996). Uno de los primeros efectos del estrés hidrico en las plantas es el cese del
crecimiento. Ante el déficit hidrico en el suelo, las plantas cierran sus estomas para estabilizar
su estatus hidrico, con esto, la pérdida de agua por transpiraciéon disminuye, pero como
consecuencia dejan de fijar carbono (Flexas y Medrano, 2002). Por otro lado, un incremento
en déficit hidrico en las plantas, puede promover la formacién de burbujas en los vasos del
xilema (embolismos en los vasos del xilema) o incluso que estos colapsen interrumpiendo el
transporte de agua (cavitacion) (Tyree y Sperry, 1989; Sperry y Pockman, 1993; Brodribb
et al., 2003). El estrés hidrico puede tener diferentes efectos en el funcionamiento de las
plantas y estos efectos dependen de la intensidad y duracion del estrés, asi como de las

respuestas de las especies para lidiar con éste (Chaves et al., 2002; Jaleel et al., 2009).

Las especies de arboles tienen distintos rasgos o atributos fisioldgicos que les
permiten hacerle frente a la sequia. Clasicamente, estos rasgos se han agrupado en dos
estrategias: evitar y tolerar la deshidratacion (Levitt, 1972). En general, las especies con la
estrategia de evitar son sensibles a la deshidratacion de sus tejidos provocada por el déficit
hidrico del suelo, entonces tienen rasgos que les permiten a las plantas evitar el estrés por
déficit hidrico (Markesteijn y Poorter, 2009; Vinya et al., 2019). Algunos ejemplos de estos
rasgos son: la capacidad de enraizamiento profundo, que les permite acceder a agua
subterranea (Gill y Jackson, 2000; David et al., 2007); almacenar agua en los tejidos de hojas
y tallos (Borchert, 1994); un alto control estomatico (isohidria )(Meinzer et al., 2016; Fu y

Meinzer, 2019; Fu et al., 2019); asi como la facultad de perder total o parcialmente las hojas



(habito caducifolio) durante una temporada del afio para reducir la pérdida de agua por
transpiracion de las hojas (Reich y Borchert, 1984; Sobrado, 1991; Bian et al., 2009; Wolfe
etal., 2016; Neves et al., 2022). Asimismo, las especies con esta estrategia suelen tener rasgos
que les permiten maximizar la obtencion de recursos en los meses donde no se presenta
déficit hidrico en el suelo; por ejemplo, una alta conductividad hidraulica en el tallo y altas
tasas fotosintéticas (Brodribb y Feild, 2000; Hubbard et al., 2001; Markesteijn et al., 2011).
Por otro lado, la estrategia de tolerancia esta definida por rasgos que les permiten a las plantas
seguir fisiolégicamente activas a pesar de que exista déficit hidrico en sus tejidos y/o en el
suelo. Algunos de estos rasgos comprenden una mayor seguridad hidraulica contra la
cavitacion, lo que esta asociado a vasos del xilema pequefios con paredes gruesas y a una alta
densidad de la madera (Hacke et al., 2001; Brodribb et al., 2010). También acumulan
sustancias osmoéticamente activas, que les permiten a las plantas mantener la turgencia de las
células en las hojas (Wup Mmas negativo) y continuar con el intercambio gaseoso, a pesar de
que exista déficit hidrico en el suelo, es decir tienen un menor ajuste estomatico
(anisohidricas) (Argentel Martinez et al., 2016; Zivcak et al., 2016). Del mismo modo, se
suele asociar una alta eficiencia en el uso del agua con esta estrategia (Craven et al., 2013).
Por otro lado, los rasgos asociados a la tolerancia a la deshidratacion estan relacionados con
un uso lento pero continuo de los recursos, y por lo general tienen tejidos (como madera y
hojas) con un costo de construccion mas alto, pero mas resistentes y duraderos (Sperry et
al., 2008; Reich, 2014; Lima et al., 2018). Es importante tener en cuenta que estas estrategias
no son discretas, por ejemplo, se ha encontrado que existen especies caducifolias que tiran
sus hojas hasta la mitad de la temporada de sequia y que tienen atributos asociados con una
estrategia de tolerancia (Méndez-Alonzo et al., 2012; Vinya et al., 2019). A su vez, existen

otras estrategias fenologicas de las hojas como el habito brevidecidlo, en cuyo caso las
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especies se quedan sin hojas solo por un periodo muy corto y recuperan rapidamente el total
de su follaje, lo cual se ha visto es una respuesta que evolucioné al cambio temporal en la
disponibilidad de luz y a la disminucion de la temperatura (Cristiano et al., 2014). Sin
embargo, no es claro si este ultimo comportamiento fenoldgico representan un mecanismo
para evitar la sequia estacional ni cual es su relacion con otros atributos de resistencia a la

sequia (Méndez-Alonzo et al., 2012; Neves et al., 2022).

El estudio de los atributos y estrategias funcionales de las plantas nos permite obtener
informacion pertinente a otros niveles de organizacién, como mecanismos de coexistencia y
ensamblaje de comunidades bioldgicas. Particularmente, se han planteado dos procesos que
determinan la estructura de las comunidades: el filtrado ambiental y la competencia
interespecifica (Webb, 2000; Cavender-Bares et al., 2004). En el primer caso se espera que
el ambiente permita que solo las especies que poseen las caracteristicas fenotipicas para
soportar ciertas condiciones ambientales permanezcan en ese lugar (Weiher y Keddy, 1995;
Kelly et al., 2001; Kluge y Kessler, 2011). En algunos sitios este proceso puede promover la
coexistencia de especies estrechamente relacionadas filogenéticamente, ya que se esperaria
que tengan atributos que les permitan hacerle frente a condiciones similares. En el segundo
caso, se espera que las especies cercanamente emparentadas tengan nichos similares y por lo
tanto, compitan por los mismos recursos, lo que limitaria su coexistencia a largo plazo
(Gause, 1934; Smrchek, 1973). En comunidades con una alta heterogeneidad ambiental y
una alta diversidad de especies del mismo género, ambos procesos podrian estar operando a
diferentes escalas, siendo el filtraje ambiental mas importante a escalas mayores y las
interacciones biologicas a escala local (Webb, 2000; Cavender—Bares et al., 2004). La

diversidad de rasgos para responder a la sequia entre las especies de una comunidad puede



promover un uso diferencial (en espacio y tiempo) del agua, lo que puede dar lugar a la
particién del nicho hidrico entre las especies a nivel local (Engelbrecht et al., 2007; Teshera-
Levye et al., 2020; Garcia et al., 2022). Este puede ser un mecanismo factible para explicar
la coexistencia local de un alto nimero de especies cercanamente emparentadas (Webb,

2000).

El género Quercus esta ampliamente distribuido en el hemisferio norte y ademas es
altamente diverso en el neotrépico, especialmente en México (Nixon, 2006). Ademas, las
especies de este género son ecoldgicamente diversas y se distribuyen en una gran variedad
de ambientes (Nixon, 2006). EI género se divide en dos subgéneros: Cerris y Quercus. El
primero incluye especies de Europa y Asia y el segundo incluye principalmente especies
Nearticas, pero también algunas Euroasiaticas. El subgénero Quercus a su vez se divide en
cinco secciones cuyas especies se distribuyen extensamente en América del Norte, Ponticae,
Virentes, Protobalanus, Quercus y Lobatae, (Denk et al., 2017). Las secciones Quercus y
Lobatae son las mas ampliamente distribuidas en México y comdnmente coocurren en
simpatria (Cavender—Bares et al., 2018). En algunas zonas de América se han detectado
bosques de encinos compuestos por una gran riqueza de especies de estas dos secciones
(Nixon, 1993; Cavender—Bares et al., 2004; Valencia, 2004; Arenas—Navarro, et al., 2020).
De acuerdo con diferentes autores, las especies de la seccion Quercus son mas tolerantes al
estrés por deshidratacion que las especies de la seccion Lobatae (Nixon, 1993; Zavala-
Chavez, 1998; Cavender-Bares et al., 2004; Poulos et al., 2007). Sin embargo, estudios
recientes detectaron que la resistencia a la deshidratacion entre las especies de encinos
mexicanas parece ser independiente de la seccion a la que pertenecian (Aguilar-Romero et

al., 2017; Arenas-Navarro et al., 2020; Arenas-Navarro et al., 2021).



Trabajos recientes han demostrado variacion en el uso de agua entre las especies de
encinos y su relacién con la distribucion de las especies a lo largo de gradientes de aridez a
nivel de regional y local (Zacarias-Eslava et al., 2011; Aguilar-Romero et al., 2017; Fallon
y Cavender-Bares et al., 2018; Mota-Gutiérrez et al., 2020; Arenas-Navarro et al., 2020). En
el centro de México, se pueden ubicar comunidades semiaridas alrededor de los 2000
m.s.n.m., un ejemplo es la Sierra de Santa Rosa en Guanajuato, region caracterizada por tener
un marcado patrén en la estacionalidad de la precipitacion y una alta variacion interanual de
la misma, a su vez, tiene una topografia compleja que promueve la generacién de gradientes
hidricos (Martinez-Cruz et al., 2009). En este sitio se ha registrado que confluyen alrededor
de 13 especies de encinos, y la evidencia sobre la configuracién espacial de las poblaciones
en esta comunidad sefiala que tienen una distribucion diferencial (Martinez—Cruz et al.,
2009). En particular, en la zona se han reportado distintos arreglos de las especies de encinos
de ambas secciones, por ejemplo, Quercus jonesii Trel se distribuye en un gradiente
altitudinal de entre los 2000-2600 m.s.n.m. y se encuentra en laderas rocosas. También se
reportaron asociaciones entre Q. laurina Humb. y Bonpl. con Q. rugosa Née, Q. potosina
Trel con Q. castanea Née y Q. potosina Trel con Q. eduardii Trel (Martinez—Cruz et al.,
2009). El primer par de especies es mas frecuente ubicarlo en los microambientes de mayor
altitud, que ademas eran los ambientes mas himedos, y las Ultimas dos asociaciones, en las
crestas de los cerros (Pineda—Garcia, obs. pers.). Esta evidencia sugiere que, en esta
comunidad semiarida, la distribucién de las especies de encino puede estar influenciada por
su capacidad de explotacion del agua y su tolerancia a la deshidratacién. Por lo tanto, en el
presente estudio se explord si las diez especies de encinos mas abundantes en la region
difieren en sus relaciones hidricas como una posible explicacion a la confluencia a nivel local

de un nimero importante de especies. Para lo cual, en el campo, en cada especie se hicieron
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mediciones mensuales del potencial hidrico pre—amanecer (entre las 2 a las 5 horas del dia)
y del potencial hidrico de medio dia (entre las 12 a las 15 horas de la tarde), como un
indicador de la humedad del suelo y como indicador del maximo estrés hidrico que
soportaron a lo largo del afio muestreado, respectivamente. A su vez, esta informacion
permitio caracterizar la estrategia de ajuste estomatico de cada una de las especies (hidro-
espacio), es decir si respondian cerrando sus estomas ante un pequefio cambio en el estatus
hidrico del suelo (isohidricas) o si mantenian los estomas abiertos a pesar de experimentar
un severo cambio en el estatus hidrico del suelo (anisohidricas). De la misma forma, para
caracterizar la fenologia de las hojas, mensualmente se colectaron cinco muestras aleatorias
de ramillas terminales y se les determing el area foliar. Por Gltimo, se determing la tolerancia
a la deshidratacion del xilema y de las hojas. En el xilema, a través de cortes y observaciones
microscopicas se determind en los vasos su resistencia a la formacion de embolismos y su
capacidad de flujo de agua. En las hojas se caracterizo el punto de pérdida de turgor y el

potencial osmético a turgor completo a traves de curvas presién—volumen.
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Hipotesis

Dada la marcada estacionalidad en el patrén de precipitacion y la presencia de gradientes
hidricos en la Sierra de Santa Rosa, Guanajuato, las especies de encinos presentaran variacion
en su estrategia de uso del agua. En ese sentido, esperamos que exista una alta diferenciacion
entre las especies independientemente de la seccion taxondémica a la que pertenecen. En
particular, se espera que las especies se diferencien a lo largo de la disyuntiva entre tolerar y
evadir la deshidratacién. Las especies tolerantes estarian caracterizadas por una pérdida de
turgor a potenciales hidricos mas negativos, un xilema mas resistente a la formacién de
embolismos y que sean las menos caducifolias. En contraste, las especies con una estrategia
de evitar la deshidratacion tendran una mayor regulacion estomatica (isohidricas) y una
mayor capacidad de conducir agua en el xilema y seran las méas caducifolias. A su vez,
esperamos que estas dos estrategias se ubiquen en ambientes hidricos contrastantes, es decir,
las especies tolerantes se encontraran en sitios con un mayor déficit hidrico y las especies
con una estrategia de evitar la sequia en ambiente con menor variacion en la disponibilidad

de agua en el suelo.
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Objetivo general
Explorar la variacion en las relaciones hidricas y resistencia a la sequia entre diez especies

de Quercus en una zona con marcada estacionalidad en el centro de México.

Obijetivos especificos

1. Monitorear el cambio en los Wmda y Wpa de las especies a lo largo de un afio.

2. Estimar el nivel de ajuste estomatico (anisohidria o isohidria) de las distintas especies.

3. Determinar para cada especie el tiempo que permanecen sin hojas o con el menor
numero de hojas a lo largo de un afio como indicador de la fenologia.

4. Cuantificar atributos anatomicos del xilema del tallo relacionados con la resistencia
a la formacion de embolismos y la eficiencia en el transporte de agua.

5. Cuantificar la pérdida de turgor y el potencial osmético en ramillas terminales durante
el pico de la temporada de lluvias en las diez especies de encinos.

6. Examinar si la diferenciacion entre las especies esta restringida por las relaciones
filogenéticas.

7. Explorar si la diferenciacion entre especies es guiada por la disyuntiva funcional entre

tolerar vs evitar la deshidratacion.
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Método

Sitio de estudio
El estudio se realizo en el Area Natural Protegida Sierra de Santa Rosa en el estado de

Guanajuato, este lugar se encuentra entre los 20°45'-21°25' N y los 100°53'-101°25' O
(CONANP, 1998). EIl clima es templado semiarido con lluvias en verano, la precipitacion
promedio anual es de 800 mm con un periodo de sequia de siete meses (de noviembre a
mayo), la temperatura media anual es de 18°C (CONANP, 1998) (Figura 1). En la porcién
norte de la microcuenca las heladas son importantes y ocasionalmente se presentan nevadas
(CONANP, 1998). El tipo de vegetacion que predomina es el bosque de encino (Quercus sp.)
en asociacion con madrofio (Arbutus sp.) y pinguica (Arctostaphylos pungens Kunth). De
acuerdo con lo descrito por Martinez—Cruz et al., (2009), pueden distinguirse cuatro
asociaciones de especies de encinos en esta region, las cuales responden a caracteristicas
micro climaticas de la zona. Por ejemplo, la especie Quercus jonesii, se distribuye de manera
muy limitada sobre afloramientos rocosos en sitios con mucha incidencia solar y una altitud
de 2000-2600 metros sobre el nivel del mar (m. s. n.m.) (Martinez—Cruz et al., 2009). Por
otro lado, Quercus. laurina 'y Q. rugosa se distribuyen en zonas altas y himedas en la regién
(2600-2750 m.s.n.m.) en laderas con pendientes de 30° (Martinez—Cruz et al., 2009). Q.
Quercus castanea y Q. potosina se encuentra en sitios con altitud de 2300-2600 m.s.n.m. y
pendientes de 30° (Martinez—Cruz et al., 2009). Mientras que la asociacion Q. eduardii-Q y
Q. potosina, se distribuye sobre pendientes de mas de 30° o sobre pequefias mesetas en un
intervalo altitudinal de 2400-2500 m.s.n.m. (Martinez—Cruz et al., 2009). Adicionalmente,
observamos que Q. deserticola se distribuye en las zonas planas y menos himedas de la zona,
lo que concuerda con lo observado por Aguilar—Romero et al. (2017) y Mota-Gutiérrez et al.
(2020) para la cuenca del lago de Cuitzeo. Finalmente, durante el muestreo observamos que
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los individuos de Q. resinosa se distribuian en conjunto con Q. eduardii en zonas con
pendiente pronunciada (obs pers.).

En el presente estudio se trabajo con las diez especies de encinos mas abundantes en
la zona, cinco de las cuales pertenecen a la seccion Lobatae (Q. castanea Neé, Q. jonesii
Trel, Q. eduardii Trel, Q. laurina Humb y Bonp y Q. mexicana Humb y Bonp) y las otras
cinco a la secciéon Quercus (Q. deserticola Trel, Q. obtusata Bonp, Q. potosina Trel, Q.
resinosa Liemb y Q. rugosa Neé). En cada ensayo se trabajé con ocho individuos de cada
una de estas especies y siempre se utilizaron los mismos individuos. Los individuos de cada
especie se localizaban en contigiiidad formando manchones y en general la distancia entre
los manchones de especies fue de menos de seis kilometros (Figura 2). Asi mismo, un criterio
adicional de seleccion fue la accesibilidad a cada poblacion ya que requeriamos de transportar
el equipo y el tanque de gas nitrogeno para las mediciones de potencial hidrico. Por altimo,
para mantener la ubicacion de cada individuo, se le colocd una pequefia marca en la base del
tallo con el nombre de la especie y el numero de individuo asignado, ademas se registrd su
ubicacién geografica con una unidad GPS portéatil (Modelo eTrex 10, precision 2 m.)(Figura

2).
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Figura 1. Temperatura promedio y precipitacién mensuales en el afio de muestreo inicié en
agosto del 2018 y finalizd en agosto de 2019. Los datos fueron obtenidos del Observatorio
Meteoroldgico de la Ciudad de Guanajuato, Guanajuato. (021.015N, —015 N, -101.266 E
UTM.). Las barras negras indican la acumulacion mensual de lluvia y la linea continua gris
indica la temperatura promedio mensual.
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Figura 2. Localizacion de las poblaciones de las diez especies con las que se trabajo en la Sierra de Santa Rosa, Guanajuato. Los simbolos
sin relleno representan a las especies de la seccion Lobatae y los simbolos negros a los de la seccion Quercus. Simbolos: Cuadrado sin
relleno= Q. castanea, triangulo sin relleno= Q. eduardii, circulo sin relleno= Q. jonesii, rombo sin relleno= Q. laurina, triangulo invertido
sin relleno= Q. mexicana, cuadrado relleno= Q. deserticola, triangulo relleno= Q. obtusata, circulo relleno= Q. potosina, rombo relleno=
Q. resinosa y triangulo invertido relleno= Q. rugosa. Acronimos: Q. cas= Quercus castanea, Q. jon= Quercus jonesii, Q. edu= Quercus
eduardii, Q. lau= Quercus laurina, Q. mex= Quercus mexicana, Q. des= Quercus deserticola, Q. obt= Quercus obtusata, Q.pot= Quercus
potosina, Q. res= Quercus resinosa y Q. rug= Quercus rugosa. Las lineas contintas representan las curvas de nivel a 10 m.
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Fenologia de las hojas
Durante un afio, comenzando en agosto del 2018 y finalizando en julio del 2019, se realizaron

mediciones del cambio en el area foliar en ramillas terminales de manera mensual, y durante
la temporada de mayor sequia las mediciones se hicieron de forma quincenal en cada uno de
los ocho individuos de cada especie. Para esto, en cada fecha de muestreo se colectaron
aleatoriamente, de cada individuo, cinco ramillas terminales completamente desarrolladas,
expuestas al sol y sin dafio por herbivoria. Para el conjunto total de hojas de cada ramilla, se
obtuvo una imagen de alta resolucion (96 ppp) con un escaner (Epson V800, Epson
Corporation, Japon) y se calculé el area foliar total en cada ramilla con el programa
WinRhizo® (Régent Instrument Inc., 2001). Con esta informacién se trazé el cambio en el
porcentaje de area foliar durante el afio para cada especie. Por individuo, estos valores se
transformaron a porcentaje usando el valor mas alto de area foliar de cada individuo durante
el afio como el 100% y el valor de cada individuo se promedid para obtener un valor por
especie por fecha de muestreo, siguiendo el método de Gonzalez-Rebeles et al. (2021). Para
cada fecha de medicion se obtuvo un valor promedio para el conjunto de individuos de cada
especie; este cambio porcentual se graficd contra los dias de la duracion del muestreo,
teniendo el dia 1 como el 4 de agosto del 2018. A los datos del cambio del porcentaje de area
foliar de cada especie, medidos mensualmente se les ajustd un modelo cuadrético y se calculd
el dia en el cual pierden el 50% de area foliar (LAL) y el nimero de dias en que pasan con
50% o menos de su area foliar (DL50). Aungue durante el muestreo Quercus rugosa y Q.
laurina no se quedaron totalmente sin hojas y si se quedaron con un porcentaje menor al 50%
de area foliar en su copa en algin momento del muestreo. Para el caso de Q. eduardii, aunque
todos los individuos de la poblacion se quedaron completamente sin hojas, su respuesta fue

la mas asincrénica de todas las especies.
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Potencial hidrico
El potencial hidrico de cada individuo de cada especie se midié al mismo tiempo que la

fenologia. Con una camara de Scholander (Modelo 1505D, PMS Inc., Estados Unidos de
América), se midi6 el potencial hidrico pre—amanecer (Wpq). €n dos a tres ramillas terminales
con hojas completamente bien desarrolladas. Posteriormente, entre las 13 y 14 horas del dia
se midid el potencial hidrico de medio dia (¥md). Se obtuvo un valor promedio de Wpd y Wmd
por fecha de muestreo por especie y para hacer una caracterizacién descriptiva del
comportamiento del potencial hidrico a lo largo del afio se graficaron contra los dias de
duracién del muestreo. Con los datos de la temporada de sequia (enero a mayo), obtuvimos
el promedio para el conjunto de individuos el potencial hidrico de medio dia minimo, es decir
mas negativo, que experimentaron los individuos de cada especie durante un afio de muestreo
(Wmin) como un indicador de su tolerancia al estrés hidrico.

Por otra parte, los datos de Wpd y Wmd de enero a mayo (temporada de sequia) y
antes de que los arboles tiraran sus hojas se usaron para calcular el hidro—espacio de las
especies, como indicador de la estrategia de cierre estomatico, es decir, su nivel de isohidria
o anisohidria, siguiendo el protocolo propuesto por Fu et al., (2019). Para cada especie se
grafico el Wma contra el Wpq Y posteriormente, se descartaron todos los datos que quedaron
por debajo (mas negativos) del momento en el que Wmg y Wpa fueron similares. Para cada
especie, a este subconjunto de datos se les trazd una regresion lineal, obteniendo la
ordenada al origen y la pendiente, y se calculd el hidro—espacio (HA) siguiendo la formula

(Fuy Meinzer 2019):
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HA= ——
2(1-p)

Donde a es la interseccion de la regresion lineal y B la pendiente. En este sentido, los valores

altos de HA representan mayor grado de anisohidria en las especies, mientras que valores

bajos representan mayor grado de isohidria (Meinzer et al., 2016; Fu y Meinzer, 2019).

Curvas presion-volumen
Las curvas de presion—volumen (P-V) se generaron durante el pico de la temporada de lluvias

en agosto de 2018 para garantizar que los arboles estuvieran en su nivel de maxima
hidratacion por lo que no estan experimentando desbalances hidricos. Durante el pre—
amanecer, se recolectdé una rama expuesta al sol por individuo de cada especie. Para evitar
su desecacion durante el transporte, se metieron a una bolsa de sello hermético que contenia
una toallita de papel humedecida con agua, antes de cerrarla se le sopl6 para saturarla de
vapor de agua 'y COg, y se colocaron en una hielera. En el laboratorio, las curvas se generaron
siguiendo la técnica de secado en banco (bench drying technique) (Sack y Pasquet-Kok
2011). En cada una de las ocho ramas por especie se midio el potencial hidrico de las ramas
con la bomba de Scholander (Modelo 1505D, PMS Inc, Estados Unidos de América) y luego
su peso fresco, a una precision de 0.0001g con una balanza analitica (PIONEER, Ohaus
Corporation, Estados Unidos de América, precision de 0.0001 g). Posteriormente, se dejaron
deshidratar en un sitio con entrada de aire durante cinco minutos. Transcurrido ese tiempo,
se midio otra vez su potencial hidrico y se cuantificd su peso. Este procedimiento se repitio
progresivamente hasta que las ramillas alcanzaron un potencial hidrico de aproximadamente
-3 MPa (Meinzer et al., 2014). Los valores de potencial hidrico y de peso por ramilla se
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utilizaron para generar las curvas Presion—Volumen (P.V.), a través de las cuales se obtienen
atributos de las hojas relacionados con la resistencia a la deshidratacion. Para la estimacion
de los atributos se utiliz6 el protocolo y hoja de calculo generada por Sack y Pasquet-Kok
(2011). Se calcul6 el potencial osmotico a turgencia completa (zrt); este parametro es un
indicador de la cantidad de solutos contenidos en la célula cuando esta en turgor completo
(completo estado de hidratacidn), un menor valor (mas negativo) indica mas concentracion
de solutos en las células de las hojas (Lambers et al., 2008). Asi mismo, se calcul6 el potencial
hidrico al punto de pérdida de turgencia (¥Tip), el cual se ha encontrado que es un buen
indicador de la tolerancia a la deshidratacién en las plantas (Lambers et al., 2008; Bartlett et

al., 2012)

Atributos anatomicos del xilema
Para cuantificar atributos del xilema indicadores de la capacidad de flujo de agua y de su

resistencia a la formacion de embolismos, en agosto, que es el pico de la temporada de lluvias
en nuestro sitio de estudio, se colectd una ramilla de nuevo crecimiento de cada uno de los
ocho individuos de cada especie (El didmetro promedio de todas las especies fue de 2.25 mm,
el diametro promedio mayor fue de 4.4 mm de Q. jonesii y el diametro promedio menor fue
de 1.07 mm de Q. laurina). Si bien, no se pueden hacer generalizaciones de nivel de planta
completa ya que solo se trabajé con las ramillas terminales de todos los individuos y no se
trabajo con el tallo principal ni raices, puede ayudar a entender los factores funcionales y
fisioldgicos que influyeron en respuesta a la variacion de la disponibilidad de recursos de ese
afio. Antes de su procesamiento, las muestras se conservaron en alcohol y glicerol (50/50).
En el laboratorio, las muestras se lavaron con agua destilada y posteriormente se hicieron

cortes de 10 micras de espesor con un microtomo (Vibratome VT1000S Leica Microsystems,

21



Alemania) y se tifieron con azul de toluidina al 5%. Posteriormente se sometieron a un
proceso de deshidratacidon haciéndolas pasar por alcohol a distinta concentracién y luego se
sumergieron en una solucion de xilol. Finalmente, se fijaron con resina sintética en un
portaobjetos. Las muestras se observaron en un microscopio (Axio Imager A2, Carl Zeiss,
Alemania), y dependiendo de la especies se tomaron entre dos y cuatro fotos con el objetivo
10x y diez fotos con el objetivo 40x, esto para conseguir la zona que tuviera el mejor contraste
y los vasos méas completos para ser medidos.

La fotografia bajo el objetivo 10x se utilizd para cuantificar la densidad de vasos (VF), como
el nimero de vasos presente en un mm2 Para esto de cada muestra se selecciond
cuidadosamente un area del corte que estuviera completo y con vasos visibles.
Posteriormente, con la ayuda de Image J ® se contaron manualmente, es decir, no de forma
automatizada, cada uno de los vasos en el area seleccionada para evitar confundirlos con
algun otro tipo celular como floema o0 medula. Los vasos se empezaron a contar a las 12 horas
y siguiendo las manecillas del reloj, ademés con la ayuda de Image J ® se iban marcando los
vasos manualmente. Para el caso de las fotografias 10x los vasos que se midieron estaban
concentrados entre cambium y medula. Con el objetivo 40x se tomaron fotografias para
estimar el didmetro ponderado de 25 vasos, estos se seleccionaron cuidadosamente tratando
de capturar la variacion en los tamafios de los vasos. Ya que los vasos no eran circulares se
calcul6 el diametro ponderado, para a esto a cada vaso se le midi6 su diametro mayor y
didmetro menor y se sac6 un promedio por vaso a 25 vasos por individuo por especie. El
didmetro ponderado se utiliz6 para calcular el diametro hidraulico (Dn), el cual se calculé de
la siguiente forma:

Dr=[(1/n) ZiL, d*1¥

Donde d es el i-ésimo didmetro de n vasos del xilema (Poorter et al., 2010).
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Por otra parte, a 25 fibras por individuo por especie se les midi6 su didmetro mayor y menor
incluyendo pared y lumen y con esto se calculé el diametro promedio de cada fibra (FD). El
indice de vulnerabilidad (1V) se determiné utilizando el método de Carlquist (1977) donde
IV = Dn/VF, donde Dy es el didmetro hidraulico (um) y VF es la densidad de vasos en un
milimetro cuadrado (ntimero de vasos/mm?) (Anexo 3). También se calculé la conductividad

hidraulica tedrica de agua (Kn) (kg m™ st Mpa?) con la formula de Poorter et al., (2010):

Kh = (1 pw x 128n x VVF x Dy)

Donde n es la viscosidad del agua a 20 °C (1.002 x 107 a 20°C), pw es la densidad del agua
a 20 C° (998.2 kg m™3), VF es la densidad de vasos en un mm?y Dy es el diametro hidraulico
en metros.

Todos estos atributos se promediaron para obtener un valor por especie. Donde d es el i-

ésimo diametro de n vasos del xilema Poorter et al., (2010).

Analisis estadistico
Debido a que las especies no representan puntos de analisis independientes, se realizaron

analisis basados en métodos comparados para controlar el efecto del grado de parentesco que
las especies comparten (Felsenstein, 1985). Para esto, se utiliz6 la filogenia generada para
los encinos de América (Hipp et al., 2020), en la que se encuentran representadas todas las
especies del presente estudio (Anexo 1). De dicha filogenia se extrajeron las diez especies de
nuestro estudio con la funcién drop.tip del paquete ape 5.0 (Paradis y Schliep, 2019 ) del
software R Project (Anexo 1). Para determinar si los atributos de uso del agua estaban

limitados a nivel de la seccidn, se calculé un valor promedio de cada atributo (LAL, DL50,
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Wmin, HA, 7trt, Wi, FD, 1V, Ky) para cada especie y se realizd un ANOVA filogenético, para
lo que se utilizé la funcién aov.phylo del paquete geiger v.2.0 (Pennell et al., 2008).
Posteriormente, en los casos en que no se presento un efecto de la seccidn taxonémica y para
explorar el grado de diferenciacién en los atributos entre las especies se realizo una ANOVA
de una via.

Por otra parte, con los valores promedio de cada atributo de cada especie se generaron
Contrastes Independientes de la Filogenia (PIC) (Felsenstein, 1985), los que se obtuvieron
utilizando la funcion pic del paquete ape (Paradis y Schliep, 2019). Para explorar si las
especies se diferencian a lo largo del gradiente entre tolerar - evitar la deshidratacion, se
utilizo el valor de los contrastes de cada atributo y se generd un anélisis de componentes
principales (PCA). De la misma forma, se gener6 un segundo analisis de componentes
principales utilizando a cada especie como un punto independiente de analisis. En ambos
casos se utilizaron los valores positivizados del potencial osmético a turgencia completa (7trt),
potencial hidrico al punto de pérdida de turgencia (¥rip) y potencial hidrico de medio dia
minimo (Wmin). Posteriormente, se explord la relacion que tenia cada uno de los atributos con
los dos ejes que explicaron el mayor porcentaje de varianza a través de una correlacion de
Pearson.

Finalmente, para caracterizar el habitat hidrico de cada especie, utilizamos el valor
del potencial hidrico pre—amanecer (¥pd) como indicador del nivel de humedad en el suelo
(Wsuelo), Ya que el potencial hidrico de la planta y el suelo tienden a equilibrarse durante la
noche. Particularmente, para esta caracterizacion utilizamos el valor minimo (mas negativo)
que experimentd cada individuo de cada especie durante la temporada seca. Para explorar si
existe una relacion entre la estrategia de uso de agua y el habitat hidrico, se realizdé una

correlacion simple de Pearson entre el Wsuelo contra los eigen valores de cada especie de los
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dos primeros ejes del PCA. Todos los andlisis se realizaron con ayuda del software R Project

v 4.0.0.
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Resultados

Diferenciacion a nivel de seccion filogenética y entre especies en atributos indicadores

de la resistencia a la sequia.

Unicamente detectamos diferencias a nivel de seccion filogenética para el dia en el que las
especies pierden el 50% de su area foliar (LAL) con el ANOVA filogenético (R*= 0.46, p=
0.03). En general, las especies de la seccion Quercus pierde el 50% de su area foliar antes
que las especies de la seccion Lobatae. En el resto de los atributos no se encontraron
diferencias significativas entre secciones (Tabla 1).

Tabla 1. Diferenciacion a nivel de la seccion taxondmica, exploradas a través de una
ANOVA filogenética. En el analisis se usé la media de cada atributo para cada especie, y se
probo si existian diferencias a nivel de la seccion filogenética (Lobatae vs Quercus). Los
valores de F, R? y p se muestran en la tabla. Los valores de p en negritas indican significancia
< 0.05. Atributos: mrt potencial osmotico a turgencia completa (MPa x-1); Wrip= potencial
hidrico al punto de pérdida de turgencia (MPa x-1); Ky = conductividad hidraulica teorica
del xilema (kg m™ st MPa?), IV= indice de vulnerabilidad del xilema; FD= diametro de
fibra el xilema (um); Wmin= Potencial hidrico de medio dia minimo (MPa); DL50 (dias que
las especies pasan con menos del 50% de sus area foliar); LAL (el dia, contando como uno
el inicio del muestreo, en el que las especies perdieron el 50% de su area foliar); HA= Hidro—
espacio (MPa?).

atributo F R? P

TOFt 0.01 0.001 0.92
Yrip 2.20 0.216 0.18
Kh 1.65 0.171 0.24
v 1.54 0.161 0.25
FD 0.01 0.001 0.92
Wmin 191 0.091 0.20
DL50 1.40 0.042 0.27
LAL 6.81 0.46 0.03
HA 0.84 0.095 0.39
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Respecto a los patrones fenoldgicos observados para el conjunto de especies, y, debido a que
a los datos obtenidos del muestreo anual de la fenologia se les traz6 un modelo cuadratico
para obtener los datos de LAL y DL50, Gnicamente se cuenta con un valor por especie. En
general, se detect6 que, a partir de febrero, ~200 dias después de que comenzé el monitoreo,
todas las especies tiran al menos 50% de su area foliar (LAL). Sin embargo, entre las especies
existié variacion en el porcentaje de area foliar que tiran y el tiempo que se quedan con un
porcentaje menor al 50% de area foliar. De acuerdo con el modelo cuadratico ajustado a los
datos pudimos detectar tres tipos de comportamiento. Por un lado, esta el grupo conformado
por Q. potosina, Q. jonesii, Q, obtusata y Q. castanea que pierden mas del 50% de su area
foliar (LAL) hacia el mes de febrero y pasan entre 46 y 77 sin hojas en sus copas Yy
posteriormente, las recuperan en su totalidad entre marzo y abril, antes de que comience la
temporada de lluvias (Figura 3a, c, g, h). Por otro lado, esta el grupo de Q. eduardii, Q.
resinosa, Q. deserticola y Q. mexicana que empiezan a perder hasta el 50% de su area foliar
en marzo, se quedan completamente sin hojas en la copa (DL50), a excepcion de Q. eduardii
que en promedio perdio 75% de su area foliar a los 124-143 dias y finalmente, la recuperan
en la temporada de lluvias (entre junio y julio) (Figura 3b, e, f, i). Cabe sefialar, que los
distintos individuos de Q. eduardii si se quedan completamente sin hojas, pero no lo hacen
de forma sincrénica, lo que generd este patron a nivel de todos los individuos muestreados.
Por ultimo, estan Q. laurina y Q. rugosa que pierden solo hasta el 50% de su area foliar

(DL50), pero no se quedaron completamente sin hojas en ningin momento del muestreo (3d

y .
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Figura 3. Fenologia foliar a lo largo de un afio de diez especies de encinos que se distribuyen
en la Sierra de Santa Rosa, Guanajuato. En la grafica esta representado el porcentaje de area
foliar promedio de ocho individuos que se registrd a partir del inicio del muestreo en agosto
de 2018 (Ago2018) hasta agosto de 2019 (Ago2019), también se sefiala el mes de abril de
2019 (Abr2019), la linea negra continua representa el ajuste lineal suave a todos los datos. A
cada especie se le ajustd un modelo cuadratico (linea azul) al momento del afio (temporada
de sequia) en que empiezan a perder hojas. Con este modelo se calculé el tiempo al cual
pierden el 50% de su area foliar (DL50) y el tiempo que se quedan con menos del 50% de
area foliar (LAL). Las lineas punteadas verticales indican los dias en que las especies
permanecen con el 50% de su area foliar 0 menos. Los paneles de la a) a la €) corresponden
a las especies de la seccidn Lobatae (Q. cas = Q. castanea; Q. edu = Q. eduardii; Q. jon = Q.
jonesii; Q. lau = Q. laurina; Q. mex = Q. mexicana) y los paneles de la f) a la j) corresponden
a las especies de la seccidén Quercus (Q. des = Q. deserticola; Q. obt = Q. obtusata; Q. pot =
Q. potosina; Q. res = Q. resinosa; Q. rug = Q. rugosa).

28



Para todas las especies el potencial hidrico pre—amanecer comenzo a descender hacia
el mes de febrero. Sin embargo, la magnitud del cambio a lo largo del afio fue distinta entre
las especies. Las especies con una menor variacion en el Wpqa lo largo del afio fueron Q.
jonesii y Q. laurina que presentaron un valor menos negativo que -1 MPa (Figura 4c y d),
mientras que Q. castanea, Q. potosina, Q. obtusata, Q. resinosa y Q. rugosa presentaron un
valor minimo entre -1 y —-1.2 MPa (Figura 4a, g,h,i,j). En contraste, Q. deserticola, Q.
eduardii y Q. mexicana presentaron el valor méas negativo de Wpq (ca. —1.5 MPa) (Figura 4b,
f, e). En el caso del Wmd €n general todas las especies presentaron el valor mas negativo entre
los meses de marzo y junio. También se detectd variacion en el valor minimo registrado para
las distintas especies. En particular, Q. jonesii y Q. laurina presentaron significativamente el
Wmin menos negativo (-1.75 y —2.09 MPa, respectivamente) (Tabla 2; Figura 4) a finales de
la temporada de sequia en el mes de junio (Figura 4c y d). En contraste, Q. deserticola, Q.
mexicana, Q. obtusata y Q. resinosa experimentaron el Wmin significativamente mas negativo
entre —2.8 y —3.09 MPa (Tabla 2; Figura 4). En el caso del hidro—espacio (HA), derivado de
los valores de Wpd y Wmd registrados en la sequia y antes de que las plantas tiraran sus hojas
y donde se tiene un Gnico valor por especie, se detecto variacidn entre las especies. Por un
lado, Q. laurina, Q. rugosa y Q. jonesii tuvieron el valor del HA mas pequefio (1.03-1.19
MPa?), lo que indica que tienen una estrategia isohidricas en el ajuste estomatico. En
contraste, Q. mexicana, Q. deserticola, Q. castanea, Q. eduardii y Q. potosina presentaron
el HA mas grande (2.34-3.65 MPa?), sefialando un comportamiento estomatico anisohidrico,

mientras que Q. obtusata y Q. resinosa tuvieron valores de HA intermedios (1.67 MPa?).
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Figura 4. Potencial hidrico pre—amanecer (Wpd) y potencial hidrico medio dia (Wmad)
a lo largo del afo registrado en diez especies de encinos que se distribuyen en la Sierra de
Santa Rosa, Guanajuato, iniciando en agosto de 2018 (Ago2018) y finalizando en agosto de
2019 (Ago2019), también se indica el mes de abril (Abr2019). En la gréafica se muestra el
potencial hidrico (MPa) promedio de ocho individuos registrado a lo largo de un afio de
muestreo. Los simbolos en gris representan los valores de potencial hidrico pre—amanecer
(Wpa) v los que estan en negro los valores de potencial hidrico del medio dia (¥md); en ambos
casos se les hizo un ajuste lineal suave. Ademas, se indica con una flecha roja el momento
en que las especies obtuvieron el potencial de medio dia mas negativo (¥min). Las lineas
punteadas verticales representan los dias en que las especies permanecen con el 50% de las
hojas 0 menos. Los paneles de la a) a la e) corresponde a las especies de la seccién Lobatae
(Q. cas = Q. castanea; Q. edu = Q. eduardii; Q. jon = Q. jonesii; Q. lau = Q. laurina; Q. mex
= Q. mexicana) y los paneles de la f) a la j) corresponden a las especies de la seccion Quercus
(Q. des = Q. deserticola; Q. obt = Q. obtusata; Q. pot = Q. potosina; Q. res = Q. resinosa; Q.
rug = Q. rugosa).
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Para el caso del potencial osmotico a turgor completo (7trt) Se detecto que Q. jonesii,
Q. laurina y Q. resinosa tuvieron significativamente el valor menos negativo, en contraste,
Q. castanea tuvo el /e Mas negativo (Tabla 2). Para el caso del punto de pérdida de turgor
(Wip) Q. deserticola, Q. castanea, Q. eduardii y Q. mexicana tuvieron el valor mas negativo,

y Q. rugosa y Q. resinosa tuvieron un W1ip menos negativo (Tabla 2).

En el caso del xilema, se detectd que Q. resinosa presento significativamente la mayor
eficiencia en el transporte (Kn), seguida por Q. jonesii (Tabla 2, Figura 6). En contraste, Q.
laurina, Q. deserticola y Q. mexicana presentaron la menor capacidad de transporte de agua
en su xilema (Tabla 2, Figura 6). Por otra parte, Q. jonesii tiene las fibras de mayor didmetro
(FD) y Q. castanea las de menor didmetro (FD) (Tabla 2). Por ultimo, Q. resinosa tiene los

vasos del xilema maés vulnerables (IV) y Q. mexicana los menos vulnerables (Tabla 2).
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Tabla 2. Diferenciacion entre atributos de uso del agua en diez especies de encinos de la Sierra de Santa Rosa, Guanajuato. Las
diferencias entre las especies se exploraron a través de un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, en la tabla se muestran la media
de cada atributo, y los valores de F y p. Las letras a lado de los valores representan el resultado de una prueba post-hoc de Tukey HSD
(0=0.05). Ademas, en las primeras siete columnas se muestran los valores promedio para cada rasgo por especie, para el caso de 10s
altimos tres atributos (DL50, LAL y HA) Gnicamente se derivo un valor por especie. Atributos: nre= potencial osmotico a turgencia
completa (MPa x-1); Wrip= potencial hidrico al punto de pérdida de turgencia (MPa x —1); Kx = conductividad hidraulica teorica del
xilema (kg m™ st MPa™?), IV= indice de vulnerabilidad del xilema; FD= didmetro de fibra completa del xilema (um); ¥min= Potencial
hidrico de medio dia minimo; DL50 (dias que las especies pasan con menos del 50% de su area foliar); LAL (el dia, contando como uno
el inicio del muestreo, al que las especies perdieron el 50% de su area foliar); HA= Hidro—espacio (MPa?).

Seccion Especie TRt Y1ip Kh v FD WPmin DL50 LAL HA

Lobatae  Quercus castanea  —1.70° —2.20% 1.35% 0.28Pcd 8.40° 251> 77 205 3.34
Quercus eduardii —1.44 _2.10%%€  1.10° 0.20% 8.58" —2.62° 124 191 276
Quercus jonesii -0.81% -1.71% 2.84° 0.49% 11.20° ~1.75* 46 188 1.07
Quercus laurina ~1.21% _—1.79%°¢  1.26° 0.20% 9.723bc —2.062 35 210 1.03
Quercus mexicana ~ —1.3°¢  —2.05%c®  0.87¢ 0.15¢ 8.75" -3.09¢ 129 225 3.65

Quercus  Quercus deserticola —1.57°¢ -2.29° 0.91¢ 0.25% 9.17% -2.81°d 143 206 3.62
Quercus obtusata ~ —1.35°¢ -1.76%¢  2.39 0.37%¢ 10.20®* 293 55 193 1.67
Quercus potosina  —1.40° 1,873 1330 0.30°c 9.482b¢ —2.54 48 186 2.34
Quercus resinosa ~1.11% -1.622 10.58% 0.60? 9.85%°¢ -2.83%d 134 193 1.67
Quercus rugosa ~1.25%¢ _1 592 2.17% 0.330cd 9.41b¢ —2.60°° 90 192 1.19
F 5.48 9.26 17.38 8.62 4.65 20.86
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001  <0.0001
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Figura 5. Calculo del hidro—espacio (HA). En la grafica se muestran el potencial hidrico pre
amanecer (Wpd) contra el potencial hidrico al mediodia (¥md) en mega pascales (MPa). Los
paneles de la a—e corresponden a las especies de la seccién Lobatae (Q. cas = Q. castanea;
Q. edu = Q. eduardii; Q. jon = Q. jonesii; Q. lau = Q. laurina; Q. mex = Q. mexicana) y los
paneles de la f—j corresponden a las especies de la seccidén Quercus (Q. des = Q. deserticola;
Q. obt = Q. obtusata; Q. pot = Q. potosina; Q. res = Q. resinosa; Q. rug = Q. rugosa). En
cada panel estan graficadas la linea de la relacién 1:1 en negro y la regresion lineal de los
datos en azul. A su vez, se muestra para cada especie la ecuacion de la regresion lineal, el
coeficiente de determinacion (R?), la probabilidad (p) y el valor del hidro—espacio (HA).
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Figura 6. Iméagenes que muestran cortes anatomicos del xilema de cada una de diez especies
de encinos que se distribuyen en la Sierra de Santa Rosa, Guanajuato. Las fotografias se
obtuvieron con el objetivo 40x. Los paneles de a—€) corresponden a las especies de la seccion
Lobatae (Q. cas = Q. castanea; Q. edu = Q. eduardii; Q. jon = Q. jonesii; Q. lau = Q. laurina;
Q. mex = Q. mexicana) y los paneles de la f) a la j) corresponden a las especies de la seccién
Quercus (Q. des = Q. deserticola; Q. obt = Q. obtusata; Q. pot = Q. potosina; Q. res = Q.
resinosa; Q. rug = Q. rugosa). En la imagen se sefialan los vasos con la letra V vy las fibras
con la letra F.
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Diferenciacion a lo largo del gradiente entre tolerancia y evasion a la deshidratacion
Como resultado del andlisis de componentes principales, donde se us6 a cada especie como

un punto independiente se identificd que los dos primeros ejes explican el 77.4% de la
variacion. El primer componente explico el 58.6 % de la variacion y estuvo correlacionado
con Yrip, e, HA, Wmin, IV 'y FD y ligeramente con Ky (Figura 7). En el lado positivo del eje
se encuentran las especies con alta capacidad de conduccién de agua en el xilema (mayor Kn)
pero vulnerables a la formacion de embolismos (mayor 1V) y con xilema de fibras grandes
(mayor FD) y sus estomas tienen una alta regulacion estomética (bajo HA). En contraste, en
la parte negativa del eje se encuentran las especies con un xilema poco eficiente en el
transporte (menor Kn) pero resistente a los embolismos (menor V), con hojas que tienen un
potencial osmoético a turgencia completa mas negativo (mrt) Y que pierden el turgor a
potenciales hidricos mas negativos (P1ip), asi mismo presentan poca regulacion estomatica
(valores altos de HA) y experimentan un potencial hidrico minimo mas negativo (Wmin). Por
otro lado, el componente dos se correlacion6 con el tiempo en que las especies se quedan sin
hojas (DL50), con la conductividad hidraulica teérica (Kn), y ligeramente con el potencial
hidrico minimo (Wmin.); en la parte negativa del eje se ubicaron las especies con un xilema
con menor eficiencia en el transporte de agua (Kn), que permanecieron menos tiempo sin
hojas (DL50) y que presentaron un potencial hidrico minimo menos negativo (Wmin) (Figura
7). Por otra parte, este mismo patron se detectd en el analisis de componentes principales

construido a partir de los contrastes independientes de la filogenia (Anexo 2).

En general en este analisis encontramos del lado negativo del componente uno las
especies que estan definidas por atributos de uso del agua relacionados a la tolerancia a la
deshidratacion; en este grupo se encuentra Q. castanea, Q. eduardii, Q. deserticola y Q.

mexicana (Figura 7). En contraste, en el lado positivo del componente se encuentran las

35



especies con atributos relacionados con una estrategia de mayor capacidad de explotacion
del agua y de evitar la deshidratacion de los tejidos, en este grupo se encuentran Q. laurina,

Q. jonesii, Q. obtusata, Q. potosina, Q. resinosa y Q. rugosa (Figura 7).
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Figura 7. Analisis de componentes principales (PCA) para los atributos de uso del agua de
utilizando a cada especie como un punto independiente de analisis. Las especies de la seccion
Lobatae estan escritas con color rojo (Q. cas = Q. castanea; Q. edu = Q. eduardii; Q. jon =
Q. jonesii; Q. lau = Q. laurina; Q. mex = Q. mexicana) y las especies de la seccién Quercus
esta escritas con color negro Quercus (Q. des = Q. deserticola; Q. obt = Q. obtusata; Q. pot
= Q. potosina; Q. res = Q. resinosa; Q. rug = Q. rugosa. Atributos: mr= potencial osmatico
a turgencia completa (MPa x-1); Wrip= potencial hidrico al punto de pérdida de turgencia
(MPa x-1); Ky = conductividad hidraulica tedrica del xilema (kg m st MPa™?), V= indice
de vulnerabilidad del xilema; FD= diametro de fibra completa del xilema (um); Wmin=
Potencial hidrico de medio dia minimo; DL50 (dias que las especies pasan con menos del
50% de su area foliar); LAL (el dia, contando como uno el inicio del muestreo, al que las
especies perdieron el 50% de su area foliar); HA= Hidro—espacio (MPa?).
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Relacion entre la estrategia de resistencia a la deshidratacién y el habitat hidrico

Al explorar si la estrategia de resistencia a la deshidratacion se relaciona con el habitat hidrico
de cada especie, detectamos que los dos primeros ejes del PCA se correlacionan de manera
positiva con el valor minimo de potencial hidrico del suelo (Wswelo) (Figura 8). Para el caso
del primer componente encontramos que las especies con una estrategia de alta eficiencia en
el transporte del agua en el xilema (vasos mas grandes) y de evitar la deshidratacion (mayor
control estomatico, mayor capacidad de almacenaje de agua, etc.) se encuentran en ambientes
con una mayor disponibilidad de agua, por el contrario, las especies con una estrategia de
tolerancia se encuentran en sitios mas secos (R?= 0.48; p= 0.027) (Figura 8). El segundo
componente también estuvo relacionado con la disponibilidad de agua en el suelo (R?= 0.42;
p = 0.042). Las especies que permanecieron mas tiempo sin hojas y con menor capacidad de

conduccidn de agua en el xilema se encuentran en ambientes mas secos.
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Figura 8. Relacion entre el habitat hidrico caracterizado a través del potencial hidrico del
suelo (Wswelo) Y la estrategia de resistencia a la sequia de diez especies de encinos que se
distribuyen en la Sierra de Santa Rosa, Guanajuato. La exploracién se hizo a través de una
correlacion simple de Pearson entre el Wsuelo y €l PC1 del andlisis de componentes principales
usando a las especies como punto independientes de analisis. En la grafica se muestran el
coeficiente de determinacion (R?), la probabilidad (p) y el error cuadratico medio (ECM).
Correlacion entre el componente principal uno y el valor minimo de potencial hidrico del
suelo. Las especies de la seccion Lobatae estan escritas con color rojo (Q. cas = Q. castanea;
Q. edu = Q. eduardii; Q. jon = Q. jonesii; Q. lau = Q. laurina; Q. mex = Q. mexicana) y las
especies de la seccion Quercus esta escritas con color negro Quercus (Q. des = Q. deserticola;
Q. obt = Q. obtusata; Q. pot = Q. potosina; Q. res = Q. resinosa; Q. rug = Q. rugosa).
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Discusion

En el presente estudio se detectd evidencia a favor de la hipotesis planteada, ya que
observamos alta diferenciacion entre las especies de encinos en sus atributos para enfrentar
la deshidratacion. En este sentido, estas diferencias no se conservaron a nivel de seccion
taxonodmica, si no que varian de manera independiente entre las especies. A su vez, los
resultados indican que la disyuntiva entre tolerar o evadir la deshidratacion promueve la
diferenciacion entre las especies de encino evaluadas, la cual estuvo influenciada por la
estrategia fenologica de las hojas. En particular, se detectd que las especies con atributos que
les permiten tolerar la deshidratacion permanecieron con sus hojas durante toda la temporada
de sequia y las tiraron hacia el final de ésta (caducifolias tardias). En el otro extremo de la
disyuntiva encontramos a las especies con menor tolerancia a la sequia, pero con mayor
capacidad de transportar agua. En este caso, las especies con esta estrategia tuvieron distinto
comportamiento en la fenologia de las hojas: brevideciduas, perennifolias y caducifolias de
toda la temporada de sequia (caducifolias tempranas). Finalmente, encontramos evidencia a
favor de que las especies se ubican en ambientes hidricos contrastantes, lo cual sugiere que
su distribucion esta determinada por gradientes hidricos locales. En general, los hallazgos del
estudio brindan informacién valiosa sobre la variacion en las estrategias funcionales de
encinos mexicanos y ofrecen conocimiento para entender la estructuracion de estas
comunidades a nivel local.

De acuerdo con lo esperado, se detectd una gran variacion en los atributos que
permiten el uso del agua eficiente por el conjunto de especies de encino presentes en la Sierra
de Santa Rosa, Guanajuato. Diversos autores han sugerido que las especies de la seccién
Lobatae y Quercus difieren en sus estrategias para enfrentar el estrés por déficit hidrico,

enunciando que las especies de la seccién Quercus son mas tolerantes al déficit hidrico en
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comparacion con las especies de la seccion Lobatae (Nixon, 1993;Zavala-Chavez 1998;
Cavender-Bares et al., 2004; Poulos et al., 2007). Sin embargo, los resultados de nuestro
estudio no concuerdan con los hallazgos de estos autores, ya que solo uno de los rasgos
analizados difirio entre secciones (Tabla 2). De tal forma que, para el conjunto de especies
de encinos analizados en este trabajo, se encontrd una baja sefial filogenética en los atributos
de uso del agua. Esto sugiere que los atributos analizados en este trabajo son labiles
(Silvertown et al., 2006), y pudieran estar relacionado con la exitosa migracion y subsecuente
radiacion de especies de encinos del neartico hacia el neotropico hace aproximadamente 10
Ma, que ocurrié de forma paralela para las dos secciones: Lobatae y Quercus (Cavender-

Bares et al., 2018; Hipp et al., 2018).

En particular, el tnico atributo en el que se detectaron diferencias a nivel de la seccion
fue el tiempo al cual comienzan a tirar las hojas (LAL). Las especies de la seccion Lobatae
tiran el 50% de su area foliar tiempo después que las especies de la seccion Quercus, esto
sugiere que el inicio de la caida de las hojas pudiera estar fijado a nivel de la seccion. Sin
embargo, en el presente estudio se compardé un nimero reducido de especies, por lo tanto,
este hallazgo debe tomarse con cautela, pues podria tratarse de un patron local. En contraste,
no se detectaron diferencias entre las secciones en el tiempo que permanecen sin hojas, y lo
que se pudo observarse fue una gran variacion en este atributo entre las distintas especies
pertenecientes a cada seccion. De manera general, detectamos dos grandes grupos respecto a
la fenologia de las especies: perennifolias y caducifolias. Si bien las primeras mantienen la
mayoria de sus hojas durante todo el afio, si reducen considerablemente sus superficies de
transpiracion en la temporada de sequia (Q. rugosa y Q. laurina). En contraste, dentro de las

caducifolias encontramos una mayor variacion. Por ejemplo, Q. jonesii tird la totalidad de
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sus hojas al inicio de la temporada de sequia, ésta se quedd sin ellas sélo un breve periodo
de tiempo, pasando el resto de la sequia con hojas (Figura 3c). A su vez, estuvieron las
especies que tiraron todas sus hojas durante la mayor parte de la temporada de sequia
(caducifolias tempranas), y otro grupo de especies mantuvo sus hojas durante toda la
temporada de sequia y las tir6 en su totalidad hacia finales de esta (caducifolias tardias). Esta
gran variacién en la respuesta fenoldgica de las hojas, esta en linea con el hallazgo de mayor

labilidad en este atributo entre las especies de encinos mexicanos (Hipp et al., 2018).

Por otra parte, en el resto de los atributos también se encontrd una gran variacion
entre las diez especies. En el caso del hidro—espacio, Q. mexicana (HA: 3.65) tuvo menor
ajuste estomatico (anisohidrica), un valor muy parecido a Q. ilex, una especie perenne del
mediterraneo la cual soporta altos niveles de deshidratacion ya que tiene xilema resistente
(Mediavilla y Escudero, 2003; Fu y Meinzer, 2019). En contraste, Q. jonesii y Q. laurina
tuvieron un mayor ajuste estomatico (isohidricas) y sus valores son similares a especies de
encinos de zonas mas templadas y de mayor altitud (Fu y Meinzer, 2019; Jiang et al. 2020).
Para el caso del punto de pérdida de turgor y el potencial osmatico a turgor completo, si bien
no se detectaron valores tan negativos como para las especies perennes de encinos del
mediterraneo (Vilagrosa et al., 2003; Villar-Salvador et al., 2004; Vaananen et al., 2020;
Alonso-Forn et al., 2021) si se encontraron valores significativamente mas negativos para las
especies que toleran la deshidratacion en contraste con las especies que la evitan. También
se encontrd una gran variacion en la respuesta de las especies que evaden la deshidratacion,
las especies con los valores menos negativos en el punto de pérdida de turgor y el potencial
osmotico a turgor completo fueron Q. jonesii (brevidecidua) y Q. resinosa (caducifolia

temprana). De manera interesante, Q. resinosa que tira sus hojas durante toda la temporada
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de sequia, tuvo un xilema con una alta capacidad de conducir agua y mas vulnerable a la
formacion de embolismos, lo cual coincide con lo que se ha reportado para otras especies
caducifolias de encinos de México (Aguilar—Romero et al., 2017) y especies tropicales de
bosques secos (Pineda-Garcia et al., 2016). En general, la alta variacion en los atributos,
relacionados con el uso del agua, analizados en el presente estudio es interesante y sugiere
que es una de las vias que ha permitido una mayor riqueza de especies emparentadas

coexistiendo a nivel local en Santa Rosa, Guanajuato, México

En el presente trabajo se detectd que la diferenciacion de las especies de encinos es
guiada por la disyuntiva entre la capacidad de tolerar la deshidratacion y evadirla. Por un
lado, las especies mas tolerantes fueron las caducifolias tardias que pierden el turgor a
potenciales hidricos mas negativos, tienen un xilema menos vulnerable a la formacion de
embolismos y con menor capacidad de conducir agua y, en general, fibras de menor diametro
(con excepcion de Q. deserticola), y presentaron hojas con un menor ajuste estomatico
(anisohidricas). Esto sugiere que la tolerancia a la deshidratacion les permite adquirir
recursos de manera mas conservadora, pero también de forma mas prolongada y continua
durante la temporada de secas (Wesotowski y Rowinski 2008; Reich 2014;Meinzer et al.,
2016). En el otro extremo de la disyuntiva, estan las especies que evaden la deshidratacion a
través de un mayor ajuste estomatico (isohidricas) (Fu y Meinzer et al., 2019), pero con un
xilema mas eficiente para el transporte del agua y mas vulnerable a la formacion de
embolismos y fibras méas grandes. Ademas, estos atributos estuvieron asociados con los tres
grupos fenoldgicos (perennes, caducifolias tempranas y brevideciduas). Por un lado, las
especies brevideciduas y caducifolias tempranas del estudio tuvieron un xilema vulnerable a

la formacion de embolismos pero evitan la deshidratacion a través de la pérdida de las
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superficies de transpiracién (hojas) y mediante un mayor ajuste estomatico (Markesteijn, et
al., 2011; Méndez-Alonzo et al., 2013). Por ejemplo, Q. resinosa, que tiene laminas foliares
grandes y un xilema altamente vulnerable, maximiza la explotacion de recursos durante la
temporada de lluvias y evita la deshidratacion tirando las hojas cuando comienza la
temporada seca; este comportamiento se ha documentado para especies caducifolias de
sequia en ambientes estacionales (Wesotowski y Rowinski, 2008; Markesteijn, et al., 2011;
Méndez-Alonzo et al., 2013). Las especies brevideciduas se quedan sin hojas cuando
comienza la temporada de secas, pero vuelven a sacar hojas antes de que comiencen las
lluvias, probablemente esto ocurre debido a que estas especies cuentan con almacenes de
agua en sus tejidos y/o a que tienen acceso a fuentes mas estables de agua en el suelo
(Borchert, 1994). Por Gltimo, las especies perennes si bien no evitan la deshidratacidn a través
de la pérdida total de sus superficies de transpiracion, si lo hacen mediante un mayor ajuste
estomatico. Este resultado contrasta fuertemente con lo detectado en los encinos de hoja
perenne del Mediterraneo, ya que estas especies poseen un xilema aun mas resistente que les
permite tolerar la deshidratacion sin tener que quedarse sin hojas en ningiin momento del afio

(Mediavilla y Escudero 2003; Fu y Meinzer 2019).

De acuerdo con Hipp et al; (2018) cuando los encinos migraron por las cadenas
montafiosas mexicanas hace aproximadamente 10 Ma., los inviernos menos severos y la
disponibilidad constante de agua en los bosques templados mexicanos permitieron que
surgiera el habito perenne. En general, muy pocos trabajos han abordado la relacién entre la
respuesta a la deshidratacion y la fenologia a una escala tan fina entre especies del género

Quercus ( Fallon y Cavender-Bares et al., 2018; Arenas-Navarro et al., 2020, 2021; Mota-
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Gutiérrez et al., 2020), por lo que los resultados del presente estudio brindan informacion

valiosa que ayuda a comprender mejor los procesos de ensamblaje de estas comunidades.

Finalmente, se detectd una relacion entre las estrategias de uso del agua y el habitat
hidrico. Las especies con una estrategia de tolerancia a la deshidratacion se encuentran en
sitios que durante la temporada de sequia tenian un potencial hidrico del suelo muy negativo,
es decir, en sitios con menor disponibilidad de agua en el suelo. Las especies en este grupo
presentan el ¥min MAas negativo, tienen menor ajuste estomatico pero una pérdida de turgor a
potenciales hidricos mas negativos y tienen un xilema menos vulnerable a la formacién de
embolismos. En otras palabras, esta estrategia les permite seguir fisiol6gicamente activas a
pesar de experimentar déficit hidrico en el suelo. En contraste, las especies que evitan la
deshidratacién se encuentran en sitios con mayor disponibilidad de agua en el suelo. En
particular, las especies perennes y brevideciduas si bien evitan la deshidratacion a través de
un mayor ajuste estomatico, su presencia esta restringida a ambientes con mayor
disponibilidad de agua en el suelo. En general, este hallazgo sugiere que la distribucion
espacial de las distintas especies de encinos en la region parece estar determinada, entre otras

cosas, por la variacion local en la disponibilidad del agua en el suelo.
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Conclusién

De manera general, se detectd una alta variacion entre las especies en los atributos
relacionados con el uso del agua y un bajo nivel de conservadurismo de estos a nivel de la
seccién. Ademas, se registré una amplia variacién fenoldgica de las hojas en respuesta a la
sequia entre las distintas especies de encinos. A su vez, se encontr6 que la diferenciacion de
especies ocurre a lo largo de la disyuntiva entre tolerar y evitar la deshidratacion de sus
tejidos. La estrategia de tolerancia se caracterizo6 por pérdida del turgor a potenciales hidricos
mas negativos y por un Xilema resistente a la formacion de embolismos. En contraste, la
estrategia de evitar la deshidratacion se definio por un mayor ajuste estomatico para evitar la
deshidratacion de sus tejidos. A su vez, estas estrategias estuvieron relacionadas con el habito
fenoldgico de las hojas. Se encontro que las estrategias se ubican en ambientes con distinto
nivel de humedad en el suelo; las especies tolerantes estan en los sitios con una menor
disponibilidad de agua en el suelo. Finalmente, los resultados del presente estudio sugieren
que a nivel local la coexistencia de especies cercanamente emparentadas se explica por la
divergencia en estrategias de uso del agua que les permite utilizar el agua de manera

diferencial y ubicarse en distintos ambientes hidricos dentro de la comunidad.
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Anexo 1. Arbol filogenético de las diez especies de encinos de nuestro estudio (extraido de
Hipp et al., 2020), los nimeros del uno al nueve representan los nodos.).
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PC2 (18.4%)

PC1 (55.5%)

Anexo 2. Analisis de componentes principales (PCA) para los atributos de uso del agua de
utilizando contrastes independientes de la filogenia, los nimeros representan los nodos.
Atributos: 7rr= potencial osmético a turgencia completa (MPa x —1); Wrip= potencial hidrico
al punto de pérdida de turgencia (MPa x —1); Kn = conductividad hidraulica teorica del
xilema (kg m™ st MPa?), IV= indice de vulnerabilidad del xilema; FD= diametro de fibra
completa del xilema (um); Wmin= Potencial hidrico de medio dia minimo; DL50 (dias que las
especies pasan con menos del 50% de su area foliar); LAL (el dia, contando como uno el
inicio del muestreo, al que las especies perdieron el 50% de su area foliar); HA= Hidro—
espacio (MPa?).
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Anexo 3. Tabla con valores promedio valiosos para distintos calculos en el presente trabajo.

Dn = Diametro hidraulico (u), VD= densidad de vasos en 1mm? (dv/mm?).

Especie Seccién Dn VD
Q. castanea Lobatae 26.57 101
Q. eduardi Lobatae 23.45 110
Q. jonesii Lobatae 34.09 73
Q. laurina Lobatae 24.58 134
Q. mexicana  Lobatae 21.69 153
Q. deserticola  Quercus 24.19 155
Q. obtusata Quercus 31.67 94
Q. potosina Quercus 26.97 94
Q. resinosa Quercus 46.62 87
Q. rugosa Quercus 30.24 97
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