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: RESUMEN

Después de la etapa de semilla, la plantula representa la fase mas
sensible en el ciclo de vida de las plantas, porque es durante este periodo
donde ocurren las mayores tasas de morialidad. Las plantulas presentan un
sistema radicular y foliar poco desarraltado, por lo que son sensibles a diversos
factores abidticos y bidticos que varian con la heterogeneidad del habitat. El
factor abiotico mas estudiado por su variacién espacial y su importante efecto
sobre el crecimiento y sobrevivencia de piantulas arboreas, es la luz, y seria un
factor mucho mas limitante que los nutrientes en la mayoria de los bosques
lluviosos de dosel cerrado. Un fenémeno bien conocido, es la “supresion del
crecimiento” en plantulas y estados juveniles de especies arboreas sombra
tolerantes, que puede ser interpretado como un mecanismo que les permite
sobrevivir durante largos periodos de tiempo en el sotobosque en condiciones
de luminosidad deficientes. Las piantulas que se encuentran suprimidas en
crecimiento constituyen el potencial regenerativo del bosque una vez que se
produce una apertura del dosel.

Las pel";urbaciones que generan aperturas del dosel constituyen eventos

frecuentes en muchos tipos de bosques, y son determinantes en su

composicién y estructura. Los claros de! dosel (sensu Watt 1947) abarcan un
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amplio rango dé tamanos que va desde aperturas creadas por la simple muerte
de ramas a areas de cientos o miles de hectareas. La formacion de claros
habria jugado un pape! selectivo importante para definir los atributos de ciclos
de vida de las especies arboreas. En sintesis, el crecimiento y sobrevivencia de
las especies arboreas en los bosques esta estrechamente relacionado a
cambios en la disponibilidad de luz asociada a la apertura del dosel.

Enire los factores bioticos, ia herbivoria puede ser un factor critico para el
crecimiento y sobrevivencia de plantulas o juveniles recién establecidos. Puede
ser definida como una interaccion antagonica entre las plantas y los herbivoros,
donde estos ditimos consumen tejido foliar para satisfacer sus requerimientos
nutricionales, y las plantas pierden tejido foliar con el riesgo de reducir su
crecimiento y-éobrevivencia y por ende, su adecuacion biolagica. Durante el
periodo en el cual el crecimiento de las plantulas se encuentra suprimido, éstas
serian altamente vulnerables al ataque de herbivoros y patdgenos, quienes
actuarfan como una presion de seleccion importante, reduciendo las
poblaciones de plantulas. Se ha postulado que el impacto de la herbivoria
sobre el crecimiento vy sobrevivencia de plantulas seria mayor bajo el dosel
cerrado, ya ctque reemplazar el tejido foliar perdido por herbivoria es mas
costoso en el sotobosque que en los claros, debido a que las tasas
fotosintéticas son mas bajas en los habitats cerrados y poco iluminados. Por lo
tanto, los efectos de la herbivoria serian mayores cuando se combinan con el
estrés luminico. La presencia de compuestos quimicos como mecanismos de

defensa constituiria una estrategia efectiva para reducir los niveles de dafio
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foliar en las hojas de las plantulas que sé encuentran suprimidas en
crecimiento, porque es durante este periodo donde las plantulas tienen la
mayor parte de su biomasa foliar expuesta a los herbivoros.

La evolucién de los insectos fitofagos impuso presiones de seleccion
sobre sus plantas hospederas, las que desarroliaron distintos tipos de
defensas. La gran diversidad de metabolitos secundarios presentes en las
plantas habria evolucionado en respuesta al ataque de los herbivoros,
particularmente insectos, Y muchos caracteres de los insectos habrian
evolucionado en respuesta a los cambios quimicos ocurridos en sus plantas
hospederas.

Desde la década de los setenta, los metabolitos secundarios carbonados
(MSC), como los fenoles y los taninos, han sido considerados como una de las
barreras quimicas mas importantes de las plantas lefiosas contra la herbivoria.
Numerosas hipotesis explican los patrones de asignacion de recursos a
defensas quimicas en plantas. Una de las hipotesis mas populares, es la
“Hipbtesis del Balance Garbono-Nitrégeno” (HBCN) (Bryant y col 1983), que
postula que las variaciones fenotipicas en la concentracion de MSC dentro de
una especie estarian determinadas por la relacion entre disponibilidad de
carbono (relacionada directamente con la disponibilidad de luz) y de nutrientes
(particularmente nitrégeno) existentes en el ambiente. Esta hipotesis predice
que en habitats sombrios, donde las plantas presentan una baja relacion C/N,
la baja tasa fotosintética causaria una disminucion en la concentracion de

carbohidratos, y por ende, en la concentracion de MSC. Lo contrario sucederia
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en habitats abiertos e iluminados. Estas diferencias en asignacion a

'
' L

compuestos secundarios afectarian la susceptibilidad de las plantas a los
herbivoros.

Los estudios en terreno que han examinado las relaciones entre
disponibilidad de iuz, metabolitos secundarios carbonados, herbivoria y
desempeifio de plantulas arboreas han dejado dos aspectos aln sin clarificar.
Primero, si los menores niveles de dano foliar en habitats con mas iuz (e.g.
claros de! dosel) estan realmente mediados por la mayor cantidad de MSC
presentes en las hojas y su posible papel defensivo, 0 si son consecuencia de
diferencias en otras variables del habitat que pueden afectar a los herbivoros y
consecuentemente los niveles de dafo foliar causado por éstos. Segundo,
tampoco es claro si las mayores tasas de crecimiento y sobrevivencia en zonas
abiertas del dosel son resultado de la mayor luminosidad, del menor dafio foliar
o de ambos factores en conjunto.

Los bosques maduros de la Isla de Chiloé presentan un banco de
plantulas abundante en el sotobosque. Estas plantulas serian capaces de
sobrevivir largos periodos en ambientes con baja luminosidad, pero también
deberian presentar tolerancia al impacto de insectos herbivoros a través de Ia
posesion de defensas quimicas. El efecto de insectos defoliadores sobre la
formacion y persistencia de este abundante banco de piantulas ha sido
escasamente estudiado en nuestros bosques.

En esta tesis, se propuso un disefio experimental que considera la

exclusion de insectos herbivoros para determinar si los niveles de daiio foliar
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que caracterizan a las piantulas en los habitats abiertos y ricos en luz (e.g.
claros del dosel) son diferentes a los de plantulas de habitats cerrados y pobres
en luz, y si estan mediados por las mayores concentraciones de MSC
presentes en las hojas. De esta manera, se evalud el supuesto roi defensivo de
estos compuestos. En segundo lugar, se determiné si la apertura del dosel, €l
dafio foliar y la interaccion entre ambos factores afectan el crecimiento y
sobrevivencia de plantulas arbéreas. En consecuencia, el objetivo principal de
esta tesis fue investigar los efectos de la apertura del dose! y del dafio foliar
causado por insectos herbivoros sobre el crecimiento y sobrevivencia de
plantulas arboreas, Y evaluar el rol defensivo de los MSC, particularmente
fenoles totales y taninos condensados. Como modelo de estudio, se usaron
plantulas de 3 meses de edad de la especie nomada o intolerante a la sombra
(sensu Martinez-Ramos 1985) Drimys winteri (Winteraceae) en dos habitats del
bosque con disponibilidad de luz contrastante: interior de bosque bajo dosel
cerrado y claro del dosel. Para cumplir con este objetivo, se disefid un
experimento factorial de dos vias considerando la apertura del dosel (interior
del bosque bajo dosel cerrado vs. claro del dosel) y la exclusiéon de insectos
herbivoros (con y sin aplicacion de insecticida) como factores, cuyo efecto fue
evaluado sobre plantulas coetaneas de la especie D. winteri plantadas en un
fragmento de bosque tempiado-lluvioso en el extremo norte de la Isla de Chiloe,
Chiie. Las variables respuestas medidas fueron concentracion de MSC (fenoles
totales y taninos condensados), dafio foliar, crecimiento y sobrevivencia de

plantulas durante un periodo de 16 meses.
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El porcentaje promedio de apertura del dosel difiri6 significativamente
entre habitats, siendo mas de un orden de magnitud mayor en el claro del dosel
que en el interior del bosque (12% vs. 2% respectivamente). No se observaron
diferencias significativas entre habitats ni en la humedad ni el contenido de
nitrageno inorganico del suelo en el interior de los maceteros. En consecuencia,
ninguna de estas dos variables habria afectado las variables respuestas de
interés.

La concentracion de fenoles totales y taninos condensados en las hojas
de las plantulas de D. winteri fue afectada significativamente por el habitat.
Para ambos tipos de metabolitos secundarios, se encontré una mayor
concentracion en el claro del dosel, fa cual se expresd como el porcentaje de
un equivalente por miligramo de hoja seca. En el habitat de interior, el
porcentaje de fenoles varié entre 6,3 y 8,6, mientras que en el claro, la
concentracién practicamente se duplico entre una estacion y ofra, fluctuando
entre 10,9 y 21,4%. Por su parte, la concentracion de taninos condensados
fluctud entre ambos habitats entre 3,2y 13,6%.

Se encontré que el dafio foliar fue variable temporal y espaciaimente. El
porcentaje total de hojas dafiadas por plantula fue afectado significativamente
por el habitat, observandose un mayor dario foliar por insectos en el claro del
dosel. Sin embargo, la exclusion de insectos herbivoros no tuvo un efecto
significativo sobre el dafio foliar. Los niveles de dario foliar evaluado como el
porcentaje de hojas dafnadas por plantula, oscilaron entre 4 6% (interior - con

insecticida) y 11,2% (claro — sin insecticida).
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La apertura, del dosel y 1a exclusion de insectos herbivoros tuvieron un
efecto significativo sobre el crecimiento de las plantulas estimado a través de la
tasa de crecimiento relativa de los tallos. Las plantulas situadas en el interior
crecieron en promedio entre 1,5 y 2,5 cm, mientras que aquellas situadas en el
claro del dosel crecieron entre 8,7 y 13,6 cm. Finalmente, se detectaron efectos
significativos del habitat, de la exclusion de insectos herbivoros y del tiempo
sobre la sobrevivencia de plantulas. Al cabo de los 16 meses de monitoreo, el
porcentaje de plantulas vivas en el interior del bosque en plantulas que no
recibieron insecticida fue de un 40%, mientras que en aquellas situadas en el
claro y que si recibieron insecticida, fue de un 100%.

En resumén, la produccion de MSC se comportd de acuerdo a las
predicciones de la Hipotesis del Balance Carbono-Nitrégeno, pues las plantulas
de D. winteri situadas en el claro del dosel presentaron una'mayor cantidad de
fenoles y taninos c:)ndensados en sus hojas que aquellas situadas en el interior
del bosque bajo dosel cerrado. La mayor cantidad de MSC presentes en las
plantulas de Drimys en el habitat rico en luz, es decir, en el claro del dosel, no
resulté en una reduccion en los niveles de dafio foliar producidos por los
insectos herbivoros. En este habitat, las plantulas presentaron un mayor
porcentaje de hojas dafiadas que bajo dosel cerrado, lo que sugiere que
aparentemente, los MSC no estarian actuando como compuestos defensivos
en las plantulas de D. winteri. E! por qué los niveles de dafio foliar observados
tendieron a ser mayores en el claro del dosel y no el héabitat de interior podria

ser explicado en parte, por las condiciones abioticas y bidticas mas favorables
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existentes en el habitat de claro, cuya dinamica sucesional parece ser mucho
mas compleja y variable que la del interior del bosque.

La apertura del dosel y el dafio foliar afectaron en forma positiva y
negativa respectivamente, el crecimiento y la sobrevivencia de plantulas de D.
winteri en ambos hébitats (interior del bosque y claro del dosel). La disminucion
del crecimiento y sobrevivencia en las plantulas no tratadas con insecticida es
uno de los principales resultados de esta tesis, considerando que existen
escasos estudios que documentan el efecto negativo de la herbivoria sabre el
desempeiio de plantulas.

Finaimente, aunque el crecimiento y sobrevivencia de plantulas de D.
winteri fue mayor en el claro del dosel que en el interior del bosque bajo dosel
cerrado, en este Uliimo habitat se observo una sobrevivencia de un 40% al
cabo de los 16 meses de experimento en aquellas plantulas que no recibieron
insecticida (condicion mas desfavorable). En consecuencia, D. winteri seria
capaz de persistir en el tiempo bajo sombra y formar un banco de plantulas que

promueva su regeneracion luego de la apertura del dosel.
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ABSTRACT

Following seed germination, the seedling stage constitutes the most critical
phase in the life cycle of a rainforest iree given that, during this relatively long
period, spanning up to several years, individuals are subjected to the greatest
rates of mortality. Due ta their undeveloped root systems and possession of few
leaves, tree seediings and saplings are very sensitive to the heterogeneous
abiotic and biotic conditions occurring through space and time. Light is the
abiotic factor that has been most thoroughly studied with regards to its effects
on growth and survival of seedlings in forests given its wide variation in space
within forests. In addition, light is likely to be more limiting than nutrients in most
closed canopy rainforests. in fact, “growth suppression” is a well-known
phenomenc'm among seedlings and juveniles of shade-tolerant tree species.
Growth suppression may be interpreted as a mechanism allowing seedlings to
survive in the understory under poor light conditions and over long periods of
time resulting in “seediing banks’ and that constitute a forest's regenerative
potential following canopy disturbance.

5

Disturbances that produce canopy openness are frequent events in many

forest types, and are determinants of the composition and structure of forests.
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Tree-fall gaps (sensu Watt 1947) range in size from light gaps created after the
death and fall of single branches to large areas encompassing hundreds or
even thousands of hectares. The formation of tree-fall gap has been proposed
to have played an important selective role in defining life cycle traits of tree
species. In summary growth and survival of tree seedlings in forests is closely
related to changes in light availability associated with canopy openness.

Among the biotic factors, herbivory may be critical for the growth and
survival of newly established seedlings or juveniles. It can be defined as an
antagonistic interaction between plants and herbivores in which animals
consume plant tissue to satisfy their nutritional requirements while plants lose
tissue with the resultant risk of suffering a reduction in their growth and survival
and hence their fitness. During the long periods of seedling suppression, these
are highly vulnerable to herbivores and pathogens, which may act as important
agents of selection, resulting in a reduction of seedling populations. Herbivory
would be expected to exert a greater impact on seedling growth and survival in
the shaded understory than under tree-fall gaps because the replacement of
foliar tissue is more expensive in the understory, where photosynthetic rates are
limited. Consequently, the effects of herbivory should be greater when they are
combined with light stress. The presence of secondary metabolites as defence
mechanisms against a wide array of herbivores should be a primary strategy for
reducing foliar damage in growth-suppressed seedlings, because these have a

great part of their foliar biomass exposed to herbivores for long periods.
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The evolution of phytofagous insects imposed selection pressures on their
host plants, which in turn had to develop different types of defences. The
greatest diversity of secondary metabolites possessed by plants would have
evolved in response to the attack of herbivores, particularly insects, while many
insect traits would have evolved in response to chemical changes in their host
plants.

For more than 30 years, carbon-based secondary compounds (CBSCs),
such as phenols or tannins, have been considered among the most important
and general chemical barriers of woody plants against herbivory. Several
hypotheses have been advanced to account for resource ailocation to defensive
compounds amor;g piants. One of the most popular ones, the “Carbon-Nutrient
Balance Hypothesis” (CNBH) (Bryant et al. 1983), proposes that the carbon-
nutrient status of plants, as determined by habitat-related differences in light or
nitrogen availability, directly controls the allocation to secondary metabolites.
Under this scenario, plants in high-light or nutrient-poor environments should
allocate excess photosynthates to carbon-based defences, reducing their
susceptibility to herbivores.

However, field studies evaluating the interactions among light availability,
CBSCs, foliar damage and tree seedling performance have left two aspects
unclarified. First, if the lower levels of foliar damage in light-rich habitats {e.g.
tree-fall gaps) are really mediated by greater concentrations of CBSCs
contained in the leaves and their possible defensive role, or they can ascribed

to differences in other variables that may affect herbivores and consequently
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foliar damage levels. Second, it is also unclear if the reported greater growth
and survival rates of seedlings in open areas are due to greater access to light,
from reduced foliar damage, or from both factors acting jointly.

Evergreen forests of Chilog Island hold abundant seedling banks in their
understories. :I'hese seedlings would be able to survive under poor light
conditions for long periods of time, but they should aiso be able to tolerate the
impacts of herbivore damage through the possession of chemical defences.
However, the effect of insect herbivores on the growth and persistence of the
abundant seedling bank in our forests is poorly understood.

In this thesis, | conducted an experiment that involved the exclusion of
insect herbivores tc; determine whether the levels of foliar damage characteristic
of seedlings in open and light-rich habitats (e.g. tree-fall gaps) are different from
those experie}lced by seedlings in closed and light-poor habitats, and if these
differences are mediated by greater leaf concentrations of CBSCs. This way,
the possible defensive role of these compounds was evaluated. Secondly, |
determined if canopy openness, foliar damage and the interaction befween
them affect growth and survival of tree seedlings. Consequently, the main
objective of this thesis was to investigate the effects of canopy openness and
herbivory caused by insect herbivores on the growth and survival of tree
seedlings, and to-evaluate the possible role of CBSCs, particulariy total phenois
and condensed tannins. Three-month-old seedlings of the nomad or shade

intolerant species Drimys winteri (Winteraceae) were used as study subjects in

two habitats with contrasting light availabiiity: forest interior and a tree-fall gap. |
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designed a two-way factorial experiment considering canopy openness (forest
interior under closed canopy and a tree-fall gap) and exclusion of insect
herbivores (with and without insecticide application) as factors using coetaneous
seedlings of D. winteri in a temperate rainforest fragment in northern Chiloé
island, Chile. The response variables measured were CBSCs concentration,
foliar damage, growth and survival over a period of 16 months.

Mean percentage of canopy openness differed significantly between
habitats, being six-fold greater in the tree-fall gap compared to that in the forest
interior (12% vs. 2%, respectively). Non-significant differences were found
between habitats in percentage soil moisture and total inorganic nitrogen of soils
within pots. Therefore, neither of these two variables affected the response
variables.

The concentration of total phenols and condensed tannins produced by
seedlings of D. winten was affected by habitat type. A greater concentration of
both types of secondary metabolites was found in the tree-fall gap, which was
expressed as the percentage of one equivalent per milligram of dry leaf. The
percentage of phenols ranged between 6.3 and 8.6 in the forest interior, while in
the tree-fall gap, the concentration almost doubled befween seasons, ranging
between 10.9 and 21.4%. Concentrations of condensed tannins also varied
between both habitats, ranging from 3.2 to 13.6%.

Foliar damage was also spatially and temporally variable. Total percentage
of damaged leaves per seedling was affected significantly by habitat, with

greater foliar damage occurring in the tree-fall gap. However, insect herbivore
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exclusion did not have a significant effect on foliar damage. Levels of foliar
damage evaluated as the percentage of damaged leaves per seedling ranged
between 4.6 (forest interior — with insecticide) and 11.2% (tree-fall gap — without
insecticide).

Canopy openness and insect herbivore exclusion had a significant effect
on seedling growth estimated through the relative growth rate of shoots.
Seedlings located in the forest interior grew on average between 1.5 and 2.5
cm, while those located in the tree-fall gap grew between 8.7 and 13.6 cm.
Finally, seedling survival was significantly affected by habitat, insect herbivore
exclusion and time. At the end of the sixieen months, percentage survival of
seedlings located in the forest interior and not treated with insecticide was 40%,
while that of those located in the tree-fall gap and treated with insecticide was
100%.

[n summary, the production of CBSCs supported the predictions of the
Carbon-Nitrogen Balance Hypothesis as seedlings of D. winferi produced
greater leaf concentrations of phenols and tannins when grown in the tree-fall
gap. However, tl*te greater amounts of CBSCs produced by Drimys seedlings in
the light-rich ha(bit'a:t (tree-fall gap) did not result in a significant reduction in the
levels of foliar damage due to insect herbivores, compared to seedlings grown
in the forest interior. In fact, seedlings growing under light gap suffered more
leaf damage than seedlings in the shade. These results did not support the role

of CBSCs as plant defences in the seedlings of D. winteri. The finding that the

levels of foliar damage observed in the tree-fail gap were greater compared to
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those experienced in the forest interior may be explained in part, by the more
favourable abiotic and biotic conditions occurring in the gap. Te successional
dynamic of this habitat seems to be more complex and variable in comparison
to the forest interior.

Canopy openness and foliar damage had positive and negative effects,
respectively, on growth rates and survival on seedlings of D. winteri in both
habitats (forest interior and tree-fall gap). The decrease in growth and survival in
untreated seedlings is one of the main results of this thesis considering that
there are few studies documenting the negative effect of herbivory on seedling
performance.

Finally, although seedling growth and survival were greater in the tree-fall
gap in comparison to the forest interior, in this latter habitat, seedling survival
reached 40%‘ iln,thoge that had not received insecticide (most unfavourable
condition) at the end of the 16 month experiment. Consequently, D. winteri
would be able to persist through time and to form a seedling bank that promotes

its regeneration when canopy openness Occurs.
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INTRODUCCION

L as diferentes fases en el ciclo de vida de una planta arbérea proporcionan
intervalos Gtiles en los cuales se pueden analizar los cambios en crecimiento y
sobrevivencia a fravés del tiempo (Harper 1977} Después de la etapa de
semilia, la plantula representa la fase mas sensible en el ciclo de vida de las
plantas (Fenner 1983, Osunkoya y col. 1993, Kitajima y Fenner 2000), porque
es durante este periodo donde ocurren las mayores tasas de mortalidad (Navay
del Amo 1985, Chambers y McMahon 1994). Las plantulas presentan un
sistema radicular y foliar poco desarrollado, por lo que son sensibles a diversos
factores abioticos y bidticos que varian con la heterogeneidad del habitat

(Brokaw 1987, Crawley 1997a).

Factores abiéticos - Luz

El factor abidtico mas estudiado por su variacion espacial y su importante efecto
sobre el crecimiento y sobrevivencia de plantulas arboreas, es la luz (Whitmore
1975, 1978, Denslow y Hartshorn 1994). El acceso a la luz seria un recursoe

mucho mas limitante que los nutrientes en la mayoria de los bosques lluviosos

de dosel cerrado (Denslow y col. 1998). De hecho, un fenémeno bien conocido,




es la “supresion del crecimiento” en plantulas y estados juveniles de especies
arbéreas sombra tolerantes, que puede ser interpretado como un mecanismo
que les permite sobrevivir durante largos periodos de tiempo en el sotobosque
en condiciones de luminosidad deficientes (Nava y del Amo 1985). Las
plantulas establecidas y que se encuentran suprimidas en crecimiento,
constituyen el potencial regenerativo del bosque una vez que se produce una
apertura del dosel (Goémez-Pompa Yy Vazquez-Yanes 1985). Estas plantulas
corresponden a especies adaptadas a sobrevivir en condiciones precarias de
luminosidad. Su crecimiento en estas condiciones es muy lento, y en algunos
casos casi inestimable, pero son capaces de responder positivamente frente a
aumentos en la disponibilidad de luz. Por ejemplo, Nectandra ambigens, arbol
emergente de la region de Los Tuxtlas, México, muestra este comportamiento.
Cada afio, las _pléntulas de esta especie se encuentran en forma abundante en
el piso de la selva, pero es notoria la ausencia de individuos juveniles si no se
producen aperturas del dosel (Cordova 1985). En un bosque de la amazonia
venezolana, Uhl y col. (1988) encontraron también, que casi todos los juveniles
presentes después de cuatro afos de la formacion de un claro, correspondian a
regeneracion avanzada, y no a plantulas establecidas a partir de semillas. En
los bosques lluviosos del sur de Chile, la regeneracién de varias especies
también depende de la liberacion de las plantulas y juveniles suprimidos en
crecimiento (Armesto y Fuentes 1988, Gutiérrez y col. 2004). Estas evidencias

sugieren fuertemente la importancia de la existencia de los bancos de plantulas.




Las perturbaciones que generan aperturas del dosel y que por lo tanto
incrementan los niveles de luminosidad (Denslow 1987), constituyen eventos
frecuentes en muchos tipos de bosques (Martinez-Ramos 1985, Armesto Yy
Fuentes 1988), vy son determinantes en su composicién y estructura (Brokaw
1984). Los claros del dosel (sensu Watt 1947) abarcan un amplio rango de
tamarios que va desde aperturas creadas por la simple muerte de ramas o el
roce entre copas de arboles vecinos, a areas de cientos © miles de hectareas
creadas por eventos catastroficos, tales como deslizamientos de tierras,
erupciones voicanicas, huracanes 0 incendios (Veblen y col. 1977, Spies y
Franklin 1989). La formacion de claros habria jugado un papel selectivo
importante para definir los atributos de ciclos de vida de ias especies arboreas.
De acuerdo a Martinez-Ramos (1985), pueden reconocerse tres grandes
grupos de especies arbéreas: 1) pioneras: aguellas que sblo pueden regenerar
en claros grandes (> 300 m?), desarrollandose en estos sitios a partir del estado
de semilia; 2) nomades 0 intolerantes a la sombra: aqueilas que no pueden
regenerar en ausencia de claros medianos © pequefios (< 200 m%); y 3)
tolerantes a la sombra: aquellas que no requieren necesariamente de los claros
para alcanzar el dosel (ver también Clark 1994). Sin embargo, desde una vision
de gradientes, las especies pioneras simplemente representan un extremo de
un continuo de requerimientos juminicos entre las distint‘as especies arboreas,
desde aguellas con una baja tolerancia a la sombra a las que regeneran solo en

areas abiertas (Brokaw 1980, Denslow 1987).




Actualmente,’ ;e define operacionalmenie como especies tolerantes a la
sombra a aquellas que sobreviven en estado suprimido en ambientes con baja
juminosidad bajo dosel cerrado (Augspurger 1984, Kitajima 1994, Kobe y col.
1995). Algunos caracteres fenotipicos que presentan las plantulas tolerantes
para sobrevivir en condiciones de luminosidad deficientes son: mayor
proporcion de masa foliar, hojas mas delgadas, es decir, mayor area foliar
especifica, y menor punto de compensacion fuminico (Bazzaz 1979, Lusk
2002). Estas tres caracteristicas permiten aumentar la ganancia neta de
carbono a nivel foliar y de la planta entera, aprovechando de manera eficiente
los rayos solares que atraviesan el dosel (Chazdon 1988). Por ejemplo, Piper
hispidum es una dé las especies dominantes del estrato. arbustivo de la selva
tropical hiameda de la region de Los Tuxtlas, ampliamente distribuida en zonas
variadas en cuanto a condiciones de luminosidad (Tinoco y Vazquez-Yanes
1985). Las pobl’aciones de P. hispidum que crecen en condiciones de
juminosidad contrastantes, muestran diferencias en su tasa de crecimiento,
relacionadas con adaptaciones para hacer un uso eficiente de la luz disponible.
No obstante, algunos autores (e.g. Kitajima 1994, Walters y Reich 1999) han
argumentado que aquellas caracteristicas que maximizan la ganancia de
carbono y el potencial de crecimiento (e.g. mayor area foliar especifica), pueden
comprometer 1a sobrevivencia de las plantulas a través de un aumento de su
vulnerabilidad a herbivoros, patogenos o danos mecanicos. En sintesis, el
crecimiento de las especies arbéreas en los bosques esta estrechamente

relacionado a cambios en la disponibilidad de la luz asociada a la apertura del




dosel (Clark y Clark 1987). La mayoria de las plantas crecen rapido ¥y
experimentan baja; ta;as de mortalidad en zonas del dosel mas abiertas que
directamente bajo el dosel intacto (e.g. Chazdon 1985, Denslow y col. 1990,
Popma y Bongers 1991). Este patron seria explicado principalmente por el
balance de carbono mas favorabie que ocurre en los ambientes mas iluminados

(Augspurger 1984).

Factores biéticos - Herbivoria
La herbivoria puede ser un factor critico para el crecimiento y sobrevivencia de
plantulas o juveniles recién establecidos (Connell 1971, Armstrong y Westoby
1993, Crawley 1997D). Puede determinar el patron de distribucién espacial y
composicion de las especies arbdreas en un paisaje forestal (Ostfeld y col.
1997), influyendo en la estructura y dinamica de las comunidades, asi como en
la riqueza y abundancia de las especies (Nﬁﬁez—Farfén y Dirzo 1985, Crawley
1993). Es definida como una interaccién antagénica entre las plantas y los
herbivoros, donde estos ultimos consumen tejido foliar para satisfacer sus
requerimienios nutricionales, y las plantas pierden tejido foliar con el riesgo de
reducir su crecimiento y sobrevivencia, y por ende su adecuacion bioldgica
(Harper 1977, Dominguez y Dirzo 1994, Crawley 1997a).

Los herbivoros remueven en promedio anualmente, entre un 10 y un 20%
de la produccién primaria neta en los ecosistemas terrestres (Hartley y Jones
1997). Se han documentado valores que varian entre 7,1% en los bosques

templados hasta 14,8% en los bosques tropicales (Coley y Barone 1996).




Aunque esta diferencia-es significativa, no es enorme y puede ser consecuencia
de diferencias ent;e los métodos usados para cuantificar la herbivoria. Aunque
una pérdida foliar anual promedio de un 10% no parece ser extrema, €s
suficiente en algunos casos, para reducir 1a adecuacion biologica de las plantas,
particularmente de juveniles y plantulas (Dirzo 1984). P;)r ejemplo, Clark y Clark
(1985) encontraron que la sobrevivencia anual de plantulas de Dypterix
panamensis fue de un 85% en plantulas no danadas y de 0% en plantulas con
un 8% de su area foliar removida.

Durante el periodo en el cual el crecimiento de las plantulas se encuentra
suprimido, estas serian altamente vulnerables al ataque de herbivoros y
patogenos, quienes actuarian como una presion de seleccion importante,
reduciendo las poblaciones de plantulas (Crankshaw y Langenheim 1981). En
particular, el dafio por insectos herbivoros puede causar 1a muerte de plantulas
arboreas ¢ afectar su crecimiento, disminuyendo por ejemplo, la produccion de
hojas (Coley 1983) o su habilidad competitiva (Crawley 1989). Por lo tanto, la
herbivoria por insectos constituiria una de las causas mas significativas de
mortalidad de “pléntulas arboreas en muchos tipos de bosques, jugando un
papel fundamen_tal en el proceso de regeneracion natural (Crawley 1997b). Se
ha postulado‘ que el impacto de la herbivoria sobre el crecimiento y
sobrevivencia de plantulas seria mayor bajo el dosel cerrado ya que reemplazar
el tejido foliar perdido por herbivoria es mas costoso en el sotobosque que en
los claros, debido a que las tasas fotosintéticas son mas bajas en los habitats

cerrados y poco iluminados (Denslow 1987, Denslow y Hartshorn 1984). Por lo




tanto, los efectos de la herbivoria serfan mayores cuando se combinan con el
estrés luminico (Coley y col. 1985, Nufiez-Farfan y Dirzo 1985). Por ejemplo,
plantulas de Nectandra ambigens, Omphalea oleifera y Brosimum alicastrum,
sufren severa mortandad y reduccion en el crecimiento en condiciones que
combinan el estrés juminico y la herbivoria (Dirzo 1984). Al colocar las plantulas
en un sitio abierto y expuesto al sol, bajo las mismas condiciones de herbivoria,
tanto el crecimiento como la sobrevivencia aumentan fuertemente. En
consecuencia, aun cuando las plantulas que crecen en claros del dosel
experimentaran tasas de herbivoria similares a las que se encuentran bajo el
dosel arbé;reo, el costo de la pérdida de tejido fotosintético seria
considerablemente menor en los claros (Coley y col. 1985). La presencia de
compuestos quimicos como mecanismos de defensas constituiria una
estrategia efectiva para reducir los niveles de dafo soliar en las hojas de las
plantulas que se encuentran suprimidas en crecimiento, porque €S durante este
periodo donde las plantulas tienen la mayor parte de su biomasa foliar expuesta

a los herbivoros (Navay del Amo 1985).

Metabolitos secundarios

La evolucién de los insectos fitéfagos impuso presiones de seleccion sobre sus
plantas hospederas, las que desarrollaron distintos tipos de defensas (Ehrlich y
Raven 1964). En general, se acepta que la gran diversidad de metabolitos
secundarios presentes en las plantas, evolucionaron en respuesta al ataque de

los herbivoros, particularmente insectos, y muchos caracteres de los insecios




habrian evolucionado en respuesta a los cambios quimicos ocurridos en sus
plantas hospederas (Coley y Barone 1996). ‘

Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas toxicas, repelentes o
inhibitorias de la digestion (Ehrlich y Raven 1964, Janzen 1979, Schultz 1988) y
se denominan asi porque en general, no son esenciales para los procesos de
crecimiento y reproduccion (Hartley y Jones 1997). Corresponden a productos
terminales de vias metabolicas bastante largas, por lo que su produccion en
términos energéticos seria costosa para las plantas. E! hecho que las plantas
destinen parte-de su energia a producir estos compuestos, sugiere que no son
irrelevantes. De acuerdo a su accion bioquimica, los metabolitos secundarios se
han clasificado en dos grandes grupos: 1) defensas cualitativas: corresponden a
compuestos nitrogenados que son toxicos en pequenas cantidades (e.g.
alcaloides, glucdsidos cianogénicos), Y 2) defensas cuantitativas: son
sustancias repelentes y reductoras de la digestion que actiian en proporcion a
su concentracion, y corresponden al grupo de defensas carbonadas (e.g.
taninos Y terpenmdes) (Feeny 1979, 1991). Ambos fipos de defensas
(cualitativas Y cuantltatwas) son constitutivas, es decir, constituyen parte del
tejido foliar de las plantas y su produccion es altamente variable y esta tanto
bajo control genético como ambiental (Hartiey y col. 1995, Koricheva y col.
1998). La concentracion al interior del tejido foliar constltuye un factor crucial en
determinar si el tejido foliar es consumido o no (Harborne 1997).

Desde la década de los setenta, los metabolitos secundarios carbonados

(MSC), como los fenoles y los taninos, han sido considerados como una de las




barreras quimicas mas importantes de las plantas lefiosas contra la herbivoria
(Feeny 1970, Bryant y col. 1987). Hartley y Jones (1997) sugieren que “el
mundo seria verde” porque [a composicién quimica de las plantas las haria un
alimento pobre en calidad nutritiva para los herbivoros. Numerosas hipétesis
explican los patrones de asignacion de recursos a defensas quimicas en
plantas (Koricheva 2002). Por ejemplo, Berenbaum (1995) recopild al menos 12
hipétesis que darian cuenta de estos patrones de asignacion. Una de las
hipotesis mas populares, es la “Hipdtesis del Balance Carbono-Nitrogeno”
(HBCN) (Bryant y col 1983). Esta hipotesis postula que las variaciones
fenotipicas en la concentracion de MSC dentro de una especie estarian
determinadas por la relaciéon entre disponibilidad de carbono (relacionada
directamente con Ia disponibilidad de luz) y de nutrientes (particularmente
nitrogeno) existentes en el ambiente. Esta hipotesis predice que en habitats
sombrios, donde las plantas presentan una baja relacion C/N, la baja tasa
fotosintética causaria una disminucion en la concentracion de carbohidratos, y
por ende, en ia concentracion de MSC. Por el contrario, en habitats abiertos e
iluminados, donde las plantas presentan una alta relacion C/N, se acumularian
carbohidratos en exceso de las demandas de crecimiento, y la concentracién de
MSC aumentaria. Estas diferencias en asignacion a compuestos secundarios
afectarian la susceptibilidad de las plantas a los herbivoros (Newbery y de
Foresta 1985, Bryant y col. 1987, Harborne 1997). No obstante, es importante
mencionar también, que algunos autores (e.g. Close y McArthur 2002) sugieren

que los metabolitos secundarios actuarian como compuestos antioxidantes mas
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que defensivos, disminuyendo el dafio luminico en habitats abiertos e
jluminados.

Basandose en un total de 147 trabajos publicados entre 1975 y 1897, en
donde se manipuld experimentaimente 1a disponibilidad de luz yfo de nitrégeno,
Koricheva y col. (1998), encontraron que el efecto de la sombra sobre la
concentracion de aigin tipo de metabolito secundario carbonado fue de casi
cuatro veces mayor que el de la fertilizacion. Los MSC mas sensibles a los
cambios en estos recursos fueron aquellos productos terminales con muy bajo o
nulo recambio metabélico como son 1os taninos condensados (ver también
Reichardt y col. 1991, Herms y Mattson 1992). Sélo en un subconjunto pequenio
de estos 147 trabajos recopilados, se examinaron las relaciones entre
disponibilidad de luz, metabolitos secundarios carbonados, herbivoria y
desempefio de plantulas arboreas (e.g. Denslow y col. 1990, Dudt y Shure
1994, Hunter y Schultz 1995). Aigunos de los aspectos menos entendidos de la

interaccion entre estos factores se discuten a continuacion.

Relaciones entre luz, MSC, herbivoria y desempeiio de plantulas

Denslow y col. (1990) en un bosque tropical y Dudt y Shure (1994) en un
bosque templado, encontraron que las plantulas arboreas presentaban mas
MSC cuando crecian en claros del dosel (habitats ricos en luz), en donde
sufrian un mem;r dario foliar por herbivoria que bajo el dosel (habitats pobres en
luz). Sin embargo, los menores niveles de dafo foliar en plantulas de habitats

ricos en luz podrian ser consecuencia de diferencias en otras variables del
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habitat que pueden afectar a los herbivoros. Por ejemplo, segun algunos
autores, la herbivoria por insectos seria mayor bajo el dosel que en los claros
(Newbery y de Foresta 1985, Denslow 1987, Calvo-lrabién y Islas-Luna 1999)
debido a que los factores microclimaticos de los habitats abiertos son menos
favorables para los insectos y estarian expuestos a mayor depredacion (Shure y
Philips 1991). En contraste, otros estudios han mostrado tendencias opuestas
(e.g. Sipura y Tahvanainen 2000).

Denslow y col. (1990} y Dudt y Shure (1994) encontraron también que ia
tasa de crecimiento y sobrevivencia de plantulas fue mayor en claros del dosel
que en el interior del bosque, en concordancia con el menor dafio foliar
observado en los habitats abiertos. Sin embargo, debido a que los insectos
herbivoros no fueron excluidos del estudio, no es posibie concluir si las mayores
tasas de crecimiento y sobrevivencia de plantulas en areas abiertas, se deben
sélo a la mayor disponibilidad de luz, a una reduccion en los niveles de dafio
foliar, o a ambos factores en conjunto. La comparacion entre habitats
contrastantes con y sin exclusion de insectos herbivoros seria importante, ya
que reemplazar el tejido foliar perdido por hetbivoria bajo el dosel cerrado, seria
mas costoso que en los claros, donde la tasa fotosintética y el crecimiento
vegetativo es mayor (Denslow 1987, Denslow y Hartshorn 1994). Se puede
postular entonces, que la herbivoria podria afectar el crecimiento y
sobrevivencia de plantulas en el sotobosque mas que e;n los claros (Coley y col.
1985), debido a la combinacion del estrés por faita de luz y la herbivoria

(Nufiez-Farfan y Dirzo 1985).
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En la figura 1, se resumen las relaciones entre luz, MSC, dafio foliar y
desempefio de plantulas. En ella se observa que la luz y el dafio foliar tienen un
efecto positivo y negativo respectivamente sobre el desempeiio de plantulas.
También se observa, que la luz puede afectar indirectamente el desemperfio de
plantulas al aumentar la concentracion de MSC en las hojas y reducir el dafo

foliar.

Régimen de perturbacion natural del bosque templado tipo Valdiviano
costero

En contraste con la Cordillera de los Andes, los regimenes de perturbacion del
bosque templado tipo Valdiviano de la Cordillera de ia Costa, extendido entre
los 38 y 44° S, estan determinados por perturbaciones generadas por la caida
de uno O uUNOS poclos arboles que forman claros que fluctian en tamafo entre
los 30 y 1000 m? alcanzando un tamafio promedio de 200 m? (Armesto y
Fuentes 1988). Este régimen de perturbacion, que ocurre a escala del rodal,
_detennina que estos bosques hayan sido descritos como bosques antiguos,
préximos a una condicion de estabilidad (“steady stage”), con predominio de
especies sombra tolerantes de regeneracion lenta tanto en el dosel como en el
subdosel (Veblen y col. 1981, Bustamante y Armesto 1995). En particular, los
bosques maduros de la Isla de Chiloé, presentan un banco de plantulas
abundante en el 'sotobosque (Armesto y Figueroa 1987, Armesto y Fuentes
1988, Bustamante y Armesto 1995). Estas plantulas serian capaces de

sobrevivir largos periodos en ambientes con baja luminosidad, pero también
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deberian presentar tolerancia al impacto de insectos herbivoros, a través de la
posesién de defensas quimicas. El efecto de insectos defoliadores sobre la
formacion y persistencia de este abundante banco de plantulas ha sido
escasamente e’stu'diado en nuestros bosques (ver Figueroa y Castro 2000).

Por lo tanto, una manera de determinar la medida en que las plantulas
establecidas pueden persistir en diferentes etapas de la sucesion forestal, es
estudiar Ia relacion entre éstas y los herbivoros (Hartshorn 1978). Para definir la
importancia real de la herbivoria en el sistema, es necesario realizar
manipulaciones que permitan excluir a los herbivoros (Nufiez-Farfan y Dirzo
1985). En esta tesis, se propuso un disefio experimental que considera la
exclusion de insectos herbivoros para determinar si los niveles de dafio foliar
que caracterizan‘a las plantulas en los habitats abiertos y ricos en luz (e.g.
claros del dose!) son diferentes a los de plantulas de habitats cerrados y pobres
en luz, y si estan mediados por las mayores concentraciones de MSC presentes
en las hojas. ‘De esta manera, se evalud el supuesto rol defensivo de estos
compuestos. En segundo lugar, se determind si la apertura del dosel, el dafio
foliar y la interaccion entre ambos factores afectan el crecimiento y
sobrevivencia de plantulas arbéreas. En consecuencia, el objetivo principal de
esta tesis fue investigar los efectos de la apertura del dosel y del dario foliar
causado por insectos herbivoros sobre el crecimiento y sobrevivencia de
plantulas arbdreas, Yy evaluar el rol defensivo de los MSC, particularmente

fenoles totales y taninos condensados. Como modeio de estudio, se usaron

plantulas de 3 meses de edad de la especie nomada o intolerante a la sombra
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(sensu Martinez-Ramos 1985} Drimys winteri (Winteraceae) en dos habitats del
bosque con disponibilidad de luz contrastante: interior de bosque bajo dosel

cerrado y claro del dosel. En particular, se abordaron las siguientes preguntas:

(1) ¢ Afecta la apertura del dosel la concentracion de MSC (fenoles totales y

taninos condensados) en plantulas de canelo?

(2) ¢ Mayores niveles de MSC reducen el darfio foliar causado por insectos

herbivoros?

(3) ¢Cémo afecta la apertura del dose!, el dario foliar y la interaccidon entre
T
ambos factores el crecimiento y sobrevivencia de plantulas de canelo en

el bosque templado?

Para responder estas preguntas, se diseid un experimento factorial de dos vias
considerando la apertura del dosel (interior del bosque bajo dosel cerrado vs.
claro del dosel) y la exclusion de insectos herbivoros (con y sin aplicacion de
insecticida) como factores, cuyo efecto fue evaluado sobre plantulas coetaneas
de la especie D. winteri plantadas en un fragmento de bosque templado-lluvicso
en el extremo norte de la Isla de Chilog, Chile. Las variables respuestas
medidas fueron concentracion de MSC (fenoles totales y taninos condensados),
dafio foliar, crecimiento y sobrevivencia de plantulas durante un periodo de 16

meses.
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Figura 1. Diagrama que resume las relaciones de causalidad entre las variables

luz, MSC, dafio foliar y desempefio de plantulas (crecimiento y sobrevivencia).

Las lineas continuas representan efectos positivos mientras que las lineas

discontinuas indican efectos negativos.
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Hipétesis de trabajo

1. Si la apertura del dosel afecta la concentracion de MSC, entonces plantulas
de canelo situadas en habitats pobres en luz (interior del bosque) presentaran

menos MSC que las situadas en habitats ricos en luz (claro de! dosel).

2. Si los MSC actiian como defensas quimicas contra los insectos herbivoros,
entonces en habitats ricos en luz, es decir, en el claro del dosel, plantulas sin y
con exclusién de herbivoros debieran sufrir un dafio foliar bajo y similar. En
contraste, en habitats pobres en luz, es decir, en el interior del bosque,
plantulas con herbivoros sufririan un daiio foliar mayor que las sin herbivoros

(Figura 2a).

3. Si el dafio foliar reduce el crecimiento y sobrevivencia de plantulas, entonces
en el claro del dosel, donde habria un menor dafio foliar, plantulas sin y con
exclusion de herbivoros debieran tener un crecimiento y sobrevivencia alto y
similar. En contraste, en el interior del bosque, plantulas con herbivoros

tendrian un desempeifio menor que las sin herbivoros (Figura 2b).

L]
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Figura 2. Representacion grafica de los resultados esperados segln las
Hipdtesis 2 (a) y 3 (b).
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Objetivos Especificos

1. Evaluar si la concentracién de MSC en plantulas de canelo varia entre

habitats que difieren en apertura del dosel.

2. Evaluar experimentalmente si la relacion entre apertura del dosel y
diferencias en dafio foliar estdn mediadas por la concentracion de MSC

presentes en las hojas de plantulas de canelo.

3. Evaluar experimentalmente si la apertura del dosel, el dafio foliar y la
interaccion entre ambos factores afectan el crecimiento y sobrevivencia de

plantulas de canelo.

Como una forma de evaluar si los patrones de dafio foliar observados en el
interior del bosque y en el claro del dosel no estan detenninadosk
necesariamente por la cantidad de MSC presentes en las hojas de las plantulas,
sino por diferencias en otras variables del habitat, se plantearon dos objetivos

especificos complementarios, los cuales se muestran a continuacion.

4. Determinar en condiciones de laboratorio a través de una prueba de
“cafeteria”, si el herbivoro generalista Helix aspersa es sensible a las
diferencias en la cantidad de MSC presentes en hojas crecidas en habitats con

diferente apertura del dosel.
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5 Determinar si la biomasa de insectos herbivoros varia entre el interior del

bosque y el claro del dosel a través de dos métodos de colecta.
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MATERIALES Y METODOS

1. Sitio de estudio

El estudio se realizé en un parche remanente de bosque templado Hluvioso tipo
Valdiviano de 20 ha ubicado en la esquina nor-este de la Isla de Chiloé (41°
53'S), aproximadamente a 20 km de la ciudad de Ancud y a una elevacion de
80 m.s.n.m (Figura 3). El fragmento de bosque estudiado se encuentra
conectado a un fragmento de bosque continuo que supera las 100 ha, el cual es
representativo de los bosques primarios que en el pasado cubrieron la mayoria
de la isla (Willson y col. 1994, Willson y Armesto 1996). El clima del area de
estudio es de tipo templado himedo con fuerte influencia oceanica (Di Castri ¥
Hajek 1976). Segln los registros meteoraloégicos de la Estacién Biologica
“Senda Darwin” (41° 51'S), el promedio anual de temperatura y de
precipitaciones es de 12° C y de 2090 mm, respectivamente (Aravena y col.
2002).

El sitio de estudio se encuentra dominado por especies arboreas
siempreverdes de hoja ancha tipicas del! bosque Valdiviano tales como
Laureliopsis ~ philippiana, Drimys  winteri, Amomyrius fuma, A. meli

encontrandose también arboles emergentes de Nothofagus nitida y Eucryphia
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cordifolia. El margen o borde del bosque consiste en un cinturén angosto (5 - 10
m) de arboles pioneros, dominado por juveniles de D. winteri de 5 - 10 m de
altura combinado con vegetacion arbustiva (< 5 m de altura). El dosel del
parche boscoso exhibe algunos claros de tamario mediano (110 - 210 m?), fa
mayoria creados por la caida natural de arboles, y en algunos casos por arboles
cortados por los duefios. A diferencia de lo que se observa en la Cordillera de
los Andes, la dinamica de regeneracion de este tipo de bosque esta
determinada mayoritariamente por la formacion de claros (Veblen y Alaback
1996, Veblen y col. 1996, Gutierrez y col. 2004), y no por perturbaciones
masivas como erupciones volcanicas o derrumbes (Veblen 1985, Armesto y

Figueroa 1987, Armesto y Fuentes 1988, Bustamante y Armesto 1995).
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Argentina

Figura 3. Mapa de ubicacion del sitio de estudio. La flecha indica la posicion
geografica de la estacién Bioldgica “Senda Darwin”. El fragmento de bosque
estudiado se encuentra a 13 kilometros al SE de la estacion. En el mapa inserto
se muestra también la distribucion geografica de los bosques templados

Hluviosos de Sudamérica (drea sombreada).
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2. Historia natural de la especie en estudio

Drimys winteri J.R. et G. Forster (Winteraceae) es una especie lefiosa muy
abundante en e! area de estudio en bosq.ues primarios y secundarios. En el
bosque Valdiviano estudiado alcanza una densidad relativa de 14,5% (Diaz y
col. 1999), y valores mayores al 50% en sitios sucesionales tempranos
(Armesto, com. pers.). Esta especie se distribuye entre el rio Limari y el Cabo
de Hornos, a diferentes alturas sobre el nivel del mar, hasta 1200 m. Su zona
de crecimiento optima es precisamente en Chiloé (Hoffmann 1997), donde
forma densos bosques de renovales y arboles maduros. Es un arbol de tronco
recto y cilindrico, que alcanza unos 30 m de altura y hasta 1 m de didmetro
(Figura 4). La m:aldera del tronco esta constituida por traqueidas como las
coniferas, lo que convierte al canelo y a las Winteraceas en general, como una
de las familias mas primitivas en las angiospermas. Los frutos dispersados por
aves, son bayas verde/negruzcas alargadas, solitarias o reunidas en grupos
estrellados de hasta ocho sobre un pedunculo. El requerimiento luminico
promedio requerido por esta especie en una escala de 1 a 100% de apertura
del dosel es de 8,8% (Figueroa y Lusk 2001), reclutando bien en claros de
tamario intermedio (200 - 400 m?) (Veblen y Alaback 1996). El hecho que se
observen plantulas en el interior de los rodales siempreverdes (Armesto y
Figueroa 1987); y su capacidad colonizadora después de perturbaciones
(Aravena y col. 2002) indica que es una especie generalista en cuanto a su

s

requerimiento de luz.
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Figura 4. Foto de un individuo juvenil de Drimys winteri (Winteraceae)
creciendo en el borde de un fragmento de bosque ubicado en la Estacion
Biolégica “Senda Darwin”, X Regién, Chile.

3. Habitats estudiados

En esta tesis, se compararon plantulas en dos habitats propios de la
heterogeneidad natural de los bosques: interior del bosque bajo dosel cerrado y
un claro del dosel formado por la caida de arboles. Dada la importancia que

tiene la formacién de claros en la dinamica de bosques en el Archipiélago de
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Chilog, consideré interesante evaluar las consecuencias ecologicas de este tipo
de perturbacidn en la dinamica poblacional de plantulas de la especie Drimys
winteri, 1a cual es capaz de establecerse en un rango amplio de condiciones de
habitat y es relativamente abundante en bosques del sector. La descripcion de

los dos habitats comparados es ia siguiente:

(a) Interior del bosque bajo dosel cerrado: zona bajo el dosel continuo,
que recibe menos del 10% de luz solar directa, y que se encuentra a mas
de 100 m del borde mas cercano (Figura 5). El dosel arbdreo esta
dominado i)c;r arboles de 20 a 25 m de altura, algunos de los cuales
presentan una diametro a la altura del pecho > 30 cm, indicando una
edad entre 100 y 300 afios, lo que confirma que el fragmento es un
remanente de bosque primario (Diaz y col. 1999), donde no se observan

sefiales de perturbacion a escala del rodal.

(b) Claros del dosel: aperturas del dosel arbdreo que tienen un tamario
promedio de 150 m?, que reciben luz solar directa y que han sido
formados-en los ultimos 5 afios por la caida nhatural de uno o mas arboles
(Figura 6). Este tamafio de claro puede considerarse como mediano y es
un tamanio frec;.lente en los fragmentos de bosque del sector, el que
oscila entre 100 y 300 m? (Armesto y Fuentes 1988, Bustamante y

Armesto 1995).




26

En ambos habitats ocurre dispersién de semillas de D. winteri, como ha sido
documentado por Armesto y col. (2001). La importancia relativa de adulios y la
abundancia de plantulas estimada como porcentaje (%) y como densidad
(individuos / m?) en cada uno de los dos habitats descritos anteriormente se
muestra en la Tabla 1. Ninguna de las dos medidas de abundancia difirid
significativamente entre habitats (Prueba de Proporciones, Z=0,42;p > 0,05y
Prueba de Wilcoxon, U = 0,424; p = 0,671, respectivamente), aunque tendio a
ser levemente mayor en el claro del dosel (Tabla 1). En este habitat, las
plantulas de D. winteri fueron la que alcanzaron la mayor abundancia relativa
(50%), mier;tras que en el interior de bosque alcanzaron el segundo lugar

(38,1%) después de Amomyrtus spp. (57,2%) (Tabla 1).
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Tabla 1. Importancia Relativa de individuos aduitos y abundancia de plantulas

estimada como porcentaje (%) y densidad (individuos / m?) de D. winteri y ofras

especies arboreas en cada uno de los dos habitats estudiados en un fragmento

de bosque ubicado en el sector norte de la isla de Chilog, X Region. La

importancia relativa de los adultos fue obtenida de Armesto y col. (2001} y la

abundancia de plantulas fue determinada en este estudio durante la estacion de

verano 2003 a través de 20 cuadrantes (10 por habitat) de 50 x 50 cm. Los

cuadrantes fueron ubicados a un costado de los puntos en los cuales se

encontraban las plantulas experimentales. Se muestran las medias £ 1 EE.

Medida de Abundancia Especie interior de Borde de
' bosque claro

Adultos

importancia Relativa (%) Drimys winteri 19 26

(N/ha) '
Amomyrtus spp. 23 38
Laureliopsis philippiana 39 36
Nothofagus nitida 3 0
Otras especies arboreas 16 0

Plantulas

Porcentaje (%) Drimys winteri 38,1 50,0
Amomyrtus spp. . 57,2 44.4
Gevuina avellana 4,8 5,6

Densidad (individuos/m?) Drimys winteri 32+20 3614
Amomyrtus spp. 48+23 32+16
Gevuina avellana 04+04 04+04
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Figura 5. Dos visiones del habitat de interior en un fragmento de bosque tipo
Valdiviano en el sector norte de la Isla de Chiloé, X Regién, Chile.
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Figura 6. Vision de la apertura del dosel producida por la caida natural de uno o
mas arboles (arriba) y del piso del claro (abajo) en un fragmento de bosque tipo
Valdiviano en el sector norte de la Isla de Chiloé, X Regién, Chile. Notese los
numerosos juveniles de D. winteri que se encuentran creciendo en el claro.
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Los dos habitats fueron caracterizados en cuanto a su porcentaje de apertura
del dosel, para lo cual se utilizaron dos Analizadores del Dosel LAI-2000 (Li-
Cor, Lincoln, Nebraska, USA). El porcentaje de apertura del dosel sobre un
punto dado, se determind comparando dos lecturas simultaneas, una dentro del
bosque y la otra con el segundo analizador colocado en un lugar abierto fuera
de! bosque. Se ha mostrado que las medidas de apertura del dosel utilizando el
analizador LAI-2000 son un buen indicador de la variacidn total diaria de PPFD
(Photosynthetic Photon Flux Density) en ambientes de interior de bosque
(Machado y Reich 1999, Figueroa y Lusk 2001). En cada uno de los dos
habitats y durante la estacion de verano del 2002, se tomaron 10 mediciones a
una altura de 50 cm sobre e! suelo, altura que corresponde a la intensidad de
luz recibida por las plantulas (Brothers y Spingarn 1991). El porcentaje de
apertura del dosel oscilé en el habitat de claro entre un 47% y un 16,3%,
mientras que en el habitat de interior, la fluctuacion fue bastante menor, y oscilo
entre 0,5% y 1,9% "(Figura 7). El porcentaje promedio de apertura del dosel
difirié significativamente entre habitats (Prueba t de Student, t = 12,444, g.l. =
18; p = 0,001), siendo mas de un orden de magnitud mayor en el claro dei dosel
estudiado que en el interior del bosque bajo dosel cerrado (Figura 8). Los
porcentajes de apertura del dosel reportados en esta tesis (2% en el interior vs.
12% en el claro) son practicamente idénticos a los reportados en bosques de la
Estacion Biologica de La Selva en Costa Rica, donde se ha determinado un
porcentaje de luz incidente entre 1-2% bajo el dose! y de un 9% en el centro de

un claro de 200 m? (Denslow y col. 1990).
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% apertura del dosel
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Figura 7. Porcentaje de apertura del dosel arboreo medido en los distintos
puntos seleccionados en un claro del dosel (cuadrados blancos: puntos del 1-
10) vy en el interior del bosque (cuadrados grises: puntos del 11-20) en un
fragmento de bosque en el sector norte de la Isla de Chiloé, X Regidn. Las
medidas se hicieron a 50 cm sobre el nivel del suelo utilizando un analizador del
dosel LAI-2000.
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Figura 8. Porcentaje promedio de apertura del dosel arboreo medido en el

interior del bosque y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en el

sector norte de la Isla de Chiloé, X Region. Las barras muestran las medias + 1

EE. Se detectaron diferencias significativas (Prueba t de Student, p < 0,05).
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4. Disefio experimental

En cada uno de los dos fipos de habitats descritos, se eligieron 10 puntos al
azar, en los cuales se colocaron cuairo plantulas de aproximadamente 3 meses
de edad, las que tenian una altura inicial de 3,0 + 0,1 cm (promedio + 1 EE)
(Figura 9). Las plantulas fueron obtenidas en un invernadero a partir de
semillas. Para ello, se recolectaron semillas sanas durante el periodo de
dispersion (marzo-abril) a partir de arboles de tamafio similar y sujetos a
condiciones ambientales equivalentes en el mismo bosque en el cual se trabajo.
Las semillas fueron sembradas en un invemadero en cajas de germinacion
conteniendo una mezcla de suelo y arena, y luego se transplantaron a
maceteros individuales de 20 x 20 cm conteniendo suelo homogeneizado
previamente. La utilizacion de maceteros individuales los cuales contaban con
orificios de drenaje en su parte inferior, se hizo principalmente con tres
propositos: primero, controlar el efecto que podria tener el nitrégeno disponible
en el suelo, el cual de acuerdo a la Hipotesis del Balance C/N, puede afectar
también la concentracion de MSC; segundo, disminuir la competencia con
plantulas vec%ﬁas; y t;rcero, estandarizar las condiciones de'suelo entre los dos
habitats. Una vez que las plantulas alcanzaron los dos meses de edad, fueron
aclimatadas por un mes en el exterior del invernadero, y luego transportadas al
sitio de estudio en diciembre de 2001. En cada uno de los habitats, los
maceteros fueron enterrados en el suelo a una profundidad de 10 cm (Figura

10).




34

Fragmento Bosque

—

interior del Bosque Claro del Dosel
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10 puntos por habitat

!
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4 plantuias por

punto (40 por habitat)

' Con insecticida

~ (sin herbivoros)

U Sin insecticida
{con herbivoros)

Figura 9. Esquema del disefio factorial de 2 x 2 utilizado para poner a prueba

las hipétesis planteadas en esta tesis.
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Con el propésito de excluir a los insectos herbivoros, a la mitad de las plantulas,
se les aplicd mensualmente, el insecticida de uso comercial Dimetoato plus +
Piretrina ® (Agricola Nacional, Santiago, thle), que es tanto un insecticida
sistémico que es absorbido por la planta:.a través de las raices y movilizado
hacia las hojas, y también un insecticida de contacio o repelencia de amplio
espectro, con lo cual se logra el control de una amplia gama de insectos
chupadores y masticadores (Figura 11). El tiempo de traslocacion del
insecticida desde las raices hacia las hojas es de aproximadamente 24 a48 hy
tiene un efecto residual de 20 a 25 dias en el tejido foliar de la planta (ANASAC,
comunicacion personal). Se utilizd una dilucion de 10 ml de insecticida por litro
de agua y se aplicé mediante un pulverizador. La ofra mitad de las plantulas se
utilizé como contro! y se le aplicd agua solamente. La aplicacién siempre fue
realizada en (ljias soleados o nublados, y no en dias lluviosos. Si llovia al dia
siguiente de la aplicacion, el producto se volvia a aplicar. Lambdon y Hassal
(2001} han sugerido que los insecticidas actuarian de un;el manera similar al de

los metabolitos secundarios presentes en las plantas.
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Figura 10. Plantulas de D. winteri ubicadas en el interior del bosque (arriba) y
en el claro del dosel (abajo) en un fragmento de bosque tipo Valdiviano en el
sector norte de la Isla de Chiloé, X Regién, Chile. Las escalas entre ambas

fotos no son iguales.
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Figura 11. Foto del insecticida sistémico y de contacto de amplio espectro y del
pulverizador utilizado para excluir a los insectos herbivoros en los dos habitats

estudiados en un fragmento de bosque tipo Valdiviano en el sector norte de la

Isla de Chiloé, X Region, Chile.




38

Con el fin de evaluar si la disponibilidad de agua del suelo al interior de los
maceteros varia entre habitats debido a las diferencias en exposicion a la luz,
se determind a través del método gravimétrico, el porcentaje de humedad del
suelo en muestras de suelo (10 por habitat) tomadas desde los mismos
maceteros sin perturbar a las plantulas durante las cuatro estaciones del afio
(verano = enero 2002, otofio = abril 2002, invierno = junio 2002, y primavera =
octubre 2002). Diferencias en la humedad del suelo podrian afectar también, las
variables respuestas de interés tales como dafio foliar, crecimienio vy
sobrevivencia. Se realizo un analisis de varianza con medidas repetidas, que
arroj6 como resultado que el porcentaje de humedad del suelo no fue afectado
significativamente por el habitat (Tabla 2), pero si por la estacion del afio que
fue considerada como medida repetida y por la interaccion habitat - estacion
(Tabla 2). En la Tabla 3, se muestran los porcentajes c;Ie humedad promedio
obtenidos en cada una de las cuatro estaciones en los hébitats de interior y
claro. Al considerar el promedio entre las cuatro estaciones, tampoco se
observaron diferencias significativas entre habitats (Prueba t de Student, t =

1,863; g.l. = 18; p = 0,078) (Tabla 3).
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Tabla 2. Analisis de Varianza con medidas repetidas evaluando el efecto del
habitat (% de apertura del dosel) sobre el porcentaje de humedad dei suelo de
los maceteros ubicados en el interior del bosque y en un claro del dosel en un
fragmento de bosque en el sector norte de la Isla de Chiloé, X Region. En cada
estacion, se tomaron 10 muestras por habitat.

Fuente g.l C.M. F P
Entre tratamientos

Habitat (HA) 1 0,0073 3,60 0,007
Error 18 0,0020

Dentro tratamientos

Estacion (ES) 3 0,0222 11,79 0,001
HA xES 3 0,0262 13,94 0,001
Error - 54 0,0018

Tabla 3. Porcentaje de humedad del suelo de los maceteros ubicados en el
interior del bosque y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en el
sector norte de la Isla de Chiloé, X Region durante las distintas estaciones del
afio. Para cada habitat, se muestra ademas, el promedio obtenido entre las
cuatro estaciones del afio. Las medias se muestran con + 1 EE.

Habitat Verano Otofio Invierno Primavera Promedio

Interior 547+15 510x07 508+06 53706 3526x04

Claro 538+10 634+30 477109 5627+x09 544+09
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Por ofra parte, si bien al inicio del experimento las plantulas situadas en cada
uno de los habitats fueron plantadas en maceteros individuales utilizando un
suelo homogéneo, la cantidad de nitrégeno inorganico (amonio + nitrato) podria
variar en el transcurso del experimento por ejemplo, debido a diferencias en ia
cantidad de hojarasca depositada entre habitats o a tasas de mineralizacion
diferenciales entre el claro y el interior del bosque. Para evaluar si la cantidad
de nitrégeno inorganico vario a lo largo del tiempo, se tomaron 10 muestras de
suelo por habitat al inicio del experimento, 6 y 14 meses después de iniciado
éste. Las muestras se extrajeron con una solucion de KAI(SQg), al 1% vy
determinada a través de micro destilacion fraccionada. La cantidad de nitrogeno
inorganico disponible en el suelo de los maceteros vario significativamente entre
una estacion y otra (Tabla 4), variando entre 83,3 ug g’ de suelo seco al inicio
del experimento y 12,3 ug g de suelo seco después de transcurridos 14 meses
(Figura 12). Sin embargo, en cada una de las fechas en que se evalud la
disponibilidad de nitrdgeno inorganico, no se detectaron diferencias

significativas entre habitats (Tabla 4 y Figura 12).




41

Tabla 4. Analisis de Varianza de dos vias evaluando el efecto del habitat (% de
apertura del dosel) y del tiempo de muestreo sobre la cantidad de nitrégeno
inorganico disponible (amonio + nitrato) en el suelo de los maceteros ubicados

en el interior del bosgue y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en
el sector norte de la Isla de Chilog, X Region.

Fuente g.l. C.M. F P

Habitat (HA) 1 0,0062 0,176 0,676
Tiempo (T1) 2 3,3743 95,855 0,001
HA XTI 2 0,0018 0,053 0,948

Error 54 0,0352
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Figura 12. Cantidad de nitrégeno inorganico disponible {amonio + nitrato) en el

suelo de los maceteros ubicados en el interior del bosque y en un claro del

dosel en un fragmento de bosque en el sector norte de la Isla de Chiloé, X

Regién. Las muestras de suelo fueron obtenidas al inicio del experimento, 6 y

14 meses después de iniciado éste. Las barras muestran las medias + 1 EE.

Barras con letras diferentes difieren significativamente (prueba a posferiori de

Tukey, p < 0,05).
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5. Mediciones en terreno

Cada dos meses y durante 16 meses consecutivos (diciembre 2001 — abril
2003), se verifico el dario foliar atribuible a insectos herbivoros, el crecimiento
{(incremento en altura de! tallo y en el nimero de hojas) y la sobrevivencia en

cada una de las plantulas en los distintos habitats.

5.1. Daro foliar

Para estimar el daiio foliar, durante cada evento de muestreo, se conto en cada
una de las plantulas, el numero total de hojas, asignando a cada una de ellas,
una categoria de dafio foliar: categoria 0 (sin dafio), categoria 1 (< 15% dafio),
categoria 2 (15,1 — 50% dao), y categoria 3 (> 50,1% de dano) (Figura 13).
Estas categorias son una simplificacion de aquellas propuestas por Nufiez-
Farfan y Dirzo (1985). Se consideré como dafio, la remocion de biomasa de
hojas atribuible a invertebrados defoliadores (principalimente insectos), y no se
considerd como dafio por herbivoros, las manchas necréticas y cloréticas, que
sugieren ataque de microorganismos patégenos (Nava y del Amo 1985).
Durante los 16 meses de monitoreo, las hojas de las plantulas que no
presentaron dafio, fue mucho mayor que el porcentaje de hojas que presento
algtin tipo de dario foliar (Figura 14). La categoria 0 de dario, es decir, aquellas
hojas que no presentaron ningun dafio foliar, representaron el 95% de Ia

variacion total entre los dos habitat (Analisis de Componentes Principales),

mientras que el resto de las categorias representaron solamente el 5% de la
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variacion, es décir, solo el 5% de las hojas fueron dafiadas. Por lo tanto, para el
analisis final de la informacion, se consideré a las hojas como “dafiadas” o “no
dafadas”, determinandose el porcentaje de hojas dafiadas por plantula durante
cada una de las fechas de muestreo, para lo cual se utilizd un Analisis de
Varianza de dos Vias con Medidas Repetidas (Zar 1996), luego de probar los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas utilizando las pruebas
de Shapiro-Wilks y de Bartlett, respectivamente. Los datos fueron
transformados segtin correspondié cuando la condicion de normalidad no se
cumplié, como fue en este caso, en el cual se utilizd la transformacién del
arcoseno por tratarse de frecuencias (Zar 1996). Finalmente, se llevaron a cabo
comparaciones multiples utilizando la prueba a posteriori de Newman-Keuls.
Por otra parté, se determiné el porcentaje total de hojas dafiadas por plantula,
variable respuesta que fue analizada usando un Andlisis de Varianza de dos

Vias y una prueba a posteriori de Tukey.
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Figura 13. Categorias de dafio foliar asignadas a cada una de las hojas de las

plantulas durante cada evento de muestreo.
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Figura 14. Porcentaje total de hojas analizadas en los dos habitats y
clasificadas en cada una de las siguientes categorias de dafio: Categoria 0: sin
dario, Categoria 1: < 15% del area foliar perdido, Categoria 2: 15,1 - 50% del

area foliar perdido, y Categoria 3: > 50,1% del area foliar perdido.
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5.2. Crecimiento de plantulas

E! crecimiento de las plantulas se evalué a través del incremento en altura de
los tallos y en el incremento en el nimero de hojas. Para ello, durante cada
muestreo, se midié la longitud del tallo y se conté el nimero de hojas. Dado que
se observo una correlacion positiva y significativa entre la longitud promedio de
los tallos y el niimero promedio de hojas (Correlacion de Pearson, r=0,75;p <
0,05) (Figura 15), el crecimiento se evalué solo a través del incremento en
altura, pues como se vera mas adelante, se recolectaron hojas de las plantulas
a lo largo del transcurso del experimento, lo que podria afectar la estimacion del
nimero de hojas nuevas producidas. El incremento en altura de los tallos fue
evaluado a lo largo del tiempo, para lo cual se utilizé un Analisis de Varianza de
dos Vias con Medidas Repetidas y a través de la determinacion de la tasa de
crecimiento relativa de los tallos (TCRy) (Hunt 1982), que se calculé utilizando la
siguiente ecuacion (Hutchings 1997): TCR; = In (longitud final) — In (longitud
inicial) / A (meses) y que asume que el crecimiento es lineal. La TCR; fue
evaluada a través de un Analisis de Varianza de dos Vias y una prueba a

posteriori de Tukey.
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Figura 15. Correlacion entre la longitud promedio de los talios y el nimero
promedio de hojas en plantulas de D. winferi crecidas en un fragmento de

bosque en el séctor norte de la Isla de Chiloe, X Region.




49

5.3. Sobrevivencia de plantulas

La sobrevivencia de plantulas fue estimada como una variable respuesta
dicotomica {plantula muerta = 0 6 plantula viva = 1) y se analizd utilizando un
“Modelo Lineal Binomial con Logit” (Statistica StatSoft Inc. 1998), el cual
consiste en una regresién logistica que permite ver el efecto de dos o mas
factores y su interaccion sobre una variable binomial o dicotdmica. Los factores
considerados fueron los siguientes: habitat (interior o claro), exclusion o libre
acceso de insectos herbivoros {con y sin insecticida), y tiempo (meses de
muestreo). Una plantula se considerd muerta cuando se observo la senescencia
de sus hojas y en muchos casos la caida de éstas. Finalmente, para analizar el
porcentaje final de plantulas vivas, se hizo una prueba para comparaciones

multiples entre proporciones y prueba a posteriori de Tukey (Zar 1996).

6. Determinacién de metabolitos secundarios carbonados (MSC)

Para analizar la relacién entre los niveles de dafio foliar producido por insectos
herbivoros y las concentraciones de MSC (fenoles totales y taninos
condensados) de las hojas, se recolectaron hojas de las plantulas situadas en el
interior del bosque y en el claro del dosel en dos estaciones del afio (invierno =
junio 2002 y verano = febrero 2003). En cada uno de estos dos periodos de
tiempo, se recolecté un maximo de 20 hojas por habitat (una hoja por plantula).
Sin embargo, nunca se llegd a este maximo debido a la muerte de algunas

plantulas durante el transcurso del experimento 0 a que habia algunas plantulas




50

que soélo tenian una hoja. Se tuvo especial cuidado en tomar hojas de
apariencia, edad y posicidn semejantes con el propdsito de reducir al maximo la
variacion microespacial. Las hojas fueron puestas en bolsas plasticas y
guardadas en el refrigerador hasta realizar las mediciones correspondientes. Se
colectaron indistintamente hojas de plantulas tratadas y no tratadas con
insecticida. No se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
fenoles totales y taninos condensados entre hojas con y sin insecticida en
ninguna de las dos estaciones y habitats considerados (Tabla 5}, por lo que es
posible concluir que el insecticida no habria tenido un efecto sobre la

conceniracion de estos compuestios.

Tabla 5. Porcentaje de fenoles totales y taninos condensados obtenido de
muestras de hojas de plantulas de D. winteri con y sin insecticida crecidas en el
interior del bosgue y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en el

sector norte de la Isla de Chiloé, X Regién. Las medias se muestran con + 1 EE.

% Fenoles % Fenoles % Taninos % Taninos

_ invierno verano invierno verano
Interior ClI 56 £+08 101+15 28+09 3.0x09
Sl 66+1.2 81+14 50+16 41+1.8
prueba de t -0.406 1.080 -0.973 -0.246
P 0.689 (0.294 0.343 0.807
Claro Cl 116+20 191+29 58+26 94+20
Sl 101+£14 197+£3.0 93+22 59+19
pruebade t 0.591 -0.164 -1.210 1.276

P 0.561 0.871 0.241 0.218
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Para la determinacion de fenoles totales y taninos condensados, se utilizaron
los métodos de Folin-Denis (Swain y Hillis 1959) y de Proantocianidina (Bate-
Smith 1977) resﬂpectivamente, siguiendo los protocolos descritos en Martin y
Martin (1882) y Mole y Waterman (1987). Ambos méfodos son colorimetricos y
se basan en la formacién de una solucion coloreada a la cual se le mide la
absorbancia con un espectrofotdmetro a una determinada longitud de onda.
Para llevar a cabo la determinacién de ambos tipos de MSC, las hojas
fueron secadas individualmente a 35° C por 48 horas, y luego fueron molidas.
Esta baja temperatura de secado previene la denaturizacion de los MSC (Swain
1979, Hagerman 1988). Se tomaron 50 mg de hoja molida seca y se realizaron
2 extracciones consecutivas de 10 minutos cada una en 20 ml de metanol al

50% (v/v) a 95° C en un bafio termo-regulado.

Meétodo de Folin-Denis

1 ml extracto

5 ml Reactivo Folin

10 ml Na2C0O32 M

Absorbancia 760 nm

Meétodo de Proantocianidina
- 1 ml extracto

- 5 ml Reactivo Butanol-HCI1 ha 95° C
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+

- Absorbancia 550 nm

Finalmente, la. concentracion de ambos MSC (fenoles totales y faninos
condensados) se expresoé respectivamente como el porcentaje de equivalentes
de acido tanico (% TAE) (SIGMA N° AC-0163) o de quebracho (% WTE) (Van
Dyke's Supply Company N° 108025) por mg de hoja seca. Para ello, se
construyeron curvas de calibracion utilizando ambos estandares los cuales
fueron obtenidos comercialmente. Ambos tipos de MSC se ajustan bien a las
predicciones c.ie la HBCN pues tanto los fenoles como los taninos condensados
son sintetizados a partir de la via del acido shiquimico (Lerdau 2002) y
comparten un precursor comin con la sintesis de proteinas, el aminoacido

fenilalanina (Koricheva y col. 1998).

7. Prueba de “cafeteria”

Con el objetivo de determinar si en condiciones de laboratorio, el herbivoro
generalista Helix aspersa (caracol terrestre) es sensible a las diferencias en la
cantidad de MSC presentes en hojas de plantulas de canelo crecidas en el
interior y en el claro del dosel, se realizd una prueba de “cafeteria” durante 48 h.
Para ello, se utilizaron 10 hojas de plantulas crecidas en el interior del bosque, y
10 crecidas en el claro, y cada una de ellas fue ofrecida en forma independiente
a uno de 20 individuos. Antes de iniciar el ensayo, se tomé una fotografia digital

a cada una de las hojas y se pesd cada uno de los caracoles. Una vez
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transcurridas 48 h, las hojas fueron retiradas y fotografiadas nuevamente. A
través del programa Sigma Scan para Windows, se calcul6 el area inicial y final
de cada una de las hojas, determinandose en consecuencia, el porcentaje de
tejido foliar perdido por hoja. Ademas, se determinaron [a cantidad de fenoles

totales y taninos condensados utilizando los protocolos descritos recientemente.

8. Biomasa de insectos herbivoros

Con el propésito de determinar si la biomasa de insectos herbivoros varia entre
el interior del bosque y el claro del dosel, durante el mes de diciembre de 2002,
se realizd una colecta de insectos utilizando dos mé_:todos: trampas Barber y
“apaleo” de individuos juveniles de canelo (< 2 m de altura). En cada uno de los
10 puntos establecidos por habitat, se dispuso una trampa Barber que consistié
en un pote plastico de aproximadamente 500 cg, el cual contenia formalina y un
poco de detergente y que fue enterrado a ras de suelo. Estos potes fueron
dejados por 48 horas en el fragmento de bosque y luego se procedid a colectar
las muestras. El segundo método de muestreo, consistié en sacudir juveniles de
canelo sobre un paraguas blanco para posteriormente aspirar los insectos que
cayeron sobre él. En ambos casos, los insectos colectados fueron separados en
herbivoros y no herbivoros (carnivoros), secados en una estufa a 75° C por 72

horas y pesados con una precisién de 0,1 mg.
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RESULTADOS

1. Efecto del habitat sobre la concentracion de MSC

La concentracion de fenoles totales en las hojas de D. winteri, expresada como
el porcentaje de un equivalente (acido tanico) por mg de hoja seca, fue afectada
significativamente por el habitat y por la estacion de muestreo (Tabla 6). En el
habitat de interior, el porcentaje de fenoles varié entre 6,3 y 8,6 (Figura 14a),
mientras que en el claro, la concentracidn de estos compuestos practicamente
se duplico entre una estacion y otra (10,9% vs. 21,4%) (Figura 16a). Por su
parte, la concentracion de taninos condensados, expresada como el porcentaje
de un equivalente (quebracho) por mg de hoja seca, solo fue afectada
significativamente por el habitat (interior de bosque vs. claro del dosel), pero no
por la estacion (Tabiell 7), aunque en ambos habitats, la concentracién de
taninos condensados tendio a aumentar entre una medicién y otra (Figura 16b).
L os valores de concentracién obtenidos fueron menores que para el caso de los
fenoles totales por tratarse de un subconjunto de éstos, y fluctuaron entre 3,2%

y 13,6%, siendo siempre mayores en el claro del dosel (Figura 16b).
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Tabla 6. Analisis de Varianza con medidas repetidas evaluando el efecto del
habitat (% de apertura del dosel) sobre la concentracion de fenoles totales en
hojas de plantulas de D. winteri crecidas en el interior del bosque y en un claro

del dosel en un fragmento de bosque en el sector norte de Ia Isla de Chiloe, X

Region.

Fuente g.l. C.M. F p
Entre tratamientos

Habitat (HA) 1 0,2437 21673 0,001
Error 25 0,0112

Dentro tratamientos

Estacion (ES) 1 0,1174 11,380 0,002
ES x HA 1 0,0325 3,155 0,087
Error 25 0,0112

Tabla 7. Analisis de Varianza con medidas repetidas evaluando el efecto del
habitat (% de apertura del dosel) sobre la concentracidn de taninos
condensados en hojas de plantulas de D. winteri crecidas en el interior del
bosque y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en el sector norte de
la Isla de Chiloé, X Regidn.

Fuente g.l. C.M. F P
Entre tratamientos

Habitat (HA) 1 0,2093 8,794 0,006
Error 25 0,0238

Dentro tratamientos

Estaciéon (ES) 1 0,0723 2,408 0,133
ES x HA . 1 0,0264 0,880 0,356

Error 25 0,0238
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Figura 16. Porcentaje de fenoles totales (a) y taninos condensados (b) por peso
seco de hoja obtenido de muestras de hojas de plantulas de D. winteri crecidas
en el interior del bosque y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en
el sector norte de la Isla de Chiloé, X Region. Las barras muestran las medias +
1 EE. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los habitats en
ambas estaciones (prueba a posteriori de Newman-Keuls, p < 0,05). Las

estaciones invierno y verano son medidas repetidas.
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2. Efecto del habitat y de Ia exclusién de insectos herbivoros sobre

el dario foliar

2.1. Porcentaje de hojas dafiadas por plantula en el tiempo

El porcentaje de hojas dafiadas por plantula fue afectado significativamente s6lo
por el tiempo de muestreo (Tabla 8). En general, se observé que las plantulas
sin insecticida sufrieron un mayor dafio foliar que aquellas con insecticida en
ambos habitats (Figura 17). Este dafio tendio a ser un poco mas intenso en el
habitat de interior entre los meses de enero y abril (Figura 17a), mientras que
entre los meses de octubre y diciembre, tendié a ser mayor en el habitat de
claro (Figura 17b). En sintesis, se observé que el dafio foliar fue variable
temporal y espacialmente y que las plantulas presentaron como maximo, un
25% de sus hojas con dafio foliar.

2.2. Porcentaje total de hojas dafiadas por plantula

Soélo el habitat tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje total de hojas
dafiadas por plantula luego de transcurridos los 16 meses de experimento
(Tabla 9). Los valores de dario foliar oscilaron entre 4,6% (interior - con
insecticida) y 11,2% (claro - sin insecticida) (Figura 18), detectandose
diferencias significativas sdlo entre estos valores extremos (prueba a posteriori

de Tukey, p < 0,05) (ver también Figura 19).




98

Tabla 8. Analisis de Varianza de dos vias con medidas repetidas evaluando el
efecto del habitat (% de apertura del dosel) y de la exclusion de insectos
herbivoros sobre e! porcentaje de hojas dafiadas por plantula de D. winteri

crecidas bajo los distintos tratamientos.

Fuente g.l. C.M. F p
Entre tratamientos

Habitat (HA) 1 0,0710 0,378 0,541
Insecticida (IN) 1 0,6461 3,443 0,069
HA x IN 1 0,0380 0,202 0,654
Error 52 0,1876

Dentro tratamientos

Tiempo (T1) 8 0,8703 14,304 0,001
Tl x HA 8 0,0364 0,599 0,778
TixIN 8 0,1312 2,156 0,029
TIxHAXIN 8 0,0551 0,907 0,510
Error 416 0,0608

Tabla 9. Analisis de Varianza de dos vias evaluando el efecto del habitat (% de
apertura del dosel) y de la exclusion de insectos herbivoros sobre el porcentaje

total de hojas dafiadas por plantula de D. winteri crecidas bajo los distintos

tratamientos.
Fuente g.l. C.M. F p
Habitat (HA) 500,2365 7,715 0,006

1
Insecticida (IN) 1 40,6657 0,627 0,430
HA x IN 1 1,5292 0,023 0,878
Error 73 64,8373
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Figura 17. Porcentaje de hojas dafadas por plantula de D. winteri en el tiempo

en el habitat de interior y en el claro del dosel. Cl = con insecticida (sin

herbivoros) y Si = sin insecticida (con herbivoros). Las barras muestran las

medias + 1 EE. Medicion inicial febrero de 2002 y medicion final abril de 2003.
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Figura 18. Porcentaje total de hojas dafiadas por plantula de D. winferi bajo los
distintos tratamientos luego de 16 meses. Cl = con insecticida (sin herbivoros) y
S| = sin insecticida (con herbivoros). Las barras muestran las medias + 1 EE.
Barras que comparten letras no difieren significativamente (prueba a posteriori
de Tukey, p < 0,05).
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Figura 19. Vision de dos plantulas de D. winteri con signos de dafio foliar en el
interior del bosque (arriba) y en el claro del dosel (abajo) en un fragmento de
bosque en el sector norte de la Isla de Chiloé, X Region. Las imagenes

corresponden a diciembre de 2002.
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3. Efecto del habitat y de la exclusion de insectos herbivoros sobre

el crecimiento de plantulas

3.1. Incremento en longitud de los tallos en el tiempo

El crecimiento en. longitud de los tallos fue afectado significativamente por el
habitat, por el tiempo de muestreo y por las interacciones tiempo de muestreo -
habitat y tiempo de muestreo - insecticida, no asi por la exclusion de insectos
herbivoros (Tabla 10). Las plantulas situadas en el claro del dosel siempre
crecieron mas que aquellas situadas en el interior del bosque (Prueba a
posteriori de Newman-Keuls, p < 0,05), siendo esta diferencia mas del doble a
partir del mes Qe ?ctubre y hacia el verano (Figura 20). El incremento total en
longitud en el interior fluctué entre 1,5 y 2,5 cm, mientras que en el claro oscild

entre 8,7 y 13,6 cm. Ademas, las plantulas con insecticida tendieron a crecer

mas que aquellas sin insecticida (Figura 20).

3.2. Tasa de crecimiento relativa de los tallos (TCRy)

La tasa de crecimiento relativa de los talios (TCR;) fue afectada
significativamente por el habitat como por la exclusion de insectos herbivoros,
no asi por la interaccion habitat - insecticida (Tabla 11). Las plantulas situadas
en el claro y que recibieron insecticida fueron las que presentaron la TCR; mas
alta, difiiendo significativamente de aquellas piantulas situadas en el interior

con o sin insecticida {prueba a posteriori de Tukey, p < 0,05), pero no de
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aquellas situadas en el claro y que no recibieron insecticida (p > 0,05) (Figura

21) (ver también Figura 22).

Tabla 10. Analisis de Varianza de dos vias con medidas repetidas evaluando el
efecto del habitat (% de apertura del dosel) y de la exclusién de insectos
herbivoros sobre el crecimiento en longitud de los tallos en plantulas de D.
winteri crecidas bajo los distintos tratamientos.

Fuente g.l. C.M. F P
Entre tratamientos

Habitat (HA) 1 2,7365 14,757 0,001
Insecticida (IN) 1 0,0152 0,082 0,775
HA x IN 1 0,0477 0,257 0,613
Error 52 0,1854

Dentro tratamientos

Tiempo de muestreo

(T1) 8 0,8686 121,944, 0,001
TIx HA 8 0,1550 21,762 0,001
TixIN 8 0,0169 2,382 0,016
Tl x HA x IN 8 0,0032 0,463 0,881
Error 416 0,0071
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Figura 20. Crecimiento en longitud de los tallos en el tiempo en plantulas de D.

winteri en el interior y en el claro del dosel. Cl = con insecticida (sin herbivoros)

y Sl = sin insecticida (con herbivoros). Las barras muestran las medias + 1 EE.

Medicion inicial diciembre de 2001 y medicion final abril de 2003.




Tabla 11. Analisis de Varianza de dos vias evaluando el efecto del habitat (%
de apertura del dosel) y de la exclusion de insectos herbivoros sobre la tasa de
crecimiento relativa de los tallos (TCRy) en plantulas de D. winteri crecidas bajo

los distintos tratamientos.

Fuente g.l. C.M. F P
-\_/

Habitat (HA) 1 0,0260 16,267 0,001

Insecticida (IN) 1 0,0069 4 345 0,040

HA x IN 1 0,0038 2,432 0,123

Error 66 0,0016
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Figura 21. Tasa de crecimiento relativa de los tallos (TCR;) en plantulas de D.
winteri bajo los distintos tratamientos. Cl = con insecticida (sin herbivoros) y Sl
= sin insecticida (con herbivoros). Las barras muestran las medias + 1 EE.
Barras que comparten letras no difieren significativamente (prueba a posterion
de Tukey, p < 0,05).
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Figura 22. Diferencias en la longitud del tallo y en el nimero de hojas en dos
plantulas de D. winteri, una creciendo en el interior del bosque (arriba) y la otra
en el claro del dosel (abajo). Las imagenes corresponden al mes de diciembre

de 2002.
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4. Efecto del habitat y de la exclusién de insectos herbivoros sobre
la sobrevivencia de plantulas

La sobrevivencia de plantulas fue afectada significativamente por el habitat (%
de apertura del dosel), por la exclusion de insectos herbivoros (con y sin
insecticida) y por el tiempo de muestreo (Tabla 12). La sobrevivencia de
plantulas disminuyé en el tiempo, especialmente en aquellas plantulas situadas
en el interior y que no recibieron insecticida (Figura 23). Al cabo de los 16
meses de experimento, el porcentaje de plantulas vivas en el interior del bosque
en plantulas que no recibieron insecticida fue de un 40%, mientras que en
aquellas situadas en el claro y que si recibieron insecticida, fue de un 100%
(Figura 24), detectandose diferencias significativas por ejemplo, entre plantulas
situadas en el interior sin insecticida y aquellas situadas en el claro con o sin
insecticida (Pruebas a posteriori de Tukey para proporciones multiples, p <

0,05) (Figura 24).
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Tabla 12. Modelo Binomial Lineal con Logit evaluando el efecto del habitat (%

de apertura del dosel), de la exclusion de insectos herbivoros y del tiempo de

muestreo sobre el porcentaje de sobrevivencia en plantulas de D. winferi bajo

los distintos tratamientos.

Maxima
Efecto gl.  verosimilitud 2 P
Intercepto 1 -381,388
Habitat (HA) 1 -343,989 74,798 0,001
[nsecticida (IN) 1 -335,262 17,455 0,001
Meses (ME) 8 -318,458 33,607 0,001
HA x IN 1 -318,213 0,490 0,483
HA x ME 8 -316,124 4178 0,840
iN x ME 8 -315,574 1,098 0,997
HA x IN x ME 8 -315,479 0,190 0,999
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Figura 23. Porcentaje de plantulas vivas de D. winferi en el tiempo en el interior

y en el claro del dosel. Cl = con insecticida (sin herbivoros) y Sl = sin insecticida

(con herbivoros).
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Figura 24. Porcentaje final de plantulas vivas de D. winteri bajo los distintos

tratamientos. Cl =. con insecticida (sin herbivoros) y Si = sin insecticida (con

herbivoros). Barras que comparten letras no difieren significativamente (prueba

a posteriori de Tukey para comparaciones muitiples entre proporciones p <

0,05).
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5. Prueba de “cafeteria”

Los individuos del caracol terresire Helix aspersa utilizados en la prueba de
“cafeteria” tendieron a comer una mayor cantidad de tejido foliar de las hojas de
las plantulas crecidas en el interior del bosque que de aquellas crecidas en el
claro del dosel. Sin embargo, estas diferencias no alcanzaron a ser
significativas (Ancova, F naiat = 2,327; p = 0,146). La tendencia observada
(Tabla 16) concuerda con la mayor cantidad de MSC (particularmente taninos
condensados) reportados en las hojas de plantulas provenientes del claro
(prueba de t de Student, t Fencies = -0,973; p = 0,344 ¥ 1 taninos = -2,135; p =
0,047) (Tabla 16).

Tabla 13. Porcentaje de area foliar comida por individuos del caracol terrestre
Helix aspersa, y concentracion de fenoles totales y taninos condensados
expresados como el porcentaje de un equivalente en los dos habitats
estudiados. Se muestran las medias con un error estandar. Medias con letras
diferentes difieren significativamente (p < 0,05).

Habitat ’ % area foliar % fenoles % taninos
perdida
Interior del bosque 36,6 + 14,7 ° 251+45°2 40+23°

Claro del dosel 15,1 £ 10,6 2 302+26°2 11,1+£24°
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6. Biomasa de insectos herbivoros

La biomasa de insectos herbivoros recolectados a través de las trampas Barber
y que se expresd coma porcentaje, oscild entre 10,5% + 5,0 (media + 1 EE) en
el interior del bosque y 27,8% + 84 en el claro del dosel, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (prueba t de Student, t = -2,04; g.l. =
18; p = 0,05) (Figura 25a). Los principales insectos herbivoros gque cayeron en
las trampas Barber pertenecian al Orden Orthoptera, especificamente a las
familias Acrididae (saltamontes) y Tettigoniidae.

Por su parte, la biomasa de herbivoros obtenida a través del “apaleo” de
juveniles d'e canelo fue mucho mayor que a través de las trampas Barber, y
oscild entre 84,3% §n el habitat de interior y 96% en el habitat de claro (Figura
25b). A diferencia dé! meétodo anterior, los principales herbivoros recolectados a

través de este método, fueron larvas de lepidopteros, incluidas algunas de la

familia Geometridae.
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Figura 25. Porcentdje de biomasa de insectos herbivoros recolectados a través

de trampas Barber (@) y de “apaleo” de juveniles de canelo (b) en los habitats

de interior del bosque y en un claro del dosel en un fragmento de bosque en el

sector norte de la Isla de Chiloé, X Region. Las barras muestran las medias + 1

EE.
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DISCUSION

A través de esta tesis, se investigaron dos preguntas principales. Primero,
si la apertura del dosel afecta la concentracion de MSC en plantulas de la
especie arborea D. winteri y si estos compuestos juegan un papel defensivo
contra los insectos herbivoros. Segundo, cudl es la respuesta en crecimiento y
sobrevivencia de plantulas de corta edad a diferencias en disponibilidad de fuz y
dario foliar en distintos microhabitats del bosque. Se exploraron estas preguntas
en la especie arbérea Drimys winteri (Winteraceae), una especie capaz de
mantener poblaciones de plantulas en habitats con disponibilidad de luz
variable, desde condiciones pioneras a bosques con dosel cerrado (Aravena y
col. 2002). Se realizd un estudio experimental en un fragmento de bosque
antiguo en el sector norte de la Isla de Chilo&, Chile. Estas preguntas surgen de
la necesidad de contar con experimentos controlados que permitan poner a
prueba la relaciones de causalidad entre concentracién de MSC, daifio foliar
debido a herbivoria por insectos y desempefio de plantulas arbéreas bajo
condicioneé contrastantes de Iluminosidad. Aunque estos efectos se han

descrito en trabajos publicados previamente, existe poca claridad sobre las

interacciones enire estos factores. Ademas, es necesario considerar otros
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factores, tales como condiciones microclimaticas particulares o la presencia de
enemigos naturales de los herbivoros, cuyos efectos podrian ser lo
suficientemente importantes como para contrarrestar las relaciones esperadas
entre los niveles de herbivoria y las potenciales defensas quimicas de las
plantulas. En un sentido mas amplio, estas preguntas intentan indagar también,
sobre la capacidad de las plantulas para constituir un banco de plantulas
persistente, capaz de sobrevivir en ambientes con baja luminosidad. El
crecimiento de las plantulas en el interior del bosque, se mantiene suprimido,
pero puede ser acelerado por la apertura de un claro en el dosel, y las plantas
del banco tienen ventajas sobre la colonizacién a partir de semillas para ocupar
el espacio liberado (Cordova 1985, Uhl y col. 1988). Para tener oportunidad de
acceder al dosel, las plantulas del banco deben sobrevivir en la sombra y tolerar
la presencia de insectos herbivoros a traves de ir;\ posesion de defensas
quimicas, aspecto escasamente estudiado en nuestros bosques.

1. Presencia de MSC en plantulas y su potencial papel defensivo

Se encontrd que la concentracion de MSC en plantulas de Drimys fue
concordante con Ias predicciones de la Hipdtesis del Balance Carbono-
Nitrégeno (HBCN) kéwant y col. 1983), una hipdtesis que relaciona los niveles
de MSC con el ambiente luminico en que se desarrollan las plantas. Ademas,
los resultados concuerdan con la Hipétesis 1 planteada en esta tesis, pues las
plantulas de D. winteri situadas en el claro del dosel (habitat con mayor

disponibilidad ‘de luz) presentaron una mayor cantidad de fenoles y taninos
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condensados en sus hojas que las plantulas del interior del bosqhe bajo dosel
cerrado (habitat con menor disponibilidad de luz). Esta reduccidon en la
concentracion de MSC foliares en plantulas que crecen en el habitat de baja
disponibilidad de luz, es consistente con resultados de otros estudios que han
mostrado una correlacidn positiva entre disponibilidad a la luz y contenido de
MSC en plantas lefiosas (Waterman y col. 1984, Waring y col 1985, Larsson y
col. 1986, Bryant y col. 1987, Mole y col. 1988, Tuomi y col. 1988, Nichols-
Orians 1991).

Sin embargo, [a.lmayor cantidad de MSC presentes en las plantulas de D.
winteri en el habitat rico en luz, es decir, en el claro del dosel, no resultd en una
reduccidn en los niveles de dafio foliar causados por los insectos herbivoros en
ese habitat. De acuerdo a la Hipétesis 2 de esta tesis, se esperaba que en el
habitat pobre en luz, es decir, en el interior del bosque, .1as plantulas sufrieran
un mayor dafio foliar y que las diferencias entre plantulas tratadas con
insecticida (sin herbivoros) y las control (con herbivoros) fuesen mayores que
en el claro del dosel donde las plantulas no se encuentran suprimidas (Figura
26a). Sin embargo, se encontraron mayores niveles de dafo foliar en las
plantulas de Drimys en el claro del dosel, en oposicién con lo esperado (Figura
26b). En el claro, un el porcentaje de hojas dafiadas por plantula fue de un
10,6%, vs. un 5,5% en las plantulas situadas bajo el dosel del bosque. Este
altimo resultado concuerda parcialmente con datos de otros estudios (Denslow
y col. 1990, Shure y Wilson 1983, Dudt y Shure 1994). Por ejemplo, Denslow y

col. (1990) encontraron que la cantidad de fenoles fue mayor en las plantulas de
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t

la especie arbustiva; Miconia barbinervis (Melastomataceae) en el interior de los
claros del dosel. Estas concentraciones redujeron los niveles de dafio foliar por
herbivoros en comparacion con las plantulas situadas bajo el dosel arbodreo. Sin
embargo, las plantulas Piper culebranun y P. urostachyum (Piperaceae) fueron
mas dafiadas en los claros que bajo el dosel, a pesar de la mayor concentracion
de MSC que presentaban (Denslow y col. 1990). Finalmente, estos autores no
encontraron una relacion significativa entre la cantidad de fenoles en las hojas y
el dafio foliar en plantulas de Miconia nervosa, M. gracilis, Piper sancli-felicis y
P. arieianum. Por su parte, Dudt y Shure (1994) encontraron que juveniles de la
especie decidua Comus florida (especie sombra tolerante de crecimiento lento)
presentaban altos niveles de fenoles en los habitats abiertos, conjuntamente
con bajos niveles de herbivoria por insectos, en compéracién con aquellas que
crecian a la sombra. No obstante, otra especie arbérea estudiada por estos
autores, Liriodendron tulipifera, una especie sombra-intolerante de crecimiento
rapido, presentd mayor cantidad de fenoles en los habitats de mayor

+

disponibilidad de luz, pero estos compuestos no tuvieron relacién con los

4

niveles de herbivoria foliar.
o =
Shure y Wilson (1993), por otro lado, senalan gue en las especies de
crecimiento rapido (gtributo relacionado con la sombra intolerancia), los niveles
de herbivoria no tendrian una relacién negativa con el contenido fendlico y que
estos compuestos al encontrarse en menor proporcion que en las especies de

crecimiento mas lento, sombra-tolerantes, serian contrarrestados mas

faciimente por los insectos. Es probable que este sea el caso de D. winteri por
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tratarse mas bien de una especie sombra-intolerante. de crecimiento rapido. En
sintesis, mis resultados y los trabajos recién citados, documentan una menor
asignacion de productos de la fotosintesis a MSC en plantulas presentes en los
habitats bajo dosel, pero estos compuestos no necesariamente muestran una
correlacion inversa con los niveles de dario foliar, es decir, su efecto sobre el
dafio causado por los herbivoros‘ no es significativo. La falta de correlacion
entre la cantidad de MSC y los niveles de dafio foliar en estos estudios, podria
ser explicada también, por diferencias en ofras variables de los habitats
comparados como por ejemplo temperatura, que pueden afectar las
abundancias de herbivoros y, consecuentemente, los niveles de dafio foliar
enire los claros y el interior del bosque (Weis y col. 1998, Sipura y Tahvanainen
2000).

El efecto del ambiente sobre los patrones de blisqueda y colonizacion de
los insectos herbivoros en una determinada especie de planta es complejo,
pues estos pue&_fzn ser afectados, por ejemplo, por la composicidén y abundancia

7

de otras especies de plantas vecinas (Root 1973, Stanton 1983), asi como por
condiciones‘ abiéttic!els existentes (Moore y col. 1988). Sipura y Tahvanainen
(2000) investigaron experimentalmente el efecto de la sombra del dosel sobre el
comportamiento de dos especies de escarabajos herbivoros sobre las especies
de sauces Salix phylicifolia y Salix myrsinifolia. Ambas especies de escarabajos
fueron mas abundantes en los sauces crecidos en habitats abiertos que en sus

contrapartes ubicados bajo el dosel. Sin embargo, en el laboratorio, estos

autores encontraron que las larvas y los adultos preferian individuos crecidos a
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la sombra, sugiriendo que las condiciones de los habitats abiertos (temperatura
diaria mas alta y mas variable a lo largo del dia) podrian favorecer a los
herbivoros y contrarrestar las diferencias en la calidad quimica de las hojas
(hojas mas nufritivas y menos defendidas) propias de los habitats sombrios.
Otros autores han sugerido que la sombra puede afectar las preferencias
alimenticias de los insectos, a través de alteraciones en las condiciones micro-
climaticas, las cuales infiluyen en la conducta de orientacién y crecimiento de los
insectos herbivoros (Weis y col. 1998, Louda y Rodman 1996). En la prueba de
“cafeteria’, complementaria a los ensayos de campo de esta tesis, realizada
con el propdsito de evaluar posibles diferencias en dafio foliar causado por e
herbivoro generalista Helix aspersa (caracol terrestre) en hojas de plantulas
crecidas en el claro del dosel vs. aquellas crecidas en el interior de bosque, se
encontrd que los caracoles consumieron mas tejido foliar de hojas de D. winteri
provenientes udel hahitat sombrio (interior del bosque) en comparacién con
:
aquellas provenientes del claro del dosel, lo que podria responder a la menor
cantidad de MSC |;1edidos en hojas de plantulas de Drimys del interior del
bosque. Este resultado de laboratorio obtenido bajo condiciones ambientales
homogéneas, es también consistente con las predicciones de la HBCN, pero
contrasta con los datos de terreno que muestran mayor dafio foliar por insectos
en las plantulas ubicadas en el claro. Por lo tanto, es posible que los insectos
herbivoros efectivamente prefieran o sean mas activos en habitats abiertos,

micro-climaticamente mas favorables, independiente de la cantidad de MSC

presentes en las hojas de las plantas que le sirven de alimento, o que usen
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estos compuestos .secundarios en mayor concentracion como sefiales para
alimentarse o reproducirse. Se ha encontrado que algunos tipos de MSC (e.g.
silicatos) pueden servir a los insectos como sefiales de una condicion favorable
para alimentacion u ovoposicion (Tahvanainen y col. 1985).

Por otra parte, también es importante notar que, aunque se detectaron
diferencias significativas en la concentracién de fenoles totales y taninos
condensados entre las hojas de las plantulas de D. winteri ubicadas en el
interior del bosque vs. las ubicadas en el claro del dosel, es probable que dentro
del ensamble total de insectos herbivoros existentes en el claro, sélo algunos
sean capaces de percibir estas diferencias. Sin embargo, tales diferencias entre
los distintos tipos de herbivoros quedarian enmascaradas dentro de la variable
respuesta dafio foliar, la que esta determinada por el conjunto o ensamble
completo de herbivoros. Es posible también, que los insectos herbivoros de los
claros estén adaptados a la presencia de estos compuestos, y que por lo tanfo
no sean sensibles a e]los, al contrario de lo que sucede al exponer las mismas
hojas a un herbivoro generalista ajeno al sistema, como el caracol Helix
aspersa.

Por otra parte, .que el dario foliar causado por insectos herbivoros a las
hojas de plantulas de D. winferi haya sido sélo ocasionalmente mayor en el
claro que bajo el dosel cerrado no puede considerarse evidencia de que los
MSC no son importantes en la prevencién de niveles potencialmente mas altos
de herbivoria sobre plantulas situadas en sitios abiertos. Por ejemplo, Nichols-

Orians (1991) encontré que la concentracion de taninos condensados fue mayor
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en las plantulas. de Inga oersfediana (Leguminosae) crecidas en los claros que
en aquellas crecidas a la sombra. Sin embargo, las plantulas crecidas al sol
fueron mas consumidas por la hormiga corta hojas Atta cephalofes debido a la
mayor concentracion de nutrientes que presentaron estas plantulas. De acuerdo
a este resultado, el incremento en la concentracion de taninos condensados no
contrarrestaria la atraccién de las hormigas, debido a la alta concentracion de
nutrientes de las hojas. Los taninos repelerian a las hormigas sélo cuando se
encuentren en mayores concentraciones, como las documentadas en plantulas
creciendo en ‘ambientes con alta luminosidad y muy pobres en nuirientes
(Nichols-Orians 1991), o alternativamente, los niveles de MSC en las hojas
podrian reducir el nivel dafio que potencialmente podria causar una mayor
densidad de i'nse‘ctos herbivoros en los claros. En otras palabras, si las
plantulas de claros tuvieran menores concentraciones de MSC sufririan dafios
aln mayores a los observados.

En esia tesis también se encontrd, que la re!acién C/N foliar en plantulas
de D. winteri en el claro del dosel fue menor que en el interior del bosque, por lo
que la calidad nutritiva de [as plantulas seria mas alta en el habitat con mayor
disponibilidad de luz. Este seria un factor que atraeria mayor nimero de
herbivoros a las plantuias de este habitat. Finalmente, otras propiedades de las
hojas tales como pubescencia, dureza o contenido higirico podrian explicar
también, las diferencias en las tasas de herbivoria entre e!‘ claro e interior del

. +

bosque. Por ejemplo, la dureza de las hojas es la variable que explica mejor las

+
AT
[]

diferentes tasas de herbivoria observadas en brinzales de 46 especies del
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bosgque lluvioso tropical en Panama, ademas del contenido de fibras y el valor
nutritivo (Coley 1983).

Por otra pan;, ia dinamica sucesional del hébit.at' de claro, que podria
hacer variar la intensidad de luz producto del crecimiento de la vegetacion
circundante y del rebrote de tallos en el centro de! claro, podria determinar que
la distribucion de la luz en este habitat, sea mucho més compleja y variable que
la del interior del bosque, y podria afectar de manera importante la abundancia
y composicion de herbivoros, las caracteristicas de las plantulas, y por ende los
niveles de dafio foliar. Por ejemplo, Maleret y col. (1978) encontraron que la
abundancia de:‘ insectos era mayor en los claros recién formados, intermedia en
los claros de edad avanzada (claros en “building stage”, sensu Whitmore 1984)
y menor bajo dosel cerrado. An no se conoce en que medida estos patrones

i

afectan las condiciones abi6ticas (Marquis y Braker 1994). Por otra parte, es
bastante prob‘a;ble que los claros no sdlo provean de mejores condiciones
microclimaticas de temperatura a los insectos, sino también de refugios contra
los depredadores a través de la cobertura de vegetacion circundante (Reid y
col. 2004). La evidencia sugiere que los claros proporcionarian a los insectos de
condiciones abidticas y bidticas mas favorables que el interior del bosque. De
hecho en esta tesis, se encontré una mayor biomasa .de insectos herbivoros en
3y
el claro del dosel que en el interior (Figura 25). Por lo tanto, el conjunto de
antecedentes expuestos podrian explicar por qué los niveles de dafio foliar son

mayores en el claro’del dosel que en el habitat sombrio de interior, en oposicidn

con lo esperado segln la Hipotesis 2.
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Finalmente, es discutible el papel defensivo que tendrian las
concenfraciones de MSC en las plantulas, un supuestc subyacente a las
hipétesis planteadas. Close y McArthur (2002) propusieron que el principal
papel primario de los‘ fenoles en las hojas de sol seria protegerlas del dario
luminico (“photodamage” y no su efectividad en la defensa contra los
herbivoros. En este escenario, los MSC actuarian como moléculas
antioxidantes, y sus niveles podrian variar con las condiciones ambientales para
contrarrestar el potencial darfio luminico. Existe amplia evidencia de que una
fraccion importante de los fenoles foliares tienen capacidad antioxidante y
pueden proteger atlas plantas del dafio por exceso luminico. Se ha demostrado

T

actividad antioxidante in vifro para flavonoides (Gardner y col. 1998),
antocianinas &(Wang‘ y col. 1997) y también para taninos condensados e
hidrolisables (Hagerman y col. 1998). Consecuentemente, Close y McArthur
(2002) sugierer; que la baja concentracidbn de muchos tipos de fenoles en
determinadas condiciones ambientales, no se debe a que los recursos para
producirlos sean limitados, sino simplemente a que el riesgo de dafioc por
exceso luminico es bajo y su sintesis seria facultativa. Si el papel principal de
muchos fenoles se relaciona con la proteccion de las plantas contra la radiacion
ultravioleta (ver también Waterman y col. 1984) y no con [a herbivoria, nuestro
entendimiento actual de la teoria de defensas quimicas en plantas deberia ser
repensado y reformulado.

En esta tesis se documenta una mayor concentracion de MSC en hojas de

D. winteri en el habitat abierto, claro de dosel, lo que seria consistente con esta
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hipétesis, denominada “Hipétesis de Presion QOxidativa”. Esta hipotesis deberia
ser puesta a prueba comparando por ejemplo, los niveles de fenoles en plantas
crecidas bajo luz UVi»vs. plantas crecidas sin radiacion UV. La diferencia en
apertura del dosel entre e! claro y la situacion bajo dosel (Figura 8) es de 8%, y

aparentemente esta diferencia es lo suficientemente grande para causar

diferencias significativas en la concentracion de fenoles y taninos.
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(a) esperado

dafio foliar

claro interior

M sin herbivoros [ con herbivoros

(b) observado

I

dario foliar

claro interior

sin herbivoros [ con herbivoros

Figura 26. Representacién grafica de los resultados esperados (a) vy
observados (b) segun la Hipdtesis 2. Simbolos diferentes indican diferencias

significativas.
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2. Efectos de la apertura del dosel y dafio foliar sobre el crecimiento y
sobrevivencia de piantulas de Drimys

A través de la exclusion experimental de los insectos herbivoros en dos habitats
con disponibilidad de luz contrastantes, en esta tesis también se evalud, el
efecto de apertura del dosel y de la herbivoria por insectos sobre el crecimiento
y sobrevivencia de las plantulas de D. winteri. De acuerdo a la Hipdtesis 3, se
esperaba que en plantulas del interior del bosque, donde los niveles de dafio
foliar deberian aumentar, ocurriese un menor crecimiento. y sobrevivencia de
plantulas y que las diferencias entre plantulas sin y con exclusion de herbivoros
fuesen mayores que bajo el claro del dosel (Figura 27a). Se encontré que la
apertura del dosel y el dafio foliar tuvieron efectos positivos y negativos,
respectivamente, sobre el crecimiento y sobrevivencia de las plantulas de
Drimys. Sin embargo, las mayores diferencias en crecimiento y sobrevivencia
entre plantulas tratadas con insecticida y control (sin y con herbivoros
respectivamente) ocurrieron en el claro del dosel, en contra de lo esperado
(Figura 27b). Aunque la aplicacién de insecticida causo una péqueﬁa reduccién
en el dario foliar en ambos habitats, en comparacion a laé plantulas control (sin
insecticida), esta diferencia fue suficiente para aumentar el crecimiento (longitud
del tallo y numero -de hojas) y la sobrevivencia en las plantulas de Drimys

tratadas con insecticida (Figuras 21 y 24).
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(a) esperado

S
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>

Q
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Q
claro interior

sin herbivoros [ con herbivoros

(b) observado

:a

Q

wn

-

(&)

o

Q

claro interior

sin herbivoros U] con herbivoros

Figura 27. Representacion grafica de los resuitados esperados (@) y
observados (b) segln la Hipotesis 3. Simbolos diferentes indican diferencias

significativas.
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2.1. Efecto de la apertura del dosel

El crecimiento y sobrevivencia de plantulas de D. winferi siempre fue mayor en
el habitat abierto y menor en el interior del bosque bajo dosel cerrado, atn
cuando se observo que los niveles de dafio foliar en las plantulas crecidas en el
claro fueron significativamente mas altos. Se postuld que el impacto de la
herbivoria sobre el crecimiento y sobrevivencia de plantulas deberfa ser menor
en habitats fluminados (claro del dosel) en comparacion a habitats sombrios
(bajo dosel cerrado), pues el tejido foliar perdido por herbivoria en los claros
seria menos costoso de reemplazar, debido a que las tasas fotosintéticas son
mas altas (Der;slow 1987, Denslow y Hartshorn 1994). En este estudio, las
plantulas de D. winteri situadas en el claro del dosel mostraron un incremento
promedio en el nimero de hojas cercano a seis en un periodo de 16 meses,
mientras que en el interior del bosque, el incremento no alcanzd a dos hojas.
Clark y Clark (1984) encontraron que plantulas del arbo! neotropical Dipteryx
panamensis (Leguminosae: Papilionoideae) ubicadas bajo el dosel no fueron
capaces de formar hojas nuevas durante los primeros siete meses de vida,
dependiendo exclusivamente del par de cotiledones presentes desde la
germinacion. En consecuencia, la herbivoria podria tenler un impacto mas fuerte
sobre plantulas cuyo crecimiento se mantiene suprimido bajo el dosel que en
los claros (Coley y col. 1985), es decir, la mortalidad y/o reduccion en el

crecimiento de las plantas por efecto de herbivoria serian mayores cuando este

efecto se combina con el estrés luminico (Ntfiez-Farfan y Dirzo 1985). Ademas,
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en el claro, ios niveles de herbivoria podrian ser reducidos por las mayores
concentraciones de MSC presentes en las hojas de las plantulas.

El resultado mas predecible de este estudio fueron las mayores tasas de
crecimiento y sobrevivencia de plantulas de D. winteri en el claro del dosel.
Estudios desde hace un par de décadas, han documentado la importancia de la
formacion de claros por la caida de arboles como fuente de heterogeneidad
ambiental y sitios favorables para la regeneracién arbérea (Denslow 1980,
Brokaw 1985), asociados al aumento en los niveles de luz incidente (Chazdon y
Fetcher 1984, Denslow 1987). Por ejemplo, en bosques de la Estacion Biologica
de “La Selva” en Costa Rica, mas de un 75% de las especies lefiosas dependen
de los claros para su regeneracion exitosa, estando ademas la reproduccion de
varias de ellas limitada a estos ambientes (Denslow y Hartshorn 1994). En los
bosques deciduos del este de Norteamérica, donde los niveles de luz bajo el
dosel no sobrepasan el 1% de la luz solar directa, la formacion de claros
también es fundamental para que la mayoria de las espec;ies lefiosas pueda
alcanzar el dose:I (Poulson y Platt 1989). Una situacién similar, se observa en
los bosques Ilu;iosﬁs del sur de Chile, donde varias especies (e.g. Myrceugenia
planipes, Ar;?omyn‘us meli y D. winteri) dependen de la formacion de claros para
su regeneracion (Armesto y Fuentes 1988). Por lo fanto, la mayoria de las
especies arboreas responde positivamente a la apertura del dosel, siendo
posible encontrar en Ios claros, tanto especies intolerantes como tolerantes a la
sombra (Brokaw 1980, Clark 1994, Gutiérrez y col. 2004). Sin embargo,

numerosas especies, incluido Drimys, forman bancos de plantulas bajo el dosel,
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como una estrategia de espera, dado que la formacion de claros es un proceso
impredecible en el espacio (Hubbell y Foster 1986). La sobrevivencia de las
plantulas bajo la sombra del dosel por tiempos prolongados es importante para
aprovechar las oportunidades que provee la formacion de claros, los cuales no

cubren mas alla del 10% de la superficie total del bosque (Brokaw 1984).

2.2. Efecto del dafio foliar

Sin duda, el principal resultado de esta tesis es la demostracion experimental de
que el dafio foliar causado por los insectos herbivoros reducen el crecimiento y
la sobrevivencia de plantulas tanto en claros como bajo el dosel (Figuras 21 y
24). Por ejemplo, un tercio de la mortalidad de plantulas de D. winteri en el
interior del bosque seria atribuible al dafio causado por los insectos herbivoros.
Esta podria ser una ‘s!ubestimacién, si se tiene en cuenta que él tratamiento con
insecticida no fue completamente exitoso en evitar el dafio por los insectos, lo
que sugiere que fa herbivoria podria ser un factor alin mas importante para la
persistencia del banco de plantulas bajo el dosel. En el fragmento de bosque
estudiado, la herbivoria se debidé mayoritariamente al ataque de insectos (larvas
de! Orden Lepidoptera principalmente), pues no se detectaron plantulas con
dafio atribuible al ciervo Pudu puda o a roedores herbivoros. Esta situacion
difiere de la que se presenta en bosques boreales y tempiados de
Norteamérica, donde una alta proporcion de plantulas son dafiadas por ciervos
y roedores (e.g. Mc Innes y col. 1992, Ostfeld y Canham 1‘993, Ostfeld y col.

1997).
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Aunque ia pérdida foliar anual promedio de los bosques a nivel mundial es
de un 10%, y es un valor que no parece ser extremo (Coley y Barone 1996),
este nivel de dafio es suficiente, en algunos casos, para reducir la adecuacion
biologica de las plantas, especiaimente bajo el dosel (Dirzo 1984). Por ejemplo,
Clark y Clark (1985) encontraron que la sobrevivencia anual de plantulas no
dafiadas de Dypterix panamensis fue 85%, comparado con 0% de
sobrevivencia de plantulas que presentaron un 8% de su area foliar removida.
Por su parte, las plantulas de Nectandra ambigens, Omphalea oleifera y
Brosimum alicastrum, sufren una alta mortalidad y reduccién en el crecimiento
cuando estan sujetas herbivoria bajo el dosel cerrado &Dirzo 19884). En bosques
tropicales, donde los niveles de herbivoria serian mayores que en los bosques
templados (Cc;ley y Barone 1996), no siempre el dafio por herbivoros tiene
consecuencias sobre el crecimiento y sobrevivencia de plantulas. Por ejemplo,
la defoliacion experimental de plantulas de las especies Shorea leprosula 'y S.
maxwelliana no afectd la sobrevivencia de plantulas (Becker 1983) sin embargo,
estas especies ;:;resentan semillas grandes, las cuales serian capaces de
tolerar mejor la defoliacion que las especies con semillas pequefias (Armsirong
y Westoby 1993). Aide y Zimmerman (1990) investigaron la importancia relativa
de la apertura del dosel y de la herbivoria sobre el crecimiento de individuos
juveniles de la liana Connarus turczaninowii (Connaraceae) en Panama durante
fres aifios consecutivos. El crecimiento aumentd con la disponibilidad de luz en
los tres afios y disminL;yc') significativamente debido a la herbivoria por insectos

i

s6lo en un ano. Recientemente, Pearson y col. (2003) encontraron que si bien
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la exclusion de herbivoros redujo el daiio foliar en las tres especies de bosques
tropicales estudiadas, la herbivoria sélo afectd la sobrevivencia de la especie
Trema micrantha, donde un 63% de las plantulas dafiadas murieron dentro de
un periodo de dos meses. La exclusion de los herbivoros tambien auments la
tasa de crecimiento relativa de las hojas en las plantulas de T. micrantha y
Miconia argentea (Pearson y col. 2003). A pesar de estos gjemplos, Jackson y
Bach (1999) sefialan que aun son pocos los estudios que han demostrado
experimentalmente que, por si sola, la herbivoria por insectos cause mortalidad
de plantulas en especies de bosques tropicales. Aderﬁés, niveles equivalentes
de herbivoria pueden tener diferentes consecuencias dependiendo de la
influencia de otros factores bidticos (Dirzo 1984, Parker y Salzman 1985) y
abioticos (Augspurger 1983), y de respuestas especie-especificas (Marquis
1992).

A pesar de su ir;'nportancia para entender la regeneracion del bosque, la
informacién sobre el efecto de los herbivoros nativos, tanto vertebrados como
invertebrados, en bosques templados chilenos es notablemente escasa,
especialmente a nivel de plantulas (Veblen y col. 1996). Por su sistema
radicular y foliar poco desarrollade, y su bajo crecimiento en condiciones
deficientes de luz, las plantulas serian mas sensibles al dafio foliar que otras
fases del ciclo de vida (Crawley 1997a). En los bosques de la Isla de Chiloe,
solo tres estudios han evaluado el impacto de herbivoros sobre el desempefio
de plantulas arbéreas, y s6lo uno ha sido publicado hasta la fecha (Figueroa y

Castro 2000). Estos autores estimaron la proporcién de plantulas sombra-
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tolerantes dafiadas por herbivoros y patdégenos bajo ei dosel, y sus efectos
sobre el crecimjento y sobrevivencia en un fragmento de bosque (< 1 ha) del
extremo norte de la Isla. Luego de 11 meses, dos tercios de las plantulas
marcadas inicialmente (N = 179), presentaron algl]ﬁ tipo de dafio por
herbivoros. Los dafios se debieron principalmente a insectos defoliadores y
patégenos y no se observd depredacion de piantulas enteras. Sin embargo, los
efectos de los defoliadores no afectaron ni el crecimiento ni la sobrevivencia de
las plantulas de las especies estudiadas. El segundo estudio, lo constituiria esta
tesis, que a diferencia del trabajo de Figueroa y Castro (2000), fue realizado en
un fragmento de‘ bosque de mayor tamafio (> 20 ha), comparando plantulas de
edad conocida en claros y bajo dosel. Este punto es impo&ante, pues en el
estudio de Figueroa y Castro (2000) la edad de las plantulas, aunque no es
establecida cuantitativamente, fue relevante en términos del! dafio que éstas
sufren. Otros trabajos han mostrado que la herbivoria por insectos incremento
significativamente la mortalidad de plantulas de dos meses de edad en la
especie Alphitonia whitei (Rhamnaceae) en Queensland - Australia, mientras
que en plantulas de cuatro meses de edad, la sobrevivencia fue ocho veces
mayor (Jackson'y Bach 1999). Finaimente, un tercer estudio, actualmente en
curso, ha evaluado el efecto de la herbivoria por vertebrados (particularmente
roedores) sobre la sobrevivencia de plantulas de Aextoxicon punctatum
(Aextoxicaceae), encontrando que la herbivoria tiene un efecto importante sobre
la sobrevivencia ﬂde plantulas bajo el dose! (Del Vai y Armesto, datos no

publicados).
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Por lo tanto, no es posible generalizar los impactos de la herbivoria sobre
el crecimiento y sobrevivencia de plantulas en el bosque tempiado de Chilog a
partir de la informacion existente. No obstante, un estudio realizado en el
Bosque Maulino (Celis-Diez y Simonetti, datos no publicados) ha mostrado que
el tratamiento con insecticida redujo efectivamente el dario foliar causado por
insectos herbivoros y que la tasa de crecimiento relativa de los tallos de las
plantulas de las especies Aristotelia chilensis (Elaeocarpaceae) y Cryplocarya
alba (Lauraceae) fue menor en el tratamiento control donde los insectos no
fueron excluidos. Lusk (2002) también reportd que las plantulas de la especie
pionera Embothrium coccineum (Proteaceae) que sufrieron una elevada
mortalidad a la sombra, fueron severamente dafiadas por insectos herbivoros
en el Parque Nacional Puyehue (40° 39, 72° 11" W) Las evidencias

[

presentadas en esta tesis, sugieren que la herbivoria puede ser un factor
relevante de‘ mort:alidad para el banco de plantulas que se mantienen
suprimidas bajo el dosel. En el bosque de Chiloé, numerosas especies emplean
esta estrategia, debiendo sobrevivir largos periodos suprimidas (Gutierrez y col.
2004) y, por tanto, expuestas a los herbivoros, y también a patégenos o a dafio
mecanico.

Desde el punto de vista de la regeneracién de D. wintern, algunos
resultados interesantes emergen de esta tesis. Como se esperaba, el
crecimiento y sobrevivencia de las plantulas D. winteri fue claramente mayor en

el claro y menor en el interior del bosque bajo dosel cerrado. Sin embargo, la

condicion bajo dosel parece no ser tan desfavorable para el establecimiento de
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esta especie, a pesar de que D. winteri ha sido descrita por algunos autores
como una especie pionera o sombra-intolerante (e.g. Veblen y col. 1980). De
acuerdo a mis datos, el porcentaje de sobrevivencia de las plantulas control de
D. winteri en el interior del bosque (condicion mas desfavorable) fue de un 40%
al cabo de 16 meses de monitoreo. Este resultado es relevante porque en
muchos bosques, incluyendo el bosque templado lluvioso del sur de Chile, la
regeneracion depende de manera importante de la formacion y persistencia del
banco de plantulas tolerantes, el cual constituye el mayor potencial regenerativo
del bosque cuando se producen aperturas del dosel de escala mediana o
pequefia, es decir, por caida de uno o unos pocos arboles (Armesto y Fuentes

1988, Bustamante y Armesto 1995, Gutiérrez y col. 2004).

3. Limitaciones de la aproximacion experimental

A mi juicio, la ;)rincipal novedad de esta tesis, en comparacién a otros estudios
publicados sobre perbivoria en plantulas, la constituye el uso de un insecticida
sistémico y de cont’acto como una herramienta experimental para excluir a los
insectos herbivoros y asi poner a prueba posibles .relaciones de causalidad
cruzadas entre disponibilidad de luz, MSC, y herbivoria foliar sobre el
desempenio de plantulas arboreas. A través de esta aproximacion, seria posible
evaluar si existen otros factores que podrian contrarrestar la respuesta de la
herbivoria a la presencia de defensas quimicas constitutivas. Sin embargo,

como todas las aproximaciones experimentales, el uso del insecticida sistémico

probablemente no estuvo exento de problemas. Como se observa en las figuras

E
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17 y 18, en las plantulas tratadas con insecticida, el dafio causado por los
insectos herbivoros no fue cero. Es decir, los herbivoros consumieron hojas de
plantas con insecticida. Mas aun, el dafio foliar en las plantulas tratadas fue sélo
levemente menor que en las plantulas control (sin insecticida). Sin embargo,
esta pequefia reduccion del dafio foliar fue suficiente para aumentar
significativamente el ecrecimiento y sobrevivencia en las plantulas tratadas con
insecticida en comparacion al control en ambos habitats. Es posible que, en un
ambiente lluvioso (> 2000 mm anuales) como el de Chilog, el insecticida, ain
siendo del tipo sistémico, que se espera sea rapidamente incorporado por las
raices y transportado a las hojas, sea lavado o infiltrado en el suelo por I(a fluvia
con mayor facilidad que en otros ecosistemas, donde las precipitaciones son
menores. Por esta razén, se tomé la precaucion de no aplicar el tratamiento en
dias lluviosos; c;n‘n el fin de reducir el lavado del compue'sto. En trabajos a
futuro, seria recomen'dable comprobar que el insecticida se encuentra en el
tejido foliar de ‘Ias plantas, usando por ejemplo, compuestos marcados.
También seria recomendable chequear en un ambiente homogéneo, como por
ejemplo, en el invernadero, si la aplicacion del insecticida tiene, por si sola,
algin efecto sobre el crecimiento y sobrevivencia de [.;Iéntulas, comparando dos
grupos; uno tratado y uno no tratado. En cuanto al disefic del experimento en
terreno, probablemente seria necesario controlar las condiciones de
luminosidad del claro durante el experimento, a través de la corta de Ia
vegetacion circundante, cuyo crecimiento puede hacer variar, en un afio, las

S

condiciones ambientales para las plantuias. Por otra parte, seria deseable
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contar con mas informacion acerca de la identidad de los principales insectos
herbivoros presentes en ambos habitats y poder realizar pruebas de “cafeteria”

usando también algunos de estos herbivoros naturales.

No obstante estas limitaciones, este estudio constituye uno de los pocos

que han excluido a los insectos del banco de plantulas, a través del uso de

¢ ' !

insecticida. Ademas se empled una cohorte de plantulas provenientes de
semillas y se estimod su crecimiento y sobrevivencia durante una estacién de
crecimiento completa, eliminando la heterogeneidad etaria del banco de
plantulas natural. Esto permitid evaluar los efectos de la apertura del dosel y de
la herbivoria en el crecimiento y sobrevivencia de plantulas arboreas, vy
determinar asi, en qué medida estos factores abiéticos y bioticos influyen en la
formacion y persistencia del banco de pléntu!as, que es fundamental para

1 P

entender la dindmica de las poblaciones de especies arboreas.

+
a
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CONCLUSIONES

1. La produccién foliar de MSC en plantulas de Drimys se comportd de acuerdo
a las predicciones de la Hipotesis del Balance Carbono-Nitrogeno, es decir, las
plantulas situadas en el claro del dosel (habitat rico en Iuz) presentaron
mayores concentraciones de fenoles y taninos condensados que plantulas
situadas bajo dosel (habitat donde la luz seria limitante). Las diferencias en

concentracion fueron significativas para ambos tipos de compuestos.

2. Las mayores concentraciones de MSC reportadas en las plantulas de D.
winteri situadas en el claro del dosel, no tuvieron efectos significativos sobre los
niveles de daro foliar atribuibles a insectos herbivoros, los cuales fluctuaron
entre 5% y 11%: En este habitat, las plantulas presentaron un mayor porcentaje

de hojas dafnadas por plantula que bajo dosel cerrado.

3. Aparentemente, los MSC no estarian actuando como compuestos defensivos
en las plantulas ae Drimys. Es probable que dentro del ensamble completo de
insectos herbivoros, s6lo haya algunos capaces de percibir los mayores niveles
de estos compuestos en el claro del dosel. Es posible también, que los insectos
herbivoros esten adaptados a la presencia de estos compuestos, y que por lo
tanto no sean s:e'nsibles a ellos, al contrario de lo que sucede al exponer las

H

mismas hojas a un herbivoro generalista ajeno al sistema, como fue el caso de
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Helix. Finalmente, es probable también, que los claros provean de mejores
condiciones microclimaticas de temperatura a los inse‘c':tos.

4. A pesar del bajo porcentaje de hojas dafiadas por plantula y que la aplicacion
del insecticida so6lo produjo una pequefia reduccién en el dafic foliar en
comparacion a las plantulas control (sin insecticida), esta reduccién fue
suficiente para aumentar significativamente el crecimiento y la sobrevivencia de
plantulas de D. winteri. Este es uno de los principales resultados de esta tesis,
considerando que existen escasos estudios que documentan el efecto negativo

de la herbivoria sobre el desempefo de plantulas. Estos efectos se

documentaron especialmente bajo dosel.

5. Aunque el crecimiento y sobrevivencia de plantulas de D. winferi fue mayor
en el claro del dosel que en el interior del bosque bajo dosel cerrado, en este
ultimo habitat se observd una sobrevivencia de un 40% al cabo de los 16 meses
de experimento en aquellas plantulas que no recibieron insecticida (condicién

mas desfavorable). En consecuencia, D. winteri seria capaz de persistir en el

!

tiempo bajo sombra y formar un banco de plantulas que promueva su

x .

regeneracion luego de la apertura del dosel.

S
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ANEXOS

En esta seccion se presentaran algunos resultados adicionales como por
ejemplo, aquellos obtenidos en un tercer habitat estudiado, denominado habitat
de borde, el cual presenta una apertura del dosel intermedia entre el interior del
bosque y el claro del dosel. Por otra parte, en esta seccion se presentaran
también, los resultados obtenidos para los habitats de interior y claro del dosel
en la especie arborea Gevuina avellana (Proteaceae) para las variables MSC,
dario foliar, crecimiento y sobrevivencia de plantulas. Finalmente, se presentan
datos relacionados con asignhacion a biomasa y area foliar especifica para

ambas especies en los tres habitats; interior, borde y claro.

1. Habitat de borde

El borde de bosque estudiado corresponde a un cinturon angosto de arboles
(aprox. 10 m) adyacente a la pradera, dominado por juveniies de 5 - 10 mde D.
winteri combinado con vegetacién arbustiva (< 5 m de:_ga[to). Las variables
medidas en el habitat de borde del fragmento de bosque estudiado, el cual
presentd una ape}rtura del. dosel intermedia entre los otros dos habitats (Anexo

1a), se comportaron de manera similar a las reportadas en el claro del dosel, y
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en ofras ocasione‘s, similares a las reportadas en el interior del bosque. Por
ejemplo, el porcentaje de fencles totales medido en el borde no difirio
significativamente del reportado en el habitat de claro, difiiendo ambos de
aquel obtenido para el habitat de interior (Anexo 2a). En contraste, el porcentaje
de taninos condensados medido en el borde, no difirid significativamente ni del
interior ni del claro, observandose sodlo diferencias significativas entre los
habitats extremos (Anexo 2a).

En cuanto a las otras variables medidas, tales como porceniaje total de
hojas dafiadas por plantula, tasa de crecimiento relativa, y sobrevivencia de
plantulas, las plér:tulas situadas en el borde con o sin insecticida, también
presentaron vaI;Jres que no difirieron significativamente con aquellos

t v

presentados por las plantulas situadas en el interior, y en algunos caso con
aquellas situadas en el borde (Anexo 2b). De estos resultados, se desprende
que las plantulas situadas en el habitat de borde, se comportan de manera

intermedia y no contribuyen a aclarar las hipétesis, razén por la cual los datos

no fueron incorporados en los analisis principales.
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ANEXO 1. Variables ambientales medidas en los habitats de interior de bosque,

borde y claro del dosel. Se muestran las medias + 1 EE. Medias con letras

diferentes difieren significativamente (prueba a posteriori de Tukey, p < 0,05).

(a) Porcentaje de apertura del dosel ¢ luz difusa.

% apertura

Habitat dosel

Interior 1,0 +0,2°
[Borde 57 +1,0°
Claro 11,5+1,1°

(b) Porcentaje de humedad del suelo en los maceteros en cuatro estaciones del

afno.

Habitat verano otorio Invierno | primavera | promedio
Interior 547+15% | 51,0+0,7° | 50,8+0,6° | 53,7+ 0,6% | 52,6 +0,4°
Borde 534+13° | 541+28* | 495+1,2% [529+15%]|525+0,8°
Claro 538+1,0° | 634+3,0° | 47,7£0,9° | 52,7+0,9° | 544 +0,9°

(c) Nitrogeno total disponible en el suelo (ug g suelo) al interior de los potes

experimentales.

[Habitat 0 meses 6 meses | 14 meses |
Interior 833+18,9°[27.4+1,9°]{12,3+3,1°
IBorde 833+18,9°(30,3+34°|73+£08°
Claro 833+18,9%]206+28°[126+21°
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ANEXO 2. Variables medidas en ias plantulas bajo ios distintos tratamientos. Se

muestran las medias + 1 EE.

(a) Porcentaje de fenoles totales y taninos condensados. * p < 0,05

MSC

invierno

Verano

Andeva

interior

borde

claro

interior

Borde

claro

Fenoles

6,3+1,1°

9,5+1,2°

10,9+1.6°

8,6+1,5%

19,812,2°

21,442 4°

F=136"

Taninos

3,2+1,5°

6,6+2,1%

7.1£2 1°

4,5+1,5°

7,94+1,7%®

13,643 7°

F=33"

(b) Porcentaje total de hojas dafiadas por plantula, tasa de crecimiento relativa

de los tallos (TCRy) y porcentaje de sobrevivencia de plantulas de D. winferi. Cl

= con insecticida y S! = sin insecticida. Medias que comparten letras no difieren

significativamente (prueba a posteriori de Tukey, p < 0,05).

Variable Interior Borde Claro

Cl. Si Cl Si Cl S|
% total hojas | 4,6+1,4% | 6,4+£1,7% | 4,241,3% | 6,7+1,8% [10.0+1,97| 11 242 3°
dafiadas / ; b
plantula
TCRi(cmom™ [ 0,054+ | 0,049+ | 0,072+ | 0,058+ | 0,108+ | 0,073
"mes™) 0,008 | 0,013* | 0,007% | 0,008 | 0,009° { 0.009°
% plantulas 60% 40° 90°° 65%° 100° 80%
vivas
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2. Mediciones en Gevuina avellana

Las mismas variables respuestas reportadas para D. winteri fueron
determinadas para la especie Gevuina avellana, avellano (Proteaceae), la cual
también es capaz de establecerse a lo largo de un gradiente de luminosidad,
siendo el requerimiento luminico promedio requerido por esta especie de 6,6%
(Figueroa y Lusk 2001). G. avellana se distribuye desde Valparaiso, por Ia
costa, hasta las islas Guaitecas. En general, no forma bosques puros y crece
mezclado con las demas especies tipicas del bosque hiimedo (Hoffmann 1997).
Es un arbol que alcanza hasta 20 m de altura, pero también se le puede
encontrar en forma de arbusto. Sus frutos son una nuez drupécea, globosa de
1,5 a 2 cm de diametro. La cascara es lefiosa, y su color varia de verde a
negro, pasando por los tonos rojo, marrén y violeta.

La concentracion de ambos MSC fue afectada significativamente por el
habitat a lo_largo de las dos estaciones de muestreo (Andeva con medidas
repetidas, F renoles = 8,23; g.I. = 1, 19; p = 0,009 Y F Taninos = 17,51; gl = 1, 39; p
< 0,001), sie'ndo la concentracion mayor en las plantulas de avellano situadas
en el claro del aosel (prueba a posteriori de Newman-Keuls, p < 0,05) (Anexo
3a). En comparacion a las plantulas de canelo, la concentracidon de fenoles y
taninos condensados. en las plantulas de G. avellana fue mayor, y siempre la
cantidad de fenoles fue mas alta que la de taninos (Anexo 3a).

La apertura del dosel tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje total

de hojas darfiadas por plantula, no asi la exclusién de insectos herbivoros




128

(Andeva, F yavitat = 11,13; g.I. = 1, 74; p < 0,001 Y F tnsecticida = 2,25; g.l. =1, 74; p
= 0,137). El porcentaje total de hojas dariadas por plantula en plantulas situadas
en el interior del bosque con o sin insecticida difirio_ significativamente de
aquellas situadas en el claro del dosel y usadas como control (sin insecticida)
(prueba a posteriori de Tukey, p < 0,05) (Anexo 3b). Los niveles de dario foliar
oscilaron entre 2% y 8%, siendo estos valores mas bajos que los observados en
las plantulas de canelo.

La tasa de crecimiento relativa de los talios fue afectada significativamente
por el habitat y por la exclusidn de insectos herbivoros (Andeva, F yapitat =
104,97; g.l. =1, 73; p < 0,001 y F jnsecticida = 30,99; g.l. = 1, 73; p < 0,001). Las
plantulas s‘ituadas' en e‘I claro y que recibieron insecticida fueron las que
presentaror; la TCRy mas alta, difiriendo significativamente de aquellas plantulas
situadas en el interior con o sin insecticida, y también de aquellas situadas en el
claro y que no recibieron insecticida (pruebas a posteriori de Tukey, p < 0,05)
(Anexo 3b).

Finalmente, el habitat, el insecticida y el tiempo de muestreo tuvieron un

efecto significativo en la sobrevivencia de plantulas (Modelo Binomial lineal con
Logit, 7 i = 116,59; g.l. =1 p < 0,001, %y censcsa = 4,36; G.I. = 1; p < 0.001 y
sziempo = 198,79; g.I. = 8; p < 0.001). La sobrevivencia de plantulas disminuys
fuertemente en ‘el tiempo, especialmente en aquellas plantulas situadas en el

interior y que no recibieron insecticida. Al cabo de los 16 meses de

experimento, el porcentaje de plantulas vivas en el interior del bosque en
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plantulas que no recibieron insecticida fue de un 5%, mientras que en aquellas
situadas en el claro y que si recibieron insecticida, fue de un 95% (Anexo 3b),
detecténd;')se diferencias significativas por ejemplo, entre plantulas situadas en
el interior con o sin insecticida y aquellas situadr;ls en el claro con o sin

exclusion de insectos herbivoros (Pruebas a posteriori de Tukey para

proporciones multiples, p < 0,05) (Anexo 3b).




ANEXO 3. Variables medidas en
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las plantulas de Gewwina avellana

(Proteaceae) bajo los distintos tratamientos. Se muestran las medias + 1 EE.

(a) Porcentaje de fenoles totales y taninos condensados. * p < 0,05

MSC Invierno Verano Andeva
interior claro interior claro

Fenoles 89+26 216+23 | 120+32 | 204+24 | F=8,238"

Taninos 25+1,.2 205+39 | 46+24 [ 151+31 | F=17,509"

(b) Porcentaje total de hojas dafiadas por plantula, tasa de crecimiento relativa

de los tallos (TCRy) y porcentaje de sobrevivencia de plantulas de G. avellana.

Cl = con insecticida y Si = sin insecticida. Medias que comparten letras no

difieren significativamente (prueba a posteriori de Tukey, p < 0,05).

Variable Interior Claro

Cli Sl Cl Sl
% total hojas 24+1,1° 2.8+1,3° 2,9 +0,7%® 7,3+ 16"
dafiadas /
plantula
TCRt1 (cm cm™ 0,013+0,010% | 0,007+0,005* | 0,086+0,004° | 0,056+0,008°
mes’')
% plantulas 15%° 52 95° 35°
vivas
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3. Asignacion a biomasa y area foliar especifica
El porcentaje de biomasa asignada a raices vy hojas fue afectada
significativamente por la apertura del dosel en las plantulas de canelo (Andeva,
F Raices = 5,639, 9.1.=2,12;p=0,018y F Hojas = 15,305; g.I. = 2, 12; p = 0,001)
(Anexo 4a). Por el contrario, el porcentaje de biomasa asignado a tallos no fue
afectado por el habitat (F tais = 1,908; g.l. = 2, 12; p = 0,191) (Anexo 4a). La
apertura del dosel afecté en forma significativa la asignacion de biomasa a
raices, hojas y tallos en G. avellana (Andeva, F paices = 19,221; gl. = 2, 12; p=
0,001, F tatios = 7,039; g.l. =2, 12, p = 0,009 y F yygjas = 5,779, g. =2, 12; p =
0,017) (Anex; 4b).(Ambas especies asignaron mas biomasa a hojas en el
habitat de interior del bosque que en el claro del dosel, y lo contrario se observd
con respecto a la asignacion a raices (Anexo 4).

El area foliar especifica (AFE) fue afectada marginalmente por la apertura
del dosel en D. M;inteﬂ (Andeva, F = 2,992; gl. = 2, 24; p = 0,069) y
significativamente en G. avellana (Andeva, F = 3,874; gl. = 2, 24, p = 0,034),
mientras que la estacién del afio no tuvo un efecto signi%icativo en ninguna de
las dos especiesi E! AFE de las pléntulas de canelo fue mayor en el interior,
intermedia en el borde y menor el claro del dosel (Anexo 5a), difiriendo
marginalmente entre los habitats de interior y claro (prueba a posteriori de
Tukey, p = 0,063) (Anexo 5a). Las plantulas de avellano mostraron una

tendencia similar en la misma direccion (Anexo 5b), difiriendo significativamente

solo enfre el interior del bosque y el claro del dosel (prueba a posteriori de
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Tukey, p = 0,027) (Anexo 5b). Ademas, el AFE de las plantulas de G. avellana

siempre fue menor que las de D. winteri en los tres habitats (Anexo 5).
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ANEXO 4. Proporcion de biomasa asignada a raiz, tallo y hojas en plantulas de
Drimys winteri (a) y Gevuina avelfana (b) crecidas en los habitats de interior,
borde y claro del dosel en un fragmento de bosque en el sector norte de la Isla
de Chiloé, X Regién. Se muestran las medias + 1 EE. Barras que comparten

letras no difieren significativamente (prueba a posteriori de Tukey, p > 0,05).
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ANEXO 5. Area foliar especifica (AFE) en plantulas de Drimys winteri @y
Gevuina avellana (b) crecidas en los habitats de interior, borde y claro del dosel
en un fragmento de bosque en el sector norte dé la Isla de Chiloé, X Region. Se
muestran las medias + 1 EE. Barras que comparten letras’ no difieren
significativamente (prueba a posteriori de Tukey, p > 0,05). Las muestras de
hojas fueron tomadas de las mismas plantulas en ambas estaciones, por lo que
éstas constituyen medidas repetidas.
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