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RESUMEN

Cryptocarya alba (Mol.) Looser, es una especie arborea presente en el matorral
de Chile central, la cual ocupa principalmente habitats mésicos. Como la mayoria de las
especies lefiosas del matorral, ésta tiene la capacidad de rebrotar vigorosamente, a partir
del lignotuber, después que la vegetacion ha sido afectada por el fuego, coincidiendo con
un periodo desfavorable para el crecimiento vegetativo de las plantas (alta radiacion
solar, alta temperatura y escasa disponibilidad de agua).

Los rebrotes provienen de yemas situadas en el lignotuber, el cual corresponde a
una seccién del tronco principal, ubicada bajo el suelo. Muchas plantas de clima
Mediterrdneo acumulan carbohidratos en esta estructura y la cantidad de ellos asi como
la disponibilidad de agua y recursos del suelo, podrian considerarse factores importantes
en controlar la respuesta de rebrote por parte de los arbustos quemados.

Después de un incendio, desaparece la cobertura vegetal, quedando todas las
especies con capacidad de regenerarse vegetativamente, sometida a condiciones
semejantes de humedad relativa, viento, radiacion solar y temperatura.

Los organos fotosintéticos generados después de un incendio deberdn ser capaces
de maximizar ld fotosintesis, adecuando su morfologia y fisiologia a las limitaciones
impuestas por el medio ambiente fisico, de manera tal que permitan establecer un
equilibrio satisfactorio entre la pérdida de agua y la ganancia de CO; con el fin de
obtener la energia suficiente para crecer.

En este trabajo se determiné la dinamica de crecimiento de C. alba, se cuantifico

el contenido de carbohidratos del lignotuber y se analizé los caracteres morfol6gicos de




las hojas de esta especie, durante su rebrote post-fuego y durante su periodo normal de
crecimiento, en una zona de matorral de la V Region del pais.

Los resultados muestran que las reservas de carbohidratos del lignotuber de
arboles quemados disminuyen durante el primer perfodo de rebrote post-fuego al ser
utilizados en la respuesta de rebrote, pero estas reservas también son utilizadas en otros
procesos del desarrollo de la planta en los drboles no quemados. Por otro lado, las hojas
adultas provenientes de los rebrotes post-fuego son més gruesas, desarrollan un
parénquima en empalizada de mayor grosor y su epidermis inferior presenta un mayor
numero de estomas por unidad de superficie con relacién a las hojas adultas formadas

durante el periodo normal de crecimiento.




ABSTRACT

Cryptocarya alba (Mol.) Looser, is a tree of the matorral of central Chile,
occupying mainly mesic habitats. Like most of the species of the matorral, it has the
capacity to resprout vigorously from the lignotuber after the vegetation has been
affected by the fire, in an unfavorable period for vegetative growth (high solar radiation,
high temperature and little availability of water).

Resprouts come from buds located in lignotuber, which corresponds to a section
of the main trunk, located under the ground. Many Mediterranean climate plants
accumulate carbohydrates in this structure; the amount of carbohydrates as well as the
availability of water and resources of the ground, could be considered important factors
in controlling the answer of resprout on the part of the burned shrubs.

After a fire, plant cover disappears, with only species with capacity to regenerate
vegetative remaining under similar conditions of relative humidity, wind, solar radiation
and temperature. The photosynthetic organs produced should maximize photosynthesis,
adapting their morphology and physiology to the limitations imposed by the physical
conditions, so as to establish a satisfactory balance between the loss of water and CO;
gain, and accumulate sufficient resources to grow.

In this research the dynamics of growth of C. alba were determined.
Carbohydrate content of the lignotuber and morphological characteristics of the leaves
were analyzed for the species during post-fire resprout and its normal period of growth,

in matorral zone of the V Region of the country.




The results show that the carbohydrate reserves of lignotuber of burned trees
diminish during the first period of post-fire resprout, but these reserves also are used in
other processes of plant development in nonburned trees. On the other hand, the adult
leaves originating in the post-fire resprouts are thicker, develop parenchyma of greater
thickness and have a greater numbers of stomata by unit of surface on the lower leaf

surface in relation to the adult Jeaves formed during the normal period of growth.




INTRODUCCION

La zona central de Chile presenta un clima de tipo mediterrdneo caracterizado
por un invierno con lluvias frecuentes, bajas temperaturas y baja radiacién solar y por
un verano con un periodo de sequia variable y alta radiacién solar (Di Castri, 1968; Di
Castri y Hajek, 1976; Hobbs y col., 1995).

El matorral es la vegetacion esclerdfila arbustiva natural que crece en la regién
mediterranea semi-arida de Chile Central, entre los 32° y 36 ° S (Arroyo y col., 1995).
Esta vegetacion estd adaptada a un ambiente severo, que incluye un perfodo extenso de
sequia, vientos desecadores y baja disponibilidad de nutrientes en el suelo (Aljaro v
Montenegro, 1981; Miiler, 1981; Montenegro y col., 1989). Estd compuesta por un
estrato arbustivo de especies siempreverdes de hojas esclerdfilas y deciduas de verano
de hojas malacéfilas (Montenegro y col., 1979, 1981) y un estrato herbdceo estacional
compuesto por terdfitas y gedfitas. Segin Miller (1981), nueve especies dan cuenta del
50% de la cobertura relativa en el matorral de Chile central: Lithrea caustica, Colliguaja
odorifera, Cryptocarya alba, Trevoa trinervis, Satureja gilliesii, Quillaja saponaria,
Baccharis rosmarinifolia, Flourencia thourifera y Kageneckia oblonga. Algunas
especies predominan en laderas de orientacién polar y fondos de quebradas (Peumus
boldus, Cryptocarya alba) y otras en laderas de orientacién ecuatorial (Colligugja

odorifera, Lithrea caustica).

Los arbustos del matorral tienden a crecer menos densamente en las laderas de
orientacion ecuatorial, donde los espacios abiertos entre los conjuntos de arbustos y
plantas suculentas caracterizan el paisaje (Fuentes y Mufioz, 1995). Sélo en las laderas
mas hiimedas y sombrias de orientacion polar los conjuntos de arbustos se sobreponen

produciendo una cubierta més cerrada. También existe variacion en la diversidad,




dominancia y cobertura de las especies a lo largo de un transecto altitudinal desde la
costa hacia los 2.200 m sobre el nivel del mar en la Cordillera de los Andes (Montenegro
y col., 2002).

La larga historia de ocupacion humana en esta zona ha modificado
profundamente el paisaje natural y ha reducido el area ocupada por vegetacién nativa
(Fuentes y col., 1990, 1995). Hoy en dia el 80% de la poblacion chilena vive entre la V y
Ia IX regiones, concentrandose también en esta zona la actividad agricola y forestal, lo
que ha implicado la utilizacién de la vegetacién como recurso para lefia y carbon y el
reemplazo de la flora nativa por campos de cultivo, pastoreo y por plantaciones de pinos
y eucaliptos. (Montenegro, 1986; Montenegro y col., 1988; Arroyo y Cavieres, 1997).

Otra importante perturbacién asociada a la accidén antrépica se relaciona con los
incendios forestales (Araya y Avila, 1981; Avila y col., 1981, 1988; Muifioz y Fuentes
1989; Villasefior y Saiz, 1993; Armesto y col,, 1995; Fuentes y Mufioz, 1995; Keeley,
1995). Aunque el fiuego es un disturbio natural importante, que ha jugado un rol
preponderante y prolongado en Ia ecologia y evolucion de las floras mediterraneas, con
excepcion del matorral de Chile Central, este rol ha sido modificado como consecuencia
de las actividades humanas en estos ecosistemas (Montenegro y col., 2002).

Los incendios naturales son mucho menos comunes en Chile que en otras
regiones mediterraneas como California, €l sur oeste de la provincia del Cabo, el sur
oeste de Australia y la cuenca del Mediterrdneo (Aschmann y Bahre, 1977; Keeley y
Johnson, 1977; Araya y Avila, 1981; Avila y col., 1988; Aschmann, 1991). La literatura

indica que los incendios son esencialmente el resultado de causas humanas en Chile




Central ya que los incendios naturales, producidos por rayos o tormentas eléctricas son
raros y estan ausentes en los registros oficiales (Montenegro y col., 2002).

Segiin Montenegro y col. (2002), la frecuencia de incendios ha aumentado
dramdticamente durante el periodo 1963-1998 (500 incendios para 1963-1964 a 5.500
incendios para 1997-1998), estando estrechamente relacionada con el rapido crecimiento
de la poblacion, producido en Chile Central, durante el mismo perfodo de tiempo.

Por otro Iado, la mayor superficie quemada corresponde a vegetacion nativa, lo
que puede ser el resultado de la alta presion humana sobre 4reas de matorral, como por
ejemplo, expansion urbana y agricola sobre ecosistemas naturales y usos 1mas
diversificados de édreas silvestres, con mas alto riesgo de fuego.

La mayor frecuencia de incendios coincide, también, con la etapa fenolégica de
floracién de la mayorfa de las especies lefiosas del matorral, produciendo un efecto
inmediato en el potencial reproductivo de las plantas, el cual persiste incluso pasados
dos afios de producido el incendio, provocando que las plantas afectadas por el fuego,
no produzcan médulos reproductivos (Montenegro y col., 1989; Ginocchio y col., 1994).

Los incendios producen perturbaciébn a nivel de paisaje al aumentar la
heterogeneidad espacial de la vegetacion y la fragmentacion de habitats; a nivel de
comunidad, ya que algunas especies se ven afectadas negativamente y otras aumentan su
abundancia; y a nivel de organismos, ya que cambios en algunos factores abibticos
debido al fuego, pueden producir nuevos estrés en las plantas (Montenegro y col., 1996).

Los caracteres adaptativos de las plantas lefiosas como respuesta al fuego son
mis diversos y complejos que los que presentan otras formas de crecimiento. Las

respuestas bésicas que pueden presentar las plantas lefiosas para recuperarse después de




un incendio son: regeneraciéon vegetativa a partir de yemas ubicadas en una estructura
subterranea (lignotuber) o yemas epicérmicas ubicadas en los tallos y/o regeneracién
sexual debido a la floracion, liberacion de semillas o germinacion estimulada por el
fuego (Hanes, 1971; Keeley y Johnson, 1977; Montenegro y col., 1983; Keeley, 1986).
Casi todas las especies lefiosas del matorral de Chile central rebrotan después del fuego,
pero fallan en reclutar plantulas en el ambiente post-fuego (Cody y Mooney, 1978;
Araya y Avila, 1981; Montenegro y col., 1983; Ginocchio y col.,, 1994). Las plantas que
pueden o no rebrotar después del fuego y restringen el reclutamiento de plantulas al
ambiente post-fuego mediato o inmediato estdn pobremente representadas por algunas
especies como Trevoa trinervis, Muehlenbeckia hastulata y Baccharis spp. (Araya y
Avila, 1981; Keeley, 1995).

Montenegro y Ginocchio (1995) encontraron que un cardcter ecomorfologico
comiin, presente en las plantas lefiosas que rebrotan después del fuego, es el desarrollo
de un tallo lignificado subterraneo, €l lignotuber.

El lignotuber corresponde a una seccion del tallo principal, ubicado en la unién
de éste con la rafz, este Organo, presenta un mayor mimero de capas de células
parenquimiticas que el tallo principal, con gran cantidad de almidén y yemas
epicormicas almacenadas o por diferenciarse (Montenegro y col,, 1983). Tales yemas
son capaces de brotar después que las estructuras aéreas mueren, consumidas por el
fuego o removidas por medios mecanicos, regenerando la parte aérea de la planta.
Aunque el lignotuber no haya sido el resultado de una presion selectiva por fuego,

puede haber sido el resultado de la estacionalidad en el clima (Montenegro y Ginocchio,




1995) y por ésto representa una “pre-adaptacién” a los incendios producidos por el
hombre.

El lignotuber es un cardcter ontogenético adaptado a iniciar su desarrollo
temprano en el crecimiento de la plantula (Wells, 1969; Montenegro y col., 1983). La
capacidad de respuesta difiere entre las especies, en la proporcion de individuos que
exhiben la respuesta y en la cantidad de follaje que producen (Ginocchio y col., 1994) y
el rebrote puede ocurrir inmediatamente después de un incendio, independientemente de
Ia estacion del afio. Parece ser que la capacidad de rebrote desde el lignotuber, se
relaciona con la edad de la planta y por ésto con la edad de la estructura subterrdnea.
Plantas de mayor edad tienen lignotuber mas grandes y una capacidad mayor de rebrote,
Io que puede ser debido a una mayor capacidad de reserva de almidoén en las células
parenquimaticas de este érgano (Montenegro y col., 1996). Parece ser también, que en
las plantas que sobreviven a un incendio, el tamafio de la planta es un factor importante
que explica el vigor del rebrote (Lloret y col., 1999).

Montenegro y col. (1996), considera que los vigorosos rebrotes de algunas
especies estan relacionados con la cantidad de parénquima cortical presente en los tallos
mas viejos y en ¢l lignotuber. El contenido de carbohidratos de esta estructura asi como
la disponibilidad de agua y recursos del suelo, han sido considerados factores
importantes en controlar la respuesta de rebrote por parte de arbustos quemados. El
contenido de carbohidratos alcanza valores de 4,5 a 10,2% del peso seco del lignotuber
en Erica australis, un arbusto de la zona mediterranea de Espafia, siendo el almidon la
fraccidn cuantitativamente mas importante, el cual decrece durante la primavera y el

verano (Cruz y Moreno, 1997a, 1997b, 1997¢c, 2001). Experiencias realizadas con la
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misma especie muestran que los niveles de carbohidratos en el lignotuber son
normalmente muy altos y que afectan la respuesta de rebrote solamente cuando ellos se
encuentran a niveles muy bajos, mucho mas de los usualmente registrados en terreno
(Cruz y Moreno, 1997b). Existe evidencia que la disminucion estacional de los
carbohidratos puede afectar fuertemente la capacidad regenerativa de Ia planta (Rundel y
col., 1987). La utilizacién de las reservas de carbono del lignotuber para rebrotar luego
de una perturbacién importante invocada en algunos estudios, proviene de experiencias
realizadas en otras zonas de clima mediterrdneo, pero ningin estudio que revele el
comportamiento de los carbohidratos del lignotuber, después de un incendio, se ha
realizado en la zona de clima Mediterraneo de Chile.

Después de un incendio de alta intensidad, se elimina la cobertura vegetal y la
estructura de la comunidad desaparece, quedando todas las especies sobrevivientes y su
potencial biomasa de regeneracién sometida a condiciones medicambientales
semejantes, en una época del afio (verano), en la cual Ia radiacion solar media y la
temperatura alcanzan valores muy altos, mientras que la humedad relativa valores muy
bajos y la precipitacion es nula (Miller, 1981). A pesar de estas condiciones ambientales
adversas, la mayoria de las especies arbustivas tienen la capacidad de rebrotar vigorosa
y répidamente después de un mes de haberse producido el incendio (Araya y Avila,
1981; Montenegro y col., 1983, 1996).

Las variables climéaticas son factores importantes en la vida de las plantas ya que
definen sus limites de sobrevivencia y sus drea de distribucién. Su naturaleza sésil, las
hace susceptibles a las variaciones del ambiente. Como consecuencia, han evolucionado

respuestas morfoldgicas, fisioldgicas y del desarrollo que alivian los efectos deletéreos
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de los cambios ambientales tales como el frio, la sequia y la privacién de nutrientes,
mejorando la eficiencia con la cual son usados los rescursos potencialmente limitados.
(Walters y col., 1999).

En los climas mediterraneos son varios los estrés que limitan el desarrollo y la
sobrevivencia de las plantas. En la zona central de Chile la disponibilidad de agua y las
temperaturas restringen su crecimiento a los meses de primavera, mientras que la
escasez de precipitaciones, las altas temperaturas y el estrés hidrico de los meses de
verano, producen el cese de los procesos de crecimiento. Por lo tanto, los rebrotes
producidos, como respuesta de regeneraci6n vegetativa, por las plantas lefiosas afectadas
por un incendio, justamente en el verano, cuando normalmente se encuentran en un
periodo de receso vegetativo, debieran adoptar estrategias morfolégicas y fisiologicas
que les permitan mantener y optimizar el balance de agua y carbono frente a la sequia
estacional.

Segtin Montenegro y col. (1981), el desarrollo de caracteristicas xeromorficas en
los 6rganos de las plantas que crecen bajo condiciones dridas o semidridas, se atribuye
fundamentalmente a factores como estrés hidrico y alta intensidad luminica.

Las plantas pueden responder a estos factores alterando la estructura interna del
tejido fotosintético tales como la cantidad y distribucion de los tejidos en empalizada y -
esponjoso como también su estructura externa.

Las hojas expuestas al sol tienden a ser méas gruesas (Montenegro y col., 1981;
Poblete y col., 1991; Jansen y col, 1998), con un tejido en empalizada altamente
desarrollado, permitiendo un aumento de la fotosintesis por unidad de drea fotosintética

(Montenegro y col,, 1981; Poblete y col., 1991; Silva y col., 2001). Presentan ademas,
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grandes cantidades de ceras en su superficie, contribuyendo a aumentar los valores de
resistencia cuticular a la pérdida de agua (Silva y col., 2001). La cuticula puede ademas
contribuir al balance energético por reduccién de la radiacién neta y aumento de la
reflectancia. (Silva y col., 2001).

Si bien un mayor nimero de estomas por unidad de superficie, en estas hojas,
puede disminuir Ia resistencia al flujo gaseoso de agua, el comportamiento de los
estomas durante el estrés hidrico y la presencia de una cuticula altamente eficiente son
probablemente los caracteres que permiten sobrellevar las severas condiciones de sequia
(Mooney y Kumerow, 1971; Keith y Buckley, 2000).

Las variaciones en la anatomfa del tejido fotosintético como su grosor, la
pubescencia, las dimensiones celulares y Ia relacion entre la superficie de las paredes
celulares del clorénquima y la superficie exterior sirven a la planta como adaptaciones a
medios calurosos y secos (Silva y col., 1999).

Por lo tanto, para que las plantas puedan regenerarse vegetativamente y lograr
una elevada produccion de biomasa, después de un incendio, en verano, a partir de
rebrotes desde el lignotuber y/o de yemas epicormicas protegidas bajo la corteza,
cuando la sequia, la radiacion y la temperatura son factores que podrian directamente
limitar la asimilacion de CO» y cuando normalmente se encuentran en receso vegetativo,
deberan desarrollar estrategias que permitan iniciar la respuesta de rebrote y mantener el
crecimiento de los tallos en este periodo desfavorable para el crecimiento.

En la zona Mediterranea de Chile Central, no existen estudios morfofisiologicos

que permitan comprender estas estrategias de regeneracion post-fuego. Por ello, resulta
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necesario ¢ interesante realizar estudios en esta drea, que permitan responder
interrogantes relacionadas con las respuestas de rebrote luego de esta perturbacion.

Cryptocarya alba, es una de las especies, presentes en el matorral, que tiene Ia
capacidad de rebrotar vigorosamente después del fuego (Araya y Avila, 1981; Villasefior
y Saiz, 1993; Montenegro y col., 2002). Es un arbol, siempreverde, con un perfodo de
crecimiento vegetativo que comienza en octubre y termina en diciembre (Montenegro,
1987). Se desarrolla preferentemente en quebradas y valles himedos y sombrios,
encontrandose también en terrenos expuestos a fuerte insolacion, pero con cierto grado
de humedad (Rodriguez y col., 1983).

Sus hojas son consideradas esclerofilas (Montenegro y col, 1981). Presenta
grandes fluctuaciones en sus potenciales hidricos durante el afio y las tasas de
transpiracién que son bajas en invierno, aumentan gradualmente en primavera
(Montenegro y col.,, 1980). La capacidad de esta especie de rebrotar luego de un
incendio es notable, teniendo en cuenta que es una especie que ocupa habitats mésicos y
que lnego de un incendio se encuentra enfrentada a una alta radiacion solar y a
condiciones adversas de disponibilidad de agua, lo que provoca potenciales hidricos
altamente negativos y bajas tasas transpiratorias, todos ellos factores ambientales
adversos para el crecimiento de las plantas. El estudio de respuestas morfologicas y
fisioclogicas para poder crecer bajo estas condiciones y recuperarse luego de esta
perturbacion, como es el caso de Crypfocarya alba contribuird a la comprension de los
procesos que permiten a muchas especies del matorral de Chile Central recuperarse

después de fuego.
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Hipdtesis 1

Las reservas de carbohidratos acumuladas en el lignotuber de Cryplocarya alba, en el
matorral de Chile Central, disminuirdn después de un incendio, al ser utilizadas en la
formacion de nuevas ramas al comienzo de la regeneracion post-fuego, en comparacion
con aquellas de individuos de la misma especie, no afectados por el fuego, durante la

estacidn normal de crecimiento

Hipbétesis 2

Las hojas adultas de los rebrotes de Cryptocarya alba, producidos desde el lignotuber,
después de un incendio, en el matorral de Chile Central, presentaran cuticulas, hojas y
parénguima en empalizada de mayor grosor y mayor frecuencia estomdtica, en
comparacién a las hojas de individnos de la misma especie, no afectados por el fuego,

desarrolladas durante la estacién normal de crecimiento
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Objetivo general
Analizar el contenido de carbohidratos del lignotuber y los caracteres morfolégicos de
las nuevas hojas de Cryptocarya alba, durante el rebrote post-fuego y durante el perfodo

normal de crecimiento, en el matorral de Chile Central.

Objetivos especificos

1. Determinar la dindmica de crecimiento de la especie en estudio a través del
incremento de drea foliar, durante el periodo normal de crecimiento y durante el
rebrote post-fuego.

2. Cuantificar el contenido de almidén y de azicares solubles en el lignotuber de
los 4rboles de la especie estudiada, en condiciones normales de crecimiento y
durante el rebrote post-fuego

3. Comparar caracteres morfolégicos foliares en la especie estudiada (grosor de
cuticula superior, hojas y parénquima en empalizada y frecuencia estomética de
epidermis inferior), en condiciones normales de crecimiento y durante el rebrote

post-fuego.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El estudio fue realizado en una comunidad mésica de matorral dominado por
Lithrea caustica (Mol.) H. et A. y Cryptocarya alba (Mol.) Looser ubicada en las
laderas de orientacion S-E de la Cordillera de la Costa, a los pies del Cerro La Campana
(V Regidn), a 110 Km al norte de Santiago, en la Reserva Ecoldgica Oasis de La
Campana (32° 59° Sy 71°01° O)y a una altitud de 684 m sobre el nivel del mar.

La region presenta un clima de tipo Mediterraneo, caracterizado por un déficit
hidrico de 6 a 9 meses durante el afio. Las precipitaciones se producen en forma de
lluvia, con una media anual de 387,2 mm, concentradas en los meses mas frios. La
temperatura maxima media del mes mas célido es de 29,1 °C y la temperatura minima
media del mes mas frio es de 2,9 °C (di Castri y Hajek, 1976).

Las variables climaticas de la regién en donde se realizé la investigacion, durante
el periodo de estudio se presentan en las Figuras 1, 2 y 3.

En este lugar ocurrié un incendio de gran intensidad, el dia 23 de diciembre de
1998, el cual abarcd una superficie de 800 ha y tuvo una duracién de 2 dias. Segin
antecedentes proporcionados por el administrador de la reserva, no se han producido

mcendios en el sitio de estudio, por lo menos durante los tltimos 40 afios.




Precipitacion total mensual (mm)

Figura 1

Promedio mensual de
temperatura media diaria (°C)

Figura 2
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Figura 3 Promedio mensual de radiacién global de Valparaiso desde diciembre de

1998 a enero de 2000 (Laboratorio de Evaluacién Solar, UTFSM).

En el sitio de estudio se establecié dos sectores de estudio: uno de ellos ubicado
en la zona afectada por el incendio (sector incendiado) y el otro, separado
aproximadamente por 2,5 Km, en una zona no afectada por el incendio (sector no

incendiado), de similar topografia, exposicion y vegetacion.

Especie estudiada

La especie estudiada fue Cryprocarya alba (Mol.) Looser. Se eligid individuos
que presentaran una edad similar (entre 26 y 31 afios), determinada mediante el conteo
de anillos de crecimiento en muestras de madera obtenidas mediante un taladro de

incremento, desde el tronco de los arboles, a la altura del pecho.
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Metodologia

Luego de ocurrido el incendio, se comenzé a visitar el sector incendiado cada 15
dias con el propdsito de estudiar la zona y visualizar los primeros signos de
regeneracion, los cuales comenzaron a aparecer a mediados de febrero (14 de febrero de
1999, primer muestreo). A partir de esta fecha, mensualmente, se realizé los siguientes
muestreos: segundo muestreo, marzo; tercer muestreo, abril; cuarto muestreo, mayo;
quinto muestreo, junio, Para los pardmetros morfolégicos se comenzo a muestrear en
marzo (primer muestreo) y se prosiguio, mensualmente, por el resto del perfodo
(segundo muestreo, abril; tercer muestreo, mayo; cuarto muestreo, junio). La razén para
comenzar en marzo con el estudio de los pardmetros morfoldgicos fue que se deseaba
seguir el desarrollo de hojas con caracteristicas promedio y no de hojas basales de los
rebrotes, ya que éstas generalmente no se desarrollan adecuadamente y quedan ocuitas,
en la base de los tallos, por gran mimero de ramas y hojas.

En el sector no incendiado, se siguid un procedimiento similar. A finales de
septiembre (25 de septiembre de 1999), comenzaron a desarrollarse las primeras yemas,
correspondiendo esta fecha al primer muestreo, continuando, mensualmente, hasta enero
de 2000 (segundo muestreo, octubre; tercer muestreo, noviembre, cuarto muestreo,
diciembre; quinto muestreo, enero). Por la misma razén anterior, los muestreos para los
parametros morfologicos se comenzaron en octubre (primer muestreo) y se prosiguid
mensualmente, hasta el final del periodo (segundo muestreo, noviembre; tercer

muestreo, diciembre; cuarto muestreo, enero).
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1.  Incremento de drea foliar {dinamica de crecimiento)

Con la finalidad de determinar la dinimica de crecimiento de los rebrotes post-
fuego y de los tallos de los 4rboles no quemados, durante su periodo normal de
crecimiento, se midi6 el incremento de area foliar.

En febrero de 1999 se eligié 10 4rboles del sector incendiado, que presentaban
signos de regeneracion visualizada por la formacidén de brotes a partir del lignotuber. Se
marcaron 5 de estos brotes, en cada arbol, seleccionados por su vigor y luego de un mes
de crecimiento, se eligié aquel que representaba el promedio de desarrollo de los 5
brotes, para continuar las mediciones.

Mensualmente, se midié Ia longitud del tallo principal, de los tallos laterales y de
cada hoja de todos los tallos.

En mayo, se colect6 al azar, desde los 10 arboles, 150 hojas de ramas principales
y 150 hojas de ramas laterales a las cuales se les determind su longitud y drea foliar con
un planimetro digital (Lasico).

Para obtener el incremento de area foliar, los datos de longitud foliar obtenidos
en terreno, fueron extrapolados a una curva de longitud versus area, obtenida de las 150
hojas colectadas de ramas principales o a una curva de longitud versus area obtenida de
las 150 hojas de ramas laterales, dependiendo del tipo de rama (principal o lateral) al
cual pertenecieran,

En septiembre 1999 se seleccionaron 10 arboles del sector no incendiado, se
marcaron, al azar, 5 yemas en desarrollo en cada arbol y luego de un mes de

crecimiento, se eligié el vdstago que representaba el promedio de desarrollo de los 5,
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para continuar las mediciones, procediendo de manera similar a lo realizado en el sector
incendiado y colectando en diciembre las 150 hojas, formadas durante la estacién de

crecimiento, que servirian para extrapolar los datos obtenidos en terreno.

2.  Contenido de almidén y aziicares solubles en el lignotuber

Los mismos arboles utilizados para medir el incremento de area foliar, en los dos
sectores de estudio, se usaron para cuantificar el contenido de almidon y azicares
solubles en el lignotuber.

En cada muestreo se extrajo, con un tornillo de mcremento de 0,5 cm de
didmetro, una muesira de lignotuber de cada &arbol, procurando llegar en cada
perforacion, hasta el parénquima medular.

Un gramo de peso seco de cada muestra de lignotuber, se macer$ en un mortero
con 2 mi de etanol de 70% y 0,2 g de cuarzo. El macerado resultante se diluy6 en 10 ml
de etanol de 70% y se llevo a una estufa a 60 °C durante 2 horas, para extraer los
azucares solubles.

Se extrajo 1 ml del sobrenadante de cada extracto y se centrifugé durante 2
minutos a 5.000 revoluciones por minuto. Luego, se extrajo 20 pl de cada solucién para
medir el contenido de azicares solubles de cada muestra de lignotuber, segin el
procedimiento basado en la reaccion del furfural producido por la glucosa en presencia
de 4cido sulffirico, calor y antrona (Ashwell, 1957). La intensidad de la coloracion
verde se midié copantificando la absorbancia a 620 nm en un espectrofotémetro

Shimadzu.
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Para Ia extraccion del almidon, se elimind el alcohol de cada exfracto anterior y
los pellets fueron lavados, y centrifugados, separadamente, dos veces, con agua destilada
y a 3.000 revoluciones por minuto durante 2 minutos. Los pellets lavados fueron puestos
en matraces de 50 ml, se les agregé 10 ml de agua destilada y en constante agitacion
fueron calentados hasta casi alcanzar el punto de ebullicién. Del sobrenadante de cada
extracto, se extrajo 1 ml, para ser centrifugados durante el mismo tiempo y a la misma
velocidad anterior.

Se extrajo 25 pl de cada solucion para medir el contenido de almidon de cada
muestra de lignotuber utilizando la prueba de lugol (Jones y Vamer, 1967), basada en la
reaccidn especifica del lugol con las moléculas de almidén. La intensidad de la
coloracion azul se midi6 cuantificando la absorbancia a 585 nm en un espectrofotémetro

Shimadzu.

3. Medicion de caracteres morfologicos
Los caracteres morfologicos que se midieron fueron los siguientes:
a) Grosor de Ia cuticula de la epidermis superior
b) Grosor de la hoja
¢) Grosor del parénquima en empalizada
d) Frecuencia estomatica de la epidermis inferior
Todos los caracteres se midieron en dos hojas por arbol, en cada muestreo, en ¢l
sector incendiado y en el sector no incendiado y en los mismos arboles utilizados en las

experiencias 1. y 2. En el sector no incendiado, las hojas se exirajeron de ramas
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escogidas al azar y se eligieron aquellas hojas ubicadas a 50 cm desde la base de las
ramas, para poder seguir su desarrollo. En el sector no incendiado, se obtuvieron a los 5
cm desde la base de lo tallos en crecimiento. Inmediatamente extraidas se fijaron en
FAA (formaldehido 5%, 4cido acético 5%, etanol de 70°, 90%).

Para medir los caracteres a), b) y ¢) se hizo cortes transversales, perpendiculares
al nervio medio y 2 la mitad de la longitud de la hoja. Para ésto, las hojas se
deshidrataron, se incluyeron en parafina, se cortaron en un micrétomo (Jung) a un grosor
de 20 pm y se tifieron con los colorantes safranina y verde rapido, siguiendo la
metodologia clisica para microscopia Optica (Jemsen, 1962). Las mediciones se
realizaron utilizando un microscopio Opticc (Nikon) y un micréometro (Leitz) y las
observaciones se hicieron utilizando un aumento de 400x para el caracter a) y un
aumento de 200x para los caracteres b) y ¢).

Para medir el caracter d), se aplicé sobre la epidermis superior de las hojas un
medio de montaje para microscopia Optica (Eukitt) y una vez seco se retird y se dispuso
sobre un portaobjetos, quedando una delgada pelicula con la impresion en negativo de Ia
epidermis foliar. En esta pelicula, se contd, utilizando un microscopio optico (Nikon) y a
un aumento de 400x, el nimero de estomas presentes en un campo visual. Se midi6 el
didmetro del campo visual mediante un milimetro graduado para determinar el rea del

campo visual y el ntimero de estomas por mm’.
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Anélisis estadistico

Para comparar el contenido de azicar soluble y de almidon en el lignotuber de
arboles en el sector incendiado y no incendiado, se utilizd ANDEVA de medidas
repetidas. Se analizé previamente la normalidad (Test de Shapiro-Wilkins) y la
homogeneidad de varianza (Test deBartlett) de los datos.

Las variables morfolégicas medidas en el cuarto muestreo (hojas adultas) fueron
comparadas entre los sectores de estudio (incendiado y no incendiado) utilizando el Test
de Student. Previamente se analiz6 la normalidad de los datos (Test de Shapiro-Wilkins)
y la homogeneidad de las varianzas (Test de Levene).

Cuando fue necesario, los datos fueron transformados utilizando el cuadrado o el
logaritmo en base diez, antes de aplicar los tests correspondientes.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron usando el softiware STATISTICA.
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RESULTADOS

1. Incremento de drea foliar (dinAmica de crecimiento)

1.1. Incremento de area foliar de rebrotes post-fuego
Durante todo €l periodo de muestreo hubo un incremento de area foliar. La
aparicién de los primeros signos de regeneracion a partir del lignotuber ocurri6 a
53 dias de ocurrido el incendio (primer muestreo, febrero de 1999). El mayor
incremento de 4drea foliar se produjo entre los meses de marzo y mayo. Hacia el

final del periodo de muestreo, la tasa de incremento foliar disminuyé (Figura 4).

0 = T T 1 ]
feb mar abr may jun

Periodo de muestreo

Figura 4 Incremento promedio de area foliar total (n=10) de rebrotes post-fuegoe. La curva muestra el
érea foliar acumulada de un tallo representativo,

A partir de marzo, comenzaron a aparecer, desde los tallos principales, tallos

laterales. Se comenz6é a observar hojas adultas (cesaron su expansién y adquirieron
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consistencia escleréfila) en el mes de mayo, a tres meses de iniciado su crecimiento. El
drea foliar promedio de una hoja adulta, proveniente de los tallos principales fue mayor
(13,4 cm®> + 6,26 cm®) que el de aquellas provenientes de ramas laterales (7,4 cm” +
2,79 cm’).

Durante todo el periodo de muestreo hubo formacién de nuevas hojas tanto en el
tallo principal como en los tallos laterales, aunque el ntimero de éstas fue disminuyendo

hacia el mes de junio.

1.2 Incremento de area foliar de tallos de arboles no quemados, durante su periodo
normal de crecimiento

El desarrollo de las primeras yemas en estos arboles, comenzd hacia fines de
septiembre (primer muestreo, septiembre de 1999). El mayor incremento de area foliar
se produjo entre los meses de octubre y noviembre, la tasa de incremento de area foliar
disminuyé entre noviembre y diciembre y fue nula entre diciembre y enero (Figura 5).

Los tallos formados durante la estacién de crecimiento, presentaron un mimero
promedio de hojas similar entre el comienzo de su desarrollo (septiembre) y el final del
mismo {enero de 2000), es decir, durante el perfodo normal de crecimiento, no hubo
formacion de nuevas hojas sino sélo desarrollo de las mismas,

Las hojas se demoraron mas en madurar (fin de expansion foliar y adquisicion de
consistencia esclerdfila) que aquellas de los rebrotes post-fuego, ya que estuvieron
totalmente desarrolladas en ¢l mes de enero, a 4 meses del inicio de su desarrollo y
presentaron un érea foliar individual promedio de 7,8 cm® + 2,98 cm?, similar al de las

hojas de los tallos laterales de los rebrotes post-fuego.
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Figira3  Incremento promedio de 4rea foliar total (n=10) de un tallo de 4rboles no quemados
formados durante el periodo normal de crecimiento. La curva muestra ¢l drea foliar
acumulada de un tallo representativo.

2. Contenido de almidon y aztcares solubles del lignotuber

2.1. Contenido de almidon del lignotuber

Se encontré diferencias significativas en el contenido promedio de almidén del
lignotuber de arboles quemados, durante el rebrote post-fuego y de darboles no
quemados, durante su periodo normal de crecimiento, al comparar entre fechas, entre

sectores y entre sectores x fecha (ANDEVA de medidas repetidas, Tabla 1).
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Tabla 1. ANDEVA de medidas repetidas para contenido promedio (n=10) de almidén del lignotuber
de 4rboles quemados, durante el rebrote post-fuego y de drboles no quemados, durante su
perlodo normal de crecimiento.

Efecto c* g. L F p
Sector 0,323 1 4,798 <0,05
Fecha 0,594 4 61,625 < 0,05
Sector x Fecha 0,206 4 21,350 <0,05
Error 0,009 72

El contenido promedio de almidén del lignotuber de los arboles quemados
disminuyé significativamente (Tabla 1) en un 70% en marzo, a un mes del comienzo de
la regeneracion de los arboles quemados por el incendio, coincidiendo con el comienzo
del periodo de incremento de area foliar (formacion de tallos y hojas a partir del
lignotuber). El contenido promedio de almidon del lignotuber de estos arboles, luego de
la disminucion registrada en marzo, no se recuperd durante €l resto del periodo del
muestreo (Figura 6).

El contenido promedio de almidon del lignotuber de los arboles no quemados,
durante su perfodo normal de crecimiento, mostré un comportamiento distinto (Figura
6). Este contenido solamente tuvo una disminucion significativa en el mes de diciembre
Figura 6, Tabla 1), a tres meses de iniciado el crecimiento de nuevos tallos y cuando en
los érboles habia terminado el periodo de incremento de area foliar (Figura 5),

alcanzando un valor similar al del lignotuber de los 4rboles quemados luego de un mes
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de regeneracién post-fuego (Figura 6) y representando una disminucién de un 58% con
respecto al contenido del mes anterior.

Es importante destacar la existencia de una interaccién significativa entre los
sectores y las fechas para el contenido de almidon del lignotuber, ya que esto indica que
los factores no son independientes entre si. El contenido de almidon del Lignotuber
depende fuertemente de la fecha y de si el sector ha sido quemado o no. El contenido
promedio de almidén del lignotuber de los arboles quemados, al comienzo del rebrote
post-fuego fue superior al contenido promedio de almidon del lignotuber de los arboles
no quemados, al comienzo de la estacién normal de crecimiento y disminuyé mis
marcadamente en el sector quemado en el mes de marzo que la disminucién observada
para esta misma variable en el sector no quemado, donde la disminucién del contenido
de almiddén fue menor y mas tardia, tendiendo a recuperarse rapidamente, a diferencia de

lo que ocurre con los arboles quemados, durante su rebrote post-fuego (Figura 6).
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Figura6  Variacion del contenido promedic de almidén (n=10) del lignotuber de arboles quemados,
durante el rebrote post-fuego (periodo de muestreo: 1=febrero, 2=marzo, 3=abril, 4=mayo,
5=junio) y de arboles no quemados, durante el periodo normal de crecimiento (periodo de
muestreo: 1= septiembre, 2=octubre, 3=noviembre, 4=diciembre, 5=enero). Las barras
verticales representan el error estandar.

2.2. Contenido de azicares solubles del lignotuber

El contenido promedio de aziicares solubles del lignotuber de los arboles de ambos
sectores estudiados fue similar (Tabla 2). Se constaté una disminucién significativa en el
contenido promedio de estos azicares, durante el primer mes de regeneracion post-fuego
(Figura 7, Tabla 2), mientras que los arboles no quemados no disminuyeron su contenido
de azicares solubles durante todo su perfodo normal de crecimiento, sino que por el
contrario, exhibieron una tendencia a aumentar el contenido de estos carbohidratos

(Figura 7). El contenido promedic de aziicares solubles fue mayor en los arboles
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quemados al comenzar su etapa de regeneracion que el de los arboles no quemados al
comenzar su periodo de crecimiento vegetativo.

Existe, también, una interaccion significativa entre los sectores y las fechas para
el contenido de aziicares solubles del lignotuber, El contenido de azcar soluble fue
significativamente mayor al comienzo del periodo de rebrote en los arboles quemados,
en comparacion con el contenido de azicar al comienzo de la estacién de crecimiento de
los érboles del sector no quemado, y luego disminuy6 a concentraciones similares a las

del sector no quemado. (Figura 7).

Tabla 2. ANDEVA de medidas repetidas para contenido promedio (n=10) de aziicares solubles del
lignotuber de drboles quemados, durante €l rebrote post-fuego y de arboles no quemados,
durante su periodo normal de crecimiento,

Efecto o gl F p
Sector 0,080 1 2,061 =0,16
Fecha 0,150 4 21,577 <0,05
Sector x Fecha 0,113 4 16,283 <0,05
Error 0,006 72
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Figura7  Variacion del contenido promedio de aziicares solubles (n=10) del Iignotuber de drboles
quemados, durante el rebrote post-fuego (periodo de muestreo: 1=febrero, 2=marzo, 3=abril,
4=mayo, 5=junio) y de arboles no quemados, durante el periodo normal de crecimiento
(periodo de muestreo: 1= septiembre, 2=octubre, 3=noviembre, 4=diciembre, 5=enero).

Las barras verticales representan el error estndar.

3.  Medicion de caracteres morfologicos

3.1. Grosor de la cuticula superior de las hojas

El grosor promedio de la cuticula superior de las hojas provenientes de los
rebrotes post-fuego presentd una tendencia a aumentar a medida que se hacfan adultas y
este grosor fue mayor al que presentaron las hojas provenientes de los tallos de los
drboles no quemados, durante su perfodo normal de crecimiento. Una vez que las hojas
detuvieron su expansién foliar (mayo), el grosor promedio de la cuticula superior fue

similar entre los dos tipos de hojas ( Figura 8). Las hojas de los 4rboles no quemados
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también aumentaron el grosor de su cuticula superior a medida que se hicieron adultas,

superando, en este estado, al de las hojas provenientes de los rebrotes post-fuego

(Figura 8).
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3.0 4 —C--periodo normal de crecimiento

2,0
1,0 +

0,0 ; 1 ; )
1 2 3 4
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Grosor cuticula superior {micrones)

Figira8  Grosor promedio (n=10) de la cuticula de la epidermis superior de hojas provenientes de
drboles quemados, durante el rebrote post-fuego (periodo de muestreo: 1=marzo, 2=abril,
3=mayo, 4=junio) y de las hojas provenientes de tallos de arboles no quemados, durante su
periodo normal de crecimiento (periodo de muestreo: 1=octubre, 2=noviembre, 3=diciembre,
4=enero). Las barras verticales representan el error estindar.

3.2. Grosor de las hojas de

El grosor promedio de las hojas de los rebrotes post-fuego aumentdé durante ¢l
rebrote post-fuego. Las hojas provenientes de arboles no quemados, durante su periodo
nognal de crecimiento, presentaron un comportamiento similar. Las primeras, siempre

presentaxgn hojas méas gruesas que las segundas (Figura 9).
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Figura 9 Grosor promedio (n=10) de las hojas provenientes de drboles quemados, durante el rebrote
post-fuego (periodo de muestreo: 1=marzo, 2=abril, 3=mayo, 4=junio) y de Ias hojas
provenientes de tallos de drboles no quemados, durante su perfodo normal de crecimiento
(periodo de muestreo: 1=octubre, 2=noviembre, 3=diciembre, 4=enero). Las barras verticales
representan el error estdndar.

Grosor del parénquima en empalizada

Las hojas provenientes de los rebrotes post-fuego siempre presentaron un
parénquima eh empalizada bien desarrollado y de mayor grosor promedio que el de
las hojas provenientes de éarboles no quemados, durante su periodo normal de
crecimiento. El parénquima en empalizada de estas dltimas, presenté un aumento en
su grosor promedio, mAs manifiesto durante su desarrollo que el de las hojas

provenientes de rebrote post-fuego (Figura 10).
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Figura 10  Grosor promedio (n=10) del parénquima en empalizada de las hojas provenientes de 4rboles
quernados, durante el rebrote post-fuego (periodo de muestreo: 1=marzo, 2=abril, 3=mayo,
4=junio) y de las hojas provenientes de tallos de arboles no quemados, durante su periodo
normal de crecimiento (periodo de muestreo: 1=octubre, 2=noviembre, 3=diciembre,
4=enero), Las barras verticales representan el error estindar.

3.3. Numero de estomas por mm” de la epidermis inferior

El niimero promedio de estomas por mm’ de la epidermis inferior en Ias hojas de
los rebrotes post-fuego file mucho mas homogéneo y mayor, durante su desarrollo que el
de las hojas de los tallos de los drboles no quemados. En las hojas de estos tltimos
arboles, el niimero promedio de estomas aument6 drasticamente durante el periodo en el
cual las hojas estaban incrementando su drea foliar y luego, cuando las hojas fueron

adultas, el nimero promedio de estomas fue similar al mes anterior (Figura 11).
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Figura 11  Ntmero promedio (n=10) de estomas por mm’ de la epidermis inferior de las hojas
provenientes de arboles quemados, durante el rebrote post-fiuego (periodo de muestreo:
1=marzo, 2=abril, 3=mayo, 4=junio) y de las hojas provenientes de tallos de arboles no
quemados, durante su periodo normal de crecimiento (perfodo de muestreo: 1=octubre,
2=noviembre, 3=diciembre, 4=enero). Las barras verticales representan el error estindar.

3.5. Comparacion de los caracteres morfologicos entre Ias hojas adultas de los rebrotes
post-fuego (junio de 1999) y las hojas adultas de los nuevos tallos formados
durante el periodo normal de crecimiento (enero de 2000)

Las hojas muestreadas para los caracteres morfologicos {a 50 cm de la base del
tallo principal en rebrotes post-fiiego y a 5 cm de la base del tallo en arboles no
quemados, durante su periodo normal de crecimiento) fueron adultas (habian cesado su
expansion foliar v tenian consistencid escler6fila) en junio, en los rebrotes del drea
quemada y en enero, en los tallos de los arboles no quemados, durante su periodo normal
de crecimiento. Al comparar estas hojas, entre ambas areas, se encontré diferencias

significativas (Tabla 3) en todos los caracteres morfologicos. Las hojas provenientes de
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los rebrotes post-fuego, fueron mis gruesas, desarrollaron un parénquima en empalizada
de mayor grosor y presentaron mayor niimero de estomas por mm’ con respecto a las
hojas provenientes de los tallos desarrollados durante el periodo normal de crecimiento
(Tabla 3). Estas tltimas, presentaron cuticulas superiores mds gruesas que las hojas

provenientes de los rebrotes post-fuego (Tabla 3).

Tabla 3 Caracteres morfologicos promedio (n=10) de hojas adultas provenientes de rebrotes post-
fuego y de tallos de 4rboles no quemados formados durante el periodo normal de
crecimiento. Test de Student (valores t y p) para cada carécter,

Cardcter morfolégico Arbales quemados, Arboles no quemados, t gLl p
rebrotes post-fuego odo normal de crecimiento

Grosor cuticula supesior 3B8+055 58+1,24 675 | 38 [ <001

{micranes)

Grosor hoja 327,84+ 1532 267,1+9,02 1529 | 38 | <0,01
micrones)

Grosor p. empalizada 1398+ 7,67 101,18+ 7,05 16,58 | 38 | <0,01

Kmicrones)

Estomas 388+23 292 +24 1658 | 38 | <001
{n°/mn’)
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DISCUSION

La disminucién significativa del contenido de almidén del lignotuber de los
arboles quemados durante este primer mes de rebrote post-fuego coincidi6é con el primer
mes de vigorosa regeneracién vegetativa post-fuego. Los arboles luego del incendio,
perdieron toda su biomasa aérea y su tnica fuente de carbono para la generacion de
nuevas estructuras vegetativas deberia ser los carbohidratos de reserva almacenados
durante su desarrollo. El lignotuber ha sido descrito como un o6rgano de reserva
(Montenegro y col,, 1983; Cruz y Moreno, 2001) y la disminucion drastica en el
contenido de carbohidratos contenidos en €l, podria ser atribuida a la utilizacién de los
mismos en la respuesta de rebrote.

Esta respuesta contrasta con la de los arboles no quemados durante su proceso
normal de formacion de nuevas ramas, en primavera. En este caso, el contenido de
almidoén del lignotuber no disminuyé durante el primer mes de incremento de érea foliar,
cuando la planta esté fotosintetizando activamente.

La disminucién del contenido de almidén durante €l primer mes de rebrote post-
fuego fue acompafiada de una disminucién similar en el contenido de azticares solubles,
lo que estaria sefialando que las reservas de almidon, convertidas en monosacaridos
fueron rapidamente movilizadas desde el lignotuber hacia las zonas de activo
crecimiento

El contenido de almidon del lignotuber de los arboles quemados no se recuperé
luego de transcurridos 6 meses después del incendio, sin embargo, el contenido de

aznicares solubles tendid a recuperarse durante este periodo. Esta recuperacién coincidié




39

con ¢l aumento paulatino de la superficie fotosintetizadora y podria ser el resultado de
una ganancia neta de carbono o corresponder a aziicares solubles provenientes de otros
érganos almacenadores no dafiados por el fuego, como es el caso de la raiz. El aumento
en esta fraccion de los carbohidratos del lignotuber de los 4rboles quemados coincide
con el periodo en que C. alba presenta potenciales hidricos altamente negativos
(Montenegro v col., 1980) lo que sugiere su posible rol en la respuesta de ajuste
osmotico.

En el lignotuber de los 4rboles no quemados, la disminucién significativa del
contenido promedio de almidon, durante el mes de diciembre, no estaria relacionada con
su utilizacion como fuente de carbono para la formacidén de nuevos tallos y hojas, ya que
ésta ocurrié cuando habia cesado la expansion foliar y el crecimiento de los tallos. En
este mes comenzod el crecimiento de las yemas florales y es probable que las reservas de
almiddn del lignotuber hayan sido ocupadas en el desarrollo de érganos reproductivos.
El contenido promedio de aziicares solubles en el lignotuber de estos arboles no varié
significativamente con respecto a los meses anteriores, lo que estaria revelando su rapida
movilizacién hacia estos o6rganos en desarrollo.

El contenido promedio de almidon del lignotuber de los arboles quemados, en el
mes de diciembre de 1998, cuando ocurrié el incendio, debié haber sido similar al del
mes de febrero, cuando comenzd el rebrote post-fuego, o algo superior. Comparando
este contenido con el que presentaban los 4rboles no quemados, en el mes de diciembre
de 1999 se podria deducir que el contenido de almidén puede variar entre afios y/o entre

arboles de similares caracteristicas. La disminucién del contenido de almidén del
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lignotuber de los drboles no quemados ocurre justamente en el verano, cuando el riesgo
de incendic aumenta, lo que podria afectar la respuesta de rebrote de los drboles.

Cruz y Moreno (2001), también encontraron fluctuaciones estacionales en la
concentracién almidén y aziicares solubles en el lignotuber de Erica australis, una
especie nativa del drea mediterrdnea espafiola, disminuyendo durante el verano cuando
las yemas florales estaban en crecimiento, sefialando que las reservas de carbohidratos
del lignotuber pueden ser usadas con diferentes propdsitos por parte de la planta.

Si bien los resultados de este trabajo muestran que los carbohidratos del
lignotuber son utilizados durante la primera etapa de la respuesta de rebrote post-fuego,
también muestran que estas reservas, al igual que en E. australis, pueden ser usadas con
otros fines (posiblemente balance hidrico, crecimiento reproductivo) por los arboles no
quemados durante su etapa de crecimiento normal, Io que pone en duda su rol exclusivo
como organo de regeneracion post-fuego.

Las hojas de los arboles quemados, formadas durante el rebrote post-fuego
presentaron un 4rea foliar promedio mayor que el de aquellas formadas durante el
perfodo normal de crecimiento. Ambos tipos de hojas aumentaron el grosor de sus
cuticulas a medida que expandieron su area foliar, siendo el grosor de la cuticula de las
hojas de los rebrotes post-fuego, superior al de las formadas en el periodo normal de
crecimiento. Cuando las hojas de ambos tipos de 4rboles alcanzaron su consistencia
escler6fila (habian cesado de elongarse), siguieron engrosando sus cuticulas. En estas
hojas adultas, el grosor promedio de la cuticula de las hojas provenientes de los arboles
no quemados, fue significativamente mayor que el de las hojas provenientes de los

rebrotes post-fuego.
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El grosor de la hoja y del parénquima en empalizada y la frecuencia estomatica
de las hojas provenientes de rebrotes post-fuego fue siempre mayor en comparacion a -
los mismos caracteres morfologicos presentados por las hojas desarrolladas por los
arboles no quemados, durante el periodo normal de crecimiento.

Las predicciones de la Hipétesis II se cumplieron para estos tltimos tres
caracteres morfologicos, pero no totalmente para el caracter grosor de la cuticula

Las condiciones mediambientales bajo las cuales los tallos y hojas nuevas se
desarrollaron y maduraron, en ambos periodos, fueron distintas. Las hojas de los
rebrotes post-fuego comenzaron su desarrollo en el mes de febrero, cuando la radiacion
global mensual promedio y la temperatura presentaron los valores més altos y cuando se
acumulaban seis meses sin precipitaciones. Por el contrario, las hojas de los tallos
producidos en los drboles no quemados, durante el periodo normal de crecimiento,
comenzaron su desarrolic en el mes de septiembre cuando la radiacion global mensual
promedio y la temperatura alcanzaron los valores méas bajos y luego de un periodo de
siete meses con precipitaciones.

La mayor area foliar promedio producida por los rebrotes post-fuego permite una
rapida recuperacion de la estructura fotosintética de la planta, Ia cual fue eliminada por
completo luego de producido el incendio. Estos importantes cambios en el tamaiio de las
hojas generadas después del fuego, al ser comparadas con las hojas normales en arbustos
adultos no afectados por el fuego coinciden con resultados similares obtenidos en
arbustos del matorral de Chile Central (Araya y Avila, 1981; Avila y col, 1988;

Villasefior y Sdiz, 1993; Montenegro y col., 2002).
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El mayor grosor de la cuticula superior que presentaron las hojas provenientes de
los rebrotes post-filego, durante su periodo de expansién foliar les permitirfa una mayor
proteccién contra los factores ambientales adversos para su crecimiento (alta radiaciéon
solar y deficit hidrico). Durante este periodo, los tallos y hojas de los rebrotes post-fuego
crecieron sin la proteccidén natural que provee el follaje del mismo arbol y de los arboles
contiguos (C. alba es considerado un drbol tolerante a la sombra, Chacén y col., 1998),
mientras que los tallos y hojas de los drboles del drea no quemada, producidos durante el
periodo normal de crecimiento estuvieron protegidos por el follaje de la copa de los
drboles. El mayor grosor de la cuticula superior de estas tltimas hojas, una vez adultas,
fue contrario a lo esperado y puede ser el resultado de una adecuacién necesaria para
sobrellevar el periodo de sequia de los cuatro meses siguientes, correspondientes al
verano. Las hojas provenientes de los rebrotes post-fuego una vez adultas no se ven
enfrentadas a este estrés, ya que se han formado en la estacion previa al invierno.

El grosor de la cuticula y las caracteristicas quimicas de las ceras que la
conforman han sido invocados por varios trabajos como un caricter importante en la
atenuacién de la radiacién mediante su reflexion (Jansen y col., 1998; Chalker-Scott,
1999; Silva ¥ col., 2001) y en la evitacion de la pérdida excesiva de agua (Montenegro y
col., 1981; Poblete y col., 1991; Chalker-Scott, 1999).

La cuticula puede atenuar la penetracién de la radiacion UV-B mediante la
reflexion o a través de la absorcién por flavonoides solubles localizados en la capa
cerosa o por el acido fertlico co-polimerizado con cutina (Jansen y col., 1998).

Después de los estomas, el sitio secundario de pérdida de agua por transpiracion

es la cuticula. La permeabilidad hidrdulica de la cuticula estd dada por las ceras
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embebidas en su matriz y por las ceras depositadas sobre la cuticula, el aumento de estas
ceras disminuye la transpiracion cuticular (Silva y col., 2001).

El mayor grosor promedio de las hojas de los rebrotes post-fuego es el resultado,
principalmente, del mayor grosor de su tejido fotosintético (parénquima en empalizada),
incrementando el drea interna por unidad de drea externa (Montenegro y col., 1981;
Jansen y col., 1998), conduciendo a una disminucion de la resistencia del mesdéfilo a la
captacion de CO; y permitiendo un aumento de la fotosintesis por unidad de area
fotosintética (Chalker-Scott, 1999; Silva y col. 2001). La mayor frecuencia estomatica
exhibida por estas hojas, con respecto a las nuevas hojas formadas por los arboles no
quemados, durante su perfodo normal de crecimiento, también estaria relacionada con el
aumento en la actividad fotosintética. A altas temperaturas la mayoria de las plantas
disminuyen sus tasas fotosintéticas, esta disminucién estaria influenciada en parte,
porque la tasa de transpiracion supera a la tasa de absorcién con lo cual se reduce el
potencial hidrico interno, disminuyendo el turgor de las células de guarda, cerrdndose
los estomas (Cornic, 2000; Keith y Buckley, 2000). Generalmente, las plantas que
crecen a mayores intensidades luminicas presentan un aumento en su niimero de estomas
en sus Organos fotosintéticos, con respecto a las mismas, creciendo en lugares mas
sombrios (Fahn, 1985). Este mayor mimero de estomas mejoraria la actividad
fotosintética con suministro hidrico favorable (Montenegro y col, 1980). Algunas
especies del matorral de Chile Central reducen considerablemente el periodo de
transpiracion en época de sequia, ocurriendo la mayor pérdida de agua diaria durante la
mafiana (Mooney y Kummerow, 1971) cuando las condiciones de humedad, temperatura

y radiacion son menos extremas, condicionando el periodo de fotosintesis a este lapso




de tiempo, logrando generar un balance positivo en la economia hidrica y una elevada
produccion de biomasa.

Las modificaciones morfolégicas constatadas en las hojas formadas durante el
rebrote post-fuego permitiria a los 4rboles de C. alba aumentar rapidamente su biomasa
aérea, a una alta tasa de crecimiento vegetativo que logre asegurar su sobrevivencia, en
un periodo con condiciones climiticas adversas, maximizando la fotosintesis y
adecuando su morfologia y fisiologia a las limitaciones impuestas por el medio ambiente
fisico, de manera tal que permitan establecer un equilibrio satisfactorio entre la pérdida

de agua y la ganancia de CO2, para lograr un activo crecimiento.
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CONCLUSIONES

Las reservas de carbohidratos (azticares solubles y almidon) del lignotuber de arboles
quemados disminuyen durante el primer perfodo de rebrote post-fuego, las que serian
utilizadas en la respuesta de rebrote (formacién de tallos y hojas), cuando los arboles
quemados no disponen de 6rganos fotosintetizadores y deben recurrir a las reservas de
carbono acumuladas antes del incendio para iniciar la formacién de biomasa aérea que le

permita su regeneracién post-fuego

Las reservas de carbohidratos del lignotuber son también utilizadas en otros procesos del
desarrollo de la planta, como queda de manifiesto en el uso que hacen de ellos los
arboles no quemados, durante su periodo normal de crecimiento, en el mes de diciembre,

posiblemente utilizados en la generacién de estructuras reproductivas

El contenido de carbohidratos del lignotuber varia estacionalmente y entre individuos de
Ia misma especie, disminuyendo en el verano, el cual corresponde a Ia estacion del afio
con mas riesgo de incendios, lo que podria poner en peligro la capacidad de rebrote de la

especie después de un incendio

Las hojas adultas provenientes de los rebrotes post-fuego son morfologicamente
distintas de aquellas provenientes de los tallos de los arboles no quemados, formadas
durante el periodo normal de crecimiento. Las hojas provenientes de los rebrotes post-

fuego son mas gruesas, desarrollan un parénquima en empalizada de mayor grosor y su
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epidermis inferior presenta un mayor nimero de estomas por unidad de superficie. Las
modificaciones de estos caracteres morfologicos con respecto a las hojas formadas
durante el periodo normal de crecimiento, por drboles no quemados serian respuestas a

condiciones medioambientales y bioldgicas distintas.

El tnico cardcter morfologico mas desarrollado en las hojas adultas provenientes de
arboles no quemados, durante el perfodo normal de crecimiento es el grosor de la
cuticula superior. Sin embargo, este cardcter presenta mayor espesor en las hojas
provenientes de rebrotes post-fuego, durante su periodo de crecimiento, cuando estas
hojas necesitan una mayor proteccién. El mayor grosor de la cuticula superior de las
hojas adultas formadas durante el periodo normal de crecimiento, podria ser una
respuesta a las condiciones de sequia y estrés hidrico del verano. Las hojas provenientes
de los rebrotes post-fuego maduran a comienzos del invierno, sin condiciones' de sequia

ni estrés hidrico.
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ANEXO

Contenido de flavonoides y dcidos fenélicos en las hojas de Cryptocarya alba

Las plantas han desarrollado numerosos mecanismos de proteccion tendientes a
evitar o disminuir Ios efectos de la absorcion excesiva de luz, ya sea disminuyendo la
intercepcion de ella por medio del movimiento de hojas y cloroplastos, disipando como
calor Ia energia absorbida en exceso y/o aumentando Ia produccion de compuestos que
absorben la luz ultravioleta como son los flavonoides, protegiendo asi, los tejidos
fotosintéticos (Middleton y Teramura, 1993; Jansen y col,, 1998; Walters y col., 1999;
Qlsson y col., 1998, 2000; Montecino y col., 2001).

Los flavonoides tendrian, ademas, la habilidad para sustraer radicales libres ya
que se ha demostrado un aumento selectivo después de irradiacion con UV-B, de
aquellos flavonoides que poseen grupo hidroxilo adicional en el anillo beta del esqueleto
del flavonoide (Hideg y Vass, 1996; Jansen y col., 1998).

También se les ha atribuido un rol en la resistencia al estrés osmotico
(flavonoides glicosidicos, solubles en agua) sobre todo en hojas en crecimiento que no
pueden inducir resistencia a nivel de pared celular, recurriendo a sustancias vacuolares
para atenuar la radiacién y modificar las relaciones hidricas (Chalker-Scot, 1999). Y se
ha sugerido, que algunos compuestos fendlicos y terpenoides constituyen metabolitos
defensivos contra herbivoros y patégenos (Lavola, 1998).

Existen evidencias preliminares que indican que el aumento de radiacion

ultravioleta puede afectar la vegetacién del matorral de Chile Central, induciendo
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algunos mecanismos que permiten evitar el dafio que pueda producir esta radiacion, tal
es el caso de Ia formacién anormal de peridermis en varias especies de cactus {Evans y
col., 1994), o el color rojo intenso que adquieren los rebrotes de algunas especies de
habitats mésicos (Cryptocarya alba, Luma apiculata, Azara petiolaris), formados en
pleno verano luego de producido un incendio, durante un perfodo de alta radiacion solar.

Como una manera de complementar los resultados obtenidos en las experiencias
anteriores y dados los antecedentes de terreno y de la bibliografia consultada, se
considerd interesante cuantificar el contenido de flavonoides presentes en las hojas de
Cryptocarya alba formadas durante el rebrote post-fuego y en condiciones normales de
crecimiento.

En marzo y octubre de 1999 se eligié 6 arboles en el drea incendiada y 6 drboles
en el Area no incendiada, respectivamente. Los arboles elegidos no fueron los mismos a
los utilizados en las experiencias 1., 2. y 3. de esta tesis, pero presentaron similares
caracteristicas. La razén por la cual se eligié arboles distintos radica en que se debia
extraer cierta cantidad de biomasa aérea, periddicamente, lo que podria haber influido en
el resultado de algunos de los estudios realizados. El menor nimero de muestras se
debid principalmente a la escasez de mdis individuos de las mismas caracteristicas.
Finalmente, el material colectado se debid reunir en dos grupos para lograr una biomasa
seca adecuada para Ia extraccion de los compuestos.

En cada muestreo se extrajo hojas de varios rebrotes desde el lignotuber, a 50
cm de la base de los tallos en el drea incendiada y desde los tallos nuevos en el drea no

incendiada a 5 cm de la base de los nuevos vastagos.
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Las muestras se secaron a Ia sombra a temperatura ambiente y se pulverizaron en
un molino (Lab. Construction Co.) a un tamafio de particulas de 5 mm. Se pes6 20 g de
de cada muestra y se macerd, separadamente, durante 24 horas con 250 ml de metanol
de 95%. Se filtré por papel Whatmann N° 1 en un embudo de Biichner al vacio y los
residuos insolubles se retroexirajeron de la misma manera, empleando 100 ml de
metanol 95%. Los extractos se secaron en una campana de tiro forzado hasta una
consistencia pastosa.

La composicion de acidos fendlicos y flavonoides de determiné mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) utilizando una columna C 18 5p (150,0 x
4,6 mm), a una presién maxima de 200 atm, a una tasa de flujo de 1 ml/min y a una
absorvancia de 254 nm durante un tiempo de 40 minutos.

La mezcla de solvente utilizada fue de acido férmico 0,15% (A) y metanol (B),
segun la siguiente composicion: 60% A, 40% B 20 min; 40% A, 60% B 30 min; 0% A,
100% B 40 min.

Se pes6 10 mg de cada extracto y se disolvid en 0,5 ml de una solucion de 4cido
formico 0,15% y metanol (60:40) y se inyecté 30 pl de cada muestra, usando biocanina
(5 pl) como estandar interno.

Los tiempos de retencion se obtuvieron por cromatograffa de los marcadores
obtenidos con anterioridad (Timmermamn y col. 1995).

Los cromatogramas (HPLC a 254 nm) de los extractos metandlicos de hojas

provenientes de rebrotes post-fuego y de tallos formados en la estacidn normal de
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crecimiento en drboles no quemados mostraron entre 24 y 34 peaks y entre 18 y 29
peaks, respectivamente, de naturaleza flavonoidea.

Sélo 5 compuestos presentaron conceniraciones superiores al 2% en las
muestras. El resto de los compuestos present6 concentraciones inferiores al 1%.

Los 5 compuestos con mayor concentracion fueron: quercetina-3-O-glucosido
(isoquercitrina), isorammetina-3-=-galactdsido, dcido clorogénico y 2 compuestos no
identificados: X, con un tiempo de retencion de 1,7 min (posible dcido fendlico) y X
con un tiempo de retencidon de 28,5 min (posible flavonoide). La concentracion total de
todos estos compuestos, en las muestras, fue superior al 80% y aparecieron siempre en
todos los muestreos, tanto en los extractos metandlicos de hojas provenientes de rebrotes
post-fuego, como en los extractos de hojas de tallos formados en Ia estacion normal de
crecimiento.

El contenido total promedio de los principales 4cidos fendlicos y flavonoides de
ambos grupos de arboles tuvo una tendencia a variar en el tiempo. Ademas el contenido
promedio de estos compuestos fue mayor en las hojas provenientes de rebrotes post-

fuego, aunque cuando las hojas fueron adultas (junio y enero), el contenido tendié a

igualarse (Figura 1).




Figura 1
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Contenido promedio (n=2) de 4cidos fendlicos y flavonoides de las hojas provenientes de
arboles quemados, durante el rebrote post-filego (pericdo de muestreo: 1=marzo, 2=abril,
3=mayo, 4=junio) y de las hojas provenientes de tallos de &rboles no quemados, durante su
periodo normal de crecimiento (periodo de muestrea: 1=octubre, 2=noviembre, 3=diciembre,
4=enero). Las barras verticales representan el error estindar.

En las hojas provenientes de rebrotes post-fuego, la concentracion de acido

clorogénico y del compuesto X;, disminuy6 en el tiempo (a medida que las hojas se

hiciecron adultas), el compuesto X, y la isoramnetina aumentaron levemente su

concentracion y la isoquercitrina mantuvo su concentracién constante (Figura 2).
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Figura2  Concentracion promedio (n=2) de Acidos fendlicos y flavonoides de las hojas provenientes
de drboles quemados, durante el rebrote post-fuego (periodo de muestreo: I=marzo, 2=abril,
3=mayo, 4=junio).

En las hojas provenientes de tallos formados en el periodo normal de
crecimiento, el 4cido clorogénico tendid a aumentar su concentracién en el tiempo, la
isoquercitrina y la isoramnetina la disminuyeron levemente, el compuesto X; mantuvo
su concentracion casi constante y el compuesto X, aument6 su concentracién hacia el

mes de diciembre, para luego disminuirla nuevamente, en el Gltimo mes de muestreo

(Figura 3).
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Figura 3 Concentracion promedio (n=2) de 4cidos fendlicos y flavonoides de las hojas provenicntes
de tallos de arboles no quemados, durante su periodo normal de crecimiento
(periodo de muestreo: 1=octubre, 2=noviembre, 3=diciembre, 4=enero).

Las diferencias encontradas en el contenido promedio de los principales acidos
fendlicos y flavonoides en las hojas de los dos tipos de éarboles podrian estar
relacionadas con la radiacidon que recibieron las nuevas hojas en condiciones ambientales
distintas. El contenido de estos compuestos, en las hojas provenientes de los rebrotes
post-fuego tuvo una tendencia a disminuir (desde abril a junio) a medida que las hojas se
hicieron adultas. Esta tendencia podria relacionarse con la disminucién de la radiacion
global mensual promedio que ocurridé durante este mismo periodo (excluyendo Ia
diferencia de esta tendencia encontrada en marzo con respecto al resto del periodo). El
contenido de los principales 4cidos fendlicos y flavonoides de las hojas provenientes de
arboles durante su periodo normal de crecimiento, presenté una leve tendencia a

aumentar desde que las hojas comenzaron a desarrollarse hasta que se hicieron adultas.
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Si bien es cierto que la radiacién global mensnal promedio fue aumentando durante el
periodo y fue mayor que la radiacién durante el periodo de rebrote post-fuego, no es
menos cierto que estas hojas presentaron una proteccion extra contra la radiacidén
otorgada por el follaje de la copa de ellos mismos y de los arboles vecinos.

El Acido clorogénico presenté un comportamiento similar en las hojas de los
arboles provenientes de ambas 4reas. Su concentracién fue disminuyendo (durante el
rebrote post-fuego) o aumentando (durante el periodo normal de crecimiento) a medida
que la radiacién global mensual promedic fiie disminuyendo o aumentando
respectivamente. Ha sido encontrado un aumento en la concentracion de acido cinamico
y dcido clorogénico en respuesta a radiacion UV-B en las hojas de plantas de cebada
(Liu y col., 1995). El comportamiento similar de este compuesto en las hojas de C. alba
eﬁ ambos tipos de arboles podria sefialar una funcién analoga.

El aumento progresivo de la concentracion de un compuesto no identificado X, (posible
flavonoide con un tiempo de retencion de 28,5 minutos) en las hojas de los rebrotes
post-fuego durante su desarrollo y maduracién, podria tener una posible explicacion en
un rol protector contra temperaturas frias del otofio e invierno. Se ha demostrado que
bajas temperaturas inducen sintesis de antocianinas en varias plantas (Chalker-Scott,
1999) protegiéndolas de estas temperaturas que pueden destruir la capacidad biosintética
de las hojas, aunque el mecanismo de induccion por frfo de las antocianinas y el rol que

cumple la luz en este proceso no ha sido totalmente comprendido.




