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RESUMEN
La fragmentacion que ha sufrido el bosque nativo de Chile debido a la fuerte presion
antrépica ha causado, ademés de la grave pérdida de habitat, la modificacion del
microclima de los parches de bosque remanenie que alguna vez constituyeron un bosque
continuo de especies nativas. Estos cambios generarian respuestas morfologicas,
quimicas y fisioldgicas en plantas capaces de adaptarse a las nuevas condiciones. Este
estudio tiene como objetivo identificar respuestas 2 nivel de las hojas ante el aumento de
radiacién solar y disminucion de agua én suelo que ocurre al interior de los fragmentos.
Para esto utilizamos la especie maqui (Aristotelia chilensis), que crece tanto en
fragmentos como en bosque continuo, y comparamos diversos parametros relacionados
a su morfologia foliar y medimas su repercusion en la capacidad fotosintética de dicha
especie. En términos morfolégicos, se observé una disminucién del 4rea foliar y del
srea foliar especifica en los fragmentos, siendo 1,2 veces menor que €n el bosque
continto. La cantidad de estomas es 1,1 veces mayor en el bosque continuo, atin cuando
la densidad y el 4rea estomética no varian enire ambos ambientes. En los fragmentos el
grosor de la epidermis y del parénquima esponjoso son mas de 1,3 veces la del bosque
continuo, El grosor del parénquima en empalizada no se vio modificado. La cantidad de
nitrégeno en las hojas es 1,2 veces mayor €n ¢l bosque continuo que en los fragmentos,
mientras que €l contenido de carbono 1o varia, La transpiracion en €l bosque continuo
es 1.7 veces mayor que en los fragmentos. Aristotelia chilensis responde morfologica y
fisiolégicamente antes los cambios abidticos, fo que le permite sobrevivir tanto en
ambientes de baja luminosidad como el bosque continuo y en ambientes de alta
juminosidad y bajo contenido hidrico como los fragmentos de ‘bosque, manteniendo

tasas fotosintéticas semejantes en ambos ambientes.
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ABSTRACT
Fragmentation of the Maulino forest implies significant habitat loss, as well as the
modification of the microclimate of the remaining forest patches. Fragments are drier,
hotter znd receive more light then the continuous forest, changes that might modify
morphological, chemical and physiological attributes of individuals triving in forest
patches. This study aims to identify morpho-chemical and physiological changes in
(Aristotelia chilensis), an evergreen tree that grows both in forest fragments and
continuous forest. Its leaves are 1,2 times smaller than in the continuous forest, with a
similar reduction in the specific leaf area, the amount of stomata is 1,1 times larger in
the continuous forest, even though the stomatal density and the stomatic area do not
differ between both environments. In fragments, the thickness of epidermis and the
spongy mesophyll are more than 1,3 times larger that of the continuous forest, the
thickness of palisade mesophyll however, does not differ. The amount of foliar nitrogen
is 1,2 times larger in the continuous forest that in fragments, whereas the carbon content
does not differ. Foliar franspiration in the continuous forest was 1,7 that in the
fragments. Changes depicted by Aristotelia chilensis allows it to survive in
environments of low luminosity as the continuous forest, and in environments of low
water content as the forest fragments, maintaining similar photosynthetic rates in both

environments.




INTRODUCCION
La fragmentacion modifica el hébitat remanente a nivel bidtico y abidtico (Murcia 1995,
Laurance et al. 2002). La intensidad luminica y la temperatura del aire son mayores en
fragmentos de ‘t;osque que en un bosque continuo, mientras que 1a humedad del sueloy
del aire son menores, generando una diferencia de presién de vapor entre las hojas y el
aire mayor en los fragmentos que en el bosque continuo (Kapos 1989, Kapos et al.
1997). Al variar tanto la radiacion solar como el agua disponible para las plantas,
procesos como la fotosintesis y transpiracion foliar pueden ser afectados. Frente a estos
cambios ambientales, las plantas podrian combinar respuestas de tipo demograficas,
morfolégicas, bioquimicas y fistologicas, respondiendo en forma analoga a como lo
harian frente a variaciones ambientales que ocurren naturalmente en distintos habitats

(Harper 1980, Beerling & Chaloner 1993, Mudrik et al. 2003, Ngugi et al. 2004).

Dentro de las respuestas morfolégicas, bioguimicas y fisioldgicas, hojas de una misma
especie desarrolladas en condiciones de alta Tuminosidad, como las que se podrian
enconirar en fragmentos de bosque, tienden a ser mAs gruesas, con parénquima en
empalizada de mayor grosor y mayor cantidad de capas de parénquima esponjoso, lo
que resulta en mayor capacidad fotosintética gue hojas desatrolladas bajo sombra, como
ocurre dentro de un bosque continuo (Givnish 1988, Chazdon & Kaufmann 1993,
Gianoli 2004, Silva et al. 2001). Estas hojas también poseen menor cantidad de
nitrégeno por masa seca y una mayor relacién C/N por acumulacién de carbono, lo que
resulta en una mayor sintesis de compuestos de defensa (Reichardt et al. 1991, Evans &
Poorter 2001, Leal & Thomas 2003). Por otro lado, respuestas foliares como
disminucién en la densidad estomética, cierre de estomas (Beerling & Chaloner 1993,

Llorens et al. 2002), menor rea estomatica (Spence et al, 1986, Franks & Farquhar




2001) y mayor grosor de la epidermis y del tejido fotosintético confieren resistencia a
1as hojas contra la pérdida de agua en situaciones de sequia (Bazzaz 1979, Bazzaz 1990,

Bergmann 2005).

En cambio, especies de érboles expuestos a baja luminosidad, como ocurre en un
bosque continuo, presentan mayor irea foliar especifica que aquellas expuestas a alta
juminosidad (Lusk & Del Pozo 2002) y ia produccién de compuestos basados en el
nitrbgeno en las hojas es mayor (Bvans & Poorter 2001, Lerdan 2002), ambas

modificaciones incrementarian la eficiencia fotosintética (Wong 1991},

Entre todas estas respuestas, el incremento en 1a capacidad fotosintética como respuesta
directa o indirecta a variaciones abibticas ha sido ampliamente estudiada (Sims &
Pearcy 1992, Guarignata & Kattan 2002, Jaimez et al. 2005, Wise & Abrahamson
2005). Sin embargo, pese a la creciente fragmentacion de los habitats naturales
particularmente de bosques (Bustamante & Grez 1995), de un total de 4.185 {rabajos
publicados sobre fotosintesis entre los afios 2000 y 2005, ninguno hace mencién a

respuestas foliares en ambientes fragmentados (base de datos EBSCO Host}.

Ei bosque Maulino es uno de los bosques més escasos y severamente amenazados de
Chile (Dinerstein et al. 1995), entre los afios 1975 y 2000 fue restringido a pequeiios
parches distribuidos en el paisaje (Echeverria et al. 2006). Estos fragmentos de bosque
poseen aproximadamente 5% menos humedad de suelo, mayores temperaturas maximas
diarias del aire y mayor radiacion fotosintéticamente activa que el bosque continuo

(Henriquez 2002, JA Simonetti, datos no publicados).
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Entre las especies asociadas al bosque Maulino -y sus remanentes se encuentra
Aristotelia chilensis, especie siempreverde reconocida por su plasticidad fisiologica
(Lusk 2002}, Ia que se expresa en una distribucién amplia desde la Provincia de Limari
(IV region) hasta la de Aysén (X1 region), tanto en el valle central como en 1os faldeos
de ambas cordilleras, desde cerca del nivel del mar hasta los 2.500 msnm (Rodriguez et
al. 1983, Damascos 1998). A baja luminosidad, 4. chilensis presenta mayor area foliar
especifica que en situaciones de alta luminosidad (Lusk 2002, Lusk & del Pozo 2002),
respuesta foliar que le permitiria crecer en areas abiertas vy bajo el dosel de bosques
(Damascos & Prado 2001). Sin embargo, se desconoce otro tipo de respuestas
morfolégicas y sus consecuencias a nivel fisiolégico en un ambiente donde se conjuga

la sequedad y 1a luminosidad, como ocurre en un bosgue fragmentado.

En este contexto, el objetivo de este trabajo es estudiar en hojas de Aristotelia chilensis
(Mol)) Stuntz (Elacocarpaceae) las respuestas morfo-quinicas a la fragmentacion del
bosque Maulino y su repercusion a nivel fisioldgico. Especificamente, esperamos que
1as hojas de Aristotelia chilensis en fragmentos de bosque exhiban: a) menor érea foliar,
menor érea foliar especifica, menor densidad de estomas, menor drea estomdtica y
menor concentracidn de mitrdgeno con respecto a las hojas det bosque continuo y b)
mayor grosor de hoja y de la epidermis, mayor cantidad de tejido fotosintético
(parénquima en empalizada y esponjoso), y mayor relacién C/N con respecio & las hojas
del bosque continuo. Todas estas respuestas modificarian variables fisiologicas, por To
que hojas de fragmentos debieran presentar una mayor capacidad fotosintética y
eficiencia en el uso del agua, ademas de menor conductancia estomatica y transpiracion

que en bosque continuo.




MATERIALES & METODOS

Sitio de estudio

El bosque Maulino costero se ubica en 1a costa de Ia regién del Maule (entre los 35° 55 i
Sy 37° 20° S) desde los 100 hasta 900 msnm (Fig. 1A). Este bosque alberga especies
endémicas que se encuentran en peligro de extincién, tales como Gomortega keule
{(queule) y Pitavia punciata (pitao). Las especies dominantes son Nothofagus glauca
(hualo), Nothofogus obligua (roble) y Nothofagus alessandrii (ruil) asociados a Perseq
lingue (lingue), Gevuina avellana (avellano), Lithraea caustica (litre) y Aristotelia

chilensis (maqui) (San Martin & Donoso 1996).

El estudio se realizd dentro del Sitio Prioritario Tregualemu, donde se considerd como
#rea de bosque continuo fa Reserva N acional Los Queules, un area protegida de 145 ba
de bosque nativo inmersas en un irea mayor de bosque continuo de 600 ha en total
(Bustamante & Simonetti 2005). En la periferia de la Reserva es posible encontrar
pequeiios parches de bosque Maulino rodeado por plantaciones de Pinus radiata {pino;

Fig. 1B).




PACIFI1C

Fig.1A. Ubicacion geografica del bosque Maulino Costero (zona gris)
en la zona central de Chile y localizacion del Sitio Prioritario
Tregualemu (estrella). Fuente: Donoso et al. (2003).

Fig.1B. Sitio de estudio. Las zonas gris oscuro muestran el bosque
continuo y fragmentos adyacentes utilizados. Otros parches de bosque
nativo se muestran en gris claro y la matriz de plantaciones de pino en
blanco. La linea punteada sefiala los limites de la Reserva Nacional Los
Queules. Fuente: Donoso et al. (2003).




Metodologia

a) Morfologia foliar

Para evaluar €l largo, ancho y érea de las hojas se seleccionaron al azar vemie
individuos de 4. chilensis en el bosque contimuo y veinte individuos en fragmentos de
bosque. En cada individuo se eligieron al azar aproximadamente 23 hojas sanas, con
una muestra total de 925 hojas. El 4rea foliar se estimo mediante un medidor de drea
foliar AM200 (ADC BioScientific®), conun nivel de error en las mediciones de largoy

ancho de + 1% y en las mediciones de area de 2%.

Para evaluar el area foliar especifica se determiné el peso seco de 1as 925 hojas, luego
de ser secadas en homo a 100°C durante 48 horas. Ef drea foliar especifica de cada hoja

se estimé como la razon entre el area de cada hoja y su peso seco (SLA, cm?/g).

Para evaluar el drea estomaética, la densidad y cantidad de estomas se escogieron al azar
cinco hojas por individuo (200 hojas en total) entre todas las hojas empleadas para las
mediciones anteriores. La densidad de estomas se estimé a través de un microscopio
éptico (100X), contando el ndmero de estomas en un didmetro de 400 pm (campo
visual), en tres campos por muestra. La cantidad de estomas por hoja se estimd
multiplicando la densidad de estomas por el area total de cada hoja. El 4rea estomética
se midi6 a partir de fotos digitales, tomadas desde un microscopio 6ptico (400X),
utilizando programa Micromeasure 3.3 en un total de 37 estomas en 15 individuos

fragmentos de bosque y 53 estomas en 20 individuos de bosque contimio.

Para evaluar la anatormia del tejido fotosintético, se escogieron al azar una hoja por

individuo, en cinco individuos de fragmentos y cinco individuos de bosque continuo.




Las muestras fueron fijadas en formaldehido-alcohol-acido acético por 48 horas, luego
fueron colocadas por 2 hr en una bateria de alcoholes de grado ascendente (desde 50°
hasta 100°) y durante 8 hr en terbutanol. Una vez deshidratadas, cada muestra fue
incluida en Paraplast para realizar cortes histolégicos con un micrétomo, y finalmente
tefiidas con safranina “fast-green” (Montenegro & Riveros de la Puente 1977). El ancho
de la epidermis superior ¢ inferior, del parénquima en empalizada, la cantidad de capas
de parénquima esponjoso y €l porcentaje de espacio intercelular en esta zona, se estimo

a través de observaciones con microscopia dptica (300X).

b) Contenido foliar de nitrogeno y carbono

Para determinar la concentracion de nitrégeno y de carbono foliar, se colectaron al azar
cinco hojas por individuo, en veinte individuos del bosque continuo y veinte individuos
de los fragmentos. El porcentaje de carbono orgénico por peso seco se estimo a través
de combustion htimeda y determinacién colorimétrica al cromato reducido segin
Sadzawka et al. (2004). El porcentaje de nitrégeno en las hojas se estimé con el método

de semimicro Kjeldzhl y nesslerizacion directa, segim Longeri et al. (1979).

¢) Intercambio de gases

Para evaluar la tasa fotosintética instantinea (expresada en umol COq m? s7),
transpiracion (p.moi H,0m?s), conductancia estomatica (mmol m?2s") y uso eficiente
del agua (umol COyzfuumol Hz0), se utilizd un analizador de mtercambio gaseoso
infrarrojo (IRGA) CIRAS T (PP Systems Haverhill, MA). Estas mediciones se
realizaron en una camara hermética que permite capturar una parte de la hoja (2,5 cm-z),
area desde 1a cual se estimé el intercambio gaseoso. Durante Octubre (Primavera, 2005)

se realizaron las mediciones utilizando una fuente de luz de timgsteno alimentada por




una bateria, lo que permitié trabajar con una PPFD (Photosynthetic Photon Flux
Density) de 100 pmol m” s, Se seleccionaron al azar nueve arboles dentro del bosque
continuo y cuatro érboles de un fragmento, en cada uno se escogié una hoja sana (sin
sefia de herbivoria o infeccién) sobre la cual se estimé el intercambio gaseoso (Lusk

2002).




RESULTADOS

1) Morfologia foliar

Las hojas de arboles ubicados en fragmentos son 1,2 veces més corttas, con 1,2 veces
menor 4rea foliar y 1,2 veces menor SLA que aquellas de bosque continuo (Tabla 1). En
cambio, el peso y ancho de las hojas no presentan ninguna diferencia significativa entre
ambos hébitats (Tabla 1). El érea estomatica, al igual que la densidad de estomas
(ntumero de estomas por mm?), no difiere significativamente enire fragmentos de bosque
y bosque continuo (Fig. 2), mientras que fa cantidad promedio de estomas por hoja es
1,1 veces menor en individuos de fragmentos gue en individuos de bosque continuo
debido at menor tamafio de las hojas de fragmentos (Tabla 1). El grosor de 1a epidermis
superior en hojas de fragmentos es 1,4 veces la del bosque continuo y el grosor de la
epidermis inferior sélo 1,1 veces. E1 nfimero de capas de parénquima esponjoso es 1,6
veces mayor en los fragmentos, por Io que el porcentaje de espacio intercelular es 1,9
veces mayor en las hojas del bosque continuo que en los fragmentos. El grosor del
parénquima en empalizada no exhibi6 diferencias estadisticas significativas entre ambos
ambientes, y el grosor de las hojas en los fragmentos es 1,2 veces mayor que en el

bosque continuo (Tabla 1, Fig. 3).

b) Contenido foliar de nitrégeno y carbono

Fl porcentaje de nilrégeno por peso seco €s 1,2 veces menor en las hojas de los
fragmentos que en hojas del bosque continuo. Sin embargo, el porcentaje de carbono no
difiere entre las hojas de ambos ambientes. Por 1o tanto, la relacién C/N es 1,4 veces

mayor en los fragmentos (Tabla 2).




c) Intercambio de gases

La tasa fotosintética neta y el uso eficiente del agua entre hojas de fragmentos y bosque
continuo no difieren, atn cuando los datos se multiplican por el 4rea total de la hoja. La
tasa de transpiracion difiere significativamente s6lo cuando los datos fueron
multiplicados por el area total de la hoja y es 1,7 veces menor en hojas de fragmentos
que en hojas del bosque continuo. La conductancia estomdtica no presenta diferencias

significativas entre hojas de fragmentos'y hojas de bosque continuo (Tabla 3).

Figura 2: Fotos de estomas de Aristotelia chilensis observados en
microscopio 6ptico (400X). Se observa diferencia de largo en células
guardianas, pero no asi del drea de intercambio gaseoso. Estoma de hoja de
fragmento de bosque (izquierda) y estoma de hoja de bosque continuo
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Epidermis

adaxial
Parénquima
en empalizada
Parénquima ; ;
esponjoso Epidermis
abaxial

Fragmento Bosque Continuo

Figura 3. Corte transversal de hoja (300X) de Aristotelia chilensis en
fragmentos v/s bosque continuo. Se observa el mayor grosor de ambas
epidermis y la mayor cantidad de parénquima esponjoso en la hoja de
fragmento.
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DISCUSION
La fragmentacion del bosque Maulino provoca cambios ambientales en los fragmentos
de bosque en comparacién con el bosque continuo, Estas diferencias podrian implicar la
sobrevivencia solo de aquellas especies capaces de responder a los cambios ambientales
a través de modificaciones en su morfologia y su fisiologia, las que le permitirian
maximizar la captura de energia, obteniendo mayor cantidad de recursos pama
reproduccién (Givnish 1988). Por gjemplo, sobrevivir en un ambiente de baja humedad
ambiental implica para las plantas un compromiso entre lograr una tasa fotosintética
ptima con el mayor ahorro posible de agua, maximizando su uso eficiente (Roelfsema
& Hedrich 2005) y para aquellas plantas capaces de sobrevivir en ambientes de baja
tuminosidad implica incrementar Ia captora de energia por tnidad de biomasa, por 1o

que maximizan su 4rea foliar {Lusk 2004).

Aristotelia chilensis es una especie plastica. En fragmentos de bosque 4. chilensis
disminuye la pérdida de agua reduciendo su superficie foliar, engrosando sus hojas,
ambas epidermis foliares y aumenta la cantidad de capas de parénquima esponjoso. Al
poseer menor area foliar, se reduce la cantidad de estomas en comparacién con las hojas
del bosque continuo. Todos estos cambios se reflejan en la menor transpiracion por drea
total de las hojas de fragmentos de bosque comparado con ¢l bosque continuo. En
cambio, A. chilensis en bosque continuo produce hojes més delgadas pero de mayor
area que aquellas de fragmentos, lo que le permite captar la mayor cantidad de luz
posible en un ambiente donde la radiacién solar es baja. AdemAs las hojas de bosque
continuo concentran una mayor cantidad de nitrdgeno que hojas de fragmento, lo que

permite una mayor sintesis de enzimas para maximizar la capacidad fotosintética.
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Todas estas Tespuestas contrastantes enire un tipo de ambiente y el otro coinciden con
las esperadas. Sin embargo, rasgos cOmO densidad de estomas, éarea estomaética,
capacidad fotosintética, conductancia estomitica y uso eficiente del agua no mostraron
diferencias significativas entre hojas de fragmentos de bosque y hojas de bosque
continuo. Ello podria interpretarse como una falta de regulacion estomética, debido a
que los valores de estrés hidricos son moderados (Gulias et al. 2004), por 1o que
predominan aquellas respuestas no-estomaticas, como reduccién de area foliar. Por otra
parte, la ausencia de diferencias significativas en los caracteres fisiolégicos podrian
deberse al niimero muestral bajo y/o al desbalance del disefio Io que resulta en una alta
varianza de los resultados. Sin embargo, los tamafios de muestra son similares a los
empleados por Lusk & del Pozo (2002) para analizar capacidad fotosintética en especies
chilenas, incluyendo A. chilensis, lo que sugiere que las ausencias de diferencia serian

un fendbmeno biologico y no estadistico.

Los cambios en las hojas de A.chilensis le permiten maximizar la captura de energia en
ambos ambientes. Si una planta va ser exitosa en ambientes estresantes, debe poseer
algtm grado de “resistencia” (Lambers et al. 1998). Resistencia o plasticidad que ha
Hlevado a A. chilensis a sobrevivir en un hébitat con poca luz y mucha agua como el
bosque continuo, y en uno con mucha luz y poca agua como los fragmentos de basque.
La plasticidad de A. chilensis apoya 1a hipdtesis de Bustamante et al. (2005), quienes
plantean que en un futro proximo 4. chilensis seria una de las especies dominantes de
los fragmentos de bosque. La capacidad de lidiar con las variaciones ambientales le

permitiria sobrevivir a los cambios.
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Respuestas similares, exhibe Deschampsia Antarctica. Al estar sometida a condiciones
mhs secas presenta hojas de caracteristicas xerofiticas, y no ast sus clones en
condiciones de laboratorio mds mésicas (Romero et al. 1999). De igual forma
individuos de Colliguaya odorifera. creciendo en laderas de exposicion norie —que
reciben mayor cantidad de luz, son més secas y calientes, poseen caracteristicas mas
xéricas que conespecificos creciendo en laderas de exposicién polar —que reciben menos
luz, son més frias y himedas (Montenegro & Riveros de la Puente 1977). Ademas,
Colliguaya odorifera también presenta respuestas en la demografia foliar, exhibiendo
periodos de emergencia de hojas més largos en condiciones de mayor disponibilidad de
agua (Serey et al. 1987). Por otro tado, la produccién de hojas en A. chilensis no
muestra diferencias significativas entre individuos creciendo en bosques y fragmentos,
mientras que la sobrevivencia de hojas es mayor en fragmentos de bosque solamente en
la primera cohorte (Vasquez et al. en prensa.). Asimismo, enire las 26 especies
siempreverdes de los bosques de Chile que han sido estudiadas, al menos la mitad
manifiesta un nivel intermedio de tolerancia a la sombra y un amplio rango de
germinacion (Figueroa & Lusk 2001, Lusk 2002), lo cual -al igual que ocurre en 4.
chilensis- demuestra su plasticidad. Estas especies debieran ser analizadas en cuanto a
sus respuestas morfologicas como fisiologicas en ambientes fragmentados, ya que estas
respuestas podrian explicar, al menos parcialmente, Ia permanencia, invasidn o
extincién local desde los fragmentos del bosque nativo (cf. Bustamante et al. 2005).
Esta informacién es fundamental para disefiar e implementar reforestacién y manejo de
estrategias efectivas para el bosque nativo, incrementando ademas la comprension de la

ecologia de los bosques.
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Permanece pendiente determinar si las respuestas aqui observadas corresponden a
fenotipos “aclimatados™ o mas bien a genotipos “adaptados” a través de experimentos
de crecimiento o andlisis genéticos, lo que nos ayudaria a comprobar si estos cambios
observados en 4 .chilensis quedarén fijos en el tiempo o seguira respondiendo frente a

otros cambios que se presenten en el futuro.
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