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OPINIONES

Propuesta tedrica de rehabilitacion de bosques de Nothofagus pumilio degradados
por incendios basada en plantaciones en nicleo con Embothrium coccineum

Theoretical proposal for the rehabilitation of Nothofagus pumilio forests degraded
by fires based on cluster plantings with Embothrium coccineum
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SUMMARY

The rehabilitation of temperate forests with native species requires trial and guidelines to achieve recovery of degraded areas of
southern Chile and counteract the environmental imbalance caused by the impacts received. This study aims at presenting a theoretical
proposal of rehabilitation based on cluster plantings to improve the recovery of lenga (Nothofagus pumilio) forests degraded by
historical fires in Aysén Region. A rehabilitation strategy based on cluster plantings is proposed, in which individuals of lenga are
established together with notro (Embothrium coccineum), the latter as a nurse plant, to accelerate the development of lenga seedlings
through facilitation mechanisms, such as the improvement of microclimatic conditions, and protection from possible damage by
seedling herbivores within each cluster. This proposal could be used in degraded lenga forests, both in Protected Wild Areas and in
productive forests, as well as in landscapes fragmented by historical fires.

Key words: fire, protected wild areas, conservation, restoration, Patagonia.

RESUMEN

La rehabilitacion de bosques templados con especies nativas requiere de ensayos y directrices que permitan alcanzar la recuperacion
de areas degradadas del sur de Chile y contrarrestar el desequilibrio ambiental producto de los impactos recibidos. Este documento
tiene como objetivo presentar una propuesta tedrica de rehabilitacion basada en plantaciones en nucleo para mejorar las potencialidades
de recuperacion de bosques de lenga (Nothofagus pumilio) degradados por incendios en la region de Aysén. La estrategia propone
nutcleos de lenga rodeados de notro (Embothrium coccineum), que actuaria como planta nodriza para acelerar el desarrollo de
plantulas de lenga a través de mecanismos de facilitacion, como el mejoramiento de las condiciones microclimaticas, y la proteccion
de posibles dafios por herbivoros de las plantulas dentro de cada nucleo. Esta propuesta podria ser utilizada en bosques degradados
de lenga, tanto en Areas Silvestres Protegidas como en bosques productivos, asi como en paisajes fragmentados por incendios
historicos.

Palabras clave: fuego, areas silvestres protegidas, conservacion, restauracion, Patagonia.

INTRODUCCION mordial en la mitigacion del cambio climatico, asi como en
el suministro de productos y servicios ecosistémicos esen-

Los bosques ocupan cerca del 31% del area terrestre a  ciales para la humanidad (Acharya et al. 2019). Sin embar-
escala mundial (FAO 2020), desempeiiando un papel pri-  go, el continuo crecimiento de la poblacion humana y el
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creciente consumo se han traducido en una explotacion in-
sostenible de la diversidad bioldgica, agravada por el cam-
bio climatico y otros impactos ambientales antropogénicos
(Rands et al. 2010). En Chile, se han generado impactos
ambientales considerables, con la consiguiente pérdida y
fragmentacion del hébitat, la invasion de especies exoticas
y la explotacion de los recursos naturales mas alla de la re-
siliencia de los ecosistemas (Vidal et al. 2015, Miranda et
al. 2017). Por ejemplo, entre 1936 y 1956, como respues-
ta al proceso de habilitacion de tierras publicas para uso
agricola impulsado por el Estado de Chile, se quemaron
alrededor de 3.500.000 hectareas de bosques patagonicos
en la region de Aysén (Quintanilla 2005). Cabe destacar
que el fuego no forma parte de la dindmica natural de estos
bosques, registrandose incendios solo como consecuencia
de infrecuentes erupciones volcanicas o reldmpagos, o por
la llegada de las primeras poblaciones de humanos a la
Patagonia (Gonzalez ef al. 2014, Mundo et al. 2017).

Los bosques patagdénicos se caracterizan por la pre-
sencia de especies del género Nothofagus (Donoso 1993).
Una de ellas es la lenga (Nothofagus pumilio [Poepp. et
Endl.] Krasser), que se extiende desde los 35° 35" S hasta
los 56° 00" S en la Region de Magallanes, incluyendo el
archipiélago de Tierra del Fuego (Gonzalez et al. 2006).
La misma presenta un rango altitudinal desde el nivel del
mar hasta los 2.000 m s. n. m., el que tiende a disminuir
desde el norte hacia el sur (Premoli 2004), y cuyo sotobos-
que se caracteriza por albergar pocas especies arbustivas,
pero abundantes plantas herbaceas, helechos, musgos, he-
paticas y hongos (Martinez Pastur ef al. 2019). A pesar de
su plasticidad genotipica y fenotipica que le permite distri-
buirse ampliamente en latitud y altitud (Premoli 2004), la
lenga carece de estrategias regenerativas para hacer frente
a los efectos adversos de los incendios, como la regenera-
cion por rebrote (Veblen et al. 2003). Esto, sumado a otras
condiciones desfavorables luego de los incendios en las
regiones de Aysén y de Magallanes (Clewell 2015, Vidal et
al. 2015), es una de las causas por las cuales la especie no
ha logrado recuperarse de forma natural (Gonzalez et al.
20006). Por ejemplo, los incendios alteran las propiedades
fisico-quimicas del suelo (e.g. pH, nitrogeno total, fésforo
disponible, materia organica) (Urretavizcaya et al. 2018),
lo que repercute en pérdida de nutrientes, y disminucioén
de la materia organica y de los ensambles biologicos que
afectan el restablecimiento natural de lenga (Jaksic y Fari-
fia 2015, Urretavizcaya et al. 2015).

Existen diversas propuestas para la recuperacion de los
bosques degradados donde no ocurre el proceso de rege-
neracion natural. Para bosques de lenga se ha propuesto
que en los sectores mas expuestos y sin cobertura arborea,
como los que se pueden encontrar en bosques degradados
por incendios, la supervivencia de la especie es mayor
cuando se planta en grupos (Fajardo y Mclntire 2011).
Tales agrupaciones pueden estar relacionadas con una
mejor adquisicion de los recursos o una mejor estabilidad
estructural contra el viento (Till-Bottraud ez al. 2012). Asi
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lo demuestran estudios en claros de dosel y en bosques
manejados de lenga donde, por un lado, una mayor lumi-
nosidad en el claro estimula el proceso de regeneracion
y el crecimiento de individuos juveniles en bosques natu-
rales (Fajardo y de Graaf 2004, Promis 2018) y, por otro
lado, donde una mayor retenciéon de arboles proporciona
mejores condiciones (e.g. humedad de suelo) para una ma-
yor densidad de nuevos individuos (Martinez Pastur ef al.
2019). Asi, los ntcleos funcionan como un mecanismo de
facilitacion de las plantas (Fajardo y Mclntire 2011).

Por otro lado, se reconoce ampliamente que las plan-
tas nodrizas facilitan el establecimiento y crecimiento de
numerosas especies (Holmgren y Scheffer 2010, Delgado
et al. 2015). El uso de arbustos y arboles nodriza como
facilitadores para la restauracion de bosques de lenga, ha
sido probado por Valenzuela et al. (2016). En condiciones
ambientales de mayor estrés, se ha planteado que la faci-
litacion tendria un efecto positivo (Holmgren y Scheffer
2010), a través de la generacion de sombra (e.g. reduccion
de las tasas de evaporacion en el suelo), aumento de la hu-
medad ambiental, reduccion del viento y de la temperatura
del suelo (Whisenant 1999), mejora en la disponibilidad de
nutrientes por fijacion de nitrogeno y mayor aporte de ho-
jarasca (Maestre ef al. 2003). En este contexto, notro (Em-
bothrium coccineum J. R. Forst. y G. Forst) podria ser una
especie candidata para acompaiar los nucleos de lenga,
por ser una especie colonizadora temprana en la sucesion
de vegetacion (Escobar ef al. 2006). Segin Mathiasen et
al. (2007) y Delgado et al. (2015), el notro tiene raices pro-
teoides que le permiten aumentar la superficie de absor-
cion, obteniendo una mayor cantidad de agua y nutrientes
del suelo, principalmente fésforo. Esto se consigue secre-
tando acidos y enzimas que solubilizan dicho nutriente del
sustrato inorganico (Piper et al. 2013). Dicha conversion
ocurre en la rizoésfera, por lo que esta especie posiblemente
permita el aprovechamiento de los nutrientes solubiliza-
dos por otras especies que crezcan a su alrededor (Rovere
2010, Delgado et al. 2015).

Dados los grandes esfuerzos que se ponen en los pro-
yectos de rehabilitacion y/o restauracion (Valenzuela et al.
2015, Bannister et al. 2018), las expectativas y las can-
tidades de recursos que se invierten (Vidal et al. 2015),
es preciso proponer y discutir nuevas ideas para mejorar
la recuperacién y conservacion de los bosques templados
degradados en el sur del pais (Clewell 2015), como los de
lenga o similares. El objetivo de este trabajo es presentar
una propuesta tedrica de rehabilitacion basada en planta-
ciones en nucleo para la recuperacion de bosques degrada-
dos por incendios de lenga en la region de Aysén.

EJEMPLO PARA UNA RESERVA NACIONAL EN LA
REGION DE AYSEN

Modelo conceptual para el diagnostico del estado de de-
gradacion. De acuerdo con los principios de recuperacion
de Whisenant (1999), es posible definir el estado de de-
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gradacion de un bosque a rehabilitar en funcién del estado
de la vegetacion actual y su historia. Por ejemplo, en la
region de Aysén (e.g. en la Reserva Nacional Lago Carlota,
ubicada entre 44° 27 ‘y 44° 36’ S y entre 71° 25 ‘y 71° 44’
0), el Bosque Caducifolio caracterizado por el predominio
de la lenga (Gajardo 1994), evidencia historia de incendios
(figura 1A) con presencia de plantas nativas y/o exoticas

tipicas de sitios degradados por fuego, como Baccharis
magellanica 'y Rumex acetosella (Silva 2010). Este tipo de
situaciones presentaria un estado de degradacion nivel 3
(figura 2), donde se han superado dos umbrales importan-
tes de degradacion: (1) un umbral controlado por factores
bidticos, como la presencia de especies vegetales tipicas
de matorral o pradera que no deben encontrarse en bosques

Figura 1. (A) Ejemplo de ambiente degradado por incendio en la Reserva Nacional Lago Carlota (region de Aysén). (B) Especies
indicadoras de degradacion por fuego (Silva 2010): Baccharis magellanica (flecha roja) y Rumex acetosella (flecha amarilla).

(A) Example of an environment degraded by fire in Lago Carlota National Reserve (Aysén Region). (B) Indicator species of degradation
by fire (Silva 2010): Baccharis magellanica (red arrow) and Rumex acetosella (yellow arrow).

Umbral controlado
por factores bioticos

A 0

Recuperacion solo Recuperacion

requiere controlar requiere
remocion de plantas manipulacion
o dafio vegetacion

Umbral controlado
por factores abidticos

A

Procesos

primarios
funcionales

Recuperacion Procesos
requiere primarios no
modificacion del funcionales

ambiente fisico

Alta

4—— Eficiencia uso de agua —
«4+—— Eficiencia captura de energia <——
4—— Eficiencia uso nutrientes

Baja

‘_

Figura 2. Modelo teorico de degradacion de ecosistemas naturales, donde los niimeros indican los niveles de degradacion (adaptado

de Whisenant 1999).

Theoretical model of the degradation of natural ecosystems, where the numbers indicate the levels of degradation (adapted from Whisenant 1999).
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de lenga, y (2) un umbral controlado por factores abidticos,
como la erosidn eolica. Por ejemplo, en la figura 1 (A, B),
se evidencia una situacion en la que predomina suelo sin
vegetacion y/o con presencia de algunas especies como B.
magellanica. Estas limitaciones fisicas y bidticas implican
la alteracion de procesos fundamentales como: (1) el ciclo
de nutrientes, (2) el flujo de agua y (3) la captura de ener-
gia o produccion primaria neta. Para recuperar el bosque
de este nivel de degradacion es imperativo corregir los um-
brales controlados por factores abioticos y bidticos, siendo
necesarias varias modificaciones del ambiente como: (i)
control de la erosion, (ii) proteccion de la superficie del
suelo, (iii) mejora de las condiciones microambientales
para el establecimiento de la regeneracion, (iv) aumento
de la capacidad de retencion de agua y nutrientes, y (V)
control estricto de la herbivoria.

PROPUESTA TEORICA PARA LA REHABILITACION
DEL BOSQUE DEGRADADO

De acuerdo con Corbin y Holl (2012), esta propues-
ta teorica de rehabilitacion esta basada en plantaciones en
nucleos (figura 3A), que implica la plantacion de dos espe-

A

cies arbdreas nativas juntas (lenga y notro) en cada nucleo
o grupo. Se recomienda que las plantulas, tanto de lenga
como de notro, tengan ~5 mm de didmetro a la altura del
cuello de la raiz, 15 a 20 cm de altura, calidades similares
(e.g. plantulas con un solo tallo), y proporciéon de masa
raiz/tallo no menor a 2:1. Con base en el modelo de Saha
et al. (2016), se propone plantar notro en el perimetro del
nucleo (primeras filas), y en la zona central, las plantulas
de lenga (figura 3B, C). Con el tiempo, se espera que la
cobertura arbdrea se expanda a través del crecimiento de
los arboles y nuevas colonizaciones que ocurran esponta-
neamente (Corbin y Holl 2012), recuperando lentamente
las areas desprovistas de vegetacion entre los nucleos a
través de un proceso de sucesion.

Considerando a Schmidt ef al. (2003) y Escobar et al.
(2006), la figura 4 simula el desarrollo de etapas que se es-
pera que sigan las plantaciones de lenga junto con el notro.
En esta proyeccion no se recrean todas las especies vege-
tales originalmente presentes, sino aquellas que actuaran
en la recuperacion del medio. En este orden de ideas, para
rehabilitar un area de 100 ha, se generarian 50 a 55 nucleos
por hectarea, formando una red de nucleos separados 7 m.
Cada nucleo contendria 8 plantulas de lenga en el centro

% )
(ii)“ ..: AN Y
(iii) LY S
) .
e A&:d
¥
B C (7—"1) Sucesion
m vegetal m
* [ % [ % N L Q ‘
AR AR AR 4B ¢ ’
rnrarr m m m
* % | &% | & | K N. pumllm Q’Q (:;Zm

% E. coccineum ¥ N. pumilio

. coccineum

Figura 3. (A) Desarrollo de nticleos de rehabilitacion en areas degradadas (adaptado de Corbin y Holl 2012). En la etapa inicial se
establecen los niicleos (i), que favorece el crecimiento de la regeneracion (ii), que posteriormente conforman parches (iii). (B) Disefio
para la distribucion espacial de nicleos, con 7 x 7 m entre ellos, y (C) ejemplo de nucleo de plantulas plantadas de manera agregada

(adaptado de Saha et al. 2016).

(A) Development of rehabilitation clusters in degraded areas (adapted from Corbin and Holl 2012). In the initial stage, the clusters are
established (i), that favors the growth of regeneration (ii), which later form a unit patch (iii). (B) Design for the spatial distribution of clusters, with 7 x 7
m between them, and (C) example of a cluster planting (adapted from Saha et al. 2016).
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del nucleo y 12 plantas de notro en el borde. Cada planta
dispondria de una superficie de 1 m?, teniendo el ntcleo
una superficie total de 20 m?. El proposito del nucleo es
asegurar que al menos una planta de lenga alcance dimen-
siones importantes dentro del area de 20 m?. Asi, para la
fase de crecimiento Optima, se espera una densidad de al
menos 50 arboles por hectarea. Para el control de herbivo-
ros (e.g. liebres como Lepus europaeus Pallas, 1778), se
propone la proteccion con tubos de proteccion (shelters).
El uso de estos tubos de proteccion ha mostrado resultados
positivos para el control de la herbivoria, permitiendo ade-
mas mejorar las condiciones microambientales alrededor
de la planta mediante la reduccion de la fuerza del viento
y el aumento de la humedad relativa en su interior (Oliet
y Jacobs 2007, Oliet ef al. 2019). Los tubos deberian ser
retirados una vez las plantas alcancen una altura tal que
le permita escapar del ramoneo (~1 m), para evitar dafios

mecanicos y/o deformaciones de las plantas en etapas
avanzadas de su crecimiento (Urretavizcaya et al. 2015).
Otras actividades que podrian acompafiar a esta propuesta
se presentan en el cuadro 1, con requerimientos variables
de aportes pecuniarios y mano de obra, cuya evaluacion
supera los alcances de esta propuesta.

CONSIDERACIONES Y RECOMENDACIONES

Algunos autores sugieren que las plantaciones en gru-
po son propuestas utiles en sistemas en los que el esta-
blecimiento y desarrollo de las plantulas esta limitado por
condiciones de estrés ambiental (Corbin y Holl 2012). Para
Shonenberger (2001), las plantaciones en grupo pueden
llegar a tener varias ventajas, entre las cuales se menciona
que: (i) la mortalidad de las plantulas deberia ser mas baja
que en plantaciones tradicionales, con plantulas homogé-

Figura 4. Simulacion visual de las etapas de desarrollo esperadas con el establecimiento de nucleos: (A) establecimiento de la
plantacion donde se protegen las plantas periféricas (notro) y del centro (lenga) con tubos protectores; (B) plantacion en 5 afios, notro
con 3 a 4 m, mientras que lenga alcanza 1 m de altura; (C) plantacion en 25 afios donde notro alcanza 6 a 7 m, mientras que lenga
alcanza 4 m de altura; (D) plantacion en 50 afios donde notro alcanza 8 m, mientras lenga alcanza entre 7 a 8 m de altura, y ya se espera
regeneracion natural de ambas especies e iniciacion de abundante sotobosque.

Visual simulation of the stages of development expected with the establishment of cluster planting: (A) establishment of the cluster planting
where peripheral (notro) and inner (lenga) individuals are protected with shelters; (B) plantation in 5 years, the notro reaches between 3 to 4 m in height,
while the lenga reaches 1 m in height; (C) plantation in 25 years, the notro reaches 6 to 7 m high, while the lenga reaches 4 m high; (D) plantation in
50 years, the notro reaches 8 m in height, while the lenga reaches between 7 to 8 m in height, natural regeneration of both species and the initiation of

understory is expected.
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Cuadro 1. Actividades que podrian acompafiar a la propuesta de plantacion en nicleos para la rehabilitacion de areas degradadas por

incendios.

Activities that could accompany the proposed planting in clusters for the rehabilitation of areas degraded by fires.

Actividad

Descripcion y foco de la actividad

Literatura ejemplo

Control Biologico

Aumentar la densidad de aves rapaces, como el Bubo magellanicus, que incluye
en su dieta presas de gran tamafo como la liebre. Seria necesario atraer las
aves por medio de la construccién de cajas para nidos y perchas-posadera,
especificamente en los ambientes de pradera o lugares abiertos.

Muiioz-Pedreros et
al. (1996). Celis-Diez
etal. (2011).

Mejoramiento de suelos

Mejorar la rugosidad del terreno empleando surcos de contorno en zonas de
pendiente y depresiones en las zonas planas. Se busca crear micrositios seguros
para las semillas de lenga. Ademas, utilizar troncos de los arboles muertos de
forma ordenada para capturar y retener nutrientes, favoreciendo la formacion
de materia organica y retencion de humedad necesaria para la germinacion de
semillas.

Valenzuela et al.
(2015, 2016).
Urretavizcaya et al.
(2018).

Manejo de la vegetacion

En las situaciones en que no ocurran invasiones de plantas problematicas, se

Valenzuela et

actual propone no remover las plantas nativas e introducidas y mantener el efecto al. (2016). Toro
pasivo de éstas en el area de la plantacion de lenga, como la reduccion de la  Manriquez et al.
fuerza del viento y condiciones de micrositio. (2018).

Riego En lo posible, mejorar las condiciones hidricas de la plantacion aplicando riego  Urretavizcaya et al.

con mangueras a las plantulas.

(2015).

Cortinas cortavientos

Establecer cortinas forestales en forma de cortavientos, donde los arbustos
nativos y notro se presentan como una alternativa en los sectores abiertos sin
bosque.

Peri (1998).

Participacion de la

comunidad circundante

Desarrollar actividades turisticas, promoviendo los atractivos naturales y
culturales, orientandose a un desarrollo turistico rural a través del trabajo
mancomunado con la municipalidad y los servicios turisticos ya existentes.

Whisenant (1999).
Bannister et al.
(2018).

neamente distribuidas, y que pueden llegar a establecerse
los grupos de plantaciones en micrositios con condiciones
favorables para las plantulas; (ii) los crecimientos de las
plantulas pueden llegar a ser mejores, debido a las condi-
ciones microclimaticas que se pueden llegar a generar en
cada uno de los grupos; (iii) las plantulas que estan hacia
fuera del grupo, tenderan a proteger a las plantulas centra-
les del posible dafio de herbivoria; y (iv) las plantulas se
protegerian de posibles dafios por el viento y desecamiento
invernal. De acuerdo con Saha et al. (2013), la técnica de
plantacion en nicleos complementada con la regeneracion
natural se consolida como un modo de reforestacion que
asegura el crecimiento de un niimero suficiente de arboles
de la especie deseada, en la que se mejoran las condicio-
nes circundantes al nucleo, permitiendo la regeneracion de
individuos que probablemente moririan por malas condi-
ciones de sitio.

Debe tenerse en cuenta que la lenga crece mejor en
suelos ricos en fosforo (Toro Manriquez et al. 2019), de
manera que la falta de materia organica y nutrientes pue-
de ser uno de los factores limitantes para la regeneracion
natural (Veblen ef al. 2003, Promis y Allen 2017). Para su-
perar este tipo de limitaciones, Whisenant (1999) ha pro-
puesto orientar los procesos en torno a la sucesion natural,
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siendo importante crear o incrementar micrositios seguros
en lugares disturbados, que son aquellos lugares donde las
semillas pueden germinar en un conjunto de condiciones
ambientales adecuadas para su posterior establecimiento
y crecimiento (Toro Manriquez et al. 2018). Si bien no se
cuenta con antecedentes que indiquen una positiva inte-
raccion entre la lenga y el notro, el proceso de facilitacion
aumenta bajo condiciones de estrés abiotico (Maestre et al.
2003), mientras que la competencia es mas importante en
ambientes con mayor oferta de recursos (Callaway 1997).
Se sabe que el notro es una especie pionera en terrenos
abiertos (Quintanilla 2005, Escobar ef al. 2006), se asocia
con lenga (Escobar et al. 2006) y es considerada como una
especie facilitadora (Rovere 2010, Delgado ef al. 2015).
Esto concuerda con Piper ef al. (2013), quienes han com-
probado que las raices de notro son capaces de capturar el
fosforo, e incluso el nitrogeno en ambientes degradados
(e.g. como los impactados por incendios y sobrepastoreo
en la region de Aysén).

Finalmente, la creacion y/o retencion de elementos es-
tructurales de los bosques, se ha propuesto como camino
para acercar la producciéon a la conservacion (Martinez
Pastur et al. 2019). En este contexto, crear elementos a
escala de rodal o retenerlos (recuperacion de legados en
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el bosque degradado) mejoraria el nivel de conservacion,
principalmente en aquellos lugares (e.g. areas protegidas)
que apuntan a funciones ecosistémicas y de conservacion
de la biodiversidad. Estudios en bosques de lenga sugieren
que determinados atributos del bosque manejado cumplen
un rol importante para la conservacion de la biodiversi-
dad (e.g. Martinez Pastur et al. 2019). En concordancia,
resultaria imperativo considerar como estrategias com-
plementarias de rehabilitacion de bosques de lenga los
siguientes aspectos: (i) mantener en el sitio residuos que
dan estructura al ecosistema (e.g. tocones, raices, troncos
en descomposicion); (ii) retener y/o crear otros multiples
elementos estructurales (e.g. arboles en desmoronamiento
que proporcionan habitats inicos para la biodiversidad).
Con base en Whisenant (1999), se propone remover las
plantas introducidas problematicas (invasoras) y mantener
aquellas que puedan contribuir con la mejora del ecosiste-
ma (e.g. reduccion de la fuerza del viento y condiciones de
micrositio); (iii) establecer clausuras (mallas, cercos) en
las que se proteja la regeneracion de individuos, pastizales,
y otros elementos del sotobosque, favoreciendo ademas la
heterogeneidad de microambientes; (iv) mantener niicleos
de vegetacion (individuos vivos remanentes) (Martinez
Pastur ef al. 2013) y (v) crear pilas con restos lefiosos que
cumplan una funcién ecoldgica (e.g. percha de aves; mi-
croclima especies) (Whisenant 1999). Asi pues, retener
y/o crear elementos del bosque mejoraria la conservacion
y en el resto de las variables abidticas forestales a micro-
escala, pues una distribucion agrupada puede ofrecer una
mayor estabilidad ecoldgica (Lindenmayer et al. 2015).
Esta propuesta de rehabilitacion se origina en el conoci-
miento profundo de una problematica local (bosques de
lenga degradados por incendios en la region de Aysén) y
de la respuesta ecoldgica de dos especies bastante estu-
diadas (lenga y notro). Sin embargo, creemos que es re-
plicable a la rehabilitacion de otros bosques degradados
y otras especies, aun cuando fueran ecoldgicamente me-
nos conocidas. Ademas, implica un disefio novedoso, que
podria promover exitosos resultados para la restauracion,
como es deseable y necesario en muchos bosques en Chile
(Bannister et al. 2018).
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SUMMARY

Variation of functional traits among species allows evaluating their life strategies. The whole-plant economic spectrum proposes
coordination of the form and function across different plant organs to optimize a resource-use strategy. However, few studies have
evaluated the coordination among woody species through functional traits from different plant organs. We evaluated variation and
coordination of crown, leaf, stem, root and phenology trait values across woody species of the semi-arid Mediterranean matorral of
Chile. We hypothesize that sclerophyllous and malacophyllous woody species vary and coordinate their trait values along an ecological
dimension that separates their resource-use strategies from conservative to acquisitive, respectively. We analyzed the variation and
correlation of 14 functional traits for 12-16 species. The functional trait values between sclerophyllous and malacophyllous species did
not differ across the whole-plant economic spectrum. Traits were coordinated along multiple ecological dimensions. The first dimension
was associated with the leaf economic spectrum and plant morphology, yet differed between sclerophyllous and malacophyllous
species. Sclerophyllous species combined mostly conservative foliar trait values (longer leaf life span) with acquisitive morphological
trait values (larger maximum plant height and longer lateral extension of roots), while malacophyllous species exhibited opposite
combinations. The second dimension was associated with variation in phenology and root traits. This dimension separated species
with conservative phenological and root trait values (delayed growth onset and deeper rooting depth) from opportunistic species with
opposite trait values. The third dimension was coordinated by wood density and the leaf *C - isotopic composition. This dimension
separated the drought-tolerant species with high stem densities and higher leaf water use efficiency from opportunistic water-use species
with opposite attributes. In contrast with our hypothesis, in the Chilean matorral the species can combine conservative and acquisitive
trait values to use resources and coordinate their resource use strategies across multiple dimensions. This decoupling of plant strategies
could occur because different organs and phenology are exposed to different environmental filters.

Key words: functional diversity, Mediterranean, spectrum, leaf economy, root, phenology.

RESUMEN

La variacion de rasgos funcionales entre especies permite evaluar sus estrategias de vida. El espectro de la economia de la planta propone
una coordinacion de la forma y funcion de diferentes organos de la planta para maximizar el uso de recursos. Sin embargo, existen pocos
estudios evaluando la coordinacion de estrategias de uso de recursos de las especies a través de rasgos funcionales que se encuentran
en diferentes 6rganos de la planta. En este estudio se evalua la variacion y coordinacion de valores de rasgos funcionales de copa, hoja,
tallo, raiz y fenologia relacionados con el uso de los recursos a través de especies lefiosas del matorral de Chile. La hipdtesis es que las
especies lefiosas esclerdfilas y malacofilas varian y coordinan sus valores de rasgos funcionales a lo largo de una dimension ecoldgica
que separa sus estrategias de uso de recursos de conservativa a adquisitiva, respectivamente. Las diferencias y correlaciones de 14
rasgos funcionales fueron analizadas a través de 12-16 especies lefiosas. Los valores de rasgos funcionales entre especies escleréfilas
y malacdfilas no difirieron significativamente para ocho de los 15 rasgos funcionales evaluados. La coordinacion de valores rasgos
funcionales fue a través de multiples dimensiones ecologicas. En la primera dimension coordinaron el espectro de la economia de la hoja
y la morfologia de la planta y fue la tinica dimension que separ6 a las especies esclerdfilas de las malacofilas. Las especies esclerofilas
combinaron atributos foliares conservativos (mayor longevidad de hoja) y atributos morfoldgicos adquisitivos (mayor altura maxima
de planta y mayor extension lateral de raices), mientras las especies malacdfilas combinaron atributos opuestos. La segunda dimension
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separo a las especies que combinaron valores de rasgos fenologicos conservativos (inicio de crecimiento tardio) y una mayor profundidad
de raices y a las especies oportunistas que combinaron atributos opuestos. En la tercera dimension coordinaron la densidad del tallo y la
composicion isotopica foliar de 3C. Esta dimension separé a las especies tolerantes al déficit hidrico que combinaron altas densidades de
tallo y mayor eficiencia en el uso de agua en la hoja y a las especies oportunistas para el uso del agua que combinaron atributos opuestos.
En contraste a nuestra hipotesis, en el matorral de Chile las especies combinan valores de rasgos conservativos y adquisitivos para usar
los recursos y coordinan sus estrategias de uso de los recursos a través de multiples dimensiones. Posiblemente, este desacoplamiento
de estrategias ocurre porque diferentes 6rganos de la planta y su fenologia estan expuestos a diferentes filtros ambientales.

Palabras clave: estrategia, rasgo funcional, mediterraneo, espectro, raiz, fenologia.

INTRODUCCION

Las plantas adoptan diferentes estrategias de uso de los
recursos segun las condiciones ambientales en las que ha-
bitan. La variacion de rasgos funcionales relacionados con
el uso de los recursos a través de las especies puede reflejar
los compromisos o “frade-offs” que tienen las plantas en-
tre crecimiento y sobrevivencia. Por ejemplo, las especies
que habitan ambientes con mayor disponibilidad de recur-
sos exhiben valores de rasgos adquisitivos relacionados
con una estrategia de crecimiento rapido y baja inversion
en la construccion de estructuras, mientras que las espe-
cies que habitan ambientes estresantes muestran valores
de rasgos conservativos relacionados con una estrategia de
crecimiento lento y alta inversion en la proteccion de sus
organos (Grime 2001, Reich 2014).

Desde una aproximacion de la ecologia funcional ba-
sada en rasgos, las estrategias de adquisicion o conserva-
cion de los recursos de las plantas pueden comprenderse
evaluando patrones de variacion y covariacion de rasgos
funcionales a través de diferentes especies (Diaz et al.
2004). El espectro de la economia de la hoja (un patron de
variacion y covariacion de rasgos foliares) muestra en un
extremo a las especies con una estrategia de rapida adqui-
sicion de carbono y nutrientes con mayor area foliar espe-
cifica, contenido de nitrogeno, fosforo y tasa de fotosinte-
sis, y en el otro extremo a las especies con una estrategia
de lenta adquisicion de esos recursos y mayor inversion en
la construccidon de estructuras y mecanismos de defensa
que combinan valores de rasgos opuestos (Wright et al.
2004). Asimismo, el espectro de la economia de la madera
muestra en extremos opuestos a las especies de estrate-
gia adquisitiva con alta conductancia hidraulica y a las
especies conservativas con alta resistencia al embolismo
y a los dafios mecanicos (Chave et al. 2009). Por ultimo,
Roumet et al. (2016) mostré un espectro de la economia
de las raices que muestra en un extremo a las especies ad-
quisitivas que combinan mayores tasas de adquisicion de
agua y nutrientes, mayores tasas de respiracion, altas tasas
de descomposicion, mayor longitud especifica de la raiz,
y mayor concentracion de nitrégeno; en el otro extremo,
muestra a las especies conservativas que combinan valores
de rasgos opuestos.

En adicion, la variacion en los rasgos morfologicos de
la copa, las raices y la fenologia también reflejaria las es-
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trategias de uso de los recursos de las especies. Las espe-
cies con mayor altura de planta exhiben una estrategia de
alta demanda radiativa (estrategia adquisitiva), mientras
que las especies de menor altura exhiben una estrategia to-
lerante a la sombra (estrategia conservativa) (Poorter et al.
2012, de la Riva 2016). Asimismo, en ambientes medite-
rraneos con marcados cambios estacionales, las especies
que tienen un inicio temprano de crecimiento (con respec-
to a la estacion lluviosa) o mayor duracion de crecimiento
reflejan una estrategia fenologica oportunista que permite
capturar los recursos (agua y nutrientes) en los primeros
eventos de lluvia o durante largos periodos; mientras que
las especies con un inicio tardio de crecimiento y de corta
duracion de crecimiento muestran una estrategia fenologi-
ca conservativa que evita exponer el crecimiento a condi-
ciones ambientales extremas, como bajas temperaturas de
invierno y las altas temperaturas de verano (Castro-Diez et
al. 2003). Similarmente, las especies de raices profundas,
tipicas de ambientes mas aridos podrian tener una estrate-
gia conservativa para el uso del agua y de los nutrientes
(como mayor densidad de tejidos y menor concentracion
de nitrégeno), mientras que las especies de raices superfi-
ciales podrian tener una estrategia adquisitiva para el uso
del agua (Moreno-Gutiérrez et al. 2012).

Acorde al espectro de la economia de la planta, las
especies podrian coordinar diferentes atributos de forma y
funcion a través de diferentes 6rganos y converger dentro
una unica estrategia adquisitiva o de lo contrario hacia una
estrategia conservativa para adaptarse a su ambiente (Reich
2014). En linea con esta hipotesis, en la Cuenca del Medite-
rraneo de Espafia las especies lefiosas perennes combinaron
valores de rasgos que sugieren una coordinada estrategia
conservativa a través de diferentes drganos (menor area
foliar especifica, mayor densidad de tallo y menor longi-
tud especifica de la raiz), mientras que las especies lefiosas
deciduas mostraron una coordinada estrategia adquisitiva
para el uso de los recursos con valores de rasgos opuestos
(de la Riva et al. 2016). Similarmente, en bosques subtro-
picales de China las especies lefiosas perennes exhibie-
ron coordinadamente una estrategia conservativa a través
de rasgos de copa, tallo y hoja (por ejemplo, combinaron
menor altura de planta, mayor densidad de madera, mayor
contenido foliar de materia seca) para incrementar su tole-
rancia a la sombra, mientras las especies lefiosas deciduas
exhibieron una coordinada estrategia adquisitiva combi-



nando valores de rasgos opuestos para aumentar su habi-
lidad competitiva para capturar la luz (Zhao et al. 2016).
Asimismo, especies herbaceas y lefiosas con mayor altura
de planta podrian coordinar con raices menos profundas y
lateralmente mas extensas para capturar mayor cantidad de
recursos (Grime 2001). Finalmente, especies que combinan
valores de rasgos de hojas y tallos que reflejan una estrate-
gia adquisitiva (menor contenido de materia seca de la hoja
y menores densidades de madera) podrian tener un inicio de
crecimiento temprano respecto a la temporada de 1luvia, lo
que reflejaria su estrategia oportunista para capturar el agua
(Lima y Rodal 2010).

En contraste, existen estudios que muestran una débil
coordinacion entre rasgos de hoja, tallo y raiz (Baraloto et
al. 2010, Fortunel ef al. 2012, Silva et al. 2018, Delpiano
et al. 2020) o entre diferentes atributos de hoja y fenologia
(Castro-Diez et al. 2003, Diaz et al. 2004) que contradicen
lo propuesto por el espectro de la economia de la planta.
Posiblemente, la escasa coordinacién de rasgos funciona-
les ocurre porque existe un desacople entre funciones para
el uso del agua y para el uso del carbono entre o dentro de
diferentes 6rganos. Por ejemplo, la conductancia hidrauli-
cay la seguridad biomecanica en la hoja no siempre estan
inversamente relacionados (Méndez-Alonzo et al. 2019).
Asimismo, diferentes 6rganos pueden desarrollar estrate-
gias de uso de los recursos independientes en respuesta a
diferentes filtros de estrés ambiental a través del espacio o
el tiempo (Weemstra et al. 2016). Por ejemplo, los filtros
ambientales existentes arriba y abajo del suelo, pueden
ser diferentes, lo que evita que los rasgos funcionales de
hoja y raiz coordinen hacia una unica estrategia de uso de
los recursos (Carvajal et al. 2019, Delpiano et al. 2020).
Asimismo, los filtros ambientales podrian actuar a través
del tiempo afectando de manera diferente a los filtros que
actuan a través del espacio.

En bosques de clima mediterraneo el déficit hidrico
predomina debido a la fuerte estacionalidad y las precipi-
taciones poco predecibles (Rundel et al. 2016). Acorde a la
hipotesis del espectro de la economia de la planta en este
tipo de clima podriamos esperar una fuerte coordinacion
de rasgos funcionales de uso de los recursos de las especies
a través de diferentes drganos de las plantas. De hecho, en
ambientes mediterraneos las especies esclerofilas perennes
y las malacéfilas deciduas tienen una coordinada estrategia
conservativa o adquisitiva para el uso de los recursos, res-
pectivamente, al menos a nivel de hoja (Moreno-Gutiérrez
et al. 2012, Prieto et al. 2018, Querejeta et al. 2018). Ade-
mas, esta coordinacion de estrategias para el uso de los
recursos podria extenderse a través de diferentes drganos
de las plantas, al menos en ecosistemas mediterraneos (Ca-
nadell y Zedler 1994, Pérez-Ramos ef al. 2012, de la Riva
et al. 2016). Una estrategia conservativa a través de todos
los organos de las plantas permitiria a las especies escle-
rofilas perennes mantener reducidas tasas de fotosintesis y
transpiracion durante todo el afio, mientras una estrategia
adquisitiva permitiria a las especies malacofilas deciduas
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tener altas tasas de fotosintesis y transpiracién durante un
breve periodo de mayor disponibilidad de recursos para
crecer (Mooney y Dunn 1970). Sin embargo, ese patron
de coordinacion podria no ser una la regla para las regio-
nes mediterraneas, ya que en los chaparrales de California
las especies lefiosas exhiben una débil coordinacion entre
rasgos funcionales relacionados con el uso del carbono (a
nivel de hoja) y el uso del agua (a nivel de tallo) (Ackerly
2004). Esos estudios sugieren que existe evidencia con-
tradictoria sobre los patrones de coordinacidon de estrate-
gias de uso de los recursos de especies leflosas a través de
diferentes 6rganos de la planta y la fenologia. Por tanto,
es importante evaluar patrones de coordinacion de rasgos
funcionales a través de diferentes 6rganos de la planta para
comprender de mejor forma las estrategias de uso de recur-
sos de las especies.

Este estudio tiene el objetivo de evaluar la variacion
y coordinacion de rasgos de copa, hoja, tallo, raiz y feno-
logia a través de especies lefiosas del matorral de Chile
para comprender sus estrategias para usar los recursos. Por
lo que se conoce, este es el primer estudio que reporta la
coordinacion de diferentes rasgos funcionales de las plan-
tas perteneciendo a diferentes 6rganos de las plantas y ade-
mas incluyendo rasgos de dificil medicion como la morfo-
logia de raices y la fenologia en ambientes mediterraneos.
Se formula la siguiente pregunta ;Como coordinan rasgos
morfologicos de copa, hoja, tallo, raiz y fenologia para
usar los recursos en especies lefiosas esclerofilas y mala-
cofilas del matorral de Chile? La hipdtesis del estudio es
que las especies esclerofilas perennes y malacofilas deci-
duas tienen contrastantes atributos de copa, hoja, tallo, raiz
y fenologia, los cuales reflejan sus diferentes estrategias
para usar los recursos. Si esto ocurre los atributos de las
especies varian y coordinan a través de una dimension que
separa en un extremo a las especies esclerdfilas perennes
con rasgos conservativos para usar los recursos y en el otro
extremo a las especies malacofilas deciduas con rasgos ad-
quisitivos.

METODOS

Area de estudio. El estudio se realizo en la Reserva Nacio-
nal Robleria de Los Cobres de Loncha (en adelante reserva
de Loncha) (34°7°36” S, 71° 11’ 18" OE) y en la localidad
colindante de Los Bronces, Chile (34°11° 13 S, 71°1°7”
OE). El area corresponde a los cordones orientales de la
Cordillera de la Costa. El clima es de tipo mediterraneo
semiarido con una época lluviosa fria y una época seca
calida de seis meses. Acorde a la estacion climatologica de
Rancagua, la localidad mas préoxima al area de estudio, la
reserva de Loncha tiene una precipitacion promedio anual
de 474 mm y una temperatura anual de 14,7 °C. La topo-
grafia es montafiosa, con pendientes moderadas a empina-
das. Los suelos estan formados por materiales coluviales.
La vegetacion del matorral dentro y alrededor de la reserva
se distribuye de 500 a 900 m s.n.m. Los matorrales son
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formaciones que varian en composicion de bosques escle-
réfilos perennes dominados por peumo (Cryptocarya alba
(Molina) Looser) y litre (Lithraea caustica Hook et Arn)
a bosques espinosos malacoéfilos deciduos dominados por
espino (Acacia caven (Molina) Molina) y trevo (Retanilla
trinervia (Guillies ef Hook) Hook ef Arn). En general, los
matorrales esclerdfilos perennes y los matorrales malaco-
filos deciduos se distribuyen a través de una gradiente de
mayor a menor disponibilidad de agua (Bown et al. 2014),
y de menor a mayor disponibilidad de luz (Armesto y Mar-
tinez 1978), respectivamente.

Seleccion de especies. Las especies seleccionadas fueron
las de mayor abundancia relativa en la reserva de Loncha.
Estas especies cubrieron un amplio rango de especies ar-
boéreas y arbustivas, y ademas diferentes morfologias de
hoja (esclerdfila y malacofila) y habitos de vida (perennes,
deciduas y semi-deciduas) en linea con previos estudios
(Montenegro et al. 1989) (cuadro 1).

Seleccion de rasgos funcionales. Catorce rasgos funciona-
les de la copa, tallo, hoja, raiz y fenologia fueron seleccio-
nados y relacionados con las estrategias de uso de los recur-
sos. Estos rasgos se relacionaron con funciones de la plan-
ta relevantes para el uso de los recursos (agua, nutrientes,
luz, carbono) (Pérez-Harguindeguy et al. 2013) (cuadro 2).

Medicion de rasgos. Los rasgos funcionales fueron obte-
nidos de 11 a 16 especies dependiendo del rasgo. La ma-
yor parte de los rasgos fueron obtenidos por mediciones
directas y una menor parte complementada por literatura.
El nimero de plantas medidas por especie para obtener
el valor promedio de cada especie fue de 2 a 56 plantas
dependiendo del rasgo (apéndice 1y 2).

La altura maxima de la planta (H) fue medida como la
distancia entre el suelo y la altura maxima de la copa de
la planta. El didmetro de copa (DC) fue medido como el
promedio de la distancia horizontal entre los bordes de la
copa medida en dos direcciones opuestas. La H y el DC
se obtuvieron de 6 a 56 plantas por especie. Las plantas se
midieron a través de 15 parcelas de muestreo de 25 x 25
m que se encuentran en la reserva de Loncha. La medicion
de H fue realizada con un hipsometro (SUUNTO PM-5,
Finlandia) y el DC con una cinta métrica.

La profundidad de raiz (PR) fue medida como la dis-
tancia vertical entre el cuello de la raiz de la planta hasta
la punta de la raiz mas profunda. La extension lateral de
enraizamiento (ELR) fue la distancia horizontal de la raiz
desde el centro de la planta hasta el extremo mas lejano dis-
puesta horizontalmente en los primeros 50 cm de profun-
didad del suelo. Ambos rasgos de raiz fueron medidos en
2 a 17 plantas dependiendo de la especie. La medicion fue
realizada directamente en raices completas extraidas en un

Cuadro 1. Descripcion de las especies seleccionadas para evaluar rasgos funcionales del matorral de Chile de acuerdo al habito de
hoja: esclerofila perenne (ep), malacoéfila decidua (md), malacofila semi-decidua (msd) y malacofila perenne (mp) y forma de vida.

Description of woody species selected to assess functional traits of the Chilean matorral. Leaf habit: evergreen sclerophyllous (ep),
deciduous malacophyllous (md), semi-deciduous malacophyllous (msd), malacophyllous evergreen (mp).

Especie Familia Forma de vida Habito de hoja
Peumus boldus Molina Monimiaceae Arbol ep
Cryptocarya alba (Molina) Looser Lauraceae Arbol ep
Kageneckia oblonga Ruiz et Pav. Rosaceae Arbol ep
Persea lingue (Miers ex Bertero) Nees Lauraceae Arbol ep
Lithraea caustica Hook et Arn Anacardaceae Arbol ep
Luma apiculata (DC.) Burret Myrtaceae Arbol pequefio ep
Quillaja saponaria Molina Quillajaceae Arbol ep
Maytenus boaria Molina Celastraceae Arbol ep
Retanilla trinervia (Guillies et Hook.) Hook et A Rhamnaceae Arbusto md
Retanilla ephedra (Vent.) Brongn. Rhamnaceae Arbusto md
Acacia caven (Molina) Molina Fabaceae Arbol md
Trevoa quinquenervia Guillies et Hook Rhamnaceae Arbol pequeiio md
Colliguaja odorifera Molina Euphorbiaceae Arbusto msd
Sophora macrocarpa Sm Caesalpinoideae Arbol pequefio msd
Baccharis linearis (Ruiz et Pav.) Pers. Asteraceae Arbusto mp
Escallonia pulverulenta (Ruiz et Pav.) Pers. Escalloniaceae Arbol pequefio mp
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Cuadro 2. Rasgos funcionales seleccionados para evaluar las estrategias ecoldgicas de uso de carbono, agua y nutrientes de especies

lefiosas del matorral de Chile. Ab = Abreviatura del rasgo.

Functional traits selected to assess ecological strategies to use resources (carbon, water, nutrients) of woody species of the Chilean

matorral. Ab = Abbreviation of functional traits.

Rasgo planta Ab Unidad Funcion Autores

Altura méxima de la planta i m I.nte.rcep’cmn. de' lug, habilidad competitiva, Pérez-Harguindeguy et al.
limitacion hidraulica (2013)

Didmetro de copa DC m Intercepcion de luz Poorter et al. (2012)

Profundidad de raiz PR m AquISTCIOH de agua, posicién vertical Canadell y Zedler (1994)
subterranea

Extension lateral de la raiz ELR m Adquisicion de nutrientes y agua Canadell y Zedler (1994)

Area foliar AF cm? Intercepcion solar, transpiracion Wright et al. (2004)

Area foliar especifica AFE cm?/g Tasa fotosintética, tasa de crecimiento Wright et al. (2004)

Contenido foliar de materia seca CFMS g/g Longevidad de la hoja, den.51dad de tejido, Wright et al. (2004)
soporte estructural de la hoja

Longevidad foliar LF meses Adquisicion/conservacion de nutrientes Wright et al. (2004)

Contenido foliar de nitrégeno CFN % Capacidad fotosintética de la hoja Wright et al. (2004)

Composicion isotopica foliar *C  § 3C %0 Eficiencia intrinseca de uso de agua Moreno-Gutiérrez et al. (2012)

Densidad especifica del tallo DT g/em? Capacidad hidraulica, tasa de crecimiento  Chave ef al. (2009)

Tiempo de inicio de crecimiento TICV  dias Inicio del periodo de crecimiento de la Montenegro et al. (1979) y

de la rama* planta Chuine (2010),

Durac19n del crecimiento DCV  dias Periodo de crecimiento de la planta Castro-Diez et al. (2003)

vegetativo de ramas

Tasa de crecimiento relativa de TCR cm/dia  Tasa de crecimiento Grime (2001)

la rama

(*) Numero de dias transcurridos desde el 1 de julio de 2017.

predio privado de la localidad de Los Bronces y en raices
de plantas ubicadas en orillas de cortes de camino proximos
alareserva de Loncha. La informacion fue complementada
con estudios realizados en Chile central (apéndice 1 y 2).

La densidad especifica del tallo (DT) fue el peso seco
del tallo dividido entre el volumen verde. Las muestras de
tallo (secciones de 5-8 cm de diametro y 10 cm de largo)
fueron recolectadas en 6 — 21 plantas por especie en la
reserva de Loncha y alrededores. Estas muestras fueron
almacenadas en bolsas plasticas por 48 horas y luego re-
mojadas por otras 48 horas. El volumen verde de la sec-
cion de tallo con corteza fue obtenido por el método de
desplazamiento y el peso seco se obtuvo luego de secarlas
por 72 horas a 70 °C en un horno de aire forzado (Pérez-
Harguindeguy et al. 2013).

El area foliar (AF), area foliar especifica (AFE) y el
contenido foliar de materia seca (CFMS) fueron obtenidos
en 6 - 20 plantas por especie. De cada individuo se colec-
taron 10 hojas expuestas al norte totalmente desarrolladas
(sin peciolo o peciolulos en caso de hojas compuestas) y
de tres estratos de la copa (inferior, medio, superior). El
area foliar se obtuvo de hojas frescas con fotografias ana-
lizadas con ImagelJ (version 1J1.46r, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). El AFE se obtuvo dividien-

do el area foliar con el peso seco de cada hoja o conjunto
de foliolos para el caso de hojas compuestas. El peso seco
de las hojas se obtuvo luego de secarlas a 70 °C por 72
horas (Pérez-Harguindeguy ef al. 2013). E1 CFMS se ob-
tuvo dividiendo el peso seco de las hojas o foliolos por
su peso humedo (previa hidratacion por 48 horas en agua
destilada). El contenido foliar de nitrogeno (CFN) y la lon-
gevidad foliar (LF) fueron obtenidos de estudios previos
publicados y no publicados (apéndice 1 y 2).

La composicion isotopica foliar de *C (6 *C %o) fue
medida como un rasgo relacionado positivamente con la
eficiencia intrinseca de uso del agua (tasa de fotosintesis/
conductancia estomatica) (apéndice 3). La 6 *C fue ob-
tenida por espectrometria de masa. Las muestras de hoja
fueron colectadas de arboles maduros en primavera de
2014 y de 2016 en la reserva de Loncha. En cada tempo-
rada se colectaron hojas de 3 a 30 plantas por especie (10
hojas por planta). Las muestras del afio 2014 se analizaron
en el laboratorio de isotopos estables de la University of
Idaho y las muestras del 2016 en el Laboratorio de Sue-
lo-Agua-Planta (SAP) de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Chile bajo similares procedimientos. La &
13C para cada especie se obtuvo promediando los valores
obtenidos en los dos afios de muestreo.
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Los rasgos fenoldgicos fueron el tiempo de inicio de creci-
miento vegetativo (TICV), la tasa de crecimiento (cm/dia)
(TCR) y la duracion del crecimiento (DCV). Estos rasgos
fueron obtenidos en base al crecimiento longitudinal de ra-
mas de las plantas desde el primero de julio de 2017 (fecha
de inicio para el seguimiento fenoldgico) al 30 de marzo
de 2018 (fecha final del crecimiento en todas las especies).
De cinco a diez plantas por especie fueron marcadas para
el seguimiento fenoldgico. En cada planta se selecciona-
ron tres ramas de 5 a 10 cm de longitud preferentemente
con exposicion noroeste, en las cuales se evalu6 el cre-
cimiento longitudinal cada 15-30 dias (Montenegro et al.
1979). La TICV expresada en dias transcurridos desde el
1 de Julio de 2017 fue calculada como el promedio entre
la primera ocurrencia de crecimiento y la fecha anterior
de medicion sin crecimiento. La DCV se calculé como
el niimero de dias transcurridos desde la fecha de inicio
de crecimiento (TICV) hasta la fecha de finalizacion de
crecimiento, la cual fue el promedio entre la fecha donde
dejo de observarse crecimiento y una fecha anterior donde
si hubo crecimiento. La TCR fue obtenida dividiendo el
crecimiento acumulado en longitud de cada rama por la
duracion del crecimiento en dias.

Analisis de datos. Las diferencias de los valores de 14 ras-
gos funcionales entre especies esclerdfilas y malacofilas
fueron evaluadas con un analisis de varianza de una via.
La normalidad de los datos de cada rasgo fue verificada a
través de una prueba de Shapiro-Wilk. Cuando los datos
no cumplieron con el supuesto de normalidad fueron trans-
formados mediante logaritmo natural. El patrén de varia-
cioén y co-variacion entre los rasgos de copa, hoja, tallo,
raices y fenologia a través de las especies se analizé con un
analisis de componentes principales (ACP). E1 ACP utiliz6
una matriz de 12 especies y 14 rasgos funcionales. En esta
matriz no se incluyeron los rasgos de las 16 especies con
el objetivo de reducir nimero de datos faltantes (princi-
palmente del rasgo de la profundidad de raices). Aun asi,
esta matriz present6 cuatro datos faltantes de profundidad
de raices y contenido de nitrogeno foliar los cuales fueron
imputados con el método de Random forest. E1 ACP fue
realizado con la matriz de correlaciones y variables esca-
ladas. Para confirmar la fortaleza de correlacion entre los
rasgos y los ejes de los componentes principales se reali-
zaron pruebas de correlacion de Pearson. Al final, el gra-
do de segregacion de especies malacodfilas y esclerofilas a
lo largo de los ejes del ACP fue evaluada con un analisis
de varianza utilizando los “scores” de las especies perte-
neciendo a diferentes grupos funcionales. El programa R
Project version 3.6.3 (R Core Team, 2020) fue utilizado
para el analisis estadistico. El ACP y el analisis de varianza
fueron realizados con la funcién “prcomp” y “anova” del
paquete “stats” propio de R, respectivamente. La imputa-
cion de datos faltantes en la matriz de especies y rasgos
para realizar el ACP fue realizada con el paquete “mice”
(van Buuren y Groothuis-Oudshoorn 2011).

300

RESULTADOS

En este estudio evaluamos la variacion y coordina-
cion de multiples rasgos de especies lefiosas esclerofilas
y malacofilas del Mediterraneo de Chile para comprender
los patrones de coordinacion de sus estrategias para usar
los recursos. Los valores de rasgos entre especies esclerd-
filas y malacofilas no difirieron completamente a través de
diferentes organos de la planta y coordinaron a través de
multiples dimensiones de uso de los recursos. La coordina-
cion de rasgos funcionales que diferencian las estrategias
de uso de los recursos a las especies esclerdfilas y malaco-
filas a través de una dimension no es una regla general en
estos ecosistemas mediterraneos.

Las diferencias de valores de rasgos funcionales entre
especies esclerdfilas y malacofilas. Las especies esclerd-
filas y las malacofilas difirieron parcialmente a través de
diferentes rasgos funcionales. Por un lado, las especies es-
clerdfilas comparadas con las malacdfilas mostraron me-
nor area foliar especifica, mayor longevidad foliar, menor
contenido de nitrogeno, mayor contenido de materia seca,
mayor extension lateral de raices y altura maxima de la
planta, con diferencias estadisticamente significativas. Sin
embargo, las especies esclerdfilas y malacofilas no tuvie-
ron diferencias estadisticamente significativas en cuanto
a su area foliar, composicion isotopica foliar de *C, pro-
fundidad de raices, diametro de copa, densidad del tallo y
rasgos fenologicos (cuadro 3).

Variacion y coordinacion entre rasgos de copa, hoja, ta-
llo, raiz y fenologia. El analisis de componentes principales
(ACP) mostro6 que existen tres dimensiones de variacion de
rasgos funcionales independientes que explican el 77 % de
la variabilidad (cuadro 4, figura 1 A). El primer componente
principal explico el 43 % de la variabilidad y representd
al espectro de la economia de la hoja acoplado al espectro
de la morfologia de la planta. Por un lado, esta dimension
separd a las especies esclerdfilas que combinan valores de
rasgos foliares conservativos para la adquisicion del carbo-
no (mayor contenido foliar de materia seca y longevidad
foliar) y valores de rasgos morfologicos de la planta rela-
cionados con una mayor habilidad competitiva para captu-
rar luz y agua (mayor altura de planta y mayor extension
lateral de raices). Por otro lado, esta dimension separd a
las especies malacdfilas que combinaron valores de rasgos.

El segundo componente principal explico el 22 % de la
variabilidad y mostré una dimension de rasgos fenologicos
que coordinan con la profundidad de raices y el diametro
de copa. Por un lado, separ6 a las especies de estrategia
oportunista para usar los recursos, las cuales combinaron
un inicio de crecimiento temprano, mayor duracion de cre-
cimiento, menor tasa de crecimiento de la rama, menor pro-
fundidad de raices y menor diametro de copa. Por otro lado,
separd a las especies de estrategia conservativa, las cuales
combinaron un inicio de crecimiento tardio, menor dura-
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Cuadro 3. Analisis de varianza mostrando las diferencias de 14 rasgos funcionales entre especies esclerdfilas y malacdfilas del
matorral de Chile. n=numero de especies, D.E. = Desviacion estandar. P = probabilidad de significancia.

Analysis of variance showing differences between sclerophyllous and malacophyllous woody species through 14 functional traits in the
Chilean matorral. n = number of species, D.E. = Standard deviation. P = Probability of significance.

Rasgo Esclerofilas Malacofilas p

n Media D.E. n Media D.E
Altura maxima de la planta (m) 8 7,6 2,8 8 2,66 1,33 <0,001
Didmetro de copa (m) 8 4.0 1,04 8 2,66 1,62 0,08
Densidad del tallo (g cm?®) 8 0,62 0,07 8 0,67 0,07 0,21
Profundidad de raiz (m) 5 3,1 1,93 6 1,82 1,69 0,27
Extension lateral de raiz (m) 7 2,8 0,86 7 1,08 0,35 <0,001
Area foliar (cm?) * 8 11,5 9 8 7,0 11 0,08
Area foliar especifica (cm? g) * 8 81,0 29 8 134,9 47 0,013
Contenido de materia seca foliar (g.g") 8 0,40 0,05 8 0,30 0,05 < 0,001
Contenido de nitrogeno foliar* 8 1,25 0,34 6 2,08 0,91 0,027
Composicion isotopica foliar *C (%o) 8 =282 1,53 8 -28,3 1,31 0,79
Longevidad foliar (meses)" 8 25 15 8 10,4 5 0,018
Tt s w o
Duracion de crecimiento vegetativo (dias) 8 80,7 8,7 8 97,8 34,9 0,19
Tasa de crecimiento relativo (cm dia™) * 8 0,025 0,004 6 0,028 0,013 0,75

) Las variables fueron transformadas a escala de logaritmos naturales para realizar las pruebas de Anova.
Valores de P en negrita indican que son significativos a un nivel de significancia de 0,05.

Cuadro 4. Analisis de componentes principales (ACP) elaborado con una matriz de correlacion de 12 especies x 14 rasgos funcionales.

Principal component analysis (PCA) prepared with a correlation matrix of 12 species x 12 functional.

Variable

CP1 r CP2 r CP3 r
Proporcién acumulada 43 % 65 % 77 %
Proporcion de varianza explicada 43 % 22 % 12%
Altura maxima de la planta (H) -0,29 -0,72%* -0,15 -0,27 0,43 0,54
Diametro de copa (DC) -0,14 -0,34 -0,39 -0,68** 0,22 0,29
Densidad del tallo (DT) 0,26 0,63* -0,12 -0,22 -0,43 -0,55%
Profundidad de raiz (PR) -0,16 -0,37 -0,32 -0,62%* -0,24 -0,44
Extension lateral de raiz (ELR) -0,34 -0,83%** -0,14 -0,25 0,03 0,03
Area foliar (AF)* -0,36 -0,89%** 0,04 0,07 0,09 0,12
Area foliar especifica (AFE) * 0,34 0,84%*%* -0,11 -0,20 0,17 0,22
Contenido de materia seca foliar (CMSF) -0,35 -0,87*** 0,01 0,02 -0,11 -0,14
Contenido de nitrogeno foliar (CNF)* 0,35 0,81%* 0,005 - 0,04 0,17 0,30
Composicion isotdpica foliar *C (§'*C) -0,11 -0,27 0,09 0,16 -0,63 0,81%**
Longevidad foliar (LF)" -0,34 -0,85%** -0,02 - 0,04 -0,11 -0,14
Tiempo de inicio de crecimiento vegetativo (TICV) -0,10 -0,25 -0,40 -0,71%* -0,15 -0,19
Duracion de crecimiento vegetativo (DCV) -0,10 -0,25 0,51 0,91 %** 0,04 0,05
Tasa de crecimiento relativo de la rama (TCR)* 0,19 0,47 -0,48 - 0,85%** 0,03 -0,03

(*) Variable transformada a logaritmo natural. Las variables con mayor peso en cada componente principal se destacan con negrilla. Coeficientes
de correlacion de Pearson () muestran la correlacion de las variables originales con cada componente principal. Niveles de significancia para esas

correlaciones: P < 0,05 (*); P<0,01 (**); P<0,001 (***).
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Figura 1. Analisis de componentes principales mostrando las multiples dimensiones ecologicas de coordinacién de 14 rasgos
funcionales a través de 12 especies lefiosas dominantes del matorral de Chile. A) El eje 1 muestra el espectro de la economia de la
hoja acoplado a la morfologia de la planta (altura de planta y extension lateral de raices); el eje 2 muestra el espectro de la fenologia
acoplado a la morfologia de la planta (diametro de copa y profundidad de raices. B) El eje 3 muestra el espectro de la economia del
tallo y de la eficiencia de uso del agua.

Principal component analysis showing the different dimensions of functional trait coordination across 12 dominant woody species of the
Chilean matorral. A) The axis 1 shows the leaf economic spectrum coupled with the plant size and root lateral extension; the axis 2 shows the phenology
spectrum associated with rooting depth and crown width. B) The axis 3 exhibits, the wood economic spectrum and water use efficiency.
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cion de crecimiento, mayor tasa de crecimiento, raices pro-
fundas y diametros de copa anchas (cuadro 4, figura 1A).

Finalmente, el componente principal tres explico el
12 % de la variabilidad y mostro las diferencias de las espe-
cies respecto a su tolerancia a la sequia. Por un lado, separd
a las especies mas resistentes a la sequia que combinaron
mayor densidad del tallo (relacionada con una menor capa-
cidad de transporte del agua) y mayor composicion isotopi-
ca de BC de la hoja (relacionada positivamente con mayor
eficiencia intrinseca del uso de agua). Por otro lado, separ6
a las especies oportunistas para el uso del agua que combi-
naron atributos opuestos (cuadro 4, figura 1B).

El primer componente principal separ6 significativa-
mente a las especies esclerdfilas y malacofilas (F= 28,3;
P <0,001) (figura 2 A). En contraste, el segundo y tercer
componente principal no separaron significativamente a
las esclerofilas y malacofilas (P = 0,60 y P = 0,49, respec-
tivamente), sugiriendo que en esas ultimas dimensiones
funcionales no hubo segregacion de especies entre esos
grupos funcionales (figura 2 By C).

DISCUSION

Las especies lefiosas esclerdfilas y malacofilas del ma-
torral mediterraneo de Chile no difieren totalmente en sus
estrategias de uso de los recursos a través de una Unica
dimension ecoldgica que las contrasta como conservati-
vas o adquisitivas. Las especies esclerofilas y malacofilas
coordinan sus estrategias de uso de los recursos a través de
multiples dimensiones ecologicas, en las cuales las espe-
cies pueden combinar o no valores de rasgos conservativos
y adquisitivos.

Las especies esclerdfilas y malacoéfilas solamente
presentaron diferencias significativas en algunos rasgos
morfoldégicos de la planta (altura maxima de la planta,
extension lateral de raices) y de hoja (&rea foliar especifi-
ca, contenido de materia seca de la hoja, contenido de ni-
trogeno entre otros), pero no difirieron en la profundidad
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de raices, densidad de tallo, composicion isotopica de *C
y atributos fenolégicos como sugirieron previos estudios
en el matorral (Mooney y Dunn 1970, Montenegro et al.
1979, Canadell y Zedler 1994). Los valores de rasgos
funcionales de uso de los recursos de las especies coor-
dinaron través de tres dimensiones ecologicas: a) el es-
pectro de la economia de la hoja acoplado con el espectro
de la morfologia de la planta (altura maxima de la planta
y extension lateral de raices), b) el espectro fenolégico
(inicio de crecimiento, duracién de crecimiento y tasa de
crecimiento) acoplado con la profundidad de raices y el
diametro de copa, y c) el espectro de la eficiencia de uso
del agua a nivel de la hoja acoplado con el espectro de
la economia de la madera, representado por la densidad
de la madera. La variacion de los rasgos funcionales a
través de multiples dimensiones coincide con estudios
que observaron una débil coordinacion entre rasgos fun-
cionales relacionados con el uso de los recursos a través
de especies lefiosas en bosques tropicales humedos (Ba-
raloto et al. 2010, Fortunel et al. 2012), bosques tropica-
les semi-aridos (Silva et al. 2018), chaparrales de clima
tipo mediterraneo de California (Ackerly 2004) y desier-
tos (Delpiano ez al. 2020). Asi, las estrategias de uso de
los recursos en el matorral de Chile no coordinarian a
través de una unica dimension ecoldgica como fue su-
gerido por estudios a escala local en bosques Mediterra-
neos de Espafa (Riva et al. 2016) y estudios realizados
a escala regional y global a través de especies de plan-
tas con diferentes formas de vida (Westoby et al. 2002,
Diaz et al. 2004).

La primera dimension ecologica sugiere la existencia
de un espectro de economia de la hoja que refleja los tra-
de-offs de las especies para adquirir o conservar el carbo-
no. Las especies esclerdfilas a nivel de hoja combinaron
valores de rasgos mayoritariamente conservativos, tales
como mayor contenido foliar de materia seca, menor area
foliar especifica, menor contenido de nitrogeno y mayor
longevidad, mientras que las especies malacofilas combi-
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Figura 2. Analisis de varianza de una via para evaluar la segregacion de rasgos funcionales de especies esclerofilas y malacoéfilas a

través de los tres ejes del ACP.

Analysis of variance (one way) evaluating segregation between sclerophyllous and malacophyllous species across three axis of the principal

component analysis (CP1, CP2 and CP3).
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naron valores de rasgos foliares opuestos que sugieren una
estrategia adquisitiva. Este patron de coordinacion a nivel
de hoja coincide con previos estudios realizados entre es-
pecies de bosques mediterraneos a escala local (Mooney y
Dunn 1970, Ackerly 2004, Prieto ef al. 2018) y entre espe-
cies de diferentes formas de vida a escala global (Wright et
al. 2004, Reich 2014, Diaz et al. 2016).

Esta primera dimension ecoldgica también fue confor-
mada por un espectro de la morfologia de la planta donde
coordinaron la altura méxima de la planta y a la extension
lateral de raices. Este patron de coordinacion refleja los
trade-offs que tienen las especies para capturar los recur-
sos de luz y agua del suelo. Las especies esclerdfilas com-
binaron mayor altura de maxima de planta y mayor exten-
sion lateral de raices, lo que exhibe su mayor habilidad
competitiva para capturar los recursos del suelo y la luz
(Grime 2001, Pérez-Harguindeguy ef al. 2013); mientras
que las especies malacofilas combinaron valores de ras-
gos opuestos, lo que refleja su menor habilidad competiti-
va para capturar recursos y su mayor tolerancia a la som-
bra (Zhao y Yan 2016). La coordinacion del espectro de
la economia de la hoja y algunos rasgos morfoldgicos de
la planta en una misma dimension coincide con estudios
realizados a escala local que sugieren una coordinacion
entre rasgos de hoja y copa entre especies lefiosas de bos-
ques mediterraneos (Ackerly 2004, de la Riva et al. 2016)
y bosques subtropicales (Zhao et al. 2016). Sin embargo,
este patron de coordinacidon no coincide con algunos estu-
dios realizados a escala local y regional que muestran que
el espectro de economia de la hoja es independiente de la
morfologia de la planta, del tallo y raiz (Diaz ef al. 2004,
2016, Baraloto et al. 2010, Fortunel et al. 2012).

La primera dimensién muestra que las especies no
combinaron valores de rasgos funcionales de una unica
estrategia de uso de los recursos como sugiere el espectro
de la economia de la planta (Reich 2014). Las esclerofilas
combinaron algunos valores de rasgos conservativos para
usar el carbono (por ejemplo, mayor contenido de materia
seca de la hoja, menor area foliar especifica) y valores de
rasgos adquisitivos (por ejemplo, mayor area foliar, altura
de planta, extension lateral de raices y menor densidad de
madera), mientras que las especies malacdfilas combina-
ron rasgos con valores opuestos. Este patrén de coordi-
nacioén contrasta con aquellos encontrados en ambientes
mediterraneos de la Cuenca del Mediterraneo de Espaiia,
donde los valores de rasgos funcionales de especies es-
clerofilas y malacofilas convergen coordinadamente en
una Unica estrategia conservativa o adquisitiva, respecti-
vamente. Por ejemplo, en esos ecosistemas las especies
esclerofilas comparadas con las malacoéfilas exhiben una
estrategia conservativa con una menor altura de planta,
menor area foliar especifica, mayor eficiencia de uso del
agua, mayor densidad de tallo y menor longitud especifica
de la raiz, mientras que las malacofilas deciduas combinan
valores de rasgos opuestos (Pérez-Ramos et al. 2012, de la
Riva et al. 2016, Prieto et al. 2018, Querejeta ef al. 2018).
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En los matorrales de Chile, este patron de coordina-
cion en la primera dimension ecoldgica podria sugerir que
las especies esclerofilas tienen una lenta adquisicion de
carbono, pero una mayor habilidad competitiva para in-
terceptar luz y para capturar agua superficial y nutrientes
del suelo, mientras que las especies malacoéfilas tienen una
rapida asimilacion de carbono, pero mayores limitaciones
para competir por la luz, crecer y capturar los recursos su-
perficiales del suelo (Mooney y Dunn 1970). Posiblemen-
te, esas caracteristicas permitan a las especies esclerofilas
y malacofilas usar los recursos a través de ambientes con
diferente disponibilidad de luz y/o nutrientes (Dominguez
et al. 2012). Por un lado, las especies escleréfilas del ma-
torral podrian estar adaptadas para crecer en ambientes
con menor radiaciéon solar y mayor disponibilidad de
agua, como en laderas de menor exposicion a la radiacion
solar y/o limitados por nutrientes (Mooney y Dunn 1970),
mientras las malacoéfilas podrian dominar condiciones
ambientales opuestas (Armesto y Martinez 1978).

La variacion y coordinacion de los rasgos de profun-
didad de raices, diametro de copa y la fenologia formaron
una segunda dimensioén ecologica (independiente de la
primera) que reflejaria los trade-offs de las especies para
adquirir los recursos a través de diferentes temporadas del
aflo y diferentes profundidades del suelo debido a la alta
irregularidad espacial (a través de horizontes en el suelo)
y temporal en la disponibilidad de agua y nutrientes en
ecosistemas mediterraneos (Mooney y Dunn 1970). Por
un lado, las especies que combinaron valores de rasgos
conservativos, tales como raices profundas, inicio de cre-
cimiento tardio, menor duracién de crecimiento, mayor
tasa de crecimiento y mayor didmetro de copa podrian
crecer en condiciones climaticas dptimas con mayor dis-
ponibilidad de recursos y durante periodos breves (Wo-
lkovich y Cleland 2014). Por ejemplo, las especies con un
inicio tardio de crecimiento podrian mantenerse en reposo
durante la temporada de lluvia y evitar las bajas tempera-
turas del invierno austral (Montenegro ef al. 1979). Ade-
mas, las especies con raices profundas podrian esperar a
que el agua de las precipitaciones infiltre y recargue el
suelo a mayores profundidades para usarlas sin tener in-
certidumbre sobre su disponibilidad (Canadell y Zedler
1994). En adicidn, las especies con una copa de mayor
diametro desplegarian hojas menos sombreadas intercep-
tando mayor radiacién y alcanzando mayores tasas de
fotosintesis (Poorter et al. 2012), la cual combinada con
una mayor tasa de crecimiento permitiria a las especies
crecer aceleradamente para fijar los productos de la fo-
tosintesis y evitar exponerse a las altas temperaturas y la
alta radiacion durante verano (Mooney y Dunn 1970). Por
otro lado, las especies que combinaron valores de rasgos
funcionales adquisitivos, tales como raices superficiales,
un inicio de crecimiento temprano, mayor duracion de
crecimiento, menor tasa de crecimiento y menor didmetro
de copa podrian usar los recursos bajo condiciones am-
bientales temporalmente marginales y por largos perio-



dos (Chuine 2010). Por ejemplo, las especies de raices
superficiales y de inicio temprano de crecimiento tendrian
una rapida adquisicion del agua y nutrientes durante los
primeros eventos de precipitacion, incluso bajo riesgo de
heladas (Canadell y Zedler 1994, Moreno-Gutiérrez ef al.
2012). Ademas, una mayor duracién de crecimiento y una
lenta tasa de crecimiento permitiria a las especies capturar
mayor cantidad de recursos y completar la fijacion de los
productos de la fotosintesis durante invierno y primavera
(Castro-Diez et al. 2003).

Una tercera dimension ecoldgica formada por la varia-
cion y coordinacion de la composicion isotopica de *C de
la hoja y la densidad de la madera sugiere que las especies
independientemente de las caracteristicas morfoldgicas de
la hoja para adquirir carbono, tamafio de planta, profundi-
dad de raiz y fenologia pueden desarrollar diferentes estra-
tegias para usar el agua. Este desacople de la composicion
isotopica foliar de *C respecto al espectro de la econo-
mia de la hoja y otras dimensiones funcionales fue tam-
bién encontrado entre especies del chaparral de California
(Ackerly 2004) y en bosques mediterraneos de Espaiia
(Méndez-Alonzo et al. 2019). Posiblemente, este patrén
de coordinacion refleja los “trade-offs” que tienen las es-
pecies del matorral para usar el agua a través de diferentes
condiciones de disponibilidad de agua en los horizontes
superficiales del suelo debido a la alta heterogeneidad es-
tructural y topografica los suelos en el matorral (Rundel
et al. 2016). Por ejemplo, las especies que combinan una
mayor densidad de madera y mayor eficiencia de uso del
agua (valores menos negativos de composicion isotopica
1BC) podrian reflejar una estrategia conservativa de uso del
agua en suelos con alto déficit hidrico, la cual permitiria
incrementar la resistencia del tallo para el transporte de
agua, lo que consecuentemente podria reducir el potencial
hidrico en la hoja, la conductancia estomatica y las tasas
de transpiracion. Al contrario, las especies con una com-
binacion de valores opuestos de esos rasgos podrian refle-
jar una estrategia oportunista de uso del agua adaptada a
suelos con mayor disponibilidad hidrica, la cual permitiria
aumentar la conductividad hidraulica del tallo para trans-
portar el agua, la apertura estomatica para el intercambio
gaseoso en la hoja, la transpiracion y en consecuencia re-
ducir la eficiencia de uso del agua en la hoja, pero al costo
de aumentar su riesgo al embolismo (Moreno-Gutiérrez et
al. 2012, Apgaua et al. 2015).

En el presente estudio los valores de rasgos funciona-
les a través de toda la planta no convergieron hacia una
Unica estrategia ecoldgica de uso de recursos como una
respuesta a las restricciones ambientales que deberian
afectar similarmente a toda la planta (Reich 2014). En
este estudio, las especies del matorral combinaron valores
de rasgos adquisitivos y valores de rasgos conservativos;
y ademas formaron diferentes dimensiones de coordina-
cion de rasgos funcionales. Posiblemente, los factores
abidticos y bioticos variando en el espacio (arriba o abajo
del suelo) y en el tiempo operan con diferente intensidad
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y direccion filtrando rasgos funcionalmente contrastantes
(Weemstra et al. 2016). Este estudio es uno de los pri-
meros evaluando la variacion y coordinacion rasgos fun-
cionales de diferentes 6rganos de las plantas lefiosas en
bosques mediterraneos, incluyendo la coordinacion del
espectro de la economia de la hoja, con rasgos morfold-
gicos de la planta, tallo, raiz y fenologia. Sin embargo,
sugerimos considerar que futuros estudios incluyan ma-
yor numero de rasgos funcionales de raiz (por ejemplo,
longitud especifica de la raiz, densidad de la raiz, conte-
nido de nitrogeno) y rasgos del tallo (didmetro de vasos,
densidad de vasos, contenido de materia seca del tallo),
los cuales podrian permitir una evaluacién mas completa
de las estrategias de uso de los recursos de las especies del
matorral de Chile.

CONCLUSIONES

Las especies esclerofilas y malacdfilas no difieren com-
pletamente a través de diferentes 6rganos de la planta y la
fenologia. Ademas, los patrones de variacion y coordina-
cion de rasgos funcionales a través de las especies sugieren
que existe un desacople de estrategias de uso de los recursos
en multiples dimensiones. Las especies esclerdfilas y mala-
cdfilas tienen diferencias solo en una dimension de las tres
observadas, especificamente en la primera dimension que
esta relacionada al espectro de la economia de la hoja y los
rasgos morfologicos de altura maxima de planta y la exten-
sion lateral de raiz. Las especies esclerdfilas y malacofilas
no reflejan diferentes estrategias a través de otras dimensio-
nes ecologicas relacionadas con su fenologia y tolerancia a
la sequia. Por tanto, existen multiples dimensiones de coor-
dinacion de rasgos funcionales que reflejan las estrategias
contrastantes de las especies del matorral para usar los re-
cursos. Este estudio muestra la necesidad de usar multiples
rasgos funcionales para explicar las estrategias de las espe-
cies para usar los recursos en ecosistemas mediterraneos y
predecir procesos ecoldgicos en el matorral de Chile.
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Apéndice 2. Resumen de rasgos funcionales obtenidos para el matorral de Chile.

Summary of functional traits obtained for the Chilean matorral.

Rasgo N° plantas por especie N° de especies evaluadas Fuente de datos
Altura maxima de la copa (m) 6-56 16 propio

Diametro de copa (m) 6-56 16 propio
Profundidad de raiz (m) 2-17 11 propio y literatura
Extension lateral de la raiz (m) 2-17 14 propio y literatura
Area foliar (cm?) 6-20 16 propio

Area foliar especifica (cm? g) 6-20 16 propio

Contenido foliar de materia seca (g g') 6-20 16 propio
Longevidad foliar (meses) 3-5 16 literatura
Contenido foliar de nitrégeno (%) 3-5 14 literatura
Composicion isotopica foliar '*C 3-30 16 propio

Densidad especifica del tallo 6-21 16 propio

Tiempo de inicio de crecimiento (dias desde el 1/07/2017) 3-10 16 propio

Duracion del crecimiento vegetativo (dias) 3-10 16 propio

Tasa de crecimiento relativa (cm dia™) 3-10 14 propio

Apéndice 3. Relacion de la composicion isotopica 3C (8 3C), discriminacion isotopica (A) y la eficiencia intrinseca de uso de agua
(EUALI) para 16 especies del bosque esclerofilo de Chile.

Relationship of 13C isotopic composition (3 13C), isotopic discrimination (A) and intrinsic water use efficiency (EUAI) for 16 species
of the sclerophyllous forest of Chile.

S 1°C A EUAI
Especie Media Min. Max. Media Min Max Media Min Max
A.caven -28,06  -26,92  -29,76 20,23 19,07 21,94 71,20 83,31 53,22
B.linearis -29,16  -28,39  -31,58 21,34 20,55 23,77 59,53 67,76 33,99
C.alba -27,04  -24,60  -30,51 19,20 16,73 22,69 82,00 107,89 45,28
C.odorifera -26,59 24,46  -28,74 18,74 16,59 20,91 86,84 109,37 63,98
E.pulverulenta -28,71 -26,98  -30,23 20,88 19,13 22,41 64,35 82,70 48,19
K.oblonga -28,39 27,20 -29,58 20,55 19,36 21,76 67,73 80,31 55,10
L.apiculata -29,75 -27,33 -30,81 21,92 19,49 23,00 53,37 78,94 42,05
L.caustica -25,35 -22,43 -29,73 17,49 14,55 21,91 99,91 130,87 53,51
M.boaria -29,58  -28,18  -31,79 21,75 20,34 23,98 55,13 69,94 31,73
Pboldus -29,01 -26,62  -31,47 21,18 18,77 23,66 61,20 86,49 35,11
Plingue -29,05 -26,52  -30,93 21,22 18,67 23,11 60,72 87,55 40,86
Q.saponaria -27,07  -24,62  -30,07 19,23 16,75 22,25 81,67 107,67 49,95
R.ephedra -29,72  -29,53 -29,91 21,90 21,70 22,09 53,63 55,66 51,61
R.trinervia -26,09  -24,93 -27,93 18,23 17,07 20,10 92,13 104,39 72,56
S.macrocarpa -30,14 -28,44 -32,25 22,31 20,60 24,45 49,24 67,25 26,82
T.quinqunervia -26,82  -25,86  -27,56 18,97 18,01 19,72 84,42 94,52 76,51
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La discriminacioén isotopica (A) corresponde (Ferrio ef al.
2005):

_ 'surmé.sferu _Epiunm
1+(8] |planta/1000)

Donde, 5, . . corresponde a -8 %o y 3 plaata corresponde al
valor de la muestra (en este caso el valor promedio de 6 lanta
para cada especie). Acorde a este modelo la relacion entre
la & *C y la A es linecalmente inversa. La A representa el
fraccionamiento de la & 1*C de la atmosfera a través de los
procesos fisicos y bioquimicos del proceso de fotosintesis.
De esta manera una mayor discriminacion de moléculas de
BCO, durante la fotosintesis refleja una mayor sintesis de
moléculas de *CO,.

La A tiene una relacion lineal positiva con las proporciones
de carbono intercelular en la hoja y el carbono de la
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SUMMARY

This paper investigated the effect of summer drought conditions on physiological and biochemical parameters in Pinus nigra subsp.
pallasiana, Pinus brutia, Quercus infectoria and Crataegus monogyna under field conditions and determined seasonal changes in
those parameters. The study focused on soil water content, soil temperature, midday water potential, proline, total soluble sugar and
photosynthetic pigment (chlorophyll a, chlorophyll b, chlorophyll a+b and carotenoid) contents during the growing period. Seasonal
changes in those parameters in Pinus nigra subsp. pallasiana, Pinus brutia, Quercus infectoria and Crataegus monogyna were
determined under the same environmental conditions in the natural forest area of the western Mediterranean region. P, nigra, P. brutia,
Q. infectoria and C. monogyna had similar seasonal changes in physiological responses, though they had different seasonal changes in
biochemical responses in natural habitat. Crataegus monogyna had the lowest midday water potential at all sampling dates. In general,
Q. infectoria had the highest photosynthetic pigment content, whereas P. nigra and P. brutia had the lowest. P. nigra and P. brutia
(coniferous) had lower photosynthetic pigment content and higher midday water potential than those presented by Q. infectoria and
C. monogyna (broad-leaved) during the short-term dry period. The results showed that P. nigra and P. brutia (coniferous) were more
sensitive than Q. infectoria and C. monogyna (broad-leaved) during summer drought in the natural forest.

Key words: midday water potential, drought, woody species, proline, pigments.

RESUMEN

Este trabajo investigo el efecto de las condiciones de sequia estival sobre parametros fisioldgicos y bioquimicos en Pinus nigra subsp.
pallasiana, Pinus brutia, Quercus infectoria 'y Crataegus monogyna en condiciones de campo y asi determinar los cambios estacionales
en dichos parametros. El estudio se centrd en el contenido de agua del suelo, su temperatura, el potencial hidrico a mediodia, la prolina,
el azucar soluble total y el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila a+b y carotenoides) durante el
periodo de crecimiento. Se determinaron los cambios estacionales de estos parametros bajo las mismas condiciones ambientales en
la zona de bosque natural de la regiéon mediterranea occidental. P. nigra, P. brutia, Q. infectoria 'y C. monogyna tuvieron cambios
estacionales similares en sus respuestas fisiologicas, aunque tuvieron diferentes cambios estacionales en las respuestas bioquimicas
en el habitat natural. C. monogyna tuvo el potencial hidrico mas bajo a mediodia en todas las fechas de muestreo. En general, Q.
infectoria tuvo el mayor contenido de pigmento fotosintético, mientras que P. nigra y P. brutia tuvieron el mas bajo. P. nigra'y P. brutia
(coniferas) tuvieron un menor contenido de pigmento fotosintético y un mayor potencial hidrico al mediodia que Q. infectoria 'y C.
monogyna (frondosas) durante el periodo seco de corta duracion. Los resultados mostraron que P. nigra y P. brutia (coniferas) fueron
mas sensibles que Q. infectoria'y C. monogyna (frondosas) durante la sequia estival en el bosque natural.

Palabras clave: potencial hidrico de mediodia, sequia, especies lefiosas, prolina, pigmentos.

INTRODUCTION

Global warming has been a serious threat to forest
ecosystems during the twenty-first century (Arend et al.
2011). Plants of the Mediterranean region are exposed to
environmental stressors, especially in summer witnessing
high midday sunlight and temperature, resulting in water
depletion (Munné-Bosh and Peiiuelas 2004). High tem-
perature and water shortage in the drought-prone areas
of the Mediterranean basins reduce the growth rates of

tree species. It is crucial to understand how plants res-
pond to drought stress caused by global warming (Nuche
et al. 2014) because plants of the Mediterranean region
are exposed to drought stress lasting several months in
summer (Archibold 1995). Plants of the Mediterranean
region develop adaptation mechanisms to survive long-
term drought stress and water depletion (Baquedano and
Castillo 2006). They develop many morphological, phy-
siological, biochemical and molecular mechanisms to
adapt to drought (Lei et al. 2006). The first of those me-
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chanisms is stomatal closure as a response to water deficit
to reduce transpiration and lower water potential (Martin-
StPaul ef al. 2017). Plants improve drought tolerance by
reducing osmotic potential through solute accumulation
(Puigdefabregas and Pugnaire 1999). Soluble sugars and
proline are two solutes that play a crucial role in osmotic
adjustment in plants (Hessini et al. 2009). Photosynthe-
tic pigment content, which regulates energy absorption
through chlorophyll and distributes excess energy through
carotenoids, is another parameter that plays a key role in
drought adaptation and survival in plants (Baquedano and
Castillo 2006).

The red pine (Pinus brutia Ten., 5.74 million ha) and
the Anatolian black pine (Pinus nigra Arn. subsp. palla-
siana (Lamb.) Holmboe, 4.35 million ha) are the two most
common coniferous species in Turkey (OGM 2019). The
red pine is generally found in areas with hot and dry sum-
mers and warm and rainy winters (Karatepe et al. 2014).
The Anatolian black pine has high genetic diversity, and
thus, a high adaptability to different climatic conditions,
from humid, semi-humid to semi-arid climate. The Anato-
lian black pine is a xerophilic species distributed as mixed
forest (red pine and scrub) in the transition zone between
red pine and Anatolian black pine (Atalay and Efe 2010).
Oaks (Quercus sp.) are distributed across 5.96 million ha
in Turkey (OGM 2019). Quercus infectoria Olivier is a
tree of semi-humid climates and withstands cold to some
extent (Oztiirk 2013). Hawthorn (Crataegus sp.) is ubi-

Romania

Bulgaria

quitous in the cold and dry regions of Turkey, and many
species are also drought-resistant (Giiltekin 2007). Phy-
siological and biochemical mechanisms play a key role in
adaptation to drought conditions during summer. Drought
is a serious problem in the Mediterranean region. We can
better manage natural ecosystems if we know how diffe-
rent species in the Mediterranean region respond to water
stress physiologically (Bombelli and Gratani 2003). This
study had three objectives: It’s a small font, it should be
corrected. (Pinus nigra Arn. subsp. pallasiana, Pinus bru-
tia, Quercus infectoria) and one shrub species’ (Crataegus
monogyna Jacq.) physiological and biochemical responses
during summer drought, (2) to determine which species
(coniferous and broadleaved) are more sensitive or tole-
rant to drought in the field, and (3) to identify the seasonal
changes in soil water content, soil temperature, midday
water potential, total soluble sugar content, proline content
and photosynthetic pigment content. We hypothesized that
summer drought affects woody species differently in their
natural habitats.

METHODS

Site description and study species. The sample consisted
of three species Pinus nigra subsp. pallasiana, Pinus bru-
tia, Quercus infectoria, and one shrub species Crataegus
monogyna located in the Aziziye/Burdur forest district in
Turkey (37° 24’ N; 30° 12’ E; Altitude: 1,340 m; figure 1).

Russia
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37°200°N
T
=
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Figure 1. Location of study area.

Localizacion del area de estudio.
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The experimental site was located on a claystone bedrock
and had loamy sand soil. According to the long-term (2007-
2016) climate data of Burdur Meteorology Station, the
search site had annual total precipitation of 421 mm, avera-
ge temperature of 13 °C and semi-arid climate according to
Erinc climate index. In Burdur, December and January are
humid, November, February, March and April are semi-hu-
mid, May is semi-arid, June and October are dry, and July,
August and September are fully arid or desert type (Sar1
2009). A mini meteorological station (Watchdog Spectrum
Technologies, Inc. USA) was installed near the research
site in 2016 to record data at 30-min intervals to determine
microclimatic conditions throughout the study. According

T min (°C)
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to the climate data of the mini meteorological station, the
research site had total precipitation from 10.10 mm (July)
to 79.30 mm (May), average monthly temperature from
12.9 °C (May) to 23.5 °C (July), maximum temperature
from 29.4 °C (May) to 38.3 °C (July), minimum tempe-
rature from 2.3 °C (May) to 12.2 °C (July), and average
humidity from 64.1 % (May) to 38.1 % (July) throughout
the study (May-September) (figures 2A; 2B; 2C; 2D; 2E).
The highest average, maximum, minimum temperature and
lowest relative humidity were recorded in July.

Sampling. The measurements were performed on a sample
area of approximately 1,000 m? in a location close to the
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Figure 2. A) Daily minimum air temperature (Tmin). B) daily average air temperature (Tmean). C) daily maximum air temperature
(Tmax). D) daily average relative humidity (RH) and E) daily total precipitation (P) during the study period.

A) Temperatura minima diaria del aire (Tmin), B) Temperatura media diaria del aire (Tmean), C) Temperatura maxima diaria del aire
(Tmax), D) Humedad relativa media diaria (HR) y E) Precipitacion total diaria (P) durante el periodo de estudio.
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middle of the stand. P. nigra had mean diameter at breast
height, mean height and mean age of 11.3 cm, 5.7 m and
24 years, respectively. P. brutia had mean diameter at
breast height, mean height and mean age of 11.8 cm, 6.4 m
and 22 years, respectively. Q. infectoria had mean diame-
ter at breast height, mean height and mean age of 5.8 cm,
2.6 m and 23 years, respectively. C. monogyna had a mean
age of 24 years. Eight individuals from each species in the
sample area were randomly selected, and shoot samples
were collected from two-third of the trees/shrub and from
the south-facing plot at five different dates (May, June,
July, August, September) in 2016 to determine physiolo-
gical (midday water potential) and biochemical charac-
teristics (proline content, total soluble sugar content and
photosynthetic pigment content). A biochemical analysis
was determined on the 1- year-old needles of conifers and
current-year leaves (fully expanded) of broad-leaved trees.
Deciduous Q. infectoria and C. monogyna grew new lea-
ves completely in mid-May.

Soil moisture and temperature. Soil water content and
soil temperature were measured monthly between May
and September at nine locations at a depth of 0-20 cm for
homogeneous representation of the research site. Soil wa-
ter content and soil temperature were measured using a
gravimetric method and a digital thermometer (TP3001),
respectively.

Water potential. Midday water potential was measured
between 12:00 p.m. and 14:00 p.m., which was the period
of time when water tension was the highest. ¥ was mea-
sured on one-year-old shoot samples from each species
using a pressure chamber (Scholander et al. 1965; Model
1000, PMS Instruments Company, Corvallis, OR).

Soluble sugars and proline. Leaf and needle samples from
each species were dried at 65 °C for 48 h and subsequently
ground. Total soluble sugar content was measured using the
method of Dubois et al. (1956). The samples were collec-
ted from the ground leaves and needles and were incubated
for 24 h in 80 % ethanol. Afterward, 5 % phenol solution
and H,SO, were added to the samples, which were after
measured using a spectrophotometer at a wavelength of
490 nm. Proline content was determined using the method
of Bates et al. (1973). Three percent sulfosalicylic acid was
added to 100 mg of dry samples, which were, next, filte-
red using a homogenate blue band filter paper. The filtrate
was mixed with acid ninhydrin and glacial acetic acid, and
afterwards, incubated at 100 °C for one h. Toluene was
added to the cooled samples, which were then measured
on the spectrophotometer at a wavelength of 520 nm.

Pigments. Photosynthetic pigment content (chlorophyll
a, chlorophyll b, chlorophyll a+b and carotenoid) in fresh
leaf and needle samples was determined using the method
of Arnon (1949). The samples (0.1 g) were crushed to ho-
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mogeneity in 10 mL of 80 % acetone solution in a mortar.
The homogenized samples were measured on the spectro-
photometer at wavelengths of 450, 645 and 663 nm.

Statistical analyses. The data were analyzed using the Sta-
tistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows v
25.0) at a significance level of 0.05. A one-way analysis
of variance (ANOVA) was used to determine significant
(P < 0.05) differences in physiological and biochemical
parameters measured at different sampling dates between
the species. A variance analysis was also used to determi-
ne the effect of sampling dates on the physiological and
biochemical parameters of the species. The Duncan’s test
was used to identify the source of difference. Sampling
date, species and sampling date x species interaction were
analyzed using a generalized linear model. A Pearson’s
correlation analysis was used to determine the correlation
between the parameters.

RESULTS

Soil moisture and temperature. Sampling date affected soil
water content and soil temperature (P < 0.001). Soil water
content was the highest in May (21.8 %) and the lowest in
July (11.1 %), August (11.2 %) and September (13.0 %). It
gradually decreased towards July and remained relatively
the same until September. Soil temperature was the highest
in July (22.9 °C) and the lowest in May (14.7 °C) (figure 3).

Midday water potential. Species, sampling date and spe-
cies x sampling date interaction affected midday water
potential (P < 0.001; table 1). It was -2.21 MPa in C. mo-
nogyna and ranged from -1.60 to -1.83 MPa in P. nigra, P.
brutia and Q. infectoria in May, which is a rainy month. It
was almost the same in P. nigra, P. brutia and Q. infectoria
in May and June, though it significantly decreased in July.
The highest decrease in midday water potential in C. mo-
nogyna (-2.20 MPa) was recorded in July. All four species
had the lowest midday water potential in July and August
(figure 4). In July, P. nigra, P. brutia, Q. infectoria and
C. monogyna had a midday water potential of -2.29 MPa,
-2.45 MPa, -3.08 MPa and -4.23 MPa, respectively; while
in August, they had a midday water potential of -2.15 MPa,
-2.51 MPa, -3.10 MPa and -4.20 MPa, respectively. With
rain in September, an increase was recorded in midday
water potential, which almost reached the levels recorded
for May. However, the increase in midday water poten-
tial was less in P. nigra than in P. brutia, Q. infectoria,
and C. monogyna. There was a significant correlation bet-
ween midday water potential, soil water content and soil
temperature. In P. nigra, P. brutia, Q. infectoria and C.
monogyna species, midday water potential was positively
correlated with soil water content (respectively, R=0.527,
R?=0.371, R*=0.365, R>=0.365; P < 0.001) and negatively
correlated with soil temperature (R*=0.745, R*=0.745,
R?=0.771, R*=0.887; P < 0.001) (figure 5).
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Figure 3. Seasonal changes in soil water content (SWC) and soil temperature (ST) in P. nigra, P. brutia, Q. infectoria, and C. monogyna

(Lines indicate means + SE)

Cambios estacionales en el contenido de agua del suelo (SWC) y la temperatura del suelo (ST) en P, nigra, P. brutia, Q. infectoria'y C. monogyna.

Table 1. Analysis of general linear models of the effects of sampling date, species and species x sampling date interaction on
midday water potential (‘¥ ), total soluble sugar content (TSS), proline content (PC), chlorophyll a (Chl,), chlorophyll b (Chl,), total

chlorophyll (Chl ,,), carotenoids (Car.).

atb

Analisis de modelos lineales generalizados del efecto de la fecha de muestreo, la especie y la interaccion especie x fecha de muestreo sobre
el potencial hidrico de mediodia (¥md), el contenido total de azucares solubles (SST), el contenido de prolina (PC), la clorofila a (Chla), la clorofila b

(Chlb), la clorofila total (Chlatb) y los carotenoides (Car.).

Factors

Interaction

Study variables
Species

Sampling date Species x Sampling date

Df 3
¥, (MPa) **
TSS (mg g' DW) *E
PC (umol g' DW) *
Chl, (mg g )

Chl, (mg g™)

Chl, (mg g™

Car. (mg g™)

sk

ok

Ak

sk

4 12

sk sk

Kk k&
R EE
R R
e R
*k ok

Ak sk

*P<0.05; **P<0.001

The lowest midday water potential was recorded in C.
monogyna in August. However, the lowest negative values
were recorded in P. nigra (P < 0.01). Therefore, P. nigra
had the highest midday water potential, followed by P.
brutia, Q. infectoria and C. monogyna in August. Pinus
nigra and P. brutia had similar midday water potential in
July, while P. nigra, P. brutia and Q. infectoria had similar
midday water potential in September, which was higher
than that shown by C. monogyna.

Biochemical measurements. Both species and sampling
date had a significant effect on total soluble sugar (table 1;

P <0.001). Pinus brutia had the highest total soluble sugar
content, followed by Q. infectoria, P. nigra and C. mo-
nogyna. Crataegus monogyna had always the lowest total
soluble sugar content, except in July. Moreover, midday
water potential (R= 0.492, P < 0.001) and soil water con-
tent (R=0.395, P <0.001) were negatively correlated with
total soluble sugar content only in C. monogyna. All spe-
cies had similar total soluble sugar in July (figure 6). Pinus
nigra had low total soluble sugar in May, June and July.
It suddenly increased from August to September, when it
became higher -in September- than in other species at all
sampling dates. After the fall in July, P. nigra accumula-
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Figure 4. Seasonal changes in midday water potential (‘¥ ) in P. nigra, P. brutia, Q. infectoria, and C. monogyna (Bars indicate means
+ SE; uppercase letters are indicated mean difference between in sampling dates; lowercase letters are indicated mean the difference
between species, ANOVA followed by a Duncan’s post-hoc test, P < 0.05)

Cambios estacionales en el potencial hidrico de mediodia (¥Ymd) en P. nigra, P. brutia, Q. infectoria'y C. monogyna.
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Figure 5. Relationships between midday water potential (‘¥ ), soil water content (SWC) and soil temperature.

Relacion entre el potencial hidrico de mediodia (‘¥'md), el contenido de agua del suelo (SWC) y la temperatura del suelo.

ted the highest amount of sugar. Pinus brutia accumulated P nigra had the highest proline content in in June.
less sugar than that accumulated by P. nigra in September. P, brutia had the highest proline content in September.
Sampling date had no significant effect on total soluble su- Q. infectoria had the highest proline content in May.
gar in P, brutia, Q. infectoria and C. monogyna (figure 6).  C. monogyna had the highest proline content in May,
However, sampling date had a significant effect on proline  June and September. Pinus nigra had a reduction in pro-
content (table 1; P <0.001). line content from June to July-August, while P. brutia,
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Q. infectoria and C. monogyna had a reduction in proli-
ne content from May to July-August. However, there was
an increase in proline content in all species starting from
September. Pinus brutia and C. monogyna had the lowest
proline content in July and August, while P. nigra and
Q. infectoria had the lowest proline content in August (fi-
gure 7). Midday water potential was positively correlated
with proline content (respectively R?>= 0.402, R>= 0.375,

140,0
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R?*= 0.664; P < 0.001), which was negatively correlated
with soil temperature (respectively R*= 0.508, R*>= 0.461,
R*= 0.598, P < 0.001) in P. brutia, Q. infectoria and
C. monogyna. Proline content was correlated with soil
water content in Q. infectoria (R*= 0.530, P < 0.001) and
C. monogyna (R>=0.417, P <0.001). There was a signifi-
cant difference in proline content at all sampling dates, ex-
cept in July and August (table 1; P <0.05). Pinus nigra had

Jul-16 Aug-16 Sep-16

W Q. infectoria acC. monogyna

Figure 6. Seasonal changes in total soluble sugar content (TSS) in P. nigra, P. brutia, Q. infectoria and C. monogyna (Bars indicate
means + SE; uppercase letters are indicated mean difference between in sampling dates; lowercase letters are indicated mean the
difference between species, ANOVA followed by a Duncan’s post-hoc test, P < 0.05).

Cambios estacionales en el contenido de azicares solubles totales (SST) en P. nigra, P. brutia, Q. infectoria'y C. monogyna.

PC (umol g1 DW)

May-16 Jun-16

B P. nigra mP. brutia

Sep-16

Jul-16 Aug-16

B Q. infectoria acC. monogyna

Figure 7. Seasonal changes in proline content (PC) in P. nigra, P. brutia, Q. infectoria and C. monogyna (Bars indicate means + SE;
uppercase letters are indicated mean difference between in sampling dates; lowercase letters are indicated mean the difference between

species, ANOVA followed by a Duncan’s post-hoc test, P < 0.05).

Cambios estacionales en el contenido de prolina (PC) en P. nigra, P. brutia, Q. infectoria'y C. monogyna.
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the lowest proline content, whereas the other species had
similar proline content in May. The highest proline recor-
ded in June was in P. nigra. Pinus brutia had the highest
proline while the other species had similar proline content
in September (figure 7).

Sampling date significantly affected chlorophyll a,
chlorophyll b, chlorophyll a+b and carotenoid content in
all species (table 1; P < 0.001). Chlorophyll a increased
from May to June, slightly dropping in July and afterwards
increasing again. Chlorophyll a was stable in P. nigra and

B P. nigra M P. brutia

2,50 -
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1,00

Chl a (mg g1)
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0,50
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Car. (mg g)
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May-16

Q. infectoria in August and September but decreased again
in P. brutia and C. monogyna in September (figure 8A).
Similar seasonal changes were observed in chlorophyll b,
chlorophyll a+b and carotenoid (figure 8B, 8C, 8D). There
was a significant difference in chlorophyll a, chlorophyll
b, chlorophyll a+b and carotenoid content at all sampling
dates (Table 1; P < 0.001). Pinus nigra and P. brutia had
similar chlorophyll a, chlorophyll a+b and carotenoid
content at all sampling dates except in August, when they
were lower than those of Q. infectoria and C. monogy-

W Q. infectoria OC. monogyna

A

Jul-16 Aug-16

Figure 8. Seasonal changes in A) chlorophyll a (Chl ), B) chlorophyll b (Chl,), C) total chlorophyll (Chl_,,), D) carotenoids (Car.) in
P. nigra, P. brutia, Q. infectoria and C. monogyna (Bars indicate means + SE; uppercase letters are indicated mean difference between
in sampling dates; lowercase letters are indicated mean the difference between species, ANOVA followed by a Duncan’s post-hoc test,
P <0.05).

Cambios estacionales en A) clorofila a (Chla), B) clorofila b (Chlb), C) clorofila total (Chla+b), D) carotenoides (Car.) en P. nigra, P. brutia,
Q. infectoria'y C. monogyna.
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na. In August, Q. infectoria had the highest chlorophyll
a, chlorophyll a+b and carotenoid content followed by
C. monogyna, P. brutia and P. nigra. However, C. monogy-
na, P. nigr, and P. brutia had similar chlorophyll b at some
sampling dates. Quercus infectoria had the highest chlo-
rophyll a, chlorophyll b, chlorophyll a+b and carotenoid
content at all sampling dates (figures 8A, 8B, 8C, 8D).

DISCUSSION

This study had three significant results: (1) There was
a difference in responses of physiological and biochemical
parameters to summer drought stress between coniferous
and broad-leaved species. (2) P. nigra and P. brutia were
more sensitive to summer drought than C. monogyna and
Q. infectoria under the same environmental conditions. (3)
The species had similar physiological parameters howe-
ver different biochemical parameters. Midday water po-
tential was high in P. nigra, P. brutia, Q. infectoria and
C. monogyna in May, which is a rainy month. There was
reduction in soil water content and increase in soil tempe-
rature with increase in temperature and decrease in preci-
pitation. However, midday water potential decreased in the
four woody species from May to July. The broad-leaved
species had considerably lower ¥, than the coniferous
species during the transition from the rainy to the dry sea-
son. P. nigra and P. brutia showed milder decreases in
their midday water potential; while C. monogyna showed
a larger decrease in its midday water potential during the
dry season. The reduction in midday water potential may
be related to the stress from low soil water content and
high soil temperature (¥,  and SWC are significantly rela-
ted). Plants keep the water potential as high as possible to
avoid drought or tolerate low water potential to maintain
drought conditions (Chaves ef al. 2003). The differences
in midday water potential between the species may be due
to differences in stomatal regulation patterns (morpholo-
gical, physiological, etc.). We can state that Pnigra has
a higher midday water potential than that presented by
P. brutia in the dry period (August). This may be because
P nigra closes its stomata earlier to prevent the leaf wa-
ter potential from decreasing under drought. We can also
state that the species increase their total soluble sugar con-
tent during the dry period and at the end of it. Overall, P
nigra and P. brutia accumulated more total soluble sugar
than that accumulated by Q. infectoria and C. monogyna
during this period. In other words, P. nigra and P. brutia,
which have a higher midday water potential in the dry pe-
riod, have a higher total soluble sugar content than that of
Q. infectoria and C. monogyna. This may be about the abi-
lity of soluble sugars to maintain leaf water status and the
osmotic adjustment of species under drought stress. Deli-
g6z and Cankara (2020) reported that P. brutia had higher
total soluble sugar than that found in P. nigra, which is si-
milar to our result. Plants under water stress increase total
soluble sugar (Holland et al. 2016). There were seasonal

BOSQUE 42(3): 311-321, 2021
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variations in total soluble sugar content in the four woody
species. The change in total soluble sugar may be due to
differences in seasonal growth exhibited by different spe-
cies. Proline content is another response to drought stress
and accompanied by a decrease in water potential of plant
tissues (Irigoyen ef al. 1992).

Proline content increased in all species at the end of
the dry period (September). At all sampling dates, the hig-
hest proline content differed from species to species. This
may be related to metabolic changes by the species under
stress. Q. infectoria and C. monogyna had low proline con-
tent at the end of the dry period, which is probably because
the species did not experience enough stress to accumulate
soluble sugar and proline. The species tolerated low water
potential to sustain short-term drought conditions. Nés-
holm and Ericsson (1990) reported that P. sylvestris had
high proline content in early spring and low proline content
in summer, spring and autumn, although proline content in
M. macclurei and S. superba leaves was not affected by
short-term drought (Kuang et al. 2017). Proline accumu-
lation is positively correlated with drought tolerance (Van
Heerden and De Villiers 1996). Chlorophyll differs among
different species, functional groups and communities.
Q. infectoria had the highest chlorophyll a, chlorophyll b,
chlorophyll a+b and carotenoid content while P. nigra and
P. brutia had the lowest chlorophyll a and chlorophyll a+b
content compared to the species. High chlorophyll content
under dry conditions indicates the severity of stress on
plants and reduced leaf area (Yavas et al. 2016). The oak
leaves were more drought-resistant than the pine needles.
Severe stress resulted in reduced carotenoid concentrations
in the pine needles (Schwanz and Polle 2001). And also
broadleaved trees possessed higher chlorophyll content
than that possessed by coniferous trees (Li et al. 2018).
In general, the chlorophyll content of the species decrea-
sed during the dry period. Daily maximum temperatures in
July are above 30°C. High temperature can disrupt chlo-
roplasts structurally and functionally, resulting in a tempo-
rary or permanent reduction in chlorophyll accumulation
(Cui et al. 2006). These results confirm that plants adjust
their chlorophyll content to adapt to the environment.

CONCLUSIONS

Our results show that the four woody species adapt to
the environment in the Mediterranean climate regions aga-
inst short-term drought; nevertheless, they develop diffe-
rent adaptation strategies. Based on the total soluble sugar
and proline content in the dry period, we can state that the
species were probably subjected to osmotic adjustment
during the short-term drought. P. nigra and P. brutia ex-
hibited high midday water potential and total soluble su-
gar accumulation during the short drought period, while
Q. infectoria and C. monogyna may have tolerated the
low water potential and not experienced enough stress to
accumulate total soluble sugar and proline. We can argue
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that P. nigra and P. brutia (evergreen coniferous) are more
drought-sensitive than C. monogyna and Q. infectoria (de-
ciduous broad-leaved). In other words, C. monogyna and
Q. infectoria are better at coping with short-term drought
than P. nigra and P. brutia. This study provides insights
into how species respond to natural drought. We believe
that these results will help to develop afforestation pro-
jects for trees threatened by drought due to global climate
change and will lay the groundwork for assessment tools
necessary to avoid long-term field trials.
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Enraizamiento de estacas de Pinus hartwegii de tres poblaciones naturales
en ecosistemas de alta montafia del Estado de México y Veracruz
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SUMMARY

The limited seed production of Pinus hartwegii Lidl. requires the use of vegetative propagation techniques to produce plants for
reforestation of the high mountain ecosystems. Nothing about vegetative propagation of the species has been done to our knowledge,
therefore its ability to root propagules is, so far, unknown. In this study, the rooting of cuttings from three populations of P. hartwegii was
evaluated, testing three treatments of Indole Butyric Acid (IBA, Radix®) (0, 5,000 and 10,000 ppm). The experiment was established
in rooting chambers under a randomized four-block design with factorial arrangement. The rooted cuttings were transplanted and
kept in a greenhouse. Survival, number of rooted cuttings, length and number of primary and secondary roots were evaluated after 12
weeks. Regardless of the auxin treatment, high percentages of rooting were observed in the cuttings. The auxin in 5,000 ppm amplified
and improved the response to rooting (96.6 %); while the concentration of 10,000 ppm caused toxicity, which was reflected in the
lower survival of the cuttings (63.5 %). The cuttings of the three populations showed high percentages of survival (> 80 %) and rooting
(> 67 %); although without significant differences among them. A hundred percent of the rooted cuttings survived transplant. Massive
multiplication through cuttings rooting is feasible for P. hartwegii, regardless of the genotype. With the application of exogenous
auxins (5,000 ppm) the regeneration and development of roots was favored.

Key words: Indole Butyric Acid, vegetative propagation, adventitious roots, high mountain pines.

RESUMEN

La limitada produccion de semilla de Pinus hartwegii Lidl. requiere del uso de técnicas de propagacion vegetativa para producir plantas
demandadas para la reforestacion de los ecosistemas de alta montafia. Nada sobre propagacion vegetativa de la especie se ha hecho, por
lo que su capacidad para enraizar propagulos es desconocida. En este estudio se evaluo el enraizamiento de estacas de tres poblaciones
de P. hartwegii (Nevado de Toluca, Monte Tlaloc y Cofre de Perote), probando tres tratamientos de acido indolbutirico (AIB, Radix®)
(0, 5.000 y 10.000 ppm). Estas se establecieron en camaras de enraizamiento bajo un diseflo de bloques al azar con arreglo factorial.
Las estacas enraizadas fueron trasplantadas y mantenidas en invernadero. La supervivencia, el nimero de estacas enraizadas, longitud
y numero de raices primarias y secundarias se evaluaron después de 12 semanas. Independientemente del tratamiento de auxinas, se
registraron altos porcentajes de estacas enraizadas. Con la auxina en concentracion de 5.000 ppm se amplificd y mejoro la respuesta al
enraizamiento (93,3 %); mientras que la concentracion de 10.000 ppm causo toxicidad, reflejada en el decremento de supervivencia de
las estacas (64,6 %). Las estacas de las tres poblaciones mostraron altos porcentajes de supervivencia (> 80 %) y enraizamiento (> 67 %);
aunque sin diferencias significativas entre ellas. E1 100 % de las estacas enraizadas sobrevivieron al trasplante. Se demostr6 que la
multiplicacion masiva a través del enraizamiento de estacas es factible para P. harwegii, independientemente del genotipo, con la
aplicacion de auxinas exogenas (5.000 ppm) se favorecio la regeneracion y desarrollo de raices.

Palabras clave: acido indolbutirico, propagacion vegetativa, raices adventicias, pinos de alta montafia.

INTRODUCCION a 4300 m s.n.m.) de la vegetacion arborea en México vy,
muy importante, en los servicios ecosistémicos de regula-

Pinus hartwegii Lindl. es una especie tipica de las zo-  cion (Alfaro-Ramirez et al. 2020). La especie tiene ciclos
nas templadas, confinada a los limites altitudinales (2.800  semilleros hasta de cinco afios y, en las tltimas décadas,
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su produccion de semilla ha decrecido dramaticamente, lo
cual se refleja en una limitada regeneracion natural (Teje-
da-Landero et al. 2019). Algunos estudios sefialan que la
especie tendra una disminucion en su area de distribucion
de hasta el 80 %, con impacto negativo para su ecosistema
(Gutiérrez y Trejo 2014). Por lo tanto, es necesario generar
sistemas de produccion de planta, en el corto plazo, para
apoyar a los programas de reforestacion y contribuir en su
regeneracion artificial.

El enraizamiento de estacas es un método de propaga-
cioén que ha dado buenos resultados en las especies de pino,
pero es importante contar con buena produccion de estacas
juveniles en la planta madre y adecuar el protocolo segun la
especie en cuestion (Majada ef al. 2011, Matsunaga y Ohira
2019, Nugrahanto et al. 2019, Escamilla-Hernandez et al.
2020). La aplicacion de este sistema ha sido relevante en el
sector forestal ya que permite multiplicar genotipos supe-
riores con caracteristicas deseables, aprovechar las ganan-
cias genéticas obtenidas durante los ciclos de mejoramiento
con la clonacién, incrementar y uniformizar el rendimiento
de las plantaciones forestales comerciales y conservar ge-
notipos en peligro de extincion (White et al. 2007).

A pesar de su estado cespitoso, las plantulas de P. hart-
wegii desarrollan naturalmente ramillas basales con carac-
teristicas juveniles y que pueden aprovecharse como esta-
cas. Ademas, hemos observado, en trabajos de manejo de la
planta, que estas ramillas también pueden ser inducidas en
la plantula a través de podas periodicas programadas. Sin
embrago, la capacidad de enraizamiento de estas ramillas es
desconocida. En general, las especies del género Pinus son
consideradas de dificil enraizamiento (Bonga et al. 2010).

Es deseable propagar genotipos de varias poblaciones de
P hartwegii y contar con germoplasma de cada localidad,
ya que la variacion genética entre poblaciones se debe con-
siderar para evitar el movimiento geografico de genotipos
y afectar el éxito de la reforestacion (Flores-Garcia et al.
2020). Sin embargo, la respuesta al enraizamiento puede ser
variable entre los propagulos de cada poblacion, desde que
se ha seflalado que la induccion de las raices adventicias
depende en gran medida del genotipo, aun siendo de la mis-
ma especie (Hakamata et al. 2016). Factores fisiologicos,
genéticos y ambientales han sido estudiados en especies di-
ficiles de enraizar, concluyendo que las auxinas exogenas
promueven e incrementan la capacidad de enraizamiento de
las estacas, pero la concentracion adecuada de auxina varia
en funcion del genotipo o especie (Ragonezi et al. 2010).

El 4cido indolbutirico (AIB) es la auxina sintética mas
usada para inducir el enraizamiento de estacas, ya que su
efecto promotor es consistente, particularmente en espe-
cies forestales maderables (Pacurar ef al. 2014). En pinos
mexicanos, la efectividad del AIB en el enraizamiento de
estacas fue comprobada en investigaciones realizadas con
Pinus leiophylla (Schiede ex Schltdl. e Cham.) y Pinus
patula (Schiede ex Schltdl. er Cham.), pero la concentra-
cion optima de AIB dependio de la especie (Cuevas-Cruz
et al. 2015; Bautista-Ojeda 2020).
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En P. hartwegii no existe informacién sobre propa-
gacion vegetativa. Por lo que es importante investigar la
capacidad de enraizamiento que tienen sus estacas, para
proponer nuevas estrategias de produccion de plantas. Lo
cual apoyara a los programas de reforestacion y conser-
vacion del ecosistema de esta especie. El objetivo de este
trabajo es evaluar el efecto del acido indolbutirico (AIB)
en el enraizamiento de estacas procedentes de tres pobla-
ciones (Cofre de Perote, Monte Tlaloc y Nevado de Tolu-
ca) de P. hartwegii. Como hipotesis se planted que el AIB
incrementara el enraizamiento diferencialmente en las es-
tacas de las tres poblaciones consideradas, puesto que esta
auxina ha sido la mas efectiva para enraizar estacas en las
especies forestales maderables hasta ahora probadas, parti-
cularmente en especies de Pinus, pero su efectividad estara
en funcion del genotipo.

METODOS

El trabajo se realiz6 en el invernadero (cubierta de po-
lietileno, 90 % de luz, 45-80 % HR y 18-32 °C) del Posgra-
do en Ciencias Forestales del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, ubicado entre las coordenadas geo-
graficas 19° 277 34.8” Ny 98° 54’ 15.8” O, a una altitud
de 2.249 m s.n.m., en el Municipio de Texcoco, Estado de
Meéxico. Las semillas utilizadas en este experimento para
la produccion de las plantas madres fueron recolectadas
en tres poblaciones naturales de P. hartwegii: 1) Monte
Tlaloc, Estado de México; 2) Nevado de Toluca, Estado de
Meéxico y 3) Cofre de Perote, Veracruz (cuadro 1).

La recoleccion se realizo entre noviembre y febrero de
los afios 2017 y 2018, en arboles libres de plagas y en-
fermedades, pero sin considerar la distancia entre arboles,
debido a los pocos individuos con presencia de conos en
los rodales muestreados. Los conos fueron trasladados al
laboratorio para la extraccion y separacion de las semillas
llenas y vacias.

Produccion de plantas madres. En febrero del 2019, previo
a su siembra, las semillas fueron sometidas a un tratamiento

Cuadro 1. Ubicacion geografica de las tres poblaciones de Pinus
hartwegii consideradas en el estudio.

Geographical location of the three Pinus hartwegii popula-
tions considered in the study.

Poblacion Altitud (m s.n.m.) Coordenadas
Monte Tlaloc 3.700 ég:ﬁ:: ;S:éé:g
Nevado de Toluca 4.000 ;g:gz: ig:gg: g
Cofre de Perote 3.800 19°30° 19,42" N

97°09° 31,377 O




pre-germinativo y de desinfeccion, con el propdsito de es-
timular y homogeneizar la germinacion, asi como eliminar
posibles patdgenos potenciales. En este tratamiento, las se-
millas se sumergieron en una solucion elaborada con agua
oxigenada al 0,3 % e hipoclorito de sodio comercial (Clo-
ralex®, Comercializadora Chrisalim S.A de C.V) al 2 %,
durante un periodo de 24 horas.

Produccion y manejo de plantas madre. La siembra se
realizd en contenedores de 310 ml, colocando una semi-
lla por tubete forestal en sustrato, previamente esterilizado
en camara de vapor, conformado por una mezcla de turba,
agrolita y vermiculita (3:1:1 v/v), al cual se agrego6 un fer-
tilizante de liberacion controlada de 4 meses, Multicote™
(15-7-15+2MgO + micronutrientes), a una dosis de 4 g L"!
de sustrato. Semanalmente se realizaron aplicaciones, por
aspersion, al sustrato de fungicida (Captan® 2 g L', N-
(triclorometiltio) ciclohex-4-eno-1,2-dicarboximida) para
evitar la contaminacion de la planta madre. Las plantas
se mantuvieron en condiciones de invernadero (60-80 %
HR y 18-30 °C), con riegos por aspersion proporcionados
tres veces por semana; y fertilizadas con el fertilizante
comercial Peters™ (macro y micro nutrimentos a base de
nitrégeno, fésforo y potasio en proporciones de 10-30-20,
respectivamente), aplicado cada 15 dias, en una concentra-
cionde 1 g L'y ajustando a pH de 5,5.

En mayo del 2019, las plantas se trasplantaron a con-
tenedores de 1 L para permitir un mejor desarrollo y creci-
miento de la raiz y de la planta en general, bajo las condi-
ciones de invernadero previamente seialadas. La frecuen-
cia de riego y fertilizacion fue la misma, pero para este
caso se uso la proporcion 20-20-20 del mismo fertilizante,
recomendada para la fase de desarrollo de la planta, con
una concentracion de 1,5 g L'y pH de 5,5. Para el experi-
mento 40 plantas madre por poblaciéon fueron selecciona-
das por el tamafio y nimero de ramas basales.

Establecimiento del ensayo. El experimento de enraiza-
do de estacas se inici6 el 15 de octubre de 2019 cuando
las plantas madre o donadoras de estacas cumplieron los
nueve meses de edad y presentaban un promedio de seis
ramas basales con longitud mayor a 5 cm. Las ramas ba-
sales consideradas como esquejes, se recolectaron con un
bisturi, evitando danar el eje principal de la planta. La zona
de corte de la planta madre fue tratada mediante pulve-
rizacién con solucion fungicida (Captan® 1 g L"), con
el fin de evitar contaminaciones. Una vez obtenidas, las
estacas se sumergieron en la misma solucion fungicida y
permanecieron en agitacion manual constante durante cin-
co minutos. Finalmente, las estacas fueron extraidas de la
solucion y se les realizd un corte de forma diagonal en
la base, donde se aplicd 3 concentraciones de la auxina,
acido indolbutirico Radix® (producto comercial en polvo,
Acido Indol-3-Butirico (4-(1 H-Indol-3-y1)-1.0 %, Ingre-
dientes Inertes-99.0 %. Intercontinental Import Export).
Para el caso del tratamiento testigo (0 ppm) se usoé talco
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industrial inerte. Cada estaca tuvo una longitud de entre 5
y 8 cm, teniendo area disponible para ser enterrada en el
sustrato, a profundidad de 3 cm desde la base de la estaca.

El sustrato estéril empleado para el enraizamiento fue
diferente en cuanto a su proporcion al sefialado anterior-
mente y consistié en una mezcla de agrolita, vermiculita
y turba en relaciéon 3:1:1 v/v, respectivamente. El sustra-
to fue colocado en una camara de enraizado cubierta con
polietileno previamente tratada con fungicida. El sustrato
fue regado por aspersion hasta saturacion. La humedad re-
lativa de la cdmara se mantuvo en el intervalo 80-90 %
mediante aspersion manual, y monitoreada mediante el
sensor data logger Temp/Hum HOBO® (Model U10-003).

Posteriormente al establecimiento de las estacas se
aplico fungicida (Captan® 1 g L") e insecticida (Engeo®
1 ml L', Thiamethoxam 141 g/L, Lambda-cyhalothrin 106
g/L) cada 8 dias para evitar contaminacion o ataque de pla-
gas en los esquejes.

Diserio experimental. Para este estudio se utilizé un dise-
fio experimental de bloques completos al azar con arreglo
factorial 3%3; el factor auxina con tres niveles (0 testigo,
5.000 y 10.000 ppm) y el factor poblacion con tres niveles
(Cofre de Perote, Monte Tlaloc y Nevado de Toluca), el
experimento fue replicado cuatro veces y se tuvieron ocho
estacas por unidad experimental, por lo que se usaron un
total de 288 estacas.

La evaluacion se realizo a las 12 semanas después de
haber establecido el experimento (figura 1 A), las varia-
bles respuesta evaluadas fueron: estacas vivas (%), estacas
enraizadas (%), numero y longitud de raices primarias y
numero de raices secundarias (figura 1 B). Se considerd
como una estaca enraizada cuando habia presencia de raiz
mayor o igual a 1 mm de longitud; mientras que la estaca
muerta se considerd cuando habia necrosis en mas del 60 %
del tejido.

Generalmente las estacas producen mas de tres raices
adventicias (figura 1 B), pero ninguna domina en tamafio
para ser considerada como raiz principal. Por lo que, en
este trabajo, a estas raices se les denomind raices prima-
rias. La longitud de la raiz primaria se obtuvo con el pro-
medio de la longitud de todas las raices primarias presen-
tes en la estaca. Después de evaluar el sistema radical for-
mado las estacas enraizadas fueron trasplantadas a tubete
forestal (capacidad 310 cm?) con la misma mezcla de sus-
trato usada en la produccion de la planta madre (figura 1 C
y D) y el porcentaje de supervivencia tras el trasplante se
registro después de tres y seis meses. Las plantas fueron
mantenidas en invernadero.

Analisis estadistico. En el analisis estadistico se utilizaron
los valores promedio por unidad experimental de la super-
vivencia y enraizamiento (%), nlimero raices primarias,
secundarias y longitud de raices primarias, a través de un
modelo lineal para el disefio factorial considerado [1]. De-
bido a que los datos en la escala original no cumplian con
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Figura 1. Esquema general del experimento establecido para la produccién de planta de Pinus hartwegii por enraizamiento de
estacas, probando concentraciones de AIB en estacas de tres poblaciones. A) Evaluacion de estacas después de 3 meses en camara
de enraizamiento; B) Estaca enraizada con varias raices adventicias consideradas como principales en este experimento; C) Estacas
enraizadas después de tres meses de trasplante a tubete forestal y D) Planta de seis meses de edad, producida por estaca enraizada.

General scheme of the experiment established for the production of Pinus hartwegii plants by rooting cuttings, testing IBA concentrations
in cuttings from three populations. A) Cuttings harvest after 3 months in rooting chamber; B) Rooted cutting with several adventitious roots considered
as main root in this experiment; C) Rooted cuttings after three months of transplanting to forest tubes and D) Six-month-old seedling, produced by

rooted cuttings.

los criterios de normalidad y homogeneidad de varianza, se
utilizé el procedimiento GLIMMIX del paquete estadistico
SAS, version 9.3. Procedimiento que permite trabajar con
datos que no muestran una distribucion normal. En las va-
riables donde se encontr6 diferencia significativa se realizd
la prueba de comparacion de medias con Tukey (P < 0,05).

V= H +ﬂk+Ai+Pj+APi/'+ € [1]

Donde, ¢ = media general, fk = efecto del bloque, Ai =
efecto fijo de concentracion de ien el factor auxina (tres
niveles), P,= efecto aleatorio del nivel de jen el factor
poblacion (tres niveles), APij = interaccion A*P, corres-
pondiente al nivel i de 4 y nivel j de P, y eijk = error
experimental.

RESULTADOS
El analisis de varianza mostr6 efecto significativo del
AIB (P < 0,05) para todas las variables consideradas, ex-

cepto, para la longitud de raices primarias; mientras que
el factor poblacion unicamente mostrd diferencias para el
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numero de raices primarias y secundarias. Por otro lado, la
interaccion entre los dos factores probados solo fue signi-
ficativa para el nimero de raices secundarias (cuadro 2).

Efecto de la concentracion de auxina. El tratamiento con la
concentracion de 10.000 ppm de AIB caus6 un decremen-
to en la supervivencia de las estacas de aproximadamente
35 %, con respecto a las estacas tratadas con concentracio-
nes de 5.000 y 0 ppm de AIB; las cuales mostraron porcen-
tajes de supervivencia similares, con solo una mortalidad
menor al 5 % (cuadro 3).

Respecto a la induccion y produccion de raices adven-
ticias, las estacas sometidas al tratamiento 5.000 ppm de
AIB tuvieron la mejor respuesta a la generacion de raices,
ya que incrementaron significativamente el porcentaje de
estacas con raiz en mas del 47 %, respecto al tratamiento
testigo; y aunque sin significancia estadistica en 8 % en re-
lacion con las tratadas con 10.000 ppm de AIB (cuadro 3).

Por otro lado, la presencia de AIB en las estacas promo-
vi6 de manera importante la formacion de raices de primer
y segundo orden. Las de primer orden tuvieron la mayor
produccién con 10.000 ppm de AIB, incrementando en 25



y 70 % la produccion, en relacion con las del tratamiento
de 5.000 y 0 de AIB, respectivamente. La produccion de
las de segundo orden fue similar entre los tratamientos de
auxina, los cuales registraron 46 % mas raices que las es-
tacas testigo (cuadro 3).

En el promedio de la longitud de la raiz principal no
fue afectada por los tratamientos; aunque ligera reduccion,
no significativa, de aproximadamente 14 % se observo en
las estacas tratadas con 10.000 ppm de AIB, respecto a las
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de los otros dos tratamientos (cuadro 3). En general, las
raices presentaron un buen vigor, forma y tamafio (mayor
de 7 cm) requeridos para su trasplante a contenedor.

Efecto de la poblacion. La supervivencia, enraizamiento
y longitud de la raiz principal de las estacas no tuvieron
variacion estadisticamente significativa entre las tres po-
blaciones; a diferencia de la produccion de raices de pri-
mer y segundo orden (cuadro 4). Entre las poblaciones la

Cuadro 2. Valores de significancia (P) obtenidos en el andlisis de varianza para supervivencia de estacas (%), enraizamiento de
estacas (%), nimero de raices, y longitud de raices las variables registradas en el experimento de enraizamiento de estacas de las tres
poblaciones (Tlaloc, Cofre de perote y Nevado de Toluca) de Pinus hartwegii.

Significance values (p) obtained in the analysis of variance for the variables recorded in the rooting experiment of cuttings of three

populations of Pinus hartwegii.

Fuente de variacion

Supervivencia (%) Enraizamiento (%)

Numero de raices Longitud de raices primarias

Primarias  Secundarias
Acido indolbutirico (AIB) <0,0001* <0,0001* <0,0001* 0,0005* 0,0950
Poblacion 0,2625 0,1333 0,0004* 0,0239* 0,7822
AIB*Poblacion 0,1166 0,9841 0,3761 0,0059* 0,3876

* Con diferencias significativas (P < 0,05).

Cuadro 3. Valores medios (+ error estandar) por dosis de AIB (0, 5.000 y 10.000) en la supervivencia de estacas (%), estacas enraizadas
(%), nimero de raices y longitud de raices primarias evaluadas en el experimento de enraizamiento de estacas de Pinus hartwegii.

Mean values (+ standard error) per IBA dose in the variables evaluated in the rooting experiment of Pinus hartwegii cuttings.

Numero de raices

AIB (ppm)  Supervivencia (%)  Estacas enraizadas (%) Longitud de raices primarias (cm)
Primarias Secundarias
0 989+1,0a 49.4+381b 27+04¢ 19,5£2.9b 94+0,7a
5.000 96,9422 a 933+2,99a 73+08b 36,7+4,7a 924042
10.000 64,6+ 6,5 b 853+6,7a 98+06a 31,7+21a 714042

* Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).

Cuadro 4. Valores medios (£ error estandar) de acuerdo con la poblacion en las variables supervivencia de estacas (%), estacas
enraizadas (%), numero de raices y longitud de raices primarias evaluadas en el experimento de enraizamiento de estacas de Pinus

hartwegii.
Mean values (+ standard error) according to the population in the variables evaluated in the rooting experiment of Pinus hartwegii
cuttings.
Numero de raices
Poblacion Supervivencia (%) Estacas enraizadas (%) Longitud de raices primarias (cm)
Primarias Secundarias

Nevado de Toluca 91,7+3,8a 80,3+62a 6,0+£0,8b 328+42a 8,3+0,6a

Monte Tlaloc 83,3+69a 80,7+ 6,0 a 53+£09b 323+4,1ab 89+0,8a

Cofre de Perote 854+70a 66,9+9,0a 85+1,3a 228+29b 8,5+0,6a

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05).
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supervivencia de las estacas estuvo arriba del 80 %, con
los mayores porcentajes para la del Nevado de Toluca. De
manera similar para las estacas enraizadas que alcanzaron
porcentajes por arriba del 65 %; y también para la longitud
de raiz que siempre mantuvieron un tamafo mayor a los 8
cm (cuadro 4).

En la produccion de raices de primer y segundo, las es-
tacas del Cofre de Perote incrementaron la produccion de
las de primer orden en mas de 30 %, pero disminuyeron su
produccion en las de segundo orden en mas del 25 %, con
respecto a las otras dos poblaciones (cuadro 4).

Interaccion entre AIB y poblacion. Solo en la produccion
de raices secundarias se presento interaccion entre los dos
factores. Con la aplicacion de AIB se increment6 la forma-
cion de raices secundarias con respecto al testigo en todas
las dosis y poblaciones; aunque no en la misma propor-
cion. Sin embargo, la méxima dosis de AIB (10.000 ppm)
redujo el promedio de este tipo de raices en dos de las po-
blaciones, Monte Tlaloc y Nevado de Toluca, en relacion a
la dosis media (5.000 ppm); mientras que en la poblacién
de Cofre de Perote la produccion de estas raices se incre-
ment6 (figura 2).

Trasplante de estacas enraizadas. A pesar de las diferen-

cias seflaladas en la morfologia de la raiz de las estacas
a causa del AIB y la poblacion; después de 3 meses del

50
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trasplante a contenedor forestal el porcentaje de supervi-
vencia fue del 100 % en todos los tratamientos de AIB y
poblaciones. Tres meses mas tarde se registro solo un 3 %
de mortalidad global, sin relacidn con los factores en estu-
dio, poblacion y dosis de AIB.

DISCUSION

Efecto de la concentracion de auxina. El decremento en
la supervivencia en las estacas de P. hartwegii indico cier-
to grado de toxicidad del AIB en la concentracién mas
alta (10.000 ppm); ya que en otras especies como Pinus
patula, las concentraciones mayores de 8.000 ppm de
esta auxina no afectaron la supervivencia de las estacas
y respondieron favorablemente con la formacion de rai-
ces (Rivera-Rodriguez et al. 2016). Aunque el AIB es la
auxina sintética ideal para trabajos de enraizamiento, por
su baja movilidad, estabilidad y sobre todo baja toxicidad
(Ragonezi et al. 2010); también puede resultar toxica en
concentraciones altas para algunas especies y tipo de pro-
pagalo (De Bona et al. 2012). De acuerdo con nuestros
resultados, para evitar daflo y muerte de las estacas de P,
hartweggi no se recomienda el uso de concentraciones de
AIB de 10.000 ppm.

Sin embargo, la capacidad promotora del AIB en la
induccion de raices adventicias en las estacas fue eviden-
te con el tratamiento de 5.000 ppm de AIB. Esta concen-

5000 10000

AIB (ppm)

Figura 2. Medias del nimero de raices secundarias de las estacas enraizadas Pinus hartwegii para cada subgrupo resultante de
combinar cada nivel del factor concentracion de acido Indolbutirico (AIB: 0, 5.000 y 10.000 ppm) aplicado con cada nivel del factor
poblacion (Cofré de Perote, Veracruz, Monte Tlaloc, Edo. de México y Nevado de Toluca; Edo. de México).

Interaction between populations and auxin levels for number of adventitious roots in Pinus hartwegii. CP: Cofré de Perote, Veracruz; MT:
Monte Tlaloc, Edo. from Mexico; NT: Nevado de Toluca; Edo. from Mexico; AIB: Indole Butyric Acid.
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tracion resultd ideal para la especie ya que no se afectd
la supervivencia y se logré amplificar la repuesta de las
estacas durante la morfogénesis de las raices adventicias.
Al margen de la respuesta al AIB, se debe sefalar que las
estacas de P. hartwegii mostraron tener buena capacidad
para enraizar sin el uso de auxinas exogenas. Es probable
que tanto la auxina enddgena como la condicion del tejido
de la estaca hayan contribuido en su respuesta al enraiza-
miento. Diaz-Sala (2021) sefiala que, en las especies de
pino, la acumulacién de auxina en los tejidos de la estaca
es una respuesta natural cuando los tejidos son competen-
tes. También menciona, que cuando el tejido pierde esta
caracteristica de competencia, el flujo polar de auxinas en-
ddgenas hacia el sitio de enraizamiento puede ser inhibido
y afectar el proceso de induccion de raices. Por lo que la
aplicacion de auxinas exdgenas es necesaria para mejorar
la respuesta al enraizamiento de las estacas de las especies
de pino, ya que en ausencia de auxinas exdgenas el por-
centaje de enraizamiento es bajo (Cuevas-Cruz et al. 2015,
Rivera et al. 2016, Riov et al. 2020).

Ademas, en este trabajo también se confirmé que el
AIB mejoro la produccion de raices primarias y secunda-
rias; efecto que ha sido consistente en las estacas de varias
especies forestales maderables, tanto en coniferas como en
latifoliadas (Bielenin 2003). En investigaciones con espe-
cies de Pinus 'y Eucalyptus, el AIB estimul6 la produccion
de mayor niimero de raices y de otros atributos relaciona-
dos con la morfologia de la raiz (Navarrete-Luna y Vargas-
Hernandez 2005, Majada et al. 2011). Se ha mencionado
que el AIB incrementa y mejora el transporte basipétalo de
asimilados, hacia sitios de alta demanda, promoviendo el
incremento en el nimero de raices (Salmi y Hesami 2016).
La produccion de raices de primer y segundo orden en las
estacas es muy importante ya que le proporciona mayor
superficie de captacion de agua y translocacion de nu-
trientes, lo que evita que mueran y mejora el crecimiento
y desarrollo de la planta (Davis y Jacobs 2005). Por tanto,
entre menos tiempo tarden en formarse las raices, la proba-
bilidad para que las estacas sobrevivan se incrementa y se
concluya el proceso para conformar una planta completa.

Aunque en algunos trabajos sobre enraizamiento de es-
tacas se ha sefialado que el AIB si influye en el crecimiento
en longitud de la raiz principal (Santelices y Garcia 2003),
en el presente trabajo no hubo diferencias para esta varia-
ble en ninguno de los tratamientos de AIB aplicados. Sin
embargo, las estacas que lograron enraizar presentaron una
raiz bien formada y con tamafio aceptable (7,1-9,4 cm),
para desarrollar las funciones que le permitan a la planta
sobrevivir durante la fase de vivero y el establecimiento
inicial en condiciones de campo. Es comun que las estacas
desarrollen mas de tres raices adventicias, de las cuales
ninguna adquiere el papel de raiz principal (Cuevas-Cruz
et al. 2015). Ventajas o desventajas de este aspecto deben
ser evaluadas tanto después del trasplante de la estaca en-
raizada a contenedor como en la plantaciéon en campo a
mediano y largo plazo.
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Efecto de la poblacion. La falta de variacion entre las po-
blaciones, respecto a los porcentajes de supervivencia y de
estacas enraizadas, probablemente se debe a la calidad de
las estacas producidas en las plantas donadoras. Todas las
plantas fueron manejadas con el mismo régimen de riegos
y fertilizacion, por lo que la calidad de la estaca estaria de-
terminando el éxito en el enraizamiento y en consecuencia
de su supervivencia. Por otro lado, P. hartwegii presenta un
marcado estado cespitoso durante su ontogenia temprana, lo
cual se ha asociado con una adaptacién a los incendios. Se
ha documentado ampliamente que las especies de pino que
presentan este estado, acumulan gran cantidad de sustan-
cias de reserva, particularmente en la zona del cuello de raiz
(Paula et al. 2016). Durante el proceso de enraizamiento, la
supervivencia de la estaca depende de los factores ambien-
tales y de las sustancias de reserva, como los carbohidratos
(Husen 2012). Para este estudio, se utilizaron estacas basa-
les cercanas al cuello de raiz fueron usadas, por lo que es
muy probable que tanto el manejo y el origen de las estacas
en la planta donadora hayan influido en la concentracion
de carbohidratos contenidos en los tejidos de las estacas,
beneficiando su supervivencia y enraizamiento (Otiende et
al. 2017), independientemente del efecto de la poblacion.
Sin embargo, es necesario hacer mas investigacion sobre la
presencia de carbohidratos en las estacas y su relacion con
el desarrollo las raices adventicias en esta especie.

Por otro lado, la variacion observada en la formacion
de raices primarias y secundarias entre poblaciones podria
ser una compensacion de la planta, ya que con menor nu-
mero de raices primarias se desarrollan mas raices secun-
darias y viceversa (Nascimento ef al. 2019). Las estacas de
la poblacion del Cofre de Perote tuvieron mejor respuesta
en la produccion de raices primarias; mientras que las del
Nevado de Toluca y Monte Tlaloc lo fueron para las raices
secundarias. Algunos estudios han sefialado que la produc-
cion de raices en las estacas es muy variable y depende
de la calidad de la estaca y del genotipo, inclusive la va-
riacién es comun entre estacas provenientes de la misma
poblacion (Aparicio-Renteria et al. 2014). Esta respuesta
se ha mencionado en otras coniferas, incluso entre clones;
donde se argumenta que se debe a los diferentes niveles de
recalcitrancia al enraizamiento existentes entre genotipos
(De Oliveira et al. 2020).

Interaccion entre AIB y poblaciones. La interaccion de-
tectada entre factores para la produccion de raices se-
cundarias demuestra la variacion en sensibilidad al AIB,
cuando la dosis se incrementa de 5.000 a 10.000 ppm entre
poblaciones. Algunos autores han indicado que el uso de
altas concentraciones de AIB induce la sintesis de etileno,
el cual puede inhibir el desarrollo de raices adventicias;
dependiendo de la especie, genotipo y sensibilidad del te-
jido (Veloccia et al. 2016). Esto puede explicar en parte la
causa del decremento observado en las raices secundarias
de las estacas del Monte Tlaloc y Nevado de Toluca, con
respecto al efecto contrario de las del Cofre de Perote.
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Trasplante de estacas enraizadas. Las diferencias encon-
tradas en la morfologia de la raiz de las estacas no influye-
ron en la supervivencia de la plantula durante los primeros
seis meses de su trasplante. Lo cual indica la buena calidad
y funcionalidad de las raices adventicias formadas en las
estacas. La morfologia de raices tiene gran relevancia en
los procesos de aclimatacion que definen el establecimien-
to y supervivencia de las plantas en condiciones de campo
(Pernot et al. 2019). Por lo que, es necesario continuar la
evaluacion del desarrollo y crecimiento de las plantas en-
raizadas en condiciones de campo, para complementar la
informacion y proponer el uso de esta técnica en la produc-
cion de plantas de P. hartwegii.

CONCLUSIONES

Las estacas de P. hartwegii muestran una alta capacidad
de generar raices adventicias, capacidad que aumenta con la
aplicacion de AIB. En las estacas de las tres poblaciones es-
tudiadas se recomienda utilizar la dosis de 5.000 ppm para
optimizar el enraizamiento y produccion de planta. Evitar
dosis mayores de AIB ya que tienden a generar toxicidad y
afectar la supervivencia de las estacas; a pesar de que, en es-
tacas enraizadas, segun su origen (Cofre de Perote), pueden
incrementar la produccion del nimero de raices secunda-
rias. La propagacion a través del enraizado de estacas es una
alternativa viable para resolver la escaza produccion de se-
milla y generar planta a gran escala de las tres poblaciones
estudiadas de P. hartwegii, requeridas por los programas
nacionales de reforestacion. Sin embrago, la evaluacion en
campo de la planta producida vegetativamente sera nece-
saria para determinar la factibilidad de la técnica y validar
la produccion de planta de P. hartwegii de manera masiva.
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SUMMARY

Ecological succession is one of the most important processes in forest ecosystems, still poorly understood in the highland Araucaria
forests of Southern Brazil. Here we investigated this process by describing functional composition changes in response to a vegetation
successional mosaic in four forest fragments in the municipality of Urubici, State of Santa Catarina, Brazil. Two fragments were
classified as in advanced stage of succession and two were classified in early stage. The following functional traits were determined:
wood density, leaf area, specific leaf area, dispersal syndrome and leaf phenology. For each fragment, we determined the community
weighted mean (CWM) and the functional diversity (RaoQ). Data were analyzed by descriptive statistics, t and Mann-Whitney tests
and Principal Components Analysis. We found that the successional stage is a relevant source of functional heterogeneity. At the
advanced-successional stage, tree communities have harder woods, more membranous and semi-deciduous leaves and higher functional
diversity. Conversely, at the early successional stages, forests have softer wood, more coriaceous leaves and lower functional diversity.
We concluded that the studied forests showed a high functional composition heterogeneity, partially determined by a successional
mosaic. While perennial species with lower values of specific leaf area and wood density predominated in the early successional areas,
semi-deciduous species with higher values of specific leaf area and wood density prevailed in the late successional ones.

Key words: highland forests, araucaria forest, functional diversity, functional heterogeneity, successional mosaic.

RESUMEN

La sucesion ecologica es uno de los procesos mas importantes en los ecosistemas forestales, aun poco conocido en los bosques de
Araucaria del sur de Brasil. Con el objetivo de evaluar la organizacion funcional del componente arbéreo en diferentes estados
sucesionales, el presente estudio fue realizado en cuatro fragmentos de bosque de araucaria de alta montafia en el Parque Nacional
Sdo Joaquim, en el municipio de Urubici, estado de Santa Catarina. Dos fragmentos fueron considerados en avanzado estado de
sucesion y dos en una etapa inicial. Se determinaron los siguientes atributos funcionales: densidad de madera, area foliar, area foliar
especifica, sindrome de dispersion y régimen de renovacion foliar. Para cada fragmento, se determinaron la media ponderada de las
comunidades (CWM) y la diversidad funcional (RaoQ). Los datos fueron analizados por medio de estadisticas descriptivas, pruebas ty
Mann-Whitney, y analisis de componentes principales. Observamos que la etapa sucesional es una fuente relevante de heterogeneidad
funcional. En la fase de sucesion avanzada, las comunidades arboreas tienen maderas mas duras, hojas mas membranosas y
semicaducifolias, y una mayor diversidad funcional. En las fases sucesionales iniciales, los bosques tienen una madera mas suave,
hojas mas coriaceas y una menor diversidad funcional. Concluimos que los bosques estudiados mostraban una alta heterogeneidad
de composicion funcional, parcialmente determinada por el mosaico sucesional. Mientras que las especies perennes con valores mas
bajos de area foliar especifica y de densidad de madera predominaron en las partes de sucesion inicial, las especies semicaducifolias
con valores mas altos de area foliar especifica y de densidad de madera prevalecieron en las de sucesion tardia.

Palabras clave: bosques montanos, bosque de araucarias, diversidad funcional, heterogeneidad funcional, mosaico sucesional.

INTRODUCTION chaud et al. 2015). Succession begins from the occurrence
of disturbances and is influenced by deterministic and sto-

Ecological succession is recognized as one of the pri-  chastic factors such as the land-use history, soils, climate,
mary mechanisms to promote spatial and temporal hetero-  source of propagules and the priority effect (Schantz et al.
geneity in forest ecosystems, thus being a theme of high  2015). Thus, succession is a multidirectional process with
interest in ecological studies since the last century (Mi-  variable speed that is evidenced from a heterogeneous ve-
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getation mosaic (Arroyo-Rodriguez et al. 2017). Given
its importance, studies addressing ecological processes at
different succession stages are fundamental for a better un-
derstanding of forest functioning.

Recently, several studies have investigated the functio-
nal structure of tree communities along a successional
chronosequence (e.g. Lohbeck ef al. 2014). Functio-
nal traits influence organisms’ development and impact
ecosystem services, such as nutrient cycling and carbon
sequestration (Cornwell et al. 2008). The functional des-
cription of communities allows greater understanding of
the forest succession process, allowing inference regar-
ding the performance of key ecological factors, such as
environmental filters and limiting similarity (Lohbeck et
al. 2014).

According to functional traits, plants can be classified
based on their strategies of resource acquisition and use as
conservative or acquisitive (Donovan et al. 2011). Trees
with acquisitive strategies have faster growth, shorter li-
fespan, larger specific leaf area, higher photosynthetic rate
and lower wood density. On the other hand, those with
conservative strategies usually have slower growth, longer
life span, smaller specific leaf area, lower photosynthetic
rate and higher wood density (Donovan et al. 2011).

Succession is expected to be accompanied by changes
in the functional traits of tree species communities (Alva-
rez-Anorve et al. 2012). The environmental condition of
a forest under post-disturbance early succession is cha-
racterized by increased light availability and more extre-
me microclimate conditions (Lebrija-Trejos et al. 2011).
Therefore, it is expected that species at early succession
stages show functional traits that allow them to overcome
these environmental limitations, resulting in low functio-
nal diversity (Alvarez-Anorve ef al. 2012, Lohbeck et al.
2014). In contrast, at late succession stages, the unders-
tory conditions provide an environment with more sha-
dow and less extreme microclimate conditions, and offer
different forest strata, facilitating the establishment of
species with different functional traits, resulting in higher
functional diversity (Alvarez-Anorve ef al. 2012, Lohbeck
etal. 2014).

Despite the several studies conducted in tropical re-
gions (e.g. Alvarez-Afiorve et al. 2012, Arroyo-Rodriguez
et al. 2017), little is still known about the successional
process in peripheral areas, such as subtropical montane
and high montane forests, which are currently endangered
by global warming (e.g. Carlucci ef al. 2011). Because of
this, knowing how this process operates in the Subtropical
Brazilian Atlantic Forest, a world hotspot for biodiversity
conservation, is of high interest. These forests occur in the
landscape along with grasslands, both natural, remnants of
the last glacial period and resulting from deforestation for
grazing and agricultural practices (Galvdo and Augustin
2011). These environments harbor Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze, a gymnosperm tree that is currently en-
dangered due to the increased reduction of its population

334

as a result of the predatory exploitation occurred mainly in
the mid-last century. Although protected by law, Araucaria
forests are under chronic anthropogenic pressure, subject
to cattle grazing. Because this forest occurs in subtropical
latitudes and relatively high altitude (~1500 m a.s.l.), win-
ter frosts are frequent and partly explains the peculiar flo-
ristic composition and low species diversity of these areas
(Franga and Stehmann 2004).

In this context, we intend to further the knowledge on
the ecological processes linked to forest succession in a
still poorly studied region of the Brazilian Atlantic Forest
by investigating the tree community functional composi-
tion. We aimed at evaluating how the successional mosaic
affects the tree component’s functional heterogeneity in
forest remnants. We expect a lower functional diversity in
the early stage areas because of the supposed higher inten-
sity of environmental filters.

METHODS

Characteristics of the study areas. This study was con-
ducted in four fragments of Upper Montane Subtropical
Mixed Forest (Araucaria Forests) in Sdo Joaquim National
Park (figure 1). This park was created in 1961 with the
goal of protecting remnants of Araucaria Forests. It covers
some municipalities of Santa Catarina State, Brazil, inclu-
ding Urubici, where the present survey was conducted.
The studied areas are located from 1,300 to 1,600 m a.s.l.
(table 1). The park is predominantly formed by a mosaic of
grasslands and forests.

Climate in the region is Cfb according to the K&ppen’s
classification, with no dry season. Annual average tem-
perature ranges from 11 to 15 °C, with low temperatures
in the winter, favoring the occurrence of frost and snow;
annual rainfall and air relative humidity are approximately
1,370 mm and 80 %, respectively. There is a predominance
of Leptsols and Cambisols in slightly to strongly undula-
ted relief.

Characterization of the succession stages and informa-
tion on the history of the areas were provided by the Park
administration and through field observations, with the lat-
ter based on the studies by Duarte et al. (2018), who asses-
sed some of these forest fragments (Silveira ef al. 2021).

Study areas 1 and 3, which are located at approxima-
tely 1,600 m a.s.1., are at a late stage of succession, presen-
ting mainly secondary and late species. The proportions of
species classified as secondary and climax in these regions
are 72.73 % (area 1) and 81.25 % (area 3). These areas
present patches that were deforested in the 1960s to be
transformed into pasture for cattle.

Study areas 2 and 4, which are located at approxima-
tely 1,300 m a.s.l., are at an early stage of succession,
comprising mainly pioneer species (57.14 % in area 2 and
52.94 % in area 4). These areas present a more intense his-
tory of soil use and management, resulting from deforesta-
tion in the 1960s. Livestock has always been the most im-



portant rural activity in these areas. It is worth highlighting
that the late succession stage areas are located at higher
altitudes and have undergone less anthropogenic activity
because of difficulty of access, thus being more preserved.

Data collection. The forest fragments had been previously
inventoried by the Dendrology and Phytosociology Labo-
ratory of Santa Catarina State University (LABDENDRO/
UDESC) in previous studies. For these inventories, a 20
x 100 m transect was installed in each fragment, and they
were subdivided into 20 plots of 10 x 10 m. All transects
were arranged perpendicularly to the edge, towards the in-
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terior of each fragment. In each plot, all individuals with
DBH (diameter at breast height) > 5 cm were identified
and quantified. Sampled species whose individuals repre-
sented at least 80 % of the abundance observed in the areas
were selected for functional characterization. Because of
the floristic-structural differences in each area (Silveira et
al. 2021), we had distinct numbers of functionally descri-
bed species. In total, 23 species belonging to 15 botanical
families were selected: 11 in area 1, four in area 2, seven
in area 3, and nine in area 4.

For each of the selected species, five functional traits
considered important in Upper Montane Ombrophilous
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Figure 1. Location of the studied highland Araucaria forests at Sdo Joaquim National Park, Southern Brazil.

Mapa de la ubicacion de los cuatro fragmentos de bosques subtropicales de alta montafia inventariados en el Parque Nacional Sdo Joaquim,

sur de Brasil.

Table 1. Highland Araucaria forests at Sdo Joaquim National Park, where functional characterization data were obtained, with their
respective geographical coordinates, mean altitudes (Alt) and succession stages.

Areas de bosque subtropicales de alta montafia ubicadas en el Parque Nacional Sio Joaquim, sur de Brasil, donde se obtuvieron datos de
caracterizacion funcional, con sus respectivas coordenadas geograficas, altitud media (Alt) y etapa de sucesion.

Area Geographic coordinates Area (ha) Altitude (m) Successional Stages
Area 1 28°05°41.5” S;49°30°14.71” W 12 1,628 Advanced
Area 2 28°04°46.87 S; 49°30°51.29” W 35 1,356 Initial
Area 3 28°09°49.19” S; 49°36°47.56” W 2 1,660 Advanced
Area 4 28°08°44.00” S; 49°37°27° W 5 1,300 Initial
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Forest were assessed: wood density (g/cm?), leaf area
(cm?), specific leaf area (cm?/g), dispersion syndrome
(zoochoric, anemochoric or autochoric) and leaf renova-
tion regime (deciduous, semi-deciduous or evergreen).

For each species, wood samples were collected from
five individuals (DBH of 10 to 30 cm) by an increment
borer with a diameter of 5.15 mm. For species with small
diameter stems (e.g. Baccharis uncinella DC.), wood sam-
ples, with a length of 10 cm, were taken at ground level. All
samples were placed in water recipients until a constant wet
mass. The weight of the wet mass was determined by the
Archimedes principle. Afterwards, the samples were dried
at a temperature of 100 °C, and subsequently weighed on an
analytical scale. Thus, the wood basic density was determi-
ned by the ratio between the dry mass (g) and wet mass (g).

The leaf area and the specific leaf area were obtained
by collecting 20 leaves from 10 individuals per species
and per fragment, including the petioles and, for compo-
site leaves, rachises, following the protocol proposed by
Pérez-Harguindeguy et al. (2013). Leaves were collected
from the tree top median third from individuals with supe-
rior light incidence, avoiding collection of young, herbivo-
rated and unhealthy leaves, giving preference to healthier
leaves. Leaf area and the mean leaf area values by species
and fragment were then calculated. In the laboratory, the
leaves were stored in oven until constant dry mass was
reached and later weighed in an analytical scale. Specific
leaf area was obtained by the ratio between leaf area (cm?)
and leaf dry mass (g). The mean of the specific leaf areas
for each species per fragment was also calculated.

Species were classified according to the following dis-
persal syndromes: zoochoric, anemochoric or autochoric.
These were determined through field observation and litera-
ture review (Carvalho 2003). Considering the data obtained,
species were classified as zoochoric or non-zoochoric.

Leaf renovation regime of the species was evaluated
through field observation as follows: in an unfavorable pe-
riod, species with loss of up to 20 % of their leaves were
classified as perennial; those with loss from 20 to 50 % of
their leaves were classified as semi-deciduous, and species
with loss > 50 % of their leaves were classified as deciduous.

Data analyses. To evaluate the functional composition pat-
terns of the tree communities and compare the two succes-
sion stages (early and late), the traits community weighted
mean (CWM) was calculated for each sampling plot. Data
normality was verified using the Shapiro-Wilk test. Data
with a normal distribution were compared by the Student’s
t-test, and those without normal distribution were evalua-
ted with the Mann-Whitney test.

Based on CWM values, we performed the functional
grouping of the plots belonging to each of the succession
stages using the Principal Components Analysis (PCA)
proposed by Hill and Smith (1976), which enabled the in-
clusion of categorical data (leaf renovation and syndrome
of seed dispersion) in the analysis.
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Functional diversity was determined by the RaoQ in-
dex. The normality of RaoQ values was verified using the
Shapiro-Wilk test. Differences between the succession sta-
ges were evaluated by the Mann-Whitney test. All analy-
ses were processed in R (R Core Team 2019).

RESULTS

We observed variation in functional traits between
species and succession stages (table 2). Species occurring
in late successional areas showed higher values of wood
density (P = 0.07) and specific leaf area (P = 0.06). This
suggests that species have different resource acquisition
strategies depending on the successional stage at which
they are inserted. Most of the species were classified as
zoochoric and perennial, and these characteristics predo-
minated in both early and late succession stages.

The 13 most abundant species in the areas at the late
succession stage belonged to the Myrtaceae family. The 11
most abundant species in the areas at the early succession
stage showed more homogenous distribution per family,
with no family outstanding in richness.

The species with the highest wood density (WD) were
Eugenia uruguayensis (0.83 g/cm?) in the late succession
stage areas, and Mimosa scabrella (0.79 g/cm?) in the early
succession stage areas, whereas those with the lowest WD
mean values were Drimys angustifolia (0.57 g/cm®) and
Styrax leprosus (0.38 g/cm?) in the late and early succes-
sion stage areas, respectively.

Regarding the leaf area (LA), among the early succes-
sion stage areas, Mimosa scabrella and Citronella gongon-
ha presented the highest values, with 30.41 and 20.61 cm?,
respectively. In the late succession stage areas those with
the highest values were Prunus myrtifolia (15.71 cm?) and
Myrceugenia myrcioides (14.26 cm?). Among the species
with smaller leaf areas, Siphoneugena reitzii (0.65 cm?)
and Baccharis uncinella (0.28 cm?) stood out in the late
and early succession stage areas, respectively.

The species in late succession stage areas with more
membranous leaves (i.e. higher values of specific leaf area -
SLA) were Myrceugenia miersiana (139.41 cm?'g) and Myr-
ceugenia regnelliana (120.14 cm?/g), whereas llex micro-
donta (74.09 cm?/g) was the species with more coriaceous
leaves (i.e. lower values of specific leaf area). For the early
succession stage areas, the highest SLA value was observed
in Podocarpus lambertii (123.19 cm?/g) and the lowest va-
lue was found in Citronella gongonha (46.12 cm?/g).

In the functional ordination of the plots based on their
CWM values (figure 2), axes 1 and 2 explained together
80.84 % of the total data variation. Axis 1 (51.94 % ex-
planation) indicated a gradient associated predominantly
with dispersion syndrome (non-zoochoric species= 1.17),
leaf area (0.57) and wood density (0.52). On the right side
of the ordination, there were plots with dominance of non-
zoochoric species and higher values of leaf area and wood
density. On the left side of the ordination, plots with op-



posite characteristics (zoochoric dispersion syndrome and
lower values of leaf area and wood density) were obser-
ved. In turn, Axis 2 (28.90 % explanation) synthesized a
gradient associated predominantly with leaf renovation
regime (semi-deciduous species = -0.92) and specific leaf
area (-0.73). Plots in the upper part of the ordination pre-
sented dominance of perennial species and smaller specific
leaf area, whereas those in the lower part of the ordination
showed predominance of semi-deciduous species with lar-
ger specific leaf area. The plots located in areas at the late
succession stage, which predominantly occupied the lower
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part of the ordination, had higher values of specific leaf
area (more membranous leaves) and semi-deciduous spe-
cies. Lower values of SLA (more coriaceous leaves) and
perennial species were associated with species in the areas
at early succession stage.

Functional diversity (RaoQ index) was lower in the
early succession stage areas (0.03) than in the late succes-
sion stage areas (0.05) (figure 3), indicating lower ampli-
tude of the functional traits evaluated at the beginning of
the post-disturbance recovery process compared with that
in later phases.

Table 2. Functional traits of the 23 most abundant tree species, separated by succession stage (EA = early succession stage area and
LA = late succession stage area), in fragments of highland Araucaria forests at Sdo Joaquim National Park.

Caracteristicas funcionales de las 23 especies arboreas mas abundantes muestreadas, separadas por etapa de sucesion (Al = areas iniciales y
TA = areas tardias), en areas de bosques subtropicales de alta montafia en el Parque Nacional Sao Joaquim, sur de Brasil.

WD LA SLA
Species DS LR
EA LA EA LA EA LA

Acca sellowiana (O.Berg) Burret 0.64 - 17.77 - 70.10 - 4 P
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze 0.57 - 1.90 - 51.29 - Z P
Baccharis uncinella DC. 0.65 - 0.28 - 74.33 - A P
Berberis laurina Thunb. 0.67 - 10.28 - 78.87 - Z P
Citronella gongonha (Mart.) R.A.Howard 0.63 - 20.61 - 46.12 - Z P
Crinodendron brasiliense Reitz et L.B.Sm. - 0.58 - 5.05 - 9940 A SD
Drimys angustifolia Miers. 0.60 0.57 5.60 5.60 90.07 93.05 Z SD
Drimys brasiliensis Miers. 0.41 - 17.33 - 69.17 - Z SD
Eugenia uruguayensis Cambess. - 0.83 - 7.23 - 74.09 Z P
llex microdonta Reisse - 0.80 - 5.71 - 66.64 Z P
Lithraea brasiliensis Marchan 0.78 - 6.61 - 67.82 - Z P
Mimosa scabrella Benth 0.79 - 30.41 - 81.74 - Au P
Myrceugenia mesomischa (Burret) D.Legrand et Kausel - 0.65 - 4.34 - 9267 Z P
Myrceugenia miersiana (Gardner) D.Legrand et Kausel - 0.63 - 9.78 - 13941 Z SD
Myrceugenia myrcioides (Cambess.) O.Berg - 0.71 - 14.26 - 10281 Z SD
Myrceugenia oxysepala (Burret) D.Legrand et Kausel - 0.66 - 4.07 - 10695 Z P
Myrceugenia regnelliana (0.Berg) D.Legrand et Kausel - 0.69 - 1.47 - 120.14 7 P
Ocotea pulchella (Nees et Mart.) Mez - 0.71 - 3.99 - 74.01 Z P
Podocarpus lambertii Klotzsch ex Endl. 0.46 - 1.98 - 123.19 - Z P
Prunus myrtifolia (L.) Urb. - 0.79 - 15.71 - 77.10 zZ P
Siphoneugena reitzii D.Legrand - 0.67 - 0.65 - 85.23 Z P
Styrax leprosus Hook. et Arn. 0.38 - 12.32 - 102.71 - V4 P
Weinmannia paulliniifolia Pohl ex Ser. - 0.63 - 8.51 - 103.80 A P
Mean 0.60 0.69" 11.37 6.64 77.86  95.02" 0 0

Where: LA = leaf area (cm?); SLA = specific leaf area (cm*/g); WD = wood density (g/cm?); DS = dispersion syndrome (Z = zoochoric, A = anemochoric,
and Au = autochoric); LR = leaf renovation regime (P = perennial, D = deciduous, and SD = semi-deciduous). “Indicates differences in the mean values
of the functional traits of the species according to succession stage by the Student’s # or Mann-Whitney tests, with 90 % confidence interval.
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Figure 2. Ordination of initial (I — gray) and advanced plots (A — black), produced by the Principal Component Analysis (PCA), based
on functional traits obtained from the most abundant species in fragments of highland Araucaria forests at Sdo Joaquim National Park,
Southern Brazil. Dec.P = perennial leaves; Dec.SD = semi-deciduous leaves; DM = wood basic density; AF = leaf area; AFE = specific
leaf area; SD.Z = zoochoric dispersal syndrome; SD.NZ = non-zoochoric dispersal syndrome.

Ordenacion de las parcelas en fases iniciales (I, grises) y avanzadas (A, negras), producidas por el Analisis de Componentes Principales
(PCA), relacionadas con atributos funcionales obtenidos de las especies de mayor abundancia en areas de bosque subtropicales de alta montafia en el
Parque Nacional Sao Joaquim, sur de Brasil. Donde: Dec. P = hojas perennes; Dec.SD = hojas semideciduas; DM = densidad basica de madera; AF
total = area foliar; AFE = area foliar especifica; SD. Z = sindrome de dispersion zoocorica y SD.NZ = sindrome de dispersion no zoocorica.
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Figure 3. Boxplot for functional diversity (RaoQ index)

comparison between areas presenting initial and advanced
succession stages in fragments of highland Araucaria forests at
Sao Joaquim National Park, Southern Brazil.

Boxplot para la comparacion de la diversidad funcional de
areas en fase inicial y tardia, determinada por el indice RaoQ, obtenida
en areas de bosque subtropicales de alta montafa en el Parque Nacional
Sao Joaquim, sur de Brasil.
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DISCUSSION

Our results showed that the tree communities at di-
fferent stages of succession presented differences in their
functional composition, especially related to the wood
density (higher in the late and lower in the early stage
areas), specific leaf area (more coriaceous leaves in the
early and more membranous in the late stage areas), and
leaf renovation regime (semi-deciduous leaves in the late
and perennial in the early stage areas). During the process
of succession, the assemblage of a tree species community
undergoes different intensities of ecological forces related
to environmental filters and limiting similarity (Lohbeck
et al. 2014). Given the heterogeneity in composition and
functional diversity observed, the present study corrobora-
ted the above aspects.

Despite the evident influence of altitude on the functio-
nal variations of the species in the region (Soboleski et
al. 2017), in our study, we observed a pattern opposite to
the expected one, with higher altitude areas presenting tree
communities with greater values of specific leaf area and
wood density, semi-deciduous renovation regime of lea-
ves, and better functional diversity. As highlighted by So-
boleski et al. (2017), at higher altitudes, the Araucaria Fo-



rest is expected to have a tree component with functional
traits that allow the trees to survive in colder environments
(e.g. smaller and more coriaceous leaves). However, the
contrasting pattern observed here underlines the idea that
the functional heterogeneity is also influenced by a distur-
bances regime, which, by acting on a local scale, causes
microclimatic alterations. Particularly in the study region,
more open sites, like those in an early succession stage,
have a more adverse microclimate for trees regeneration,
such as higher frost frequency (Dreyer et al. 2020). This
fact could explain the predominance of smaller and more
coriaceous leaves, even at a lower altitude.

The early succession stage areas were composed
mostly of pioneer species such as Baccharis uncinella and
Mimosa scabrella, which present fast growth and short
lifespan (Turner 2001). Studies in humid tropical forests
have shown that species belonging to this functional group
will produce low-cost leaves with high photosynthetic ra-
tes, although with a short life span (Donovan ef al. 2011),
characteristics associated with acquisitive strategies, in
which there is a rapid use of resources (Donovan et al.
2011). According to some authors (e.g. Donovan et al.
2011), species with acquisitive strategies are more abun-
dant in the beginning of succession since there is more
availability of light.

Remarkably, our findings, conducted in high montane
and subtropical climate area, differed from those observed
in humid tropical forests (Donovan et al. 2011), showing
that the succession process should not be generalized.
This can be explained by the fact that the initial succes-
sion areas in the higher altitude regions of southern Bra-
zil have highly hostile microclimatic conditions for tree
establishment, with frequent frosts, high wind turbulence
and large daily thermal amplitudes. Thus, the investment
in protecting the leaves, with more leathery leaves, which
is a conservative strategy of stress tolerant species (Grime
1977), may explain the pattern found for the more initial
areas. According to Cornelissen et al. (2003), low values
of SLA indicate that plants are investing more in structural
components, which increase their resistance against desic-
cation and herbivory and, in the case of the present study,
against frosting. Boeger et al. (2009), when studying lea-
ves of Miconia sellowiana (DC.) Naudim in communities
at different stages of succession in Parana State, Brazil,
verified that in the early succession stage leaves are usua-
lly thicker and with smaller specific leaf area - a pattern
similar to that found in this study.

Leaf renovation is associated with climatic seasonality
throughout the year (Givnish 1987), efficiency of use of
nutrients by plants (Pérez-Harguindeguy et al. 2013) and
physical and chemical characteristics of the soil. Perennial
leaves can be also considered as a conservative strategy.
The dominance of this trait in initial successional areas
may indicate non-evaluated soil variations since species
that have leaves of this nature are associated with places
with more scarce resources (Reich et al. 1992).
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Low wood density values were found for the species
in the early succession stage areas, which is expected
since these are fast-growing species with lower wood
mechanical resistance (Zanne et al. 2010), confirming
the investment in acquisitive strategies. The opposite is
also expected in areas at the late succession stage, with
slow-growing species with high wood density, typical of
those with conservative strategies. According to Dono-
van et al. (2011), in the more structured later successio-
nal areas, species with conservative strategies predomi-
nate. This increase in wood density may be related to
stressful factors, such as low solar radiation, winds, low
temperatures and low soil fertility (Chave et al. 2006),
which are conditions observed in the nebular forests of
southern Brazil.

When considered within each successional condition,
it can be observed that the distribution of species also
varies according to the studied traits. Mimosa scabrella,
for example, presented higher wood density in early suc-
cession stage areas. This species presents the anemocho-
ric dispersion syndrome, which is characteristic of spe-
cies at early succession stages. Contrasting results were
found for Styrax leprosus, with bird-dispersed fruits and
soft wood. In turn, Crinodendron brasiliense and Euge-
nia uruguayensis stood out among the areas in the late
succession stage. Crinodendron brasiliense, an endemic
species in high altitude regions of the South Plateau of
Santa Catarina State (Duarte et al. 2018), has wind-dis-
persed fruits and soft wood. On the other hand, E. uru-
guayensis, like many other Myrtaceae species, has high
wood density and animal dispersed fruits.

The functional ordination showed that plots in the
early succession stage areas presented high dispersion
in the bi-dimensional ordering space, especially along
transect 1, suggesting an expressive functional variation.
In turn, analysis of functional diversity using the RaoQ
index showed that the same plots at early succession sta-
ge presented lower values compared with those of the
plots at late succession stage. Thus, it can be inferred that
late succession stage areas present functionally similar
plots with co-existence of species belonging to different
functional groups (i.e. canopy and understory), whereas
early succession stage areas are characterized by species
of different functional groups (i.e. grouping of individuals
of the M. scabrella and Baccharis genera) that did not co-
exist in the same plots. This pattern illustrates the comple-
xity of the functional structuring process of the existing
tree communities, indicating that the ecological factors of
interspecific competition and environmental filtering act
differently according to the stage of succession conside-
red (Lebrija-Trejos et al. 2011, Lohbeck et al. 2014). In
this context, one can infer that areas with higher functio-
nal diversity (RaoQ) - at late succession stage - are more
resilient to disturbances (Walker et al. 1999), more effi-
cient in using resources and present more environmental
functions (Mason et al. 2005).

339



BOSQUE 42(3): 333-341, 2021
Functional composition of forests

CONCLUSIONS

The evaluated fragments of upper montane forest were
characterized by high heterogeneity of functional compo-
sition, partly determined by the existing successional pat-
ches. Functional traits provided useful information for the
successional description of the studied areas of subtropical
upper montane forests. At the early succession stage, we
observed the predominance of perennial species with low
values of specific leaf area and wood density; whereas in
those at the late succession stage, there was a predominan-
ce of semi-deciduous species with higher values of speci-
fic leaf area and wood density. This pattern suggests that
the species showed different life strategies. Since the areas
at the early succession stage showed lower functional di-
versity (RaoQ) than that presented by the later ones, our
hypothesis was accepted.
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SUMMARY

The amount and quality of carbon from forest litter present in the soil will depend on several factors, including species composition,
management practices, plantation age, climatic conditions and soil texture, among several other factors. The aims of this research
were to: i) quantify the labile organic carbon content in soils with Eucalyptus grandis plantations of the Mesopotamian region in
Argentina and evaluate its relationship with the amount and type of litter; and ii) identify management, edaphic and environmental
factors that may influence its variation. The study was performed on young and middle age plantations having soils with sandy and
clayey texture located in the Gualeguaychu district, Entre Rios, Argentina. To quantify the labile carbon in the soil, the soluble organic
carbon was extracted with a 0.5M potassium sulfate solution. Soluble organic carbon concentration did not differ according to the age
of the stands, with average values of 45.6 mg kg™! in clay soils, and of 32.8 mg kg™ in sandy soils, showing a positive association with
clay content. The highest soluble organic carbon values were recorded during the summer months, and were positively related to the
increases in the water-saturated pore space and the soil biological activity. We also verified a linear and positive relationship between
the amount of initial fine litter and the increase of soluble organic carbon in the soil (R> = 0.41). The reported results provide explicit
ranges of variability for total organic carbon, soluble organic carbon and carbon fluxes at local level; thereby contributing to further
characterize carbon modeling in forest systems.

Key words: Litter, sandy and clay soils.

RESUMEN

La cantidad y calidad de carbono del mantillo forestal que ingresa al suelo depende de varios factores, entre ellos la especie implantada,
el manejo, edad de la plantacion, las condiciones climaticas y la textura del suelo. Los objetivos de este trabajo fueron i) cuantificar el
contenido de carbono organico 1abil en suelos con plantaciones Eucalyptus grandis (Eucalyptus grandis) de la regidn mesopotamica y
evaluar su relacion con la cantidad y tipo del mantillo; e ii) identificar aquellos factores de manejo, edaficos y ambientales que influyen
en su variacion. Se trabajo sobre plantaciones jovenes y de mediana edad en suelos de textura arenosa y arcillosa localizados en el
Departamento de Gualeguaychti, Entre Rios, Argentina. Con el fin de cuantificar el carbono 1abil del suelo, se procedio a extraer el
carbono organico soluble con una solucion de sulfato de potasio 0,5M. Los valores de carbono organico soluble no difirieron segiin la
edad de los rodales, con valores promedio de 45,6 mg kg™ en los suelos arcillosos, y de 32,8 mg kg™ en los arenosos, mostrando una
asociacion positiva con el contendido de arcilla. Los mayores valores de carbono soluble se registraron durante los meses estivales,
relacionandose positivamente con los incrementos en el espacio poroso saturado con agua y con la actividad bioldgica del suelo. Pudo
verificarse una relacion lineal y positiva entre la cantidad de mantillo fino inicial y el incremento de carbono organico soluble en el
suelo (R?>= 0,41). Los resultados reportados cuantifican las existencias de carbono organico total, carbono organico soluble y flujos de
carbono a nivel local, contribuyendo con informacion necesaria para el modelado del carbono en sistemas forestales.

Palabras clave: mantillo, suelos arenosos, suelos arcillosos.
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INTRODUCCION

Los sistemas forestales desempefian un papel central
en el ciclo del carbono, ya que lo capturan de la atmos-
fera a medida que crecen, almacenandolo en sus tejidos,
acumulando gran cantidad de biomasa. A su vez, estos sis-
temas poseen un gran potencial para almacenar carbono
organico en el suelo, y, de esta manera, pueden contribuir
a mitigar el calentamiento global (Montero 2005). En Ar-
gentina, las plantaciones forestales cubren aproximada-
mente 1.300.000 ha, de las cuales el 24 % son de Eucalyp-
tus spp., con 112.000 ha ubicadas en la Provincia de Entre
Rios (MAGyP 2020).

Las variaciones en los contenidos de carbono orga-
nico total suelen verse en el largo plazo. Segtn el panel
intergubernamental de cambio climatico (IPCC 2006) el
lapso de tiempo requerido para observar cambios en el al-
macenaje de carbono organico total en los suelos bajo un
determinado manejo del cultivo no deberia ser menor a 20
afios, ya que los cambios son graduales y solo cuantifica-
bles luego de un largo periodo. Por el contrario, debido
a su naturaleza dinamica, las fracciones labiles de mate-
ria orgénica pueden responder rapidamente a los cambios
en las entradas de carbono al sistema (Haynes 2000). El
carbono 1abil del suelo esta principalmente constituido por
compuestos organicos simples, aminoacidos, y carbohi-
dratos entre otros compuestos, lo que facilita el acceso y
transformacion por parte de los microorganismos del suelo
(Zou et al. 2005). A pesar que el carbono 1abil representa
solo una pequefia fraccion del carbono organico total de
los suelos, puede influir notablemente en la actividad bio-
logica (Chen y Xu 2005). Dentro de las formas de carbono
labil, el carbono organico soluble extraido con sulfato de
potasio 0,5M puede ser utilizado como una medida de la
fraccion ligera de materia organica total del suelo que es
facilmente degradable por los microorganismos, y que,
por tanto, esta estrechamente relacionada con la actividad
y el crecimiento microbiano (Hofman y Dusek 2003). El
carbono organico soluble proviene principalmente de pro-
ductos solubles mono u oligoméricos de descomposicion
microbiana y de aportes vegetales como exudados de rai-
ces y lixiviados de hojas que contribuyen activamente a la
dindmica de la materia organica en los suelos minerales
(Abramoft et al. 2018). Por otro lado, puede ser asimilado
por los microorganismos que actiian como consumidores y
productores de esta forma de carbono. A su vez, el carbono
organico soluble es el principal dador de electrones duran-
te la denitrificacion, proceso responsable de la generacion
y emision a la atmoésfera de formas gaseosas de nitroégeno,
entre ellas el 6xido nitroso, potente gas de efecto inverna-
dero. En este sentido ha sido registrado que los residuos
que se incorporan al suelo proveen carbono organico solu-
ble que estimula los procesos de denitrificacion y emision
de 6xido nitroso (Millar y Baggs 2004).

Una de las caracteristicas distintivas de la mayor parte
de los ecosistemas forestales es el desarrollo de una cubier-
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ta organica que resulta del retorno periddico, a través de la
caida de las hojas, ramas, corteza, frutos y a veces arboles
completos. Esta acumulacion de restos organicos, llamada
hojarasca, necromasa o mantillo, retiene una gran propor-
cion de carbono, fijado por fotosintesis, y de nutrientes ex-
traidos del suelo por los arboles (Sayer 2006). Las reservas
de carbono organico total de los suelos forestales depen-
den de la entrada de carbono desde el mantillo, por lo que
su descomposicion juega un rol central en los ciclos bio-
geoquimicos de los nutrientes y en la formacion de nueva
materia organica en los suelos (Hattenschwiler ez al. 2005).
La actividad de los organismos descomponedores esta re-
gulada por las condiciones edafoclimaticas (van Diepen et
al. 2015). Segtin la interaccion entre estas condiciones du-
rante la descomposicion del mantillo parte del carbono es
convertido a CO,, mientras que otra parte es incorporada
en distintas fracciones de carbono organico total, pudien-
do pasar a conformar parte de la biomasa microbiana para
luego convertirse en carbono estable o en carbono soluble,
estando este ultimo expuesto a lixiviarse (Leifeld y Kogel-
Knabner 2005). Sin embargo, estudios recientes indican
que la mayoria del carbono soluble proveniente del manti-
llo es retenida por el suelo (Wang et al. 2019 a).

El mantillo que cubre los suelos o piso forestal varia
en cantidad y composicion de acuerdo con numerosos
factores, tales como la edad de los rodales, el manejo del
sistema silvicola, el clima, y el tipo de suelo. Su tasa de
descomposicion dependera de la calidad y estructura de la
fuente carbonada, y de las condiciones del medio, como la
humedad y la temperatura (Silveira ez al. 2011). Rodales
maduros, que ya han llegado a su maximo crecimiento co-
mercial o edad de rotacion, probablemente posean mayor
cantidad de mantillo, estando a su vez compuesto por ma-
yor proporcidén de material lignificado que el que podria
encontrarse en rodales jovenes. Sin embargo, la cantidad
y calidad del mantillo en un rodal joven dependera del uso
previo del lote (forestal, pastura, campo natural) o de las
practicas utilizadas en preparacion del terreno, y manejo
de residuos de cosecha en superficie, entre otros. A su vez,
la textura de los suelos puede influir en el ciclado de este
mantillo y en la formacidn y conservacion de la materia or-
ganica del suelo y sus fracciones. Los suelos arcillosos, en
comparacion con aquellos de textura arenosa, tienen una
mayor cantidad de biomasa microbiana que puede acelerar
el proceso de transformacion de carbono desde el manti-
llo (Goya et al. 2008). La materia organica derivada del
mantillo puede asociarse con las arcillas y estabilizarse por
proteccion fisica (McLauchlan 2006). Por su parte, en los
suelos arenosos, con menor actividad microbiana, la des-
composicion y transformacion del mantillo suele ser mas
lenta, estando a su vez el carbono soluble mas expuesto a
perderse por lixiviacion (Kalbitz et al. 2000).

Si bien algunos autores han estudiado la dindmica de
liberacion de nutrientes y carbono desde el mantillo de Eu-
calyptus spp. en diversos suelos y ambientes en Argentina
(Goya et al. 2008) y otros paises (Wang et al. 2019 b),



De Lucena et al. (2019) sostienen que aun son pocas las
investigaciones acerca del efecto de las practicas forestales
sobre la acumulacion y deposito de carbono en el suelo.
Sumado a ello, existe una tendencia a que gran parte de
los investigaciones que estudian la dindmica del carbono
organico soluble en suelos forestales sean realizados en
condiciones controladas de laboratorio, siendo escasos aun
los estudios in situ, motivo por el cual Kalbitz ez al. (2000)
puntualizan en la necesidad de realizar investigaciones a
campo. Generar esta informacidn para sistemas foresta-
les representativos de la region mesopotamica permitiria
contar con valores base de las existencias de carbono del
suelo, necesarios para el modelado del carbono en siste-
mas forestales. En este contexto, el presente trabajo busca
responder las siguiente pregunta: ;Como influyen la edad
de la plantacion, las practicas silvicolas y las condiciones
edafoclimaticas en los componentes del mantillo y en el
carbono 1abil del suelo? En base a ello, los objetivos de
esta investigacion fueron i) cuantificar el contenido de car-
bono organico soluble en suelos con plantaciones de Eu-
calyptus grandis Hill. ex Maiden de la region mesopotami-
cay evaluar su relacion con la cantidad y tipo del mantillo;
e ii) identificar aquellos factores de manejo, edaficos y
ambientales que influyen en su variacion.

METODOS

Sitio de estudio. El sitio de estudio se encuentra en el De-
partamento de Gualeguyachu, provincia de Entre Rios,
Argentina (33°1°17'S; 58°13"37""W). El clima predo-
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minante es del tipo templado hiimedo de llanura, presen-
tando una temperatura media anual de 17,9 °C, siendo la
temperatura media maxima de 23,6 °C y la media minima
de 12,2 °C. La precipitacion media anual asciende a 1.100
mm (Forte Lay ef al. 2008).

Se trabajé en plantaciones de E. grandis Hill ex Maiden
en estadios pre y post cierre de copa, tratamientos. Para
ello se utilizaron rodales jovenes (entre uno y tres afios) y
de mediana edad (entre siete y nueve aflos). A su vez, las
plantaciones se ubicaron en suelos de diferentes texturas,
arenosa (ARE) correspondiente a un suelo Udifluvent Oxi-
co, y arcillosa (ARC), clasificado como Peludert Argilico
(Soil Survey Staff, 2014). En cada uno de estos suelos se
seleccionaron tres rodales con plantaciones jovenes, y tres
lotes con plantaciones de mediana edad, con densidades de
plantacion de entre 700 y 850 plantas por ha. La caracteri-
zacion edafica y forestal de las situaciones seleccionadas
se presenta en el cuadro 1.

En la profundidad de 0 a 5 cm se determinaron la textu-
ra del suelo (Ashworth et al. 2001), el pH por potenciome-
tria (relacion suelo/agua: 1:2,5), la densidad aparente (DA)
por el método del cilindro (volumen de 100 cm?) (cuadro 1)
y el carbono orgéanico total (COT) por Walkley y Black
(Nelson y Sommers 1996) (Figura 3).

Para el area de estudio, el crecimiento historico pro-
medio, en términos de produccién de biomasa, es de 25
y 35 m*ha'! afio! para las plantaciones instaladas en sue-
los arcillosos y arenosos, respectivamente (comunicacion
personal). Los datos meteoroldgicos durante el periodo de
estudio se presentan en la figura 1.

Cuadro 1. Valores medios y error estandar de las variables analizadas para la caracterizacion edafica (0-5 cm) y forestal de las
situaciones en estudio. ARC: suelo arcilloso, ARE: suelo arenoso, J: rodal joven, M: rodal de mediana edad. COT: carbono organico
total, DA: densidad aparente del suelo, DP: densidad de plantas, DAP diametro del tronco a la altura del pecho.

Mean values and standard error of the soil variables analyzed (0-5 cm) and forest characterization of the study situations. ARC: clayey
soil, ARE: sandy soil, J: young stands, M: middle-age stands. COT: total soil organic carbon, DA: soil bulk density, DP: plant density, DAP: diameter

at breast height.

Variable ARCJ ARCM ARE]J AREM
Caracterizacion de suelos
Arena (%) 41,83 &+ 8,85 31,67 + 1,74 7450 + 3,04 91,17 <+ 0,83
Limo (%) 31,33+ 5,64 3533 + 2,42 1500 + 208 4,67 =+ 0,83
Arcilla (%) 26,83  + 4,04 33,00 =+ 2,93 10,50 + 1,04 4,17 =+ 0,83
pH (1:2,5) 6,27 + 0,37 6,10 + 0,32 563 £ 0,09 557 + 0,07
DA (g cm?) 1,23 + 0,03 1,20 =+ 0,07 1,26 =+ 0,03 1,30 =+ 0,04
Caracterizacion forestal
Aflo de plantacion 2013 2007 2015 2009

Historia previa

Campo natural

Campo natural

Pino (1999-2015)

Campo natural

DP (plantas ha')
Altura media (m)

DAP medio (cm)

858 + 153
9,97 + 2,94
11,37 + 1,67

693 + 66,0
2180 + 0095
1820 + 0,75

864 + 31,0
560 + 1,06
540 + 1,05

864 =+ 70,0
22,57 + 0,50
19.0 + 0,55
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Figura 1. Precipitaciones mensuales acumuladas y temperaturas
medias del aire durante el periodo de estudio.

Accumulated monthly rainfall and mean air temperatures du-
ring the studied period.

Muestreo y determinaciones. El mantillo acumulado en la
superficie de los suelos se recolecto al inicio del estudio,
en agosto de 2016. Para ello, en cada rodal se establecie-
ron tres parcelas circulares, con un radio de 12 m. En cada
parcela se tomaron cuatro muestras de mantillo al azar, en
una superficie de 0,25 m?. Una vez en laboratorio, el ma-
terial se separd en dos categorias. A) Grueso: compuestos
por restos lignificados de ramas, corteza y frutos. B) Fino:
compuesto por hojas de la plantaciéon y material herbaceo
del sotobosque (vivo o muerto). Todas las muestras se se-
caron en estufa a 65 °C hasta peso contante.

Se evalu6é mensualmente el contenido de carbono solu-
ble en los primeros 5 cm de suelo para los distintos trata-
mientos a lo largo de un aflo. El primer muestreo se realizd
a finales del mes de agosto de 2016. Por problemas de ac-
ceso al establecimiento, no pudieron realizarse los mues-
treos de noviembre de 2016 y julio de 2017, por lo que,
para completar los doce muestreos, el esquema original de
un afio se extendio a 14 meses desde la fecha de inicio.

Para la determinacion del carbono soluble se procedio
segun la metodologia propuesta por Vance et al. (1987).
También se determinaron en cada muestreo, el contenido
de humedad gravimétrica, densidad aparente del suelo y
temperatura del aire y del suelo. Para la determinacion la
humedad gravimétrica (Hg) las muestras de suelo fueron
secadas en estufa a 110 °C hasta constancia de peso. La
densidad aparente se determiné por el método del cilindro
citado previamente. Considerando la humedad gravimé-
trica y la densidad aparente se calcul6 el espacio poroso
saturado con agua (EPSA) segun la ecuacion 1.

(Hg * DA+ 100)
DA [1]
1= (z63)]
Donde: EPSA = espacio poroso saturado con agua (%); Hg =
humedad gravimétrica (g g'); DA = densidad aparente (g cm™).

EPSA(%) =
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En todas las fechas que se midi6 el carbono soluble
se determino la tasa de emision de CO, como indicador
de la actividad biologica, reflejando fundamentalmente, la
respiracion de los microorganismos del suelo. La determi-
nacion del CO, se realiz6 mediante la utilizacion de dos
camaras estaticas ubicadas aleatoriamente en cada parcela.
Cada camara consistié en una bandeja invertida de PVC de
16,66 dm? (0,43 x 0,31 x 0,125 m). Las muestras de aire
se extrajeron con jeringas y se inyectaron en viales de 10
ml, asegurando la purga del aire contenido previamente en
los mismos. Se tomaron muestras a los 0, 15 y 30 minutos
en cada camara luego de su cierre, y a partir de ellas se
calcul6 la tasa de emision. Las muestras gaseosas fueron
analizadas mediante cromatografia de gases (Agilent Net-
work GC System, AECD, Santa Clara, USA).

Andalisis estadistico. Los resultados se analizaron mediante
analisis de varianza convencionales (ANOVA) y compara-
cionde medias (pruebade LSD) conunnivel de significancia
de P=0,05. Previo al ANOVA se corroboraron los supues-
tos de normalidad de los datos. Se realizaron correlaciones
entre variables y se ajustaron modelos de regresion simple.

RESULTADOS

Caracterizacion del mantillo y del carbono organico total
y soluble del suelo. No se observaron diferencias significa-
tivas entre tratamientos en la cantidad de materia seca total
del mantillo (P = 0,21; figura 2) ni en la fraccién grue-
sa del mismo (P = 0,37). Por otro lado, si se observaron
diferencias (P < 0,05) en el mantillo fino, presentando el
tratamiento con rodales de mediana edad en suelo arenoso
valores significativamente mayores respecto al tratamiento
con rodales jovenes en suelo arcilloso.

Independientemente de la edad del rodal, los suelos
arcillosos presentaron mayores contenidos de carbono or-
ganico total (figura 3) a pesar de mostrar contenidos si-
milares de materia seca total en el mantillo (figura 2). Por
otro lado, dentro de los suelos arenosos, el tratamiento con
rodales de mediana edad tuvo menores valores de carbono
organico total que el tratamiento con rodales jovenes.

Los valores de concentracion de carbono organico so-
luble al inicio del ensayo variaron entre 33 y 66 mg kg,
con un valor promedio de 40 mg kg en los suelos arcillo-
sos, y entre 18 y 30 mg kg, con un promedio de 24 mg
kg en los suelos arenosos (figura 3). En general, el carbo-
no soluble present6 un patrén similar al carbono organico
total. Mientras que los valores de carbono orgénico total
para ambos tratamientos instalados en los suelos arcillosos
(ARC J y ARC M) fueron significativamente mayores que
los observados en los suelos arenosos (ARE J y ARE M),
las concentraciones de carbono organico soluble solo fue-
ron significativamente mayores para el tratamiento con ro-
dales jovenes en suelo arcilloso (ARC J) en relacion a las
plantaciones jovenes y maduras en suelos arenosos. Tanto
el carbono organico total como el carbono soluble inicial



se relacionaron positivamente con el contenido de arcilla
(R=0,52 P<0,001 yR=0,11 P<0,01, respectivamente).

Dinamica del carbono soluble en el tiempo. En la figura 4
se puede observar, para todos los tratamientos, un aumento
gradual del carbono soluble hasta llegar a un pico en los me-
ses estivales, coincidiendo con los maximos valores regis-
trados de precipitacion y temperatura en la zona (figura 1),
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Figura 2. Materia seca de mantillo grueso y fino para cada trata-
miento. ARC: suelo arcilloso, ARE: suelo arenoso, J: rodal joven, M:
rodal de mediana edad. Letras diferentes indican diferencias signifi-
cativas entre tratamientos (P < 0,05). Las letras mayusculas indican
las diferencias en el mantillo total y las letras mintisculas comparan
las diferencias para las fracciones de mantillo grueso y fino.

Coarse and fine litter dry matter for each treatment. ARC:
clayey soil, ARE: sandy soil, J: young stands, M: middle-age stands.
Different letters indicate significant differences among treatments (P <
0.05). Capital letters indicate the differences in total mulch and lower
case letters compare the differences for the coarse and fine litter fractions.
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para luego mantener una tendencia estable a lo largo del
tiempo. En general, puede observarse mayores valores de
carbono soluble en los suelos arcillosos que en los areno-
s0s, a excepcion de los primeros meses debido a la alta
variabilidad en los datos en el tratamiento con rodales
jovenes sobre suelo arcilloso. Para los suelos de ambas
texturas, no se observaron diferencias segun la edad de
los rodales. Los valores de carbono orgéanico soluble pro-
medio considerando todo los tiempos de muestreo fueron
de 45,6 mg kg para los suelos arcillosos, y de 32,8 mg
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Figura 3. Valores medios y error estandar de carbono orgénico to-
tal (COT) y carbono organico soluble inicial (C soluble). Letras di-
ferentes mayusculas indican diferencias del COT entre tratamien-
tos (P < 0,05) y letras diferentes minusculas indican diferencias

del C soluble entre tratamientos (P < 0,05). ARC: suelo arcilloso,
ARE: suelo arenoso, J: rodal joven, M: rodal de mediana edad.

Mean values and standard error of soil total organic carbon
(COT) and initial soluble carbon (C soluble). Different capital letters indi-
cate differences in COT among treatments (P < 0.05) and different lower
case letters indicate differences in soluble C among treatments (P < 0.05).
ARC: clayey soil, ARE: sandy soil, J: young stand, M: middle-aged stand.

80
_ -+ ARCJ -0- ARCM -+ AREJ -A- AREM

—_ 601
‘o
2
o
£
© 404
)
=
<}
"]
© 204

0 T T T T T T T T T T T T

08/16
09/16
11/16
12/16
0117

02/17
03/17
04/17
05/17
06/17
08/17
09/17

Figura 4. Evolucion del carbono organico soluble (C soluble) en el tiempo. ARC: suelo arcilloso, ARE: suelo arenoso, J: rodal joven,
M: rodal de mediana edad. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de la misma fecha de muestreo

(P <0,05).

Evolution of soluble carbon (C soluble) over time. ARC: clayey soil, ARE: sandy soil, J: young stand, M: middle-aged stand. Different
letters indicate significant differences among treatments within the same sampling date (P < 0.05).
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kg ! para los arenosos. En la tltima fecha de muestreo
(09/17), luego de 14 meses desde el muestreo inicial, los
valores observados de carbono orgénico soluble en suelo
fueron significativamente mayores a los valores iniciales
(P < 0,05) para todos los tratamientos, excepto, para la si-
tuacion ARC J, donde no se encontraron diferencias signi-
ficativas. Este incremento fue del 35 % para ARC M, de
66 % y 62 % para ARE J y ARE M, respectivamente. En
promedio, los valores de carbono organico soluble fueron
de 47 mg kg para los suelos arcillosos, y de 39 mg kg!
para los suelos arenosos, mostrando un incremento respec-
to a los valores iniciales de 17,5 % y de 62,5 % para los
suelos arcillosos y arenosos, respectivamente, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa solo para los sue-
los arenosos (P = 0,003).

Se encontr6 una regresion lineal positiva entre el con-
tenido de carbono orgéanico soluble y el espacio poroso
saturado con agua, y entre las emisiones de CO, y el con-
tenido de carbono organico soluble del suelo (figura 5).
La temperatura del aire y la temperatura del suelo no se
relacionaron significativamente con los contenidos edafi-
cos de carbono organico soluble (P > 0,05). Por su parte,
las emisiones de CO, se relacionaron positivamente con la
temperatura del suelo (P < 0,001; R =0,36).

Al realizar el analisis de correlacion entre las variables
edaficas medidas (emision de CO,, espacio poroso satura-
do con agua, temperatura del suelo) y el carbono organico
soluble para suelos arcillosos y arenosos por separado, se
encontrd una correlacion positiva significativa (P <0,01)y
entre el contendido de carbono organico soluble y la emi-
sion de CO, tanto para los suelos arcillosos (R = 0,36),
como para los arenosos (R = 0,37). Por su parte, la relacion
entre el carbono organico soluble y el espacio poroso sa-
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turado con agua solo fue significativa (P <0,01; R =0,56)
en los suelos arenosos.

Relacion entre el mantillo forestal y el carbono organico
soluble del suelo. El incremento en el carbono organico
soluble del suelo (carbono organico soluble final - carbono
organico soluble inicial) mostr6 una asociacion positiva y
significativa con los valores de materia seca del mantillo
total (P =0,03) y del mantillo fino (P = 0,02) (figura 6). En
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Figura 6. Regresion lineal entre la diferencia entre carbono (C)
soluble organico inicial y final con la materia seca en el mantillo
total, fino y grueso. Las lineas representan la regresion en los ca-
sos que fueron significativas (Mantillo total: linea llena; Mantillo
fino: linea punteada).

Linear regression between the difference between initial and
final soluble organic carbon (C) with the dry matter in the total, fine and
coarse litter. The lines represent the regression in the cases that were sig-
nificant (Total litter: solid line; Fine litter: dotted line).
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Figura 5. Regresion lineal entre los contenidos de carbono organico soluble (C sol) y A) el espacio poroso saturado con agua (EPSA)
y B) las emisiones de CO, desde los suelos. Los simbolos llenos y vacios corresponden a los suelos de textura arcillosa y arenosa,
respectivamente. Las lineas punteadas representan la regresion entre variables. ARC: suelos arcillosos, ARE: suelos arenosos.

Lineal regression among the contents of soluble organic carbon (C sol) and A) the pore space saturated with water (EPSA) and B) the CO,
emissions from soils. The full and empty symbols correspond to the soils with clayey (ARC) and sandy (ARE) texture, respectively. The dotted lines

represent the regression among variables.
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el caso del mantillo grueso la relacion no fue estadistica-
mente significativa (P = 0,07).

DISCUSION

Los valores de materia seca en el mantillo medidos en
el presente trabajo se encuentran dentro del rango de los
valores observado para plantaciones de E. grandis en Aus-
tralia, Argentina y Brasil (Goya ef al. 1997, Turner y Lam-
bert 2008, Cortez et al. 2014). Estos trabajos reportaron
valores entre 2 a 25 Mg ha' de materia seca en el mantillo
total en plantaciones con edades de entre 1 a 14 afios. Estas
diferencias en los valores acumulados de mantillo pueden
ser atribuidas a las diferentes edades de los rodales, al ma-
nejo de las plantaciones y a diferentes condiciones clima-
ticas que actian sobre su descomposicion.

En el presente estudio no se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de mantillo total entre trata-
mientos, posiblemente por la gran variabilidad en los datos
(figura 2). A pesar de que los valores promedio de materia
seca entre ARC J y ARC M presentaron una diferencia ab-
soluta de mas de un 50 %, las mismas no fueron significati-
vas (P> 0,05). La cantidad de muestras de matillo tomadas
para caracterizar los sitios pudo no haber sido suficiente
para caracterizar la variabilidad espacial propia del siste-
ma. A pesar de la falta de diferencia estadistica, pudo ob-
servarse que las plantaciones de mediana edad presentaron
valores semejantes entre si y mayores a los encontrados en
el rodal joven sobre suelo arcilloso. Estas diferencias son
consecuencia de la mayor acumulacion de material al au-
mentar la edad de los rodales. Por su parte, los menores
valores de mantillo observados en el tratamiento de rodales
jovenes sobre suelo arcilloso con relacion al tratamiento de
rodales jovenes en suelo arenoso se encontrarian asociados
a diferencias en la historia previa de los lotes (cuadro 1),
ya que este ultimo fue implantado sobre una plantacion de
pino, quedando los residuos remanentes de la cosecha sobre
el suelo, mientras que el resto de las situaciones provenian
de campo natural. Esto explica porque los valores de manti-
llo en el tratamiento de rodales jovenes sobre suelo arenoso
son similares a los de las situaciones maduras, siendo que
es la plantacion mas joven (1 aflo). Esto indicaria que la his-
toria de uso y manejo puede resultar igual o mas importante
que condiciones intrinsecas del sitio como la edad de los ro-
dales o tipo de suelo sobre la cantidad mantillo acumulado.

Los contenidos de carbono organico total y de carbono
organico soluble fueron mayores en los suelos arcillosos y
presentaron una relacion fuerte y positiva con el contenido
de arcilla (figura 3). Por el contrario, estos tipos de suelo
no presentaron relacion con la edad de los rodales. A pesar
de que los suelos arcillosos y arenosos presentaron valores
similares de materia seca total de mantillo, los mayores
contenidos de carbono organico en los suelos arcillosos
respecto a los arenosos se encontrarian asociados al rol
protector de las arcillas sobre el mismo. Segiin Abramoff
et al. (2018) la proteccion de carbono organico total por
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las particulas de arcillas ocurriria a través de al menos dos
mecanismos diferentes. Primero, a medida que el carbono
organico total se estabiliza quimicamente, es adsorbido so-
bre la superficie de los minerales arcillosos cargados. Se-
gundo, el carbono orgénico total se encuentra fisicamente
protegido de la mineralizaciéon microbiana a través de la
formacion de agregados del suelo.

Los valores de carbono organico soluble observados
fueron similares a los informados por Wang et al. (2019
b) en plantaciones de Eucalyptus spp. de Australia bajo
condiciones edafoclimaticas similares a las del presente
estudio. La relacion positiva hallada entre la cantidad de
mantillo total y fino, y el incremento de carbono organico
soluble, estarian indicando que una de las principales fuen-
tes del carbono organico soluble en estos suelos seria el
carbono liberado mediante la descomposicion del mantillo
fino (figura 6).

A lo largo del tiempo evaluado, los suelos arcillosos
presentaron en todos los casos contenidos de carbono or-
ganico soluble mayores que los arenosos (figura 4). Segtin
estudios previos realizados en la region mesopotamica por
Goya et al. (2008) la tasa anual de descomposicion de la
materia seca del mantillo fue mas rapida en el suelo ar-
cilloso (44 %) que en los suelos arenosos (30 %), lo que
podria asociarse a las mejores condiciones para el desarro-
llo y actividad de descomponedores microbianos en suelos
de textura arcillosa. Esto, sumado a las minimas pérdidas
por lixiviacion, conduciria a mayores valores de carbono
organico soluble en los suelos arcillosos. Sin embargo,
cabe destacar que en el presente estudio, no se encontrd
una correlacion significativa entre el contenido de arcilla
y la actividad microbiana, estimada a través de la cuantifi-
cacion de las emisiones de CO,. A su vez, los incrementos
en los valores de carbono organico soluble luego de 14
meses respecto a los valores iniciales fueron mayores en
los suelos arenosos, donde la mayor aireacion sumada a
la menor proteccion de la materia organica, podrian pro-
mover el ataque microbiano del propio humus del suelo,
aumentando la liberacion de compuestos hidrosolubles.

En el presente estudio y acorde a lo reportado por otros
autores (Kalbitz et al. 2000, Cepékova et al. 2016, Wang
et al. 2019b), la dinamica del carbono organico soluble en
el tiempo estuvo principalmente controlada por las condi-
ciones climaticas, aumentando los contenidos de carbono
organico soluble en los meses de verano (figura 4) cuando
las precipitaciones y temperaturas presentaron los mayo-
res valores (figura 1). Acorde al analisis de correlacion
con las variables edaficas y ambientales cuantificadas,
solo presentaron una asociacion positiva y significativa
con el carbono organico soluble, el espacio poroso satu-
rado con agua y la emision de CO, (figura 5). Este ultimo
permite suponer que mayores contenidos carbono organi-
co soluble podrian conducir a mayores emisiones de gases
efecto invernadero. Los microorganismos son los agentes
primarios responsables de la degradacion del mantillo, y
consecuentemente, los factores abidticos que afectan la
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actividad microbiana, como la temperatura, la textura del
suelo, la densidad aparente, y contenido de humedad tam-
bién influyen en la descomposicion del carbono del manti-
llo (Silveira et al. 2011). De esta manera, el aumento de la
temperatura y las precipitaciones durante los meses estiva-
les incrementan la actividad biologica y por ende aumen-
ta la descomposicion de los residuos, lo que conlleva a la
ruptura de compuestos organicos poco solubles de mayor
peso molecular, liberandose compuestos solubles de ma-
yor labilidad que progresivamente se ven incrementados
en los primeros centimetros del suelo (Wang et al. 2019b).
No obstante que en el presente estudio la actividad de los
microorganismos estuvo positivamente asociada con el in-
cremento de la temperatura edafica, no se hall6 relacion
entre el carbono organico soluble y la temperatura del aire
o suelo. De esta manera la relacion positiva hallada entre
el carbono orgénico soluble y el espacio poroso saturado
con agua indicaria que en los meses mas calidos, cuando
la temperatura no es limitante para la actividad biologica,
seria el agua contenida en los poros del suelo, el principal
factor responsable de los incrementos de carbono organi-
co soluble en el suelo. Debido a que los suelos arenosos
poseen menor capacidad de retencion hidrica que los ar-
cillosos, la actividad microbiana funcionaria a pulsos de-
pendiendo mayormente de las precipitaciones caidas, no
ocurriendo lo mismo en los suelos arcillosos, donde el
agua es almacenada y conservada en los microporos por
un periodo mayor de tiempo. Esto explicaria el motivo por
el cual la relacion entre el carbono organico soluble y el es-
pacio poroso saturado con agua solo fue significativa para
los suelos de textura arenosa.

CONCLUSIONES

Los contenidos promedio de carbono organico soluble
en suelos con plantaciones de E. grandis de la regién me-
sopotdmica son mayores en los suelos de textura arcillosa
(45,6 mg kg') que en aquellos de textura arenosos (32,8 mg
kg™"). Estas diferencias estan positivamente relacionadas
con el contenido de arcillas, pero no se asocian con una ma-
yor actividad biologica en los suelos arcillosos. Cabe desta-
car que los incrementos en los valores de carbono organico
soluble medidos 14 meses después del inicio del estudio
fueron mayores en los suelos arenosos que en los arcillosos.

La historia de uso y manejo resulta igual o mas impor-
tante que la edad de los rodales o tipo de suelo sobre la
cantidad mantillo acumulado. Por otro lado, se verifica una
relacion lineal y positiva entre la cantidad de mantillo fino
inicial y la acumulacion de carbono organico soluble en
el suelo, evidenciando que una de las principales fuentes
del carbono orgénico soluble seria la descomposicion del
mantillo fino.

Entre los factores evaluados que inciden sobre la ac-
tividad bioldgica, tanto el contenido de arcillas como el
espacio poroso saturado con agua se relacionan positiva-
mente con el contenido de carbono organico soluble, pre-
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sentado los suelos arenosos mayor dependencia del conte-
nido de humedad edafica para la acumulacion de carbono
organico soluble respecto a los suelos arcillosos.

Los resultados hallados aportan magnitudes de las
existencias de carbono organico total, carbono orgéanico
soluble y flujos de carbono a nivel local, contribuyendo
con informacién necesaria para el modelado del carbono
en sistemas forestales.
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SUMMARY

The understanding of the succession process is a fundamental condition in defining strategies for the conservation and sustainable
use of forest ecosystems. Therefore, we aimed at testing which ecological factors affect short-term successional changes in the upper-
montane forests of the “Planalto Sul Catarinense” Region, Brazil. We evaluated the influence of propagules source, soil seed bank,
edaphic and topographic variables, nucleating elements and natural regeneration floristic-structural composition on demographic
rates of tree-shrub regenerating component in three disturbed open vegetation areas at Sdo Joaquim National Park. We inventoried
the regenerative component in 2014, 2015 and 2016, within one 20x100 m transect in each area. Afterwards, demographic rates
were determined for each period. The influence of explicative variables on demographic rates of the regenerating component was
tested through the Generalized Least Square (GLS) model. We found an increment in both individuals and richness over time. When
analyzing the influence of the explanatory variables on the speed of the successional process, we observed that only the floristic-
structural composition of the natural regeneration was determinant. We conclude that the speed of the represented succession is, to a
large extent, a feature related to the phase of the successional trajectory in which the vegetation is found.

Key words: vegetation dynamics, natural regeneration, resilience.

RESUMEN

Se busca evaluar los factores ecologicos que afectan los cambios sucesionales en los bosques de la alta montaiia de la region “Planalto Sul
Catarinense”, Brasil. Se analiz6 la influencia de la fuente de propagulos, banco de semillas del suelo, variables edaficas y topograficas,
elementos nucleadores y composicion floristico-estructural de la regeneracion natural en las tasas demograficas del componente de
regeneracion de arboles y arbustos en tres areas de vegetacion abierta perturbada en el Parque Nacional Nacional de Sdo Joaquim. Se
inventari6 el componente regenerativo en 2014, 2015 y 2016, dentro de un transecto de 20x100 m en cada area. Entonces, se determind
las tasas demograficas para cada periodo. La influencia de las variables explicativas en las tasas demograficas del componente de
regeneracion se evalué mediante el modelo de minimos cuadrados generalizados (GLS). Se encontré un incremento tanto en los
individuos como en la riqueza a lo largo del tiempo. Al analizar la influencia de las variables explicativas sobre la velocidad del
proceso sucesorio, se observo que solo la composicion floristico-estructural de la regeneracion natural fue determinante. Por lo tanto,
se puede inferir que la velocidad de sucesion representa una caracteristica inherente a la fase sucesional de la vegetacion. Se concluye
que el proceso de sucesion se desarrolld de forma diferente entre areas, con el pastizal presentando un proceso de invasion lefiosa.

Palabras clave: dindmica de la vegetacion, regeneracion natural, resiliencia.

INTRODUCTION Chazdon 2012, Meiners et al. 2015). Thus, studies on the

process of vegetation dynamics after disturbances are

Natural vegetation development — i.e., the arrival of  necessary, since they are essential for understanding the

new species and changes in the composition, structure regeneration potential of plant communities (Chazdon et

and size of populations — is affected by disturbances of al 2007) and for determining the influence of anthropic
variable intensity, frequency and duration (Chazdon 2003,  disturbances on ecosystems (Meiners ef al. 2015).
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The process of vegetation succession, expressed by
the floristic and structural changes over time, was one of
the major themes of ecological debates in the last cen-
tury, beginning with the pioneering works of Clements
(1916) and Gleason (1926). While Clements understood
the vegetation as a single organism and the succession as
a deterministic process towards a climax, fundamentally
determined by the climate, Gleason saw the vegetation
as an element formed from an independent set of species,
whose changes along time occurred in a less determinis-
tic way, being influenced by several factors, besides the
climate. Some decades later, Connel and Slatyer (1977)
suggested an alternative view over the succession mecha-
nisms, showing the possibility of different models, namely
facilitation, tolerance and inhibition. According to these
authors, the facilitation model involves the colonization of
pioneer species, which changes the environment, allowing
the arrival of late species. In the tolerance model, the area
is colonized at the same time by the initial and late species.
In the inhibition model, colonizers prevent other species,
thus hindering forest succession.

Today, the consensus is that forest succession is a
highly complex process, related to the natural regeneration
capacity of the tree component and the disturbance regime
(Chazdon et al. 2007), affected by a series of stochastic and
deterministic environmental factors (Meiners et al. 2015).
Several studies have shown (e.g. Martins et al. 2015) that
succession is highly heterogeneous in space, varying accor-
ding to the disturbance history (regime and recovery time)
and environmental factors (e.g. soil, nucleating elements
— safe sites for plants — competition, rain, seed bank and
sprouting). Similarly, the speed of succession, which is re-
lated to the resilience of vegetation, may be variable, occu-
rring slowly in degraded sites (Chazdon 2012). In extreme
situations, specific groups of plants or taxons can inhibit
this process, as shown by the inhibition model of Connel
and Slatyer (1977). In the subtropical part of the Brazilian
Atlantic Forest, many studies have been conducted in fo-
rests ranging from late-successional areas (e.g. Schorn and
Galvao 2009) to early-successional ones (Marcilio-Silva
et al. 2016). In the higher parts of the Brazilian southern
plateau, where a mosaic of grasslands and forests forms
the natural vegetation, studies have shown that nucleating
elements (Carlucci et al. 2011a, Dallabrida et al. 2017)
and the proximity of the propagules source (Carlucci ef al.
2011b) play important roles as succession catalyzers. Be-
sides, it is noteworthy that in this region, there is a process
of replacement of the grassland areas by shrub-like vegeta-
tion, linked to changes in both the disturbance regime and
climate (Miiller et al. 2012, Siihs et al. 2020).

Considering that understanding forest succession is
critical to assess the human impacts on natural environ-
ments, we aimed at testing which factors influence short-
term successional changes in high montane areas in the
Southern Plateau of Santa Catarina, Brazil. To this end, we
tested the influence of biotic and abiotic variables in three
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areas that have undergone past anthropogenic impacts re-
lative to i) the propagules source, ii) the soil seed bank,
iii) the floristic-structural composition of the regenerating
component of the area, iv) environmental variables and v)
nucleating elements, on the rates of dynamics of arbustive-
arboreal regeneration. The selected areas have been pro-
tected for approximately ten years and are currently part of
the Sdo Joaquim National Park. Two areas were originated
from past deforestations of the high montane forest, and
one has been a grassland since remote times (see Belhling
2002), although it was impacted by cattle raising for de-
cades. We aimed at answering if those biotic and abiotic
variables mentioned above affect the speed of vegetative
succession. Due to the long history of degradation in this
region, we expect that the seed bank will be represented
mostly by ruderal herbaceous species, such that the suc-
cession will be positively influenced by the proximity of
the propagules sources, by better soils quality, by the pre-
sence of nucleating elements and by the characteristics of
the regenerating vegetation.

METHODS

We inventoried three open vegetation areas (Area 1:
28°05°41.5S, 49°30°14.71”W, altitude of 1,628 m; Area
2: 28°04°46.87S, 49°30°51.29”W, altitude of 1,356 m;
Area 3:28°09°49.197S, 49°36°47.56”W, altitude of 1,660
m), next to forest remnants, at the National Park of Sao
Joaquim, in the municipality of Urubici, Santa Catarina,
Brazil (figure 1). Areas 1 and 2, originally covered by
forests, were deforested around the 60s (area 1) and 80s
(area 2) and were kept as pastures until being protected
(since 2007 for area 1 and since 2008 for area 2) (Dalla-
brida et al. 2017). According to the same authors, area 3
was a grassland used for cattle raising since the XIX cen-
tury and protected since 2008. Therefore, these areas have
a long disturbance history and currently are undergoing a
post-disturbance recovery process. According to the Bra-
zilian vegetation classification system (IBGE, 2012), the
grassland site (Area 3) is classified as “estepes/campos de
altitude”, which is a relictual vegetation, existent throug-
hout the quaternary, preceding the human presence in the
region (Behling 2002).

The natural vegetation is formed by a mosaic of
grasslands and upper-montane Araucaria forests. The cli-
mate in the region, according to Koppen’s classification
(Kottek et al. 2006), is Ctb, with annual average tempe-
rature of 12.7 °C and annual average rainfall of 1,753 mm
(Dallabrida et al. 2017).

According to the Brazilian System of Soil Classifica-
tion (Santos et al. 2013), the soils of the areas are “Neosso-
los Litolicos™ (Leptsols), “Cambissolos Humicos” (Cam-
bisols), “Nitossolos Brunos Distroférricos” (Nitisols) and
“Organossolos Folicos Sapricos” (Histosols). Leptsols are
found at the highest and most steeping parts; Cambisols
are predominant in lower slopes. In area 2, deeper soils,
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Figure 1. Location of study sites and sampling transect representation in Upper Montane Araucaria Forests, in the municipality of

Urubici, Santa Catarina.

Localizacion de los sitios de estudio y representacion de los transectos de muestreo en los Bosques de Araucarias de Alta Montafia, en el

municipio de Urubici, Santa Catarina.

such as Nitisols, are frequent in the locations with better
natural drainage, and Leptsols with a dark superficial hori-
zon, at those parts close to a watercourse. In area 3, Histo-
sols occur with a black H horizon. The soils of areas 1 and
2 are originated from basalt, and the ones of area 3 from
rhyodacite, both from “Serra Geral” formation. Terrain va-
ries from soft wavy to strongly wavy.

The tree-shrub species was surveyed by Dallabrida et al.
(2017) in 2014 and, later, in 2015 (Dallabrida et al. 2019).
Three 20 x 100 m transects subdivided in 10x10 m plots
were used, totaling 2,000 m? in each area. These transects
were perpendicularly allocated to the fragments edge, with
their extension covering the open vegetation area. In 2016,
we sampled and tagged all tree-shrub individuals over 1 m
high and under 5 cm of diameter at breast height (dbh) to
determine the demographic rates. The same inclusion level
was standardized for all the other years (2014 and 2015)
(Dallabrida et al. 2017, 2019). Subsequently, the surviving
and dead individuals were counted, and those which re-
ached 1 m high were recruited. The recruited individuals
were identified by specialists and the species classified in
families according to the system APG IV (2016).

The rates of recruitment, mortality and abundance net
change for the 2014-2015 and 2015-2016 periods were
determined and summarized by their average values con-
sidering the two periods. Recruitment and mortality rates
were obtained by the algebraic models described by Sheil
and May (1996): M = (1 - ((No - m)/ No)") x 100, R = (1
- (1 - t/Nt)) x 100. Where: M = annual mortality rate (%
year!), R = annual recruitment rate (% year'), No = initial
number of individuals, t= time interval between the inven-
tories, Nt = final number of individuals after t, m = number
of dead individuals, r = number of recruited individuals.
The rates of abundance net change (Chn) were determined
by the equation described by Korning and Balslev (1994):
Chn = [(Nt/No)"* -1] x100.

We also determined the rate of floristic-structural (com-
munity species composition and abundance) changes over
time, according to Collins ef al. (2000), though adapted to
our data, with a smaller number of time intervals, thus with
no testing of slopes significance. For each plot, we deter-
mined the slope coefficient of the straight line connecting
two points, which represented the temporal floristic-struc-
tural similarity for 2014-2015 and 2014-2016. The positi-
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ve values of the slope coefficient show a trend of increa-
sing dissimilarities over time, negative values indicate a
tendency of increasing similarities over time, and the slope
coefficient equal to zero shows a no changing pattern.
Demographic and floristic-structural change rates were
ordered by a Principal Component Analysis (PCA) to iden-
tify the main dynamics pattern synthesized by the PCA
axis 1, which explained most of the total inertia. The PCA
axis 1 significance was verified by the Scree Plot analysis.
To determine which ecological factors affect PCA axis
1, we considered the following variables: i) the propagu-
les source, ii) the quality of the seed bank, iii) the floristic-
structural composition of the regenerating component, iv)
the soil variables and v) the presence of nucleating elements.

i) The quality of the propagules source was summarized
by a synthetic variable related to the floristic-structu-
ral composition of the adjacent forest fragment and
the distance from each plot to the fragment edge. The
tree communities data (trees over 5 cm of diameter
at breast height) obtained from Duarte ef al. (2018)
were ordered by a Principal Coordinates Analysis
(PCoA). We assumed that the ordination of the com-
munity data from adjacent forest fragments would
summarize the quality of vegetation as a potential
propagules source. The quality of the propagule sou-
rce was considered as the sum of the centroid value
of each fragment and the distance of each plot of the
regenerative component to the forest fragment edge.

ii) Based on Duarte ef al. (non-published data), as the
quality of the seed bank, we considered the floris-
tic-structure composition (community species com-
position and abundance) of the emerging seedlings
from the seed bank of each plot (Brown 1992).
After a PCoA ordination, the scores of each plot
along the PCoA axes | and 2 were used as expla-
natory variables for the dynamics patterns (Dyna-
mics PCA axis 1). Still, to verify which seed bank
species were related to axes 1 and 2 of PCoA, we
applied a Multivariate Generalized Linear Model,
according to Wang et al. (2012), with the negative
binomial distribution.

iii) As the structural-floristic composition of the rege-
nerating component, we used the data (community
species composition and abundance) obtained by
Dallabrida et al. (2017), which were subjected to
the same analytical approach described in the pre-
vious item (ii);

iv) Soil (physico-chemical properties and compaction)
and topographic (altitude, maximum elevation gap
and average declivity) variables, obtained for the
same plots by Dallabrida ez al. (2017), were orde-
red by the Principal Components Analysis (PCA).
The plots scores along PCA axes 1 and 2 were ex-
tracted to be used as explanatory variables for the
dynamics pattern (Dynamics PCA axis 1);
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v) Nucleating elements of each plot were considered
as the sum of the counting of rocks, dead tree ferns,
fallen trunks and adult tree individuals (dbh > 5 cm)
(Dallabrida et al. 2017).

We fitted a linear model by the Generalized Least
Square (GLS) method to analyze the influence of the ex-
planatory variables (i, ii, iii, iv, and v) on the dynamics
pattern of the regenerative component (Dynamics PCA
axis 1). The Dynamics PCA axis 1, which is the one that
most explains the total inertia of demographic variables,
can be considered as a synthetic variable that summari-
zes the main gradient of vegetative changes regarding
the evaluated plots. This approach allowed to incorporate
the heterogeneity of the evaluated variables, such as the
spatial variations associated with different areas. Because
of presenting a few individuals and empty plots, which
would represent a bias in the analysis, area 3 was not in-
cluded here. The residuals heterogeneity was incorporated
into the model by an exponential function of the covariate
variance. Significant explanatory variables were selected
by the stepwise procedure based on the information cri-
teria of Akaike (AIC) (Venables and Ripley 2002). The
final model was validated through the residual analysis.
All analyses were performed with R (R Core Team 2019),
along with MASS (Venables and Ripley 2002), nlme (Pin-
heiro ef al. 2016), vegan (Oksanen ef al. 2016), mvabund
(Wang et al. 2012) and codyn (Hallett et a/.2020) packa-
ges. All data used in the analyses are available in Duarte
etal. (2021).

RESULTS

Structural-floristic composition, dynamics and speed of
the succession process. We sampled 761 individuals, dis-
tributed in 34 species, 23 genera and 16 families in 2014;
996 individuals, distributed in 35 species, 24 genera and
17 families in 2015; 1,160 individuals, distributed in 38
species, 25 genera and 18 families in 2016 (table 1). The
richest families were Myrtaceae, followed by Asteraceae,
Lauraceae and Solanaceae. The most expressive genera
were Myrceugenia, Baccharis and Solanum. The most
abundant species were Baccharis uncinella DC. in area 1,
Campovassouria cruciata (Vell.) in area 2 and Baccharis
lymanii G.M.Barroso ex G.Heiden in area 3.

In the Principal Components Analysis (PCA) of vege-
tation dynamics rates, axes 1 and 2 explained 89.45 % of
the total inertia, and both were significant according to the
Scree Plot analysis (figure 2A). The most correlated va-
riables with axis 1 (figure 2B) — the most explanatory one
(60.34 %) — were the recruitment (0.61), the net change in
the number of individuals (0.54) and the structural-floristic
change (0.54). While on the left are the most stable plots,
predominantly in area 1, on the right side are the more dy-
namic plots, mostly in area 2. Thus, from left to right of
axis 1, there is a gradient of succession speed.
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Table 1. Sampled species in upper montane Araucaria Forest areas, in “Planalto Sul Catarinense” Region, Santa Catarina. N1 =
number of individuals in 2014, N2 = number of individuals in 2015 and N3 = number of individuals in 2016. H = registration number
at the Lages Herbarium, Santa Catarina State University (LUSC).

Especies muestreadas en areas de Bosque de Araucarias de alta montafia, en la region “Planalto Sul Catarinense”, Santa Catarina. N1 =
numero de individuos en 2014; N2 = niimero de individuos en 2015 y N3 = niimero de individuos en 2016. H = nimero de registro en el Herbario
Lages, de la Universidad del Estado de Santa Catarina (LUSC).

Area 1 Area 2 Area 3 H
NI N2 N3 NI N2 N3 NI N2 N3

Family/ Species

Anacardiaceae

Schinus polygama (Cav.) Cabrera 2 2 2 8,763

Aquifoliaceae

Ilex microdonta Reissek 1 2 8,764

Araucariaceae

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze 2 2 2 1 8,765

Asteraceae

Baccharis lymanii G.M.Barroso ex G.Heiden 48 -

Baccharis microdonta DC. 9 9 9 7 20 32 8,771

Baccharis uncinella DC. 138 154 165 149 161 165 2 2 5 8,768

Campovassouria bupleurifolia (DC.) R.M. King et H. Rob. 1 1 2 -

Campovassouria cruciata (Vell.) RM.King et H.Rob. 4 3 4 70 150 184 8,772

Senecio brasiliensis (Spreng.) Less. 2 49 68 20 8,766

Symphyopappus itatiayensis (Hieron.) RM.King et HRob. 17 16 13 8,773

Vernonanthura montevidensis (Spreng.) H.Rob. 3 3 3 9 9 9 8,770

Berberidaceae

Berberis laurina Billb. 10 17 28 18 21 24 8,774

Celastraceae

Maytenus boaria Molina 3 4 6 8,775

Clethraceae

Clethra uleana Sleumer 1 8,776

Escalloniaceae

Escallonia bifida Link et Otto 2 2 2 8,779

Euphorbiaceae

Croton cf. patrum L.B.Sm. et Downs 14 10 8 8,762

Fabaceae

Mimosa pilulifera Benth. 1 1 1 8,780

Mimosa scabrella Benth. 8 7 5 -

Lauraceae

Cinnamomum amoenum (Nees et Mart.) Kosterm. 3 6 6 8,781

Ocotea pulchella (Nees et Mart.) Mez 5 6 7 8,782

Persea willdenovii Kosterm. 3 5 5 8,783

Melastomataceae

Leandra sp. 1 1 1 8,785
Continue
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Table 1. Continued

Myrtaceae

Myrceugenia cf. mesomischa (Burret) D.Legrand et Kausel 1 2 8,791
Myrceugenia euosma (0.Berg) D.Legrand 12 17 20 12 15 15 8,786
Myrceugenia glaucescens (Cambess.) D.Legrand ef Kausel 6 12 24 4 6 10 8,794
Mpyrceugenia miersiana (Gardner) D.Legrand et Kausel 1 3 7 8,787
Myrceugenia myrcioides (Cambess.) O.Berg 6 6 7 8,789
Myrceugenia oxysepala (Burret) D.Legrand ef Kausel 1 2 6 3 4 4 8,790
Myrceugenia pilotantha (Kiaersk.) Landrum 2 4 4 8,788
Myrceugenia regnelliana (0.Berg) D.Legrand e Kausel 120 25 3 6 7 8,792
Siphoneugena reitzii D.Legrand 2 5 7 1 1 1 1 1 8,793
Primulaceae

Myrsine coriacea (Sw.) R.Br. ex Roem. et Schult. 1 2 2 3 4 8 8,795
Scrophulariaceae

Buddleja reitzii E. M. Norman et L. B. Sm. 2 2 2 8,777
Solanaceae

Solanum cassioides L.B.Sm. et Downs 48 60 92 8,798
Solanum paranense Dusén 60 72 70 16 32 34 8,796
Solanum pseudocapsicum L. 2 1 1 8,797
Symplocaceae

Symplocos pentandra (Mattos) Occhioni ex Aranha 4 4 4 8,799
Winteraceae

Drimys angustifolia Miers 29 33 38 3 3 5 8,800
Total 380 464 560 379 529 546 2 3 54

Which factor determines the velocity of vegetative succes-
sion?. The ordinations of the explanatory variables on the
dynamics of the regenerative component showed that: i)
the adjacent forest fragments have structural-floristic di-
fferences (figure 3A); ii) the areas have high environmen-
tal heterogeneity, with clear gradients of fertility (axis 1 of
environmental PCA - figure 3B) and soil compaction (axis
2 of environmental PCA — figure 3B); and iii) both the seed
bank (figure 3C) and the regenerative component (figure
3D) have high structural-floristic variation.

In the floristic-structural composition of the seed bank
(table 2), Galium humile Cham. et Schltdl was associa-
ted to positive values of PCoA axis 1 (where most of the
plots of area 1 are located); Juncus capillaceus Lam., as-
sociated to negative values of PCoA axis 1 (plots of area
2, predominantly) and Digitaria cf. horizontalis Willd.,
associated to positive values PCoA axis 2. For the rege-
nerative component, S. brasiliensis predominated at the
plots with positive values in PCoA axis 1 (plots of area
2), Solanum cassioides L.B.Sm. et Downs was associated
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with negative values of PCoA axis 1 (plots of area 1); B.
uncinella, associated with positive values of PCoA axis
2 (plots of area 1 predominantly) and C. cruciata with
negative values of PCoA axis 2 (plots of both areas, but
where most of the plots of area 2 are located). Therefo-
re, G. humile in the seed bank and S. cassioides, Drimys
angustifolia Miers, Symphyopappus itatiayensis (Hieron.)
R.M.King et H.Rob and Solanum paranense Dusén in the
natural regeneration characterized area 1. J. capillaceus in
the seed bank and S. brasiliensis in the natural regenera-
tion marked area 2.

Only the floristic-structural composition of natural re-
generation influenced the speed of the successional pro-
cess (PCoA regenerative axis 1: P = 0.0015, PCoA rege-
nerative axis 2: P = 0.0180) (figures 4A, B; table 3). The
final model is well adjusted, being suitable for interpre-
tation (figures 4C, D, E, F). The residuals were normally
distributed and did not have any trend, showing that the
spatial heterogeneity among the areas was well captured
by the model (GLS).



The succession speed presented a positive correlation
with axis 1 of PCoA of the natural regeneration (figure 4A)
and a negative correlation with axis 2 of the same ordina-
tion (figure 4B). Thus, considering the species distribution
along the axis of the natural regeneration PCoA (table 2),
we can infer that while a faster succession occurred in the
sites with higher abundance of S. brasiliensis and C. cru-
ciate, a slower one took place in the areas with superior
presence of S. cassioides, D. angustifolia, S. itatiayensis,
S. paranense and B. uncinella.
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Figure 2. Scree plot (A) (dotted line representing random values
determined by the broken stick distribution, continuous line re-
presenting values of inertia observed for each ordination axis)
and ordination (B) (Empty circles: Area 1, Filled circles: Area 2)
of the demographic rates (mort = mortality rate, rec = recruitment
rate, nc = number of individuals net change) and floristic-struc-
tural change rate (changes) from Principal Component Analysis
(PCA), in Upper Montane Araucaria Forest areas, in ‘“Planalto
Sul Catarinense” Region, in Brazil.

Scree plot (A) (la linea de puntos representa los valores alea-
torios estimados con la distribucion de “vara rota”, la linea continua re-
presenta los valores de inercia observados para cada eje de ordenacion)
y ordenacién (B) (Circulos vacios: 4rea 1, circulos llenos: area 2) de las
tasas demograficas (tx_mort = tasa de mortalidad; tx_rec = tasa de re-
clutamiento; tx_ml = cambio neto del numero de individuos y tasa de
cambio floristico-estructural por un Analisis de Componentes Principales
(PCA), en areas de Bosque de Araucarias de Alta Montafia, en “Planalto
Sul Catarinense”, en Brasil.
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DISCUSSION

After being protected from anthropogenic impacts for
about one decade, the evaluated open vegetation areas
showed an increase in the number of tree-shrub indivi-
duals, thus characterizing an encroachment process. There
was also a small increase in species richness from 34 to 38
species. These results support the idea that the structural
(abundance) recovery of vegetation occurs at a faster pace
than do the changes in the floristic composition and rich-
ness. Likewise, as suggested by Chazdon (2003), the low
floristic change can be partially explained by the long de-
gradation history. It is noteworthy that our findings have to
be interpreted in light of the current study temporal scale
(2014-2016), which evaluated short-term changes in areas
that have been protected for about a decade.

Shrubs rapidly encroached the natural grassland of area
3. Woody encroachment is a major threat to high-altitude
natural grassland areas in southern Brazil, being a process
regulated by site conditions and climatic changes (Miiller
et al. 2012, Siihs et al. 2020). In turn, forest succession is
an expected process for past deforested areas (Rocha et al.
2016), and taking into account the limiting environmental
conditions in the studied regions (e.g. frosts), the group
of pioneer species has an important role in facilitating the
succession process (Duarte et al. 2018). We also observed
variations in the speed of the vegetational succession pro-
cess. Thus, as noted for forests in advanced successional
stages (e.g. Machado and Oliveira-Filho 2010), the initial
recovery process also shows a high spatial heterogeneity,
suggesting the complexity of this process.

Similar to the dynamics patterns, the plots also had va-
riations related to biotic and abiotic factors, which were
previously discussed in detail by Dallabrida et al. (2017)
and Duarte et al. (2018). Despite the high environmental
heterogeneity, only the floristic-structural properties of
the regenerating component influenced the speed of suc-
cession. While faster changes were observed for the plots
with the presence of Asteraceae S. brasiliensis and C. cru-
ciata, slower dynamics was associated to the presence of
S. cassioides, D. angustifolia, S. itatiayensis, S. paranense
and B. uncinella. The ruderals S. brasiliensis and C. cru-
ciate were already reported in degraded areas (Silveira and
Maranho 2012), presenting a relatively shorter lifespan. In
this sense, we can infer that for our studied areas the speed
of the post-disturbance recovery represented a vegetation
property inherent to the successional stage in which it is
found. The lack of influence of the seed bank in our study
reinforces what other studies (Vieira and Overbeck 2020,
Silva and Overbeck 2020) have already evaluated for the
region regarding this vegetative component quality.

The spatial heterogeneity of the forest succession pat-
tern that we found supports the idea that this complex pro-
cess (Chazdon 2003, Chazdon 2012, Meiners et al. 2015)
mostly expresses the point in time that the vegetation lies
along the succession trajectory (Rocha ef al. 2016). Rocha
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Figure 3. Ordination (Empty circles: Area 1, Filled circles: Area 2) of potentially influential variables on the speed of vegetational succes-
sion process in Upper Montane Forests in “Planalto Sul Catarinense” Region, Brazil. (A = PCoA of adult component floristic-structural
composition; B = PCA of the environmental variables, showing those variables with more significant positive and negative correlation

on axes 1 and 2 (Sum of Bases, Sal = Aluminum saturation, Mg =

magnesium and pen.max = soil compaction); C = PCoA of seed

bank floristic-structural composition and D = PCoA of regenerative component floristic-structural composition of 2014 first inventory).

Ordenacion de las variables potencialmente influyentes sobre la velocidad del proceso de sucesion vegetacional en los Bosques de Alta
Montafia, en “Planalto Sul Catarinense”, Brasil (A = PCoA de la composicion floristica y estructural del componente adulto; B = PCA de las variables
ambientales de la composicion floristica y estructural del componente regenerativo del primer inventario en 2014; C =PCoA de la composicion floristico-
estructural del banco de semillas e D = PCoA de la composicion floristica y estructural del componente regenerativo del primer inventario en 2014).

et al. (2016), studying abandoned pastures in the Amazon,
observed that the historical use before the abandonment is
a determinant factor in the natural regeneration process.
Likewise, in subtropical high altitude areas of southern
Brazil, the use history and the disturbance regime have
been reported as critical factors for natural regeneration
(Stihs et al. 2018). It is also noteworthy that, while the
influence of nucleating elements, such as nurse plants, has
not been reported as significant in this study, it has often
been reported as highly important acting as facilitating ele-
ments in the initial succession process in southern Brazi-
lian high-altitude areas (Carlucci et al. 2011b, Korndorfer
et al. 2015, Marcilio-Silva et al. 2015).

CONCLUSIONS

About 10 years after protecting the areas, the short-
term succession process presented a high degree of spatial
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heterogeneity, with recruitment exceeding mortality. Ove-
rall, our findings have partially confirmed the initial hy-
potheses. As we expected, the seed bank did not influence
natural regeneration dynamics. Besides, the regeneration
taxonomical identity was the only factor that affected the
speed of succession, being faster in plots where S. bra-
siliensis and C. cruciata, which are ruderal species with
a short lifespan, were abundant. Thus, we can infer that
the speed of succession represented is, to a large extent, a
feature related to the phase of the successional trajectory
in which the vegetation is found.
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Table 2. Species with significant associations with axes 1 and 2 of the Principal Coordinate Analysis (PCoA), according
to the Generalized Linear Multivariate Model, with the negative binomial distribution, for the seed bank and regenerative
component in Upper Montane Araucaria Forest, in “Planalto Sul Catarinense” Region, Brazil.

Especies con asociaciones significativas con los ejes 1 y 2 del Analisis de Coordenadas Principales (PCoA), seglin el Modelo Multivariado

Lineal Generalizado, con la distribucion binomial negativa, para el banco de semillas y para la regeneracion natural en el Bosque de Araucarias de Alta
Montafia, en “Planalto Sul Catarinense”, Brasil.

Seed bank species Coefficients P

AXIS 1 PCoA [figure 3C]

Austroeupatorium inulaefolium (Kunth) R.M.King et H.Rob. 7.62 *
Baccharis vulneraria Baker 6.56 *
Dichanthelium sabulorum (Lam.) Gould et C.A. Clark 5.02 *
Galium humile Cham. et Schitdl. 8.04 *x
Holcus lanatus L. 3.28 *
Juncus capillaceus Lam. -3.69 *

AXIS 2 PCoA [figure 3C]

Digitaria cf. horizontalis Willd. 8.28 *
Juncus capillaceus Lam. 2.85 *
Regenerative component species Coefficients P

AXIS 1 PCoA [figure 3D]

Campovassouria cruciata (Vell.) R M.King et H.Rob. 3.58 HoAk
Drimys angustifolia Miers -9.45 oAk
Senecio brasiliensis (Spreng.) Less. 12.86 oAk
Solanum cassioides L.B.Sm. et Downs -10.43 ok
Solanum paranense Dusén -4.78 HoAk
Symphyopappus itatiayensis (Hieron.) R.M.King et H.Rob. -7.40 *x

AXIS 2 PCoA [figure 3D]
Baccharis uncinella DC. 2.24 koo

Campovassouria cruciata (Vell.) R.M.King et H.Rob. -2.59 ok
k= Pp<0.001, **=P<0.01,*=P<0.05

Table 3. Generalized Least Square (GLS) model coefficients, with the structure of the heterogeneity of the residue incorporated to the
model by an exponential function of the covariate variance, for Upper Montane Araucaria Forest areas, in “Planalto Sul Catarinense”
Region, Brazil.

Coeficientes del modelo de minimos cuadrados generalizados (GLS), con la estructura de la heterogeneidad del residuo incorporado al

modelo por una funcién exponencial de la varianza covariable, para las areas del Bosque de Araucarias de Alta Montana, en “Planalto Sul Catarinense”,
Brasil.

Dynamics pattern (PCA 1 dynamics rates) Standard error P
Intercept -0.004103 0.0721428 ns
PCoA regenerative axis 1 0.9779525 0.2851941 *oE
PCoA regenerative axis 2 -0.7969438 0.321964 *K

** = P <0.01, ns = non-significative.
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Figure 4. Significant explanatory variables on the successional process speed [A = Resilience (PCA axis of the regenerative component
dynamics rates) x PCoA axis 1 of the 2014 regenerative component floristic-structural composition; B = Resilience (PCA axis 1 of
the regenerative component dynamics rates) x PCoA axis 2 of the 2014 regenerative component floristic-structural composition) and
residual analysis of the adjusted model (C = Residual x adjusted values , D = Residual x PCoA axis 1 of the 2014 regenerative component
floristic-structural composition; E = Residual x PCoA axis 2 of the 2014 regenerative component floristic-structural composition;
F = Residual frequency], in Upper Montane Araucaria Forest areas, in “Planalto Sul Catarinense” Region, Brazil.

Variables explicativas significativas sobre la velocidad del proceso de sucesion [A = Resiliencia (eje 1 del PCA de las tasas de dindmica
de de la regeneracion natural) x eje 1 de la PCoA del composicion floristico-estructural del componente regenerativo del primer inventario, 2014;
B = Resiliencia (eje 1 del PCA de las tasas dindmicas de de la regeneracion natural) x eje 2 del PCoA de la composicion floristico-estructural de la
regeneracion natural del primer inventario, 2014) y analisis de residuos del modelo ajustado (C = Residuos x valores ajustados, D = Residuos x eje 1
del PCA de la composicion floristico-estructural de la regeneracion natural del primer inventario, 2014; E = Residuos x eje 2 del PCoA de la composicion
floristico-estructural de la regeneracion natural del primer inventario, 2014; F = distribucion de frecuencia de los residuos], en areas del Bosque de
Araucarias de Alta Montafia, en “Planalto Sul Catarinense”, Brasil.
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SUMMARY

Prosopis tamarugo (Prosopis, Sect. Strombocarpa) is an important endangered tree species from the Atacama Desert (Chile). However,
this species requires urgent conservation measures, for which it is necessary to evaluate their genetic diversity. Here, we present the
characterization of the complete chloroplast genome of P. tamarugo; the first complete chloroplast of a species from the Strombocarpa
section, obtained by next generation sequencing (NGS) methods. The complete chloroplast contains 161,575 bp and a total of 129 genes.
A phylogenetic analysis of four Prosopis plastomes revealed that P. tamarugo is a sister species of the other Prosopis species albeit
having smaller chloroplast sequence compared to those of other Prosopis species. Nine DNAcp markers were detected to distinguish
between haplotypes. Therefore, the chloroplast sequence of P. famarugo could be highly valuable for upcoming phylogenetic studies.

Key words: Strombocarpa section, NGS, plastome genome, variability.

RESUMEN

Prosopis tamarugo (Prosopis, Sect. Strombocarpa) es una importante especie arborea en peligro de extincion del desierto de Atacama
(Chile). Sin embargo, esta especie requiere medidas de conservacion urgentes, para lo cual es necesario evaluar su diversidad genética.
Aqui presentamos la caracterizacion del genoma completo del cloroplasto de P. tamarugo, el primer cloroplasto completo de una
especie de la seccion Strombocarpa, obtenido por métodos NGS. El cloroplasto completo comprende 161.575 pb y un total de 129
genes. El andlisis filogenético de cuatro plastomas de Prosopis reveld que P. tamarugo es una especie hermana de las restantes especies
de Prosopis. La secuencia completa de cloroplasto de P. tamarugo fue mas pequeiia que la de otras especies de Prosopis. Se detectaron
nueve marcadores DNAcp para distinguir entre haplotipos. Por lo tanto, la secuencia de cloroplasto de P. tamarugo podria ser valiosa
para los proximos estudios filogenéticos.

Palabras clave: Seccidon Strombocarpa, NGS, genoma de plastidios, variabilidad.

INTRODUCTION

The endangered endemic species Prosopis tamaru-
go Phil (Prosopis, Leguminosae) is a tree that survives
in the most extreme area of Atacama Desert, inhabiting
Pampa del Tamarugal (Altamirano 2006). P. tamarugo
is a strict phreatophyte that lifts the groundwater to the
surface through its roots and is adapted to high tempe-
ratures, extreme solar radiation and water stress (Lehner
et al. 2001, Garrido et al. 2020). P. tamarugo is an im-
portant resource for livestock, people and the ecosystem
(Barros 2010, Contreras et al. 2020a). The number of
P tamarugo individuals has been declining, mainly by
over-exploitation of the underground aquifer, which makes

it harder for the roots to reach the water level (Carevic et
al. 2012). Even though molecular genetic methods based
on nuclear (Zhang and Hewitt 2003) and organelle geno-
mes have proven to be essential tools for species conser-
vation (Daniell et al. 2016), there was no information for
P. tamarugo available until now. Various aspects of gene-
tic diversity play an important role in future conservation
planning and management (Decuyper ef al. 2016). Whole
plastid analyses can offer valuable information of species
and populations to aid biodiversity studies and develop
conservation strategies (Liu ef al. 2019). For this reason,
we used NGS and assembled the complete chloroplast ge-
nome of P. tamarugo. We analyzed the complete chloro-
plast of P. tamarugo with regard to 1) the structure, ii) gene
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composition and iii) phylogeny, compared to other species
of the Mimoseae tribe.

METHOD

Fresh leaves of a P tamarugo individual were co-
llected in the Tamarugal Province, Chile (20°21°03.6”S
69°39°47.9”W). Plant material was collected by the co-
rresponding author according to the taxonomic criteria
described by Burkart (1976). Plant material was deposi-
ted in the Departamento de Silvicultura y Conservacion
de la Naturaleza herbarium of Universidad de Chile (EIF,
Index Herbariorum Code; voucher EIF13334). DNA was
isolated from the fresh leaves with the modified cetyl-
trimethylammonium bromide (CTAB) protocol (Contreras
et al. 2020b). The DNA extracted from P. tamarugo was
quantified with a Qubit™ 3.0 fluorometer and a Qubit™
dsDNA HS Assay Kit. DNA integrity was verified with
an Agilent 2100 Bioanalyzer prior to sequencing. Sequen-
cing libraries were generated with a TruSeq Nano DNA
LT Kit. The final libraries were run on an Agilent 2100
Bioanalyzer to verify the fragment size distribution and
concentration. Sequencing was performed at Genoma Ma-
yor (Universidad Mayor) with the Illumina sequencing
platform. Paired-end sequences of 150 bp were generated
for each read (R1 and R2). The filtered reads were assem-
bled using SPAdes 4 software, version 3.13.0 (Bankevich
et al. 2012). The chloroplast was annotated using DOG-
MA software (Wyman et al. 2004) and CPGAVAS2 (Shi
et al. 2019), and then manually corrected. The graphical
map of the chloroplast was generated with Organellar Ge-
nome DRAW (OGDRAW) (Greiner et al. 2019), and the
complete nucleotide sequence of the chloroplast of P. ta-
marugo (MW582314.1) was deposited in the GenBank da-
tabase. The complete chloroplast structures (LSC/IR, IR/
SSC) of six other species (i.e. Prosopis glandulosa Torr.,
Prosopis cineraria (L.) Druce, Prosopis juliflora (Sw.)
DC., Leucaena trichandra (Zucc.) Urb., Piptadenia com-
munis var. stipulacea Benth. and Stryphnodendron ads-
tringens (Mart.) Coville) of the Mimoseae tribe (family
Fabaceae) were visualized for comparison using IRScope
(Amiryousefi ef al. 2018). The three Prosopis species were
chosen because they are closely related to P. tamarugo.
The other species showed a high percentage of similarity
in GenBank (BLASTn). The genomes of 10 species were
used for phylogenetic tree analysis: P tamarugo, the six
Mimoseae species mentioned above and three additional
species of the Acaciae tribe (Acacia murrayana F.Muell.
ex Benth., Senegalia laeta (R. Br. ex Benth.) Seigler &
Ebinger and Vachellia flava (Forssk.) Kyal. & Boatwr.)
as out-group. The sequences were aligned with MEGAG6
(Tamura ef al. 2013), using the maximum-likelihood (ML)
method to construct the phylogenetic tree (Kumar et al.
2013); the nucleotide substitution model was the Kimura
2-parameter (K2P) model with branch support and 1000
bootstrap replicates. In addition, a sliding window analysis
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(window length: 600 pb, step size: 200 bp) was perfor-
med to assess the variability (Pi) between P. tamarugo and
P. glandulosa chloroplasts with DnaSP version 5 software
(Librado and Rozas 2009). P. glandulosa (one of the few
Prosopis species available) was used as there was no com-
plete chloroplast sequence data available for any species in
the Strombocarpa section in the GeneBank database, and
it had the highest percentage of similarity to P. tamarugo.

RESULT

The chloroplast of P. tamarugo comprises 161,575 bp
and its structure contains two inverted repeat regions (IRs;
25,935 bp) separated by a large single copy region (LSC;
91,062 bp) and a small single copy region (SSC; 18,643
bp) (figure 1, figure 2). A total of 129 genes were iden-
tified: 82 protein-coding genes, 8 rRNA genes, 37 tRNA
genes and 2 pseudogenes (ycf! and infA4) with truncated
reading frames. Six protein-coding genes, 4 rRNA genes
and 7 tRNA genes of the IR regions contained duplicated
genes (figure 1). Eighteen of the 129 genes contained at
least one intron (figure 1).

The complete chloroplast sequence was smaller in
P. tamarugo than in P. glandulosa, P. juliflora and P. cine-
raria, (1,465 bp; 1,662 bp and 2,102 bp less respectively)
(figure 2). The GC content was similar among Prosopis
species; 36 % in P. tamarugo and 35.9 % in the other Pro-
sopis species. The LSC length of the P. famarugo was sma-
ller (~1,260 bp) than in other Prosopis species (figure 2).
The chloroplast structure of the seven species of the Mi-
moseae tribe fluctuated in the IR regions between 25,919
bp and 26,062 bp; in the LSC regions between 91,044 bp
and 93,690 bp and in the SSC regions between 18,643 bp
and 19,001 bp (figure 2). Phylogenetic analysis revealed
four clades with high support value, of which one was for-
med by the four Prosopis species and Leucaena trichandra
(BP = 100), the second clade contained Piptadenia com-
munis and Stryphnodendron adstringens (BP = 100), the
third clade contained Acacia murrayana (BP = 100) and the
fourth clade (outgroup) was formed by Senegalia laeta and
Vachellia flava (figure 3). Prosopis tamarugo was found to
be the sister species of the clade formed by the remaining
Prosopis species (high support: BS = 100) (figure 3).

The level of divergence in the chloroplast genome se-
quences (i.e. nucleotide variability values (Pi)) between
P tamarugo (Section Strombocarpa) and P glandulo-
sa (Section Algarobia) ranged from 0 to 0.15167 with an
average of 0.01041 (figure 4). We found nine loci with
a high level of variation (Pi > 0.05333): psbl-trnG (Pi =
0.10333), petN (Pi=0.07333), trnfM-rps14 (Pi=0.07167),
yef3 (Pi = 0.05333), trnL-trnF (Pi = 0, 15167), trnV-trnM
(Pi = 0.11500), ycf4-cemA (Pi = 0.08333), psB-petL (Pi =
0.09333) and rpsi5-ycfl (Pi = 0.10833) (figure 4). Eight
of these loci are situated in the LSC region and the other in
the SSC region. Additionally, a comparison among Proso-
pis species indicated 1,668 SNPs between P, tamarugo and



P. glandulosa, 172 SNPs between P, juliflora and P. cinera-
ria, and 166 SNPs between P. glandulosa and P. juliflora.

DISCUSSION

Prosopis tamarugo is the key species in the fragile
ecosystem of Pampa del Tamarugal and offers valuable
products and services for livestock. However, P. tamarugo
populations are decreasing in Pintados and Bellavista salt
flats (Pampa del Tamarugal, Chavez et al. 2016), threa-
tening the survival of the species as well as the ecosys-
tem. Therefore, it is urgently required to find measures
to enforce its conservation. Molecular differences in the
complete chloroplast genome offer detailed genetic infor-
mation about species and population differentiation (Yang
et al. 2013). Moreover, chloroplast haplotypes can provide
consistent information about the origin and history of the
species (Laricchia et al. 2015). Here, we characterized the
complete chloroplast genome sequence of P. tamarugo, a
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species from the Strombocarpa section of the genus Pro-
sopis. We compared its chloroplast genome with chloro-
plast genomes of P. cineraria (Sect. Prosopis), P. juliflora
and P. glandulosa (Sect. Algarobia, ser. Chilenses), which
were previously described by Asaf et al. (2020). We found
a total of 129 genes in P. tamarugo, whereas Asaf et al.
(2020) found 131, 132 and 128 genes in the chloroplast of
P cineraria, P. juliflora and P. glandulosa, respectively.
However, we observed derangements in the sequence of
psbL and rpl22 genes of P. tamarugo, explaining why the-
se genes were not included in the gene annotation. Accor-
ding to Lehner et al. (2001), P. tamarugo is photosyntheti-
cally highly adapted to solar radiation. As photosynthesis
depends on the chloroplast gene expression (Pesaresi et
al. 2006), this indicates that the genes of the P. tamarugo
chloroplast, which were sequenced in this study, may po-
tentially reveal important insights on this adaptation.

The length of the P. tamarugo chloroplast sequence is
the smallest of the Prosopis species evaluated in this study.

Prosopis tamarugo

chloroplast genome

[l photosystem |
[l photosystem Il
& cytochrome b/f complex
[ ATP synthase
[ NADH dehydrogenase
[l RubisCO large subunit
[l RNA polymerase
[ ribosomal proteins (SSU)
[l ribosomal proteins {LSU)
[ cipP, matk

[l other genes
[J hypothetical chloroplast reading frames (ycf)
M transfer RNAs
[l ribosomal RNAs

161,575 bp

Figure 1. Circular gene map of the chloroplast genome of Prosopis tamarugo.

Mapa circular de genes del genoma del cloroplasto de Prosopis tamarugo.
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Moreover, the LSC region of P. tamarugo is one of the sma-
llest in Mimoseae species, similar in size to S. adstringens.
In general, the rest of the structures of P. tamarugo (IRs
and SSC) were comparable to the other Prosopis species.
The phylogenetic analysis placed P. tamarugo (Section
Strombocarpa) as sister to the rest genus Prosopis (section
Algarobia and section Prosopis). This is in accordance

with Saidman et al. (1996) who showed that there is an
important difference in genetic variability among species
of the Strombocarpa and Algarobia sections, and Catalano
et al. (2008), who found that these two sections are sisters,
that diverged in the Oligocene (Catalano ef al. 2008).

We compared the nucleotide variability of the chlo-
roplast of P. tamarugo (sect. Strombocarpa) and P. glan-
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Figure 2. Comparison of chloroplast genomes among LSC, SSC and IRs junction sites regions among the seven species of Tribu
Mimoseae. JLA, junction IRa/LSC; JLB, junction IRb/LSC; JSA, junction IRa/SSC; JSB, junction IRb/SSC.

Comparacion de genomas de cloroplasto entre regiones de sitios de union LSC, SSC e IR entre las siete especies de Tribu Mimoseae. JLA,
unién IRa/LSC; JLB, union IRb/LSC; JSA, union IRa/SSC; JSB, unién IRb/SSC.
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P. tamarugo vs P. glandulosa
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Figure 4. Sliding window analysis of the complete chloroplast genomes of two Prosopis species. Nucleotide diversity (Pi) between P.

tamarugo and P. glandulosa.

Analisis de ventana deslizante de los genomas completos de cloroplasto de dos especies de Prosopis. Diversidad de nucledtidos (P7) entre

P. tamarugo 'y P. glandulosa.

dulosa (sect. Algarobia) and found large differences
(Pi=0.01041) among the chloroplast genomes compared
to the average nucleotide variability between two species
of the genus Cercis (Fabaceae) of Pi = 0.0006 (Liu et al.
2018), and two species of the genus Lespedeza (Faba-
ceae) of Pi = 0.00147 (Somaratne et al. 2019). Moreover,
we detected nine DNAcp markers, which could be used
to distinguish haplotypes. The number of SNPs between
the plastomes of P. tamarugo and P. glandulosa was high
(1,668 SNPs), compared to species of the same Algarobia
section (166 SNPs). These results show that the differen-
ces found in the P. tamarugo plastome, compared to the
other species, could be used for research that evaluates ge-
notypes and population diversity of the species from the
Strombocarpa section.

CONCLUSION

The comparison of the genomic structure and gene
numbers of chloroplasts of P. tamarugo, P. glandulosa,
P. cineraria, P. juliflora, Leucaena trichandra, Stryphno-
dendron. adstringens and Piptadenia communis showed
that there are moderate differences among them. The ML
phylogenetic analysis including chloroplast DNA indica-
ted that P. tamarugo (sect. Strombocarpa) can be conside-
red a sister species of the other three Prosopis species. The
comparison of the cpDNA of P. tamarugo (sect. Strom-
bocarpa) and P. glandulosa (sect. Algarobia) indicated
large differences among the chloroplast genomes, which
encourages the use of the complete chloroplast genome to

determine haplotype diversity and evolutionary paths in
the genus.

ACKNOWLEDGMENTS

This research was supported by Universidad de Ata-
cama and the Regional Innovation Fund for Regional
Competitiveness (FIC Regional, 2018) of the Regional
Government of Atacama. We sincerely thank the people of
Ruben Donoso Street, Iquique, for the comfortable stay in
the city. Besides, we sincerely thank Corporacion Nacio-
nal Forestal (CONAF), Tarapaca Region, for the sampling
authorization (N°00024/08-11-2019 (JBH/FAP/JVO)). We
also sincerely thank the valuable contributions of the re-
viewers.

REFERENCES

Altamirano H. 2006. Prosopis tamarugo Phil. Tamarugo. In Do-
noso C. ed. Las especies arboreas de los bosques templados
de Chile y Argentina. Valdivia, Chile. Marisa Cuneo Edi-
ciones. p. 534-540.

Amiryousefi A, J Hyvonen, P Poczai. 2018. IRscope: An online
program to visualize the junction sites of chloroplast ge-
nomes. Bioinformatics 34: 3030-3031. DOI: https://doi.
org/10.1093/bioinformatics/bty220.

Asaf S, AL Khan, A Khan, A Al-Harrasi. 2020. Unravelling the
chloroplast genomes of two Prosopis species to identify its
genomic information, comparative analyses and phylogene-
tic relationship. International Journal of Molecular Scien-
ces 21:3280. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms21093280.

369


https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty220
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty220
https://doi.org/10.3390/ijms21093280

BOSQUE 42(3): 365-370, 2021
Complete chloroplast genome of Prosopis tamarugo

Bankevich A, S Nurk, D Antipov, AA Gurevich, M Dvorkin, AS
Kulikov, VM Lesin, SI Nikolenko, S Pham, AD Prjibels-
ki, et al. 2012. SPAdes: a new genome assembly algorithm
and its applications to single-cell sequencing. Journal of
Computational Biology 19(5): 455-77.DOI: https://doi.
org/10.1089/cmb.2012.0021.

Barros S. 2010. El género Prosopis, valioso recurso forestal de
las zonas aridas y semidridas de América, Asia y Africa.
Ciencia e Investigacion Forestal del Instituto Forestal-
Chile 16(1): 91-128.

Burkart A. 1976. A monograph of the genus Prosopis (Legumi-
nosae subfam. Mimosoideae). Journal of the Arnold arbore-
tum, 450-525. https://www.jstor.org/stable/43781999.

Carevic F, A Carevic, J Delatorre. 2012. Historia natural
del género Prosopis en la Region de Tarapaca. Idesia
30(3): 113-117. DOI: http://dx.doi.org/10.4067/S0718-
34292012000300016.

Catalano SA., JC Vilardi, D TOSTO, BO SAIDMAN. 2008. Mo-
lecular phylogeny and diversification history of Prosopis
(Fabaceae: Mimosoideae). Biological Journal of the Linnean
Society, 93: 621-640. DOI: https://doi.org/10.1111/j.1095-
8312.2007.00907.x.

Contreras R., L van den Brink, B Burgos, M Gonzalez, S Ga-
citia. 2020a. Genetic Characterization of an Endangered
Chilean Endemic Species, Prosopis burkartii Muiloz, Re-
veals its Hybrids Parentage. Plants (Basel) 9(6): 744. DOI:
https://doi.org/10.3390/plants9060744.

Contreras R, FS Carevic, V Porcile, M Arias-Aburto. 2020b. De-
velopment of SSR loci in Prosopis tamarugo Phillipi and
assessment of their transferability to species of the Strom-
bocarpa section. Forest Systems 29(2): 108-117.

Chavez R, J Clevers, M Decuyper, M Herold. 2016. 50 years of wa-
ter extraction in the Pampa del Tamarugal basin: can Proso-
pis tamarugo trees survive in the hyper-arid Atacama Desert
(Northern Chile). Journal of Arid Environments 124: 292—
303. DOLI: https://doi.org/10.1016/j.jaridenv.2015.09.007.

Daniell H, CS Lin, M Yu, WJ Chang. 2016. Chloroplast genomes:
diversity, evolution, and applications in genetic enginee-
ring. Genome Biol 17: 134. DOI: https://doi.org/10.1186/
$13059-016-1004-2.

Decuyper M, RO Chavez, P Copini, U Sass-Klaassen. 2016. A
multi-scale approach to assess the effect of groundwater
extraction on Prosopis tamarugo in the Atacama Desert.
Journal of Arid Environments 131: 25-34. DOLI: https://doi.
org/10.1016/j.jaridenv.2016.03.014.

Garrido M., H Bown, J Ayamante, M Orell, A Sanchez, E Ace-
vedo. 2020. The adjustment of Prosopis tamarugo hydrau-
lic architecture traits has a homeostatic effect over its per-
formance under descent of phreatic level in the Atacama
Desert. Trees 34(1): 89-99. DOI: https://doi.org/10.1007/
s00468-019-01899-2.

Greiner S, P Lehwark, R Bock. 2019. Organellar Genome DRAW
(OGDRAW) version 1.3.1: Expanded toolkit for the graphi-
cal visualization of organellar genomes. Nucleic Acids Re-
search 47: 59-64. DOL: https://doi.org/10.1093/nar/gkz238.

Laricchia, KM, TS McCleary, SM Hoban, D Borkowski, J Ro-
mero-Severson. 2015. Chloroplast haplotypes suggest pre-

370

glacial differentiation and separate postglacial migration
paths for the threatened North American forest tree Juglans
cinerea L. Tree Genetics & Genomes 11: 30. DOI: https://
doi.org/10.1007/s11295-015-0852-3.

Lehner G, J Delatorre, C Liitz, L Cardemil. 2001. Field studies on
the photosynthesis of two desert Chilean plants: Prosopis
chilensis and Prosopis tamarugo. Journal of Photochemis-
try and Photobiology B: Biology 64: 36-44. DOI: https://
doi.org/10.1016/S1011-1344(01)00187-7.

Librado P, J Rozas. 2009. DnaSP v5: a software for comprehensive
analysis of DNA polymorphism data. Bioinformatics 25: 1451-
1452. DOL: https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp187.

Liu X, EM Chang, JF Liu, YN Huang, Y Wang, N Yao, ZP Jiang.
2019. Complete Chloroplast Genome Sequence and Phylo-
genetic Analysis of Quercus bawanglingensis Huang, Li et
Xing, a Vulnerable Oak Tree in China. Forests 10(7): 587.
DOI: https://doi.org/10.3390/f10070587.

Liu W, H Kong, J Zhou, P Fritsch, G Hao, W Gong. 2018. Complete
chloroplast genome of Cercis chuniana (Fabaceae) with struc-
tural and genetic comparison to six species in Caesalpinioi-
deae. International Journal of Molecular Sciences 19(5):1286-
2018. DOI: https://doi.org/10.3390/ijms19051286.

Pesaresi P, S Masiero, H Eubel, HP Braun, S Bhushan, E Glaser,
F Salamini F, D Leister. 2006. Nuclear photosynthetic gene
expression is synergistically modulated by rates of protein
synthesis in chloroplasts and mitochondria. The Plant Cell
18: 970-991. DOI: https://doi.org/10.1105/tpc.105.039073.

Saidman BO, JC Vilardi, MI Pocovi, N Acreche. 1996. Genetic
divergence among species of the section Strombocarpa, ge-
nus Prosopis (Leguminosae). J Genet 75: 139-149. DOI:
https://doi.org/10.1007/BF02931757.

Shi L, H Chen, M Jiang, L Wang, X Wu, L Huang, C Liu. 2019.
CPGAVAS2, an integrated plastome sequence annotator
and analyzer. Nucleic Acids Research 47(1): 65-73. DOI:
https://doi.org/10.1093/nar/gkz345.

Somaratne Y, DL Guan, WQ Wang, L Zhao, SQ Xu. 2019. The
complete chloroplast genomes of two Lespedeza spe-
cies: Insights into codon usage bias, RNA editing sites,
and phylogenetic relationships in Desmodieae (Fabaceae:
Papilionoideae). Plants (Basel) 9: 51. DOI: https://doi.
org/10.3390/plants9010051

Tamura K, G Stecher, D Peterson, A Filipski, S Kumar. 2013.
MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics Analysis ver-
sion 6.0. Molecular Biology and Evolution 30: 2725-2729.
DOT: https://doi.org/10.1093/molbev/mst197.

Wyman SK, RK Jansen, JL Boore. 2004. Automatic annotation of
organellar genomes with DOGMA. Bioinformatics 20: 3252-
3255. DOL: https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bth352.

Yang JB, M Tang, HT Li, ZR Zhang, DZ Li. 2013. Complete
chloroplast genome of the genus Cymbidium: lights into the
species identification, phylogenetic implications and popu-
lation genetic analyses. BMC Ecology and Evolution 13:
84. DOI: https://doi.org/10.1186/1471-2148-13-84.

Zhang DX, GM Hewitt. 2003. Nuclear DNA analyses in gene-
tic studies of populations: practice, problems and pros-
pects. Molecular Ecology 12(3): 563-584. DOI: https://doi.
org/10.1046/j.1365-294X.2003.01773 x.

Recibido: 28/04/21
Aceptado: 02/11/21


https://doi.org/10.1089/cmb.2012.0021
https://doi.org/10.1089/cmb.2012.0021
https://www.jstor.org/stable/43781999
http://dx.doi.org/10.4067/S0718-34292012000300016 
http://dx.doi.org/10.4067/S0718-34292012000300016 
https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2007.00907.x
https://doi.org/10.1111/j.1095-8312.2007.00907.x
https://doi.org/10.3390/plants9060744
https://doi.org/10.1016/j.jaridenv.2015.09.007
https://doi.org/10.1186/s13059-016-1004-2
https://doi.org/10.1186/s13059-016-1004-2
https://doi.org/10.1016/j.jaridenv.2016.03.014
https://doi.org/10.1016/j.jaridenv.2016.03.014
https://doi.org/10.1007/s00468-019-01899-2
https://doi.org/10.1007/s00468-019-01899-2
https://doi.org/10.1093/nar/gkz238
https://doi.org/10.1007/s11295-015-0852-3
https://doi.org/10.1007/s11295-015-0852-3
https://doi.org/10.1016/S1011-1344(01)00187-7
https://doi.org/10.1016/S1011-1344(01)00187-7
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp187
https://doi.org/10.3390/f10070587
https://doi.org/10.3390/ijms19051286
https://doi.org/10.1105/tpc.105.039073
https://doi.org/10.1007/BF02931757
https://doi.org/10.1093/nar/gkz345
https://doi.org/10.3390/plants9010051
https://doi.org/10.3390/plants9010051
https://doi.org/10.1093/molbev/mst197
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bth352
https://doi.org/10.1186/1471-2148-13-84
https://doi.org/10.1046/j.1365-294X.2003.01773.x
https://doi.org/10.1046/j.1365-294X.2003.01773.x

BOSQUE 42(3): 371-382,2021 DOI: 10.4067/S0717-92002021000300371
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entre las provincias de Chacabuco y San Felipe de Aconcagua,
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SUMMARY

Prosopis chilensis is a native species of Chile distributed from Tarapaca Region to O’Higgins Region; however, despite its wide
extension, the diversity, differentiation and genetic structure of its populations have not been studied. The objectives of the present
study were to determine the level of genetic diversity and evaluate the genetic differentiation and population structure of P. chilensis
from the central zone of Chile using seven microsatellite markers. A total of 53 alleles were detected among individuals of P. chilensis.
The PIC value ranged from 0.057 (Mo05) to 0.847 (Mo16) with an average PIC of 0.636. The expected heterozygosity averaged 0.610
and the observed heterozygosity averaged 0.588. The inbreeding coefficient (FIS) for each population varied between 0.028 and 0.103.
The AMOVA analysis revealed that the greatest amount of genetic variation was found among individuals (90.78 %, P = 0.0001) rather
than among populations of P. chilensis (0.16 %, P = 1.000). The level of genetic differentiation of P. chilensis was very low (FST =
0.0015) among the four populations (LAPO, HUPE, ANDE and ENDO). The STRUCTURE analysis, the Mantel test and the EMD
analysis indicate that all individuals are part of a single structure, there being no evidence of barriers that generate isolation. Therefore,
in the future it will be necessary to carry out more population studies of this species, in such a way to detect variation and expand the
genetic groups to maintain genetic richness and biodiversity of the ecosystems.

Key words: Algarobia section, microsatellite markers , conservation, low diversity, Fabaceae.

RESUMEN

Prosopis chilensis es una especie nativa de Chile distribuida desde la Region de Tarapacé hasta la Region del O’Higgins, sin embargo,
a pesar de su amplia extension, no se ha estudiado la diversidad, diferenciacion y estructura genética de sus poblaciones. El objetivo
del presente estudio fue determinar el nivel de diversidad genética, evaluar la diferenciacion genética y estructura de poblaciones
de P. chilensis de la zona central de Chile a partir de siete marcadores microsatélites. Un total de 53 alelos fueron detectados entre
individuos de P, chilensis. El valor PIC vari6 desde 0,057 (Mo05) a 0,847 (Mo016) con un PIC promedio de 0,636. La heterocigosidad
esperada tuvo un promedio de 0,610 y la heterocigosidad observada tuvo un promedio de 0,588. El coeficiente de endogamia (F ) para
cada poblacion vari6 entre 0,028 y 0,103. El analisis AMOVA revel6 que la mayor cantidad de variacion genética se encontrd entre
individuos (90,78 %; P = 0,0001) que entre poblaciones de P. chilensis (0,16 %; P = 1,000). El nivel de diferenciacion genética de
P. chilensis fue muy bajo (F = 0,0015) entre las cuatro poblaciones (LAPO, HUPE, ANDE y ENDO). El andlisis STRUCTURE, la
prueba de Mantel y el analisis EMD indican que todos los individuos son parte de una sola estructura, no habiendo indicios de barreras
que generen aislamiento. Por lo tanto, en el futuro serd necesario realizar mas estudios de poblacion de esta especie, de tal manera
de detectar variacion y ampliar los grupos genéticos con el fin de mantener su riqueza genética y la biodiversidad de los ecosistemas.

Palabras clave: Algarobia section, microsatellite markers, conservation, low diversity, Fabaceae.

INTRODUCCION de Chile, sudoeste de Bolivia y noroeste, oeste y centro de
Argentina. Esta especie posee una extensa distribucion en

Prosopis chilensis (Mol.) Stuntz es una especie de al-  Chile, encontrandose desde la Region de Tarapaca hasta la
garrobo que segun Ferreyra et al. (2010), presenta unaam-  Region de O’Higgins, pero, en la Region Metropolitana es
plia distribucion, abarcando el sur del Pert, norte y centro  donde se concentra mas del 50 % de la superficie nacional,
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con 11.828 hectareas censado el ano 2013 (Gonzalez et
al. 2017). Un estudio realizado por Aguilar et al. (2020)
demostr6 que poblaciones de P. chilensis de Bolivia y
Argentina presentarian haplotipos exclusivos, mostrando
mayor diversidad molecular que las poblaciones chilenas,
sugiriendo entonces una posible colonizacion o introduc-
cion desde estos paises hacia Chile.

En la zona central de Chile, la especie crece natural-
mente formando pequefios bosquetes o bien ejemplares
aislados establecidos en valles o cuencas con napas frea-
ticas relativamente superficiales y en fondos de quebradas
(Gonzalez et al. 2017). Se ha reconocido a los algarrobos
como un importante recurso para la alimentacién humana,
como también trascendental para recuperar ecosistemas
degradados y combatir la desertificacion (Walter 2011).
Desgraciadamente, su uso historico no regulado para la
obtencion de lefia, construccion de viviendas y carbon, ha
significado una disminucion de sus formaciones natura-
les (Gonzélez et al. 2017). Actualmente se suma a ello,
la presion de uso de suelos para fines inmobiliarios, espe-
cialmente en la Region Metropolitana, por ello se hace ne-
cesario generar informacién para su manejo, comenzando
por estudios que permitan comprender la diversidad de la
especie y la diferenciacion de sus poblaciones, con el fin
de apoyar la toma de decisiones para la elaboracion y eje-
cucion de planes de manejo de forestacion y reforestacion,
especialmente en programas de restauracion ecologica o a
escala de paisaje.

Un estudio morfologico de poblaciones de P. chilensis
demostrd una escasa diferenciacion genética en 17 pobla-
ciones argentinas y seis poblaciones chilenas (Region de
Coquimbo), crecidas y mantenidas en iguales condiciones
de campo (Verzino et al. 2003). Estos autores sefialaron que
las semillas de P. chilensis utilizadas como muestras podrian
ser de origen hibrido, debido al cruce frecuente entre P. c/i-
lensis y Prosopis flexuosa DC, sin embargo, no se realizo
previamente una identificacion genética de las muestras.

El analisis genético de poblaciones a partir de marca-
dores microsatélites (SSR, Short Sequence Repeats) son
una buena alternativa comparado con otros marcadores de
ADN, debido a que proporcionan alta tasa de polimorfis-
mo, informacioén util para el estudio de la diversidad y dife-
renciacion genética de poblaciones (Contreras ef al. 2019),
permiten la deteccion de cuellos de botella, flujo de genes,
hibridacion entre poblaciones y estructura de poblaciones
(Gonzalez 2003). Los microsatélites son marcadores codo-
minantes, que consisten en secuencias cortas (de 1 a 6 ba-
ses de nucle6tidos) repetidas en tindem, con una variacion
en el numero de copias entre individuos (Gonzalez 2003).
Hasta la fecha varios loci SSR se han descubierto en espe-
cies de Prosopis, como en P. chilensis y P. flexuosa (Mottu-
ra et al. 2005, Bessega et al. 2013), Prosopis alba Griseb.
(Bessega et al. 2013), Prosopis tamarugo Phil (Contreras
et al. 2020); desarrollandose con estos marcadores varios
estudios de diversidad y diferenciacion genética de pobla-
ciones (Mottura et al. 2005, 2018).
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Prosopis chilensis es una especie con problemas de con-
servacion en Chile, que habita zonas de clima arido, semia-
rido y mediterraneo, sin embargo, a pesar de su amplia ex-
tension, no se ha estudiado su diversidad, diferenciacion y
estructura de poblaciones. La diferenciacion genética entre
poblaciones se relaciona con el grado de aislamiento o flujo
de genes, siendo posible detectarlo con marcadores neutros
como los SSR, de esta manera un reducido flujo de genes
favoreceria la diferenciacion entre poblaciones, aumentan-
do su homogeneidad (Bessega et al. 2018). La seccion Al-
garobia a la cual pertenece P. chilensis, presenta una gran
variacion fenotipica con especies de la misma seccion (P,
alba y P. flexuosa, entre otras), sin embargo, se ha observa-
do una baja diferenciacion genética y una frecuente hibrida-
cion entre ellas (Hunziker ef al. 1986, Bessega et al. 2013).
Para realizar estudios genéticos, se requiere de marcadores
moleculares confiables que entreguen buena cantidad de in-
formacion. Entre las especies de la serie Chilensis los mar-
cadores SSR tienen una aceptable transferibilidad (Mottura
et al. 2005, Bessega et al. 2013) para realizar estudios gené-
ticos. En Chile, hasta ahora el inico estudio de diversidad
genética y estructura en P. chilensis a partir de marcadores
SSR se ha realizado en poblaciones de la Region de Co-
quimbo (Moncada et al. 2019), sin embargo, ain no se ha
estudiado la diversidad y estructura genética en poblaciones
de P. chilensis de provincias de la zona central de Chile.
Los objetivos del presente estudio son i) determinar el ni-
vel de diversidad genética de poblaciones de P. chilensis a
distintas zonas altitudinales y ii) evaluar la diferenciacion y
la estructura genética de poblaciones de dos provincias de
la zona central de Chile a partir de marcadores SSR. La hi-
potesis propuesta es que en la zona central de Chile las po-
blaciones de P. chilensis presentan una alta diferenciacion
genética entre poblaciones y una alta diversidad genética
debido a diferencias de distancia geografica y altitud.

METODOS

Material vegetal. Entre los meses de abril y mayo de 2018,
se procedio a colectar hojas de 48 individuos de P. chilen-
sis, desde distintas zonas de la Provincia de Chacabuco y
la Provincia de San Felipe de Aconcagua, las cuales fue-
ron agrupadas y georeferenciadas en cuatro poblaciones:
Lampa-Polpaico (LAPO), Huechtn-Peldehue (HUPE),
Los Andes (ANDE) y Putaendo (ENDO) (cuadro 1, Apén-
dice 1). Los arboles fueron seleccionados al azar, dentro de
las zonas de distribucion de la especie (Gonzalez 2013), en
lo posible manteniendo una distancia minima de 30 metros
entre individuos, para evitar la relacion de parentesco en-
tre arboles. La muestra consistio en aproximadamente cien
gramos de hojas jovenes colectadas de la parte media de la
copa de cada individuo, y de un largo minimo de siete cen-
timetros. Las muestras fueron inmediatamente guardadas
en bolsas de polietileno y conservadas a 4 °C durante la
jornada en terreno, para al final de cada dia, ser guardado
en congelador a -20 °C, hasta su almacenamiento a -80 °C.
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Cuadro 1. Localizacion geografica de 48 individuos de Prosopis chilensis utilizados en este estudio.

Geographical location of 48 individuals of Prosopis chilensis used in this study.

Provincia Poblacion Muestras Identificacion Longitud Latitud Elevacion
(n) de muestras S) W) (m s.n.m.)
Lampa-Polpaico (LAPO) 8 1-8 33°15°56,568” 70° 53*37,811” 483
Chacabuco
Huechun-Peldehue (HUPE) 19 9-27 33°8°49,789”  70°39’35,417” 719
San Felipe de  L-0S Andes (ANDE) 15 28-42 32°49°59,14”  70° 34’ 4,846 875
Aconcagua  pytaendo (ENDO) 6 43-48 32°34° 52,8557 70°42°0,783” 925

Extraccion de ADN. El ADN gendmico se extrajo utili-
zando la metodologia descrita por Contreras et al. (2019),
como se indica a continuacion: para la lisis celular, 100
mg de polvo fino de hojas jovenes, 14 puL de beta-mercap-
toetanol, 14 uL de 10 mg mL"! de proteinasa K, 14 pL de
Sarkosyl al 5 %, 0,045 g de D-sorbitol (MW 182,17 g mol-
1) y se afiadieron a cada tubo 700 uL de CTAB precalenta-
do a 65 °C durante 15 minutos (4 % p/v PVP-40, Tris-HCl
100 mM, pH 8; NaCl 1,2 M; EDTA 20 mM, CTAB al 2
%). Se agitaron con un vortex y luego se incubaron en un
bafio de agua durante 60 minutos a 65 °C, invirtiendo los
tubos cada 15 minutos. Luego, los tubos se centrifugaron
a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, y se recupero la
fase acuosa superior (~ 700 puL) y se vertié a un tubo nue-
vo. Posteriormente, se agregaron 800 pL de solucion de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico UltraPure™ (25: 24:
1) a cada tubo y se mezcl6 durante 10 minutos a 120 rpm
en un incubador-agitador a 20 °C. Luego, estos tubos se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a4 °Cy la
fase superior se recupero para un procesamiento adicional
(~ 550 pL), intentando no perturbar la fraccion inferior del
tubo. Este sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. A
continuacion, se agregaron 8 uL de 10 mg mL"' de RNAsa
a cada tubo, seguido de incubacion a 55 °C durante 8 min.
Se agregaron dos tercios de isopropanol a -20 °C a los tu-
bos (367 uL de isopropanol para 550 uL de solucion en
este caso), que luego se invirtieron 30 veces a temperatura
ambiente para revolver la mezcla. El liquido se transfirio
luego a una mini columna Hi-Bind DNA (Omega Bio-tek)
unida a un tubo de recoleccion de 2 mL y se dejo incubar
durante 2 minutos a temperatura ambiente. Las mini co-
lumnas se centrifugaron a 14.000 rpm durante 2 minutos y
luego se elimino el precipitado. Luego se lavd con 700 puL
de etanol al 90 % a temperatura ambiente, se centrifugaron
a 14.000 rpm durante 2 minutos y se desecho el precipita-
do. A esto le sigui6 la adicion de 700 pL de etanol al 70
% con NH,OAc [10 mM] a temperatura ambiente, centri-
fugacion a 14.000 rpm durante 2 minutos y se descarto el
precipitado. Las mini columnas vacias se centrifugaron a
14.000 rpm durante 2 minutos para eliminar el etanol res-
tante y el tubo de recoleccion se reemplazd por un nuevo
tubo de 1,5 mL. Luego, se agregd 60 pL de TE precalenta-
do a 65 °C a cada mini columna, seguido de incubacion a

65 °C durante 5 minutos. Finalmente, los tubos se centrifu-
garon a 14.000 rpm durante 2 minutos, la mini columna se
descart6 y el tubo de 1,5 mL con el extracto se almacené a
-20 °C para su posterior uso. La calidad y la concentracion
total de ADN se verificd con un espectrofotometro Colibri
Microvolume (Titertek Berthold, Alemania) a 260, 280 y
230 nm. La integridad del ADN gendmico se verificd en
un gel de agarosa al 0,7 % (el tiempo de electroforesis fue
de 40 min a 100 V).

Amplificacion marcadores SSR. Para la amplificacion de
los marcadores microsatélites (SSR) neutros se utilizaron
parejas de cebadores detallados en el cuadro 2, descritos
por Mottura ef al. (2005) y Bessega et al. (2013). Para ob-
tener los alelos de individuos de P. chilensis, se dispusie-
ron reacciones de PCR con cada pareja de cebador SSR. Se
prepararon reacciones de PCR con un volumen total de 20
pL como se describe a continuacion: 10 pL de Master Mix
SapphireAmp Fast PCR 2X (Takara-Clontech), 4 pL de
ADN genomico (5 ng uL'"), 1 uL de cada cebador forward
y reverse (a una concentracion de 5 uM), y 4 uL de agua
libre de nucleasas. Las amplificaciones se realizaron en
un termociclador Labnet MultiGene OptiMax con las si-
guientes condiciones: un paso inicial de 4 minutos a 94 °C,
30 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos de tempera-
tura de anillamiento (Ta) (ver cuadro 2) y 45 segundos a 72
°C, seguido por un paso de extension final de 10 minutos
a 72 °C. Para la deteccion de los alelos (por electroforesis
capilar), los cebadores forward se marcaron con un fluoro-
foro 5’-FAM y 5 HEX y los productos de PCR fueron ob-
tenidos con un analizador genético ABI3730XL (Applied
Biosystems); para comprobar el tamafio de los alelos se
utilizé un marcador estandar Gene Scan™ 400 HD™ Rox
(Applied Biosystems). Los tamafios de los alelos se ob-
servaron y registraron mediante el software Peak Scanner
(Applied Biosystems, version 1.0).

Andlisis de datos. Se analizo la posibilidad de detectar
alelos nulos en cada locus usando el programa MICRO-
CHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004). Para cada
poblacion y locus se evaluo el equilibrio de Hardy-Wein-
berg (HWE), y desequilibrio de ligamiento (LD) entre to-
dos los pares de loci utilizando el software Arlequin v. 3.1
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Cuadro 2. Descripcion de cebadores microsatélites usados en cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Description of microsatellite primers used in four populations of Prosopis chilensis.

Locus Secuencia ADN (5’ — 3°) y fluor6foro (FAM, HEX) Motivo Ta (°C) Referencias

an RIIMLCOCICCNONIIT an. o besewan)
an ESEEACCCIMTIOS g b a)
Mois  FSTAMATIGATIAGAGTIGCATGTGOATGS  (Gny egmy 58 Motwraeral (009
aus | ESIMMGITNOGICONCKOCY g s b a)
o ESIEINCCTIMACGCCOGTACT g o
Mol6 ;5 SFég[Gg‘éTcﬁggi%ifT’fgfgggc3 (CA),, 60 Mottura et al. (2005)
Mo05 ESSPéEA)T(CAC’SgTTCCGTTGGCﬁgTngTCCT:g(;CW (CT),T(CT), 64 Mottura ef al. (2005)

(Excoffier ef al. 2005) y FSTAT v. 2. 9. 3 (Goudet 2001).
El HWE se evalu6 usando 10.000 iteraciones de simula-
cion y la prueba de LD se llevo a cabo con 9.999 permuta-
ciones. Se calculo el nimero total de alelos por locus (Na),
numero efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad observada
(Ho), heterocigosidad esperada (He), alelo privado (AP),
el indice de diversidad de Shannon (I) y los parametros
estadisticos F de Wright (F, F,. y F)) utilizando el soft-
ware FSTAT v. 2. 9. 3 (Goudet 2001) y Arlequin v. 3.1
(Excoffier et al. 2005). Los valores de F_ de la poblacion
por pares se realizaron en 1.000 permutaciones. El con-
tenido de informacion polimoérfica (PIC) para cada locus
SSR se estim6 mediante la formula: PIC = 1 - Zpi?, donde
pi son las frecuencias de los diferentes alelos detectados
en el locus. Para estimar la variabilidad genética dentro y
entre las poblaciones se calculo el analisis no paramétrico
de la prueba de la varianza molecular (AMOVA) usando
GenAlex v. 6.5 (Peakall y Smouse 2012) con 1.000 per-
mutaciones. Como técnica de analisis de grupos, se realizd
un andlisis multivariado mediante Escalamiento Multidi-
mensional (EMD) utilizando el programa PAST (Hammer
et al. 2001).

Se evalud el aislamiento por distancia mediante la
prueba de Mantel entre las distancias genéticas y distancias
geograficas utilizando el sofiware GenAlex v. 6.5 (Peakall
y Smouse 2012), llevandose a cabo con 1.000 permuta-
ciones. La estructura genética de los 48 individuos de P.
chilensis se determin6 mediante un analisis de conglome-
rado bayesiano, utilizando el software STRUCTURE v.2.3
(Pritchard et al. 2000). Para el analisis, se us6 un modelo
de mezcla con frecuencias alélicas correlacionadas sin la
opcion LocPrior. El nimero 6ptimo de subpoblaciones (K)
se identifico después de tres ejecuciones independientes
para cada valor “K” que oscil6 entre 1 y 4, con un periodo
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burn-in de 200.000 repeticiones, seguido de repeticiones
de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) de 350.000 re-
peticiones. Fueron examinados dos criterios con valores
medios de probabilidad logaritmica: L(K) y delta K (AK),
para encontrar los valores apropiados de K. Se procesaron
los datos para identificar los grupos optimos (K) utilizan-
do el programa web STRUCTURE HARVESTER (Earl y
Vonholdt 2012).

RESULTADOS

Una prueba de desequilibrio de ligamiento (LD) para
cada poblacion detectd una desviacion de equilibrio sig-
nificativa en 5 de 56 combinaciones de loci, con un nivel
de significancia del 5 %. Sin embargo, ninguno de estos
pares de loci SSR con desequilibrio de ligamiento fue sig-
nificativo después de aplicada la correccion de Bonferroni.
En todos los loci hubo ausencia de alelos nulos, aplicando
el programa MICRO-CHECKER. Un total de 53 alelos
fueron detectados entre los individuos de P. chilensis. El
numero de alelos generados por cada marcador SSR vario
de 2 a 11 con un promedio de 7,5 alelos por locus (cua-
dro 3). El mayor numero de alelos se observo en el locus
Mol6 (11 alelos) y el menor niimero de alelos se observo
en el locus Mo05 (2 alelos) (cuadro 3). El tamafio de los
fragmentos amplificados oscild entre 168 a 200 pb (GLS),
214 a 234 pb (GL21), 218 a 240 pb (Mo13), 194 a 216 pb
(GL15), 214 a 222 pb (M008), 145 a 165 pb (Mo16) y 216
a 218 pb (Mo05). El valor PIC estuvo en el rango de 0,057
(Mo05) a 0,847 (Mo16) con un PIC medio de 0,636 para
todos los loci (cuadro 3). El nimero efectivo de alelos para
cada locus vario de 1,063 a 5,821, con un promedio de
3,446. La heterocigosidad esperada oscilo entre 0,820 en
el locus Mo16 y 0,056 en el locus Mo05, con un promedio



de 0,610 para todos los loci. La heterocigosidad observada
vari6 de 0,801 en el locus Mo13 a 0,000 en el locus Mo05,
con un promedio de 0,588 para todos los loci (cuadro 3).
Se detectd una significativa (P < 0,05) desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en los loci Mo16
y Mo05 en la mayoria de las poblaciones, y una signifi-
cativa desviacion de HWE (P < 0,1) del locus Mo18 en la
poblacion ENDO. El coeficiente de endogamia (FIS) varid
desde -0,171 (Mo13) a 1,000 (Mo05), con un promedio de
0,156 para todos los loci. La diferenciacion genética (FST)
de los loci individuales vari6 de 0,026 (GL15) hasta 0,074
(Mo13), y promedio6 un valor de 0,042 para todos los loci.
Por otro lado, el coeficiente de endogamia total (FIT) vario
desde -0,084 (Mo13) a 1,000 (Mo05), con un promedio de
0,194 para todos los loci (cuadro 3).

Se observaron alelos privados exclusivos para las pobla-
ciones HUPE (AP = 5), LAPO (AP =4) y ANDE (AP =3),
pero no se encontraron en la poblaciéon ENDO (cuadro 4).
El indice de Shannon (I) vari6 entre 1,101 en la poblacion
ENDO a 1,360 en la poblacion HUPE. El valor mas alto de
Ho = 0,642 £+ 0,301 se observo en LAPO, mientras que el
valor mas bajo se encontré en la poblacion ANDE (Ho =
0,514 £ 0,232). El valor de He estimado mas alto dentro
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se detectd en poblacion LAPO (0,660 + 0,307), mientras
que el valor mas bajo se detectdo en ANDE (0,629 +0,231).
Para todas las poblaciones analizadas, la heterocigosidad
promedio observada fue menor que la heterocigosidad es-
perada

El coeficiente de endogamia (F ) para cada poblacion
vari6 entre 0,028 y 0,103, lo que indica en general una
deficiencia de heterocigotos, y se encontr6 un significati-
vo F, (F = 0,188; P <0,001) en la poblacion ANDE. El
valor de F oscil6 en -0,023 y 0,024 para las poblaciones
LAPO y ANDE, respectivamente (cuadro 4). Los valores
de diferenciacion genética se calcularon entre pares de
poblaciones, donde hubo una baja diferenciacion genética
(F,,= 0,030) significativa (P < 0.05) solo entre las pobla-
ciones HUPE y LAPO (cuadro 5).

El analisis AMOVA revel6 que la mayor cantidad de va-
riacion genética se encontro6 entre los individuos (90,78 %;
P=0,0001), y una muy baja variacion genética entre pobla-
ciones de P, chilensis (0,16 %; P =1,000), lo que demuestra
una baja diferenciacion genética entre las cuatro poblacio-
nes (F,,=0,0015; P=1,000) (cuadro 6). El promedio de co-
eficiente de endogamia (F ) y el coeficiente de endogamia
total (F) fue significativo, cuyos valores fueron 0,0907

Cuadro 3. Estadisticas de diversidad de siete loci SSR utilizados en 48 individuos de Prosopis chilensis.

Diversity statistics of seven SSR loci used in 48 individuals of Prosopis chilensis.

Locus Na PIC Ne

Ho

He F F F

1S ST I
GL8 10 0,778 4,173 (+0,592) 0,789 (£0,072) 0,740 (£0,048)  -0,066 ns 0,049ns  -0,014 ns
GL21 7 0,625 2,629 (£0,323) 0,672 (+0,054) 0,604 (+0,042) -0,113 ns 0,033 ns  -0,076 ns
Mol3 8 0,738 3,329 (0,425) 0,801 (£0,128) 0,684 (£0,041) -0,171ns  0,074*  -0,084 ns
GL15 10 0,794 4,525 (+0,368) 0,793 (£0,017) 0,774 (£0,020)  -0,024 ns 0,026 ns 0,002 ns
Mo08 5 0,618 2,581 (+0,342) 0,500 (£0,062) 0,588 (£0,063) 0,150 **  0,049ns 0,192 **
Mol6 11 0,847 5,821 (x£0,762) 0,562 (£0,088) 0,820 (£0,020) 0,315 ***  0,032ns 0,337 ***
Mo05 2 0,057 1,063 (+£0,037) 0,000 (£0,000) 0,056 (+0,033) 1,000 ***  0,032ns 1,000 ***
Promedio 75 0,636 3,446 0,588 0,610 0,156 0,042 0,194

(£0,037) (0,258) (£0,316) (£0,056) (+0,048) (0,154) (£0,006) (#0,146)

P -valor: * P <0,10; ** P <0,05; *** P <0,0001; ns = no significativo.

Cuadro 4. Estadistica de diversidad de cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Statistics of diversity of four populations of Prosopis chilensis.

Poblacion n Ap 1 Ho He Fi Fe,
LAPO 8 4 1,327 (£0,275) 0,642 (£0,301) 0,660 (£0,307) 0,028 ns -0,023 ns
HUPE 19 5 1,360 (£0,220) 0,624 (+0,276) 0,647 (£0,239) 0,037 ns -0,004 ns
ANDE 15 3 1,288 (£0,212) 0,514 (£0,232) 0,629 (+£0,231) 0,188 ** 0,024 ns
ENDO 6 0 1,101 (£0,196) 0,571 (£0,331) 0,632 (£0,267) 0,104 ns 0,020 ns

P -valor: * P <0,10; ** P<0,001; ns = no significativo.
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(P<0,01)y0,0921 (P<0,0001), respectivamente (cuadro 6).
El analisis multivariado EMD mostr6 un solo agrupamien-
to, encontrandose mezclados individuos de P. chilensis de
distintas poblaciones (figura 1). Usando la prueba de Man-
tel, se observo que los 48 individuos de P. chilensis presen-
taron ausencia de correlacion entre la distancia genética y
la distancia geografica (r>= 0,0001; P = 0,480), no revelan-
do aislamiento por distancia (figura 2). En cuanto al anali-
sis de estructura genética, para encontrar el valor K real se
usaron dos criterios: en la figura 3A se puede observar el
valor maximo L(K) K = 1 que luego en las siguientes si-
mulaciones disminuy6 notablemente con una alta varianza
entre ejecuciones; por otro lado, de acuerdo al otro criterio,
se pudo observar un AK alto, con un valor K =3 en la figura
3B. En la figura 4 se observa la estructura de individuos
de P. chilensis con un valor K = 3, mostrando una misma
estructura para todas las poblaciones.

DISCUSION

El presente estudio evalua la variabilidad genética y di-
versidad de poblaciones de P. chilensis de dos provincias
de la zona central de Chile, dado que se reconoce como la
zona de mayor distribucion de esta especie. Los resultados
basados en andlisis de 48 individuos de P. chilensis a partir
de siete loci SSR muestran una moderada diversidad y una
baja diferenciacion genética entre poblaciones de la Pro-

Cuadro 5. Valores F de diferenciacion genética por pares entre
cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Pairwise F values of genetic differentiation from four Pro-
sopis chilensis populations.

LAPO HUPE ANDE ENDO
LAPO -
HUPE 0,030%* -
ANDE 0,025ns  -0,008 ns -
ENDO -0,010ns  -0,003ns 0,0003 ns -

P-valor: ** P <0,05; ns = no significativo.

vincia de Chacabuco y San Felipe de Aconcagua. En este
estudio seis loci microsatélites muestran un alto polimor-
fismo, sin embargo, un bajo polimorfismo se observa en un
locus (Mo05). De acuerdo a Mottura et al. (2005), el locus
Mo05 también muestra bajo polimorfismo en P. chilensis,
revelando solo tres alelos en 20 individuos del Chaco de
Argentina, mientras en la presente investigacion se confir-
man dos alelos en 48 individuos. Por el contrario, Moncada
et al. (2019) en poblaciones de P. chilensis de la Region
de Coquimbo evidenciaron, en general, mas alelos que en
nuestro estudio, observando 10 alelos en el locus Mo08, 8
alelos en el locus Mo13 y 5 alelos en el locus Mo05, este tl-
timo con un rango de 204 a 216 pb, presenta un pseudogen
(alelo 204), debido a que el minimo tamafio de este frag-
mento es de 209 pb. Por otro lado, el estudio de Mottura et
al. (2005) encontro cinco alelos en el locus Mo16, mientras
que en el presente trabajo se detecta 11 alelos, sin embargo,
se analiza un nimero mayor de individuos comparado con
el trabajo de Mottura et al. (2005). En cuanto a los microsa-
telites exhibidos por Bessega et al. (2013), usando hasta 10
individuos de P. chilensis, estos autores descubrieron 6, 4 'y
2 alelos con los loci GL8, GL15 y GL21, respectivamente,
mientras que en el presente estudio se detecta 10, 10 y 7
con los mismos loci, respectivamente, encontrando, por lo
tanto, mayor cantidad de alelos en las poblaciones chilenas.

De acuerdo a Mottura et al. (2005), P. chilensis y P,
flexuosa son especies que estan estrechamente relaciona-
das. Por lo mismo y debido a que hay escasos estudios
genéticos de poblaciones de P. chilensis, se podria usar
como medio de comparacion informacion de la especie P
flexuosa. En poblaciones de P. chilensis del presente es-
tudio se observa en promedio 7,5 alelos usando siete loci
SSR, mientras que (Bessega ef al. 2017) en poblaciones
de P. flexuosa obtuvieron 7,9 alelos promedio de 8 loci
SSR; cabe indicar que entre los dos estudios hay cuatro
loci afines (Mo08, GL21, GL15 y Mol3). Ademas, los
valores PIC de loci SSR observadas en esta investigacion
(sin considerar Mo05) con P. chilensis son altas (valores
desde 0,625 a 0,794 para los SSR-GL; desde 0,618 a 0,847
para los SSR-Mo) comparado con los descritos por Besse-
ga et al. (2013) con valores entre 0,37 a 0,70 (GL8, GL15
y GL21), Moncada et al. (2019) con valores entre 0,49 a

Cuadro 6. Analisis de varianza molecular (AMOVA) para cuatro poblaciones de Prosopis chilensis.

Molecular variance analysis (AMOVA) for four populations of Prosopis chilensis.

Fuente de variacion gl Suma de Componentes Porcentaje Indices de P-valor
cuadrados de varianza de variacion fijacion

Entre poblaciones 3 7,622 0,00351 0,16 FST=0,0015 1,0000

Entre individuos dentro de poblaciones 44 108,316 0,20482 9,06 FIS = 0,0907 0,0039

Entre individuos 48 98,500 2,05208 90,78 FIT =0,0921 0,0001

Total 95 214,438 2,26041

Description of microsatellite primers used in four populations of Prosopis chilensis.
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0,68 (Mo08, Mo09 y Mol3) y Mottura et al. (2005) con
valores entre 0,48 a 0,70 (Mo08, Mo13 y Mo16).

La diversidad genética de P. chilensis con respecto a
la heterocigosidad esperada (He) promedio en tres loci
(Mo08, Mo13 y Mo16) en individuos del Chaco Argenti-
no (Mottura et al. 2005) y la zona central de Chile (0,636
y 0,697, respectivamente) es mayor en los individuos de
la zona central de Chile que la region de Argentina. Sin
embargo, si se incluye en el calculo el locus Mo05, la di-
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versidad es mayor en el Chaco Argentino. Por otro lado, si
se compara entre especies afines, como P, flexuosa'y P. chi-
lensis, la media de la heterocigosidad esperada (He) usan-
do cuatro loci (GL15, Mo08, GL21 y Mo13), se obtiene
0,70 (Bessega et al. 2017) y 0,66, respectivamente; siendo
levemente mayor la diversidad genética de P. flexuosa que
P chilensis. Este resultado de mayor predominio de va-
riacion genética en P. flexuosa que P. chilensis también es
constatado por Motura ef al. (2005).

&5 0150
Va4 X8
45&1&5 Bo7
e X0 w s,
g6 0.073¢, .
. A3 d
31
o T T <g5§ T he’ IX-Jllﬁ Xaa Asﬁ T
© 0300 0225 -0.150 T 0075 X o3 35 0.150
234
E X9 ] Kfoso 243
-QEJ *; a0 264833
5 X -0.075+
Q 51
®s5 4
7
H550 B
X = ANDE o %74
® = LAPO o225
A = HuPE
{ = ENDO 452

Coordenada 1

Figura 1. Analisis de Escalamiento Multidimensional (EMD) de 48 individuos de Prosopis chilensis, usando siete marcadores SSR.

Analysis of Multidimensional Scaling (MDS) of 48 individuals of Prosopis chilensis, using seven SSR markers.
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Figura 2. Relacion entre distancia genética y distancia geografica de 48 individuos de Prosopis chilensis.

Relationship between genetic distance and geographical distance of 48 individuals of Prosopis chilensis.
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Figura 4. Representacion de estructura de individuos de Prosopis chilensis de cuatro poblaciones (LAPO, HUPE, ANDE y ENDO)

con un valor K = 3, realizado por el programa STRUCTURE.

Representation of the structure of Prosopis chilensis individuals from four populations (LAPO, HUPE, ANDE and ENDO) with a K =3

value, made by the STRUCTURE program.

Por otro lado, un mayor numero de alelos privados (Ap)
y un indice de Shannon (I) levemente mayor fue observado
en las poblaciones de la Region Metropolitana (LAPO-HU-
PE) que en poblaciones de la Region de Valparaiso (ANDE-
ENDO). Asi también se observa diferencias de diversidad
genética entre la poblacion LAPO (He = 0,660), ubicada
a menor altitud, y la poblacion ENDO (He = 0,632), ubi-
cada a mayor altitud. Por lo tanto, la diversidad genética
es levemente mayor en la zona baja (LAPO-HUPE) que
en la zona alta (ANDE-ENDO). Asi también, en poblacio-
nes de la Region de Coquimbo, se encontraron diferencias
de niveles de diversidad entre Elqui (He = 0,52), Limari
(He =0,55) y Choapa (He = 0,58) (Monacada et al. 2019).
Al igual que en nuestro estudio, se observo una situacion
similar en una especie arborea forestal nativa que crece en
la zona central de Chile, denominada Nothofagus glauca
(Phil.) Krasser, especie que evidencié una mayor diversi-
dad genética en los bosques de altitud baja (zona costera)
que en bosques de mayor altitud (zona andina) (Mufioz et
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al. 2013). Sin embargo, de forma inversa, en poblaciones
de P. alba localizadas en Bolivia, la poblacion establecida
a mayor altitud tuvo mayor variabilidad que la poblacién a
menor altitud (Bessega ef al. 2018).

El nivel de diferenciacion genética de P. chilensis (F,
= 0,0015) entre las cuatro poblaciones (LAPO, HUPE,
ANDE y ENDO) es baja, lo que concuerda con los resul-
tados del analisis AMOVA (variacion entre poblaciones =
0,16; P = 1,000). Como la especie P. chilensis es de po-
linizacion cruzada, la buena circulacion de polinizadores
quizas permite el alto flujo de polen entre localidades de
estas regiones y por ende un mayor flujo de genes. De he-
cho, las evidencias sefialan que la especie P. chilensis es
auto-incompatible, siendo obligatoria su fertilizacion cru-
zada, lo que aseguraria una alta recombinacion genética
y una amplia variacion genética en las poblaciones (Hun-
ziker et al. 1986). El alto flujo genético entre P. chilensis,
P. flexuosa, P. alba y P. nigra ha dado como resultado una
alta homogeneidad genética en especies de la seccion A4/-



garobia, mostrando una baja diferenciacion genética entre
poblaciones y una alta variabilidad dentro de la poblacion
(Hunziker ef al. 1986).

Al igual a la escasa diferenciacion genética que se
observa en el presente estudio, las estimaciones de va-
riabilidad usando marcadores RAPD en poblaciones de
P. chilensis, de acuerdo a los resultados de Ferreyra ef al.
(2010), indicaron que la mayor parte de la variabilidad ge-
nética se encontrd dentro de las poblaciones, existiendo
baja diferenciacion entre poblaciones y regiones. Lo mis-
mo fue observado con marcadores SSR en poblaciones de
P. chilensis de la Region de Coquimbo (Moncada et al.
2019). Por otro lado, en Bolivia un estudio de caracteri-
zacion genética de poblaciones de P. alba usando 10 loci
SSR revel6 que la mayor parte de variabilidad genética
estuvo contenida dentro de los individuos (99 %), y se ob-
servo una baja diferenciacion genética entre poblaciones
(Bessega et al. 2018). Por otro lado, para evitar el aumento
de riesgo de fragmentacion, mermar la variabilidad gené-
tica e incrementar la endogamia, un estudio recomienda
evitar el aislamiento de bosques pequefios (Bessega et al.
2017). Por lo tanto, la informacion genética capturada en
nuestro trabajo a partir de poblaciones de Chacabuco y San
Felipe, sera ttil para conducir planes de conservacion y
mejoramiento genético en P. chilensis.

El analisis STRUCTURE, la prueba de Mantel y el
analisis multivariado EMD sugieren que todos los indivi-
duos de P. chilensis de las cuatro poblaciones son parte de
un solo grupo, mostrando una sola estructura poblacional.

El analisis de prueba de Mantel ha revelado una muy
baja correlacion entre distancia genética y distancia geo-
grafica entre poblaciones de P. chilensis, por lo tanto, se
podria suponer que no hay aislacion de poblaciones entre
regiones, pudiendo inferirse que, dada la longevidad de la
especie, podrian ser individuos remanentes de poblacio-
nes originales. Por otro lado, el analisis con STRUCTURE
ha revelado que la estructura genética de las poblaciones
de P. chilensis no estan afectadas geograficamente por ba-
rreras naturales o de actividad antrdpica, ya que todas las
poblaciones presentan la misma estructura. Al parecer la
intensa actividad humana, la diferencia de altitud y la dis-
tancia geografica, tanto de la Region Metropolitana y la
Region de Valparaiso, no ha afectado la variabilidad ge-
nética de poblaciones de P. chilensis, llegando a presumir
que no existen barreras naturales. Sin embargo, Valdivia y
Romero (2013) detectaron que las proximas generaciones
poblacionales juveniles de P. chilensis de Batuco y Huel-
pén (zona central de Chile) se veran reducidos progresiva-
mente y contraidos, debido a la irrupcion constante de la
actividad humana (agricultura y residuos domiciliarios) y
por efectos climaticos naturales, como el fenomeno de El
Niflo, entre otras causas.

Las localidades donde estan establecidas las poblacio-
nes de P. chilensis en este estudio, como la Provincia de
Chacabuco y comunas de los Andes gozan de buen climay
moderada cobertura vegetacional, sin embargo, en el De-
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sierto de Atacama hay especies como P. tamarugo, a la
cual se ha observado una baja variabilidad genética. Por
otro lado, el cambio climatico puede afectar la variabilidad
genética de especies como P, chilensis y de especies acom-
pafiantes, tanto de flora como fauna y del bosque espinoso
del cual forman parte. La conservacion de la diversidad
genética permite que las especies mantengan su poten-
cial para adaptarse a cambios ambientales (Schierenbeck
2017). Se propone entonces buscar diversos grupos de
genotipos, para mantener una amplia base genética de la
especie. Ya existen algunos estudios que podrian orientar
la conservacion de ciertos atributos de la especie, como
es el caso del estudio de Westphal et al. (2015), quienes
identificaron variacién de genotipos de distinta proceden-
cia en respuesta a tratamientos de estrés salino, siendo mas
tolerantes los genotipos de la zona norte de Chile.

CONCLUSIONES

En conclusion, existe una moderada diversidad gené-
tica de poblaciones de P. chilensis entre zonas de menor
altitud (LAPO y HUPE) y zonas de mayor altitud (ANDE
y ENDO). Por otro lado, los marcadores microsatélites han
evidenciado una escasa diferenciacion genética entre po-
blaciones de P. chilensis de dos diferentes provincias de
la zona central de Chile, presentando ademas la misma
estructura genética. Por lo tanto, para efectos de ampliar
los grupos genéticos de esta especie a nivel nacional, se
requiere en el futuro continuar con los estudios y planes de
conservacion para salvaguardar el potencial adaptativo y
evolutivo de la especie.
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Apéndice 1. Coordenadas geograficas de 48 individuos de Prosopis chilensis.

N° Muestra Provincia Latitud Longitud Altitud
1 Chacabuco 33°16°17.371” S 70° 537 23.342” W 475
2 Chacabuco 33°15°56.568” S 70° 53°37.811” W 483
5 Chacabuco 33°15°39.836” S 70° 53°36.484” W 497
12 Chacabuco 33°9°45.523” S 70° 53’ 37.888” W 529
16 Chacabuco 33°11°26.214” S 70° 52° 45.457” W 520
18 Chacabuco 33°11°0.447” S 70°52°34.019” W 522
23 Chacabuco 33°8°37.527”S 70°51°7.694” W 541
25 Chacabuco 33°8739.837” S 70°51°2.995” W 541
26 Chacabuco 33°576.631” S 70° 47" 54.716” W 553
27 Chacabuco 33°5°6.745” S 70° 47’ 53.523” W 572
28 Chacabuco 33°576.267” S 70° 47 55.172” W 573
30 Chacabuco 33°576.168” S 70°48°4.271” W 572
31 Chacabuco 33°5°10.282” S 70°48°0.421” W 574
32 Chacabuco 33°5’31.916” S 70° 43’ 54.477° W 624
33 Chacabuco 33°5°31.412” S 70° 43°55.701” W 624
34 Chacabuco 33°5°31.666” S 70° 43’ 51.386” W 624
36 Chacabuco 33°5’31.883” S 70°43° 38.084” W 629
37 Chacabuco 33°5732.592” S 70°43°31.425” W 632
38 Chacabuco 33°8°49.789” S 70°39°35.417"W 719
39 Chacabuco 33°8’29.224” S 70°39°43.713” W 716
41 Chacabuco 33°8°9.7”S 70°39°59.128” W 702
42 Chacabuco 33°8°41.966” S 70°40°9.348” W 698
43 Chacabuco 33°8°41.995” S 70° 39’ 50.167" W 705
45 Chacabuco 33°5726.527” S 70°39°7.41” W 819
46 Chacabuco 33°5°26.056” S 70°39°6.167" W 820
48 Chacabuco 33°5°25.376” S 70° 39’ 8.507" W 815
49 Chacabuco 33°5725.658” S 70°39°9.322” W 813
56 San Felipe 32°52°33.152” S 70° 38’ 34.55” W 779
57 San Felipe 32°52740.89” S 70°38°31.269” W 778
58 San Felipe 32°5240.266” S 70° 37" 14.686” W 803
59 San Felipe 32°52°40.083” S 70°37°13.798” W 802
60 San Felipe 32°52740.058” S 70°37° 13.182” W 801
61 San Felipe 32°52°39.976” S 70°37°12.026” W 803
65 San Felipe 32°49°59.14” S 70° 34° 4.846” W 875
66 San Felipe 32°49°43.12” S 70°34°3.218” W 882
67 San Felipe 32°49°58.94” S 70° 34’ 5.266” W 874
68 San Felipe 32°53°13.724” S 70°31°48.81” W 1097
Contuntia
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SUMMARY

One of the most important issues in forest management is preservation and development of biodiversity. This study aims at estimating
richness, evenness and species diversity of woody plants in Arasbaran Protected Area (East Azerbaijan Province, Iran) using Landsat
8 OLI satellite images based on Multiple Linear Regression (MLR) and Classification and Regression Trees (CART) models. This
study was performed in an elevation range of 1,000 - 1,850 m. A total of 130 samples were selected based on physiographic factors.
In each sampling plot, number and type of dominant tree species in the canopy were recorded. Statistical modeling was carried out by
calibrating MLR and CART models. The R-squared values of MLR models were in the range of 0.10 - 0.24 for predicting richness,
evenness and Shannon and Simpson’s species diversity indices based on greenness as the only predictor variable (other variables were
excluded from MLR models). The R-squared values of CART models were equal to 0.21, 0.42, 0.41 and 0.42, respectively. Validation
of the results indicated that the CART model had a relatively better performance compared to MLR model. Overall, both methods
could not estimate species richness and diversity very precisely based on Landsat 8 OLI Satellite data in the region suggesting the
necessity to use high-resolution satellite data for the best evaluation of forests diversity indices in mountainous forests.

Key words: Arasbaran, Biodiversity, Image processing, Remote sensing, Iran.

RESUMEN

Una de las preocupaciones mas importantes en la gestion forestal es la preservacion y el desarrollo de la biodiversidad. Este estudio
pretende estimar la riqueza, la uniformidad y la diversidad de especies de plantas lefiosas en el Area Protegida de Arasbaran (provincia
de Azerbaiyan Oriental, Iran) a partir de imagenes del satélite Landsat 8 OLI y usando modelos de Regresion Lineal Multiple (MLR) y
Arboles de Regresion y Clasificacion (CART). En un rango de elevacion de 1.000 - 1.850 m, se seleccionaron un total de 130 muestras
basadas en factores fisiograficos. En cada parcela de muestreo se registrd el nimero y tipo de especies arboreas dominantes en el dosel.
La modelizacion estadistica se llevo a cabo mediante la calibracion de los modelos MLR y CART. Los valores de R-cuadrado de los
modelos MLR estaban en el rango de 0,10 - 0,24 para predecir la riqueza, la uniformidad y los indices de diversidad de especies de
Shannon y Simpson basados en el verdor como tnica variable predictora (otras variables fueron excluidas de los modelos MLR). Los
valores de R-cuadrado de los modelos CART fueron iguales a 0,21, 0,42, 0,41 y 0,42, respectivamente. La validacion de los resultados
indicd que el modelo CART tenia un mejor rendimiento relativamente en comparacion con el modelo MLR. En general, ningin
método pudo estimar la riqueza y diversidad de especies con mucha precision basandose en los datos del satélite Landsat 8 OLI en la
region, lo que sugiere la necesidad de utilizar datos de satélite de alta resolucion para la mejor evaluacion de los indices de diversidad
en los bosques de montafa.

Palabras clave: Arasbaran, Biodiversidad, Procesamiento de imagenes, Teledeteccion, Iran.

INTRODUCTION

In recent decades, the decrease in species diversity
has become one of key ecological problems (Iordan et al.
2018). Species diversity plays an important role in the sta-
bility of forest ecosystems, because the presence of more
species in an area will support a more complex structure

of natural ecosystems, which is known to be more sustai-
nable to changes in environmental conditions (Garet ef al.
2012). The most important component of species diversi-
ty is species richness. The other component is evenness,
which is related to individual’s frequency distribution
among species. The combination of the two concepts of ri-
chness and evenness indicate the species diversity (Morris
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et al. 2014). Recording plant species richness and diversi-
ty on the landscape scale often requires considerable time
and effort (Warren et al. 2014). Remote sensing images
introduce a considerable potential to supervise and predict
biodiversity on many spatial and temporal scales and to
provide valuable information on biodiversity distribution.
Compared to other data collection methods, remote sen-
sing techniques provide specific capabilities due to their
characteristics, such as integration, repetition and a per-
fect spatial cover for large areas (Rocchini et al. 2016).
Data obtained by remote sensing images with adequate
spectral resolution could determine richness and diversi-
ty of plant species, although identification of appropriate
spectral bands and their combinations is challenging (Peng
et al. 2018). Applications of remote sensing in biodiver-
sity research mainly focus on establishing the nature of
the relationships between spectral information of satelli-
te images and tree species diversity measured in the field
(Madonsela et al. 2018). The use of satellite data, such
as Landsat imagery, provides the advantage of using fre-
quent multi-spectrum observations presenting acceptable
and satisfactory skills for spatial estimation of biodiversity
(Dube et al. 2019). Considering large archive and radio-
metric consistency, Landsat images can be used to analyze
changes in biodiversity over long periods (Savage et al.
2015). The potential advantages of Landsat imagery for
estimating tree species provide a promising tool for biodi-
versity monitoring (Machado et al. 2019). Several studies
have used remote sensing data to estimate richness, even-
ness and species diversity. For example, Mohammadi and
Shataee (2010) studied the relationships between species
diversity index and spectrum values of Landsat ETM+ for
the Hyrcanian forests (Iran). Likewise, Sivanpillai et al.
(2006) analyzed the relationship between ETM+ reflective
values and quantitative characteristics of loblolly pine (Pi-
nus taeda) in East Texas in the United States. Tessler et al.
(2016) studied the effects of the repeated fires on species
diversity using Landsat 7 images in the Mediterranean fo-
rests and showed a huge change in vegetation diversity. In
addition, Warren ef al. (2014) investigated the relationship
between image spectral value and plant species richness
and diversity using IKONOS satellite images. The results
illustrated that despite high spatial resolution of IKONOS
satellite images, diversity was only estimated at a medium
level that mainly depended on its low spectral resolution.
Different statistical algorithms were applied to evaluate
relationships between diversity indices as dependent and
spectral data extracted from satellite images as indepen-
dent variables in different studies.

Classification And Regression Trees (CART) and Mul-
tivariate Linear Regression models (MLR) algorithms
have been widely used to evaluate these relationships
(Mohammadi and Shatace 2010). The CART algorithm
is a non-parametric modeling approach that recursively
partitions the data to find increasingly homogeneous sub-
sets (Mohammadi and Shatace 2010). However, CART
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is sensitive to small variations in training dataset, which
could cause instability in variable selection and could
adversely impact the predictive performance of the final
model (Meng ef al. 2016). The MLR method, as a parame-
tric modeling method, has been commonly employed in
forestry research. Although, this statistical technique has
been criticized for its limitations, such as assumptions of
both linearity and independence between variables (Dye
et al. 2012). Therefore, there is a need to conduct studies
to compare CART and MLR algorithms for estimating the
woody species diversity using remotely sensed data.

Arasbaran deciduous forests, located in northwestern
Iran, have provided high biodiversity in specific climatic
conditions with an area of about 140,000 ha. These forests
are very important in terms of conservation of biological
reserves, prevention of soil erosion and ecotourism servi-
ces. Around 1,334 plant species belonging to 493 genera
and 97 families have been identified in the Arasbaran fo-
rests (Haghjou ef al. 2015). To the best of our knowledge,
no research has been conducted in Arasbaran forests so far,
especially linking the potential of Landsat OLI imagery
data to better understand biodiversity. To this aim, we here
consider two working hypotheses: 1) Landsat OLI images
can be used to estimate the woody species diversity, and 2)
The CART method, as a non-parametric algorithm, can get
more desirable results than those obtained by the MLR, as
a parametric method, for estimating the woody species di-
versity in the Arasbaran forests. This study aims at relating
NDVI (Normalized Difference Vegetation Index), NDMI
(Normalized Difference Moisture Index), topographic
factors (elevation, slope and aspect) and the Tasseled cap
transformation components indices (obtained from Landsat
8 OLI imagery) with tree species richness, evenness and
diversity in the Arasbaran forests. Finally, we also attempt
to evaluate the capabilities of the CART and MLR methods
as statistical modeling approaches to realize useful and
applicable relationships between tree species diversity and
spectral data extracted from Landsat 8 OLI images in the
study area.

METHODS

Study area. This study was conducted in Arasbaran pro-
tected area with a total area of 78,560 ha, which is located
at longitude of 46° 45 77 to 46° 45° 52" East, and latitude
of 38° 55°43” to 38° 56° 22” North (Figure. 1). The alti-
tude range varies from 1,000 to 1,850 m above sea level.
The annual precipitation is about 500-600 mm, and soil
types are mostly of brown and calcareous brown (Haghjou
et al. 2015).

Field sampling. A stratified random sampling method was
used to define the location of sampling plots. Stratification
of sampling plots followed four main aspects (North, East,
South and West), three slope classes (0-30, 30-60 and >
60 %), and four elevation classes (1,000-1,250; 1,250-
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Figure 1. Location of the study area.

Ubicacion de la zona de estudio.

1,500; 1,500-1,750 and > 1,750 m). A total number of 130
samples were selected based on digital maps of elevation
(m), slope (%) and aspect (deg.) with 30-meter spatial
resolution (UTM Zone 38N) that were provided in Arc-
GIS software for better locating plots under a proposed
stratified sampling framework. The plots of 30 m x 30 m
were designed ensuring that corners of each plot corres-
pond to Landsat pixels. In each sample, we recorded all
tree species in the canopy layer and counted the number
of individuals of each species within each sample. Thus,
abundance for each species was considered as the num-
ber of individuals per sample. Geographical location of
the center of each sample was obtained by GPS. Seventy
percent of the collected data were randomly used at the
statistical modeling stage and 30 % of the remaining data
were used at the validation stage.

Species diversity indices. Margalef species richness index,
Shannon evenness, Shannon diversity index and Simpson
diversity index were calculated based on abundance of tree
species via software PC-ORD software version 5.

Landsat 8 Satellite Image Processing. The Landsat 8 ima-
ge was used for the Arasbaran protected forests. Landsat
8 satellite has two main sensors: the Operational Land
Imager (OLI) and the Thermal Infrared Sensor (TIRS).
OLI collects images using nine spectral bands in different
wavelengths of visible, near-infrared and shortwave light
to observe a 185 kilometer (115 mile) wide swath of the
earth in 15-30 meter resolution providing sufficient resolu-
tion to distinguish features as urban centers, farms, forests
and other land uses. The red (band 4) and near-infra red

(band 5) have spatial resolution of 30 meters. Radiometric
and atmospheric corrections were performed using ENVI
5.3 software. The FLAASH module as a useful tool was
applied for atmospheric correction (Beigiheidarlou et al.
2019). False color composite of the Landsat 8 OLI image
with RGB: 543 for a representative date of growing sea-
son and cloud-free satellite image, which was available for
the study area and was close to the sampling period, was
used for this study. The sampling plots used to collect the
tree species data in the field were overlaid on each Land-
sat-8 image. Raster layers of vegetation indicators inclu-
ding NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) and
NDMI (Normalized Difference Moisture Index), as com-
monly used and promising independent variables in esti-
mation of biodiversity indices, and Tasseled Cap Transfor-
mation (TCT) components were generated corresponding
to each plot using the widely used coefficients shown in
Table 1 (Baig et al. 2014). In fact, the TCT compresses
and decorrelates the data into few bands (i.e. brightness,
greenness and wetness) associated with physical scene
characteristics of the land surface. These are the most im-
portant components mostly discussed in literature (Baig et
al 2014).

Regression models: MLR and CART. The average values
of spectral reflectance (0-1) obtained from kernel and the
eight neighboring cells covering a specific plot, the TCT
components, NDVI and NMDI, as well as slope, elevation
and aspect values for each plot were extracted from the
above-mentioned raster layers with a cell size of 30 m. The
TCT components were brightness, greenness and wetness.
Here, the relations between above-mentioned independent
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variables and species richness, evenness and diversity in-
dices (RiEvDi: dependent variables) were studied using
MLR and CART methods in SPSS software version 21.
The association between brightness, greenness, wetness,
NDVI and NDMI variables and all species diversity indi-
ces was tested by correlation (Pearson correlation coeffi-
cients).

Model efficiency criteria. Regression models were valida-
ted by root mean square error (Eq. 1), bias (Eq. 2) and bias
percentage (Eq. 3) (Madonsela ef al. 2018) as follows:

RMSE = /S, (Xi — Y1) /n [1]
Bias = X", (Xi — ¥i) [2]
"
R R .
Bias, = ﬂz+nm % 100 [3]

Let, Yi is the observed value (measured value), Xi is
the estimated value by the regression model, and n is the

number of observations (81 samples at modeling stage and
35 samples at validation stage).

RESULTS

Woody species frequency and diversity. In all, 26 woody
species belonging to 13 plant families were identified in
the study area (Table 2). Quercus petreae L. and Carpinus
betulus L. were the most frequent species. The mean and
standard deviation of species richness, Shannon evenness,
Shannon diversity and Simpson diversity indices were 3.3
(£1.01), 5.8 (£0.23), 0.67 (£0.34) and 0.37 (£0.18) res-
pectively.

Predicting models. The results of the Pearson correlation
analyses are given in Table 3. No significant correlation
was found between all species diversity indices and bright-
ness index, but these indices were negatively correlated
with greenness, wetness, NDVI and NDMI variables.

The results of MLR model showed that greenness had
a significant but lower relationship with species richness,

Table 1. Coefficients for the Tasselled Cap Transformation (TCT) for Landsat 8 bands.

Coeficientes de la Tranformacion de la Capa de la Tapa (TCT) para las bandas del Landsat 8.

TCT" Band 2 (Blue) Band 3 (Green)  Band 4 (Red) Band 5 (NIR)  Band 6 (SWIR1) Band 7 (SWIR2)
Brightness 0.3029 0.2786 0.4733 0.5599 0.508 0.1872
Greenness -0.2941 -0.243 -0.5424 0.7276 0.0713 -0.1608
Wetness 0.1511 0.1973 0.3283 0.3407 -0.7117 -0.4559
* TCTs are shown here only for the first three principal components (see)
Table 2. The frequency of woody plant species in sampling plots in the Arasbarn area.
La frecuencia de las especies de plantas lefiosas en las parcelas de muestreo en la zona de Arasbarn.
Species Family Frequency (%) Species Family Frequency (%)
Quercus petraea L. Fagaceae 40.3 Salix alba L. Salicaceae 0.009
Carpinus betulus L. Corylaceae 47.4 Corylus avellana L. Corylaceae 0.009
Acer campestre L. Aceraceae 341 Ulmus glabra H. Ulmaceae 0.027
Fraxinus rotundifolia Mil.  Oleaceae 2.48 Cornus mas L. Cornaceae 0.170
Cotoneaster integrrima M. Rosaceae 0.31 Palliurus spina Mil. Rhamnaceae 0.560
Lonicera bractedlaris B. Caprifoliaceae 0.53 Juniperus communis L. Cupressaceae 0.080
Juniperus oblonga M.B. Cupressaceae 0.86 Carpinus orientalis M. Corylaceae 1.115
Rhamnus cathartica L. Rhamnaceae 0.07 Prunus cerasif’ Ehrh. Rosaceae 0.090
Quercus velutina Lam. Fagaceae 0.73 Pyrus salicifolia Pall. Rosaceae 0.017
Sorbus torminalis L. Rosaceae 0.09 Berberis Vulgaris L. Berberidaceae 0.009
Prunus avium L. Rosaceae 0.215 Acer monspessulanum L. Aceraceae 0.090
Mespilus germanica L. Rosaceae 0.035 cornus australis C.A.M. Cornaceae 0.062
Juglans regia L. Juglandaceae 0.140 Crataegus orientalis Pall. Rosaceae 1.080
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evenness and Shannon and Simpson species diversity in-
dices compared to brightness, wetness, NDVI and NDMI

(Table 4).
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The descriptive statistical parameters of independent
variables of CART model are presented in Tables 5 and 6
at modeling and validation stages, respectively.

Table 3. Pearson correlation coefficients between species diversity indices and independent variables.

Coeficientes de correlacion de Pearson entre los indices de diversidad de especies y las variables independientes.

Variables NDMI NDVI Greenness Brightness Wetness
Richness -0.265 -0.282* -0.329 -0.113 -0.248
Evenness -0.394 -0.375 -0.414 0.08 -0.387
Shannon diversity -0.462 -0.461 -0.489 -0.074 -0.449
Simpson diversity -0.442 -0.439 -0.472 0.081 -0.43

*Bold numbers indicate significant correlation coefficient at 5% level.

Table 4. The best linear regression models for estimating species diversity indices. For all MLR models, NDVI, NDMI, Brightness
and Wetness indices were excluded from each mode by Stepwise method.

Los mejores modelos de regresion lineal para estimar los indices de diversidad de especies. Para todos los modelos MLR, los indices NDVI,
NDMI, Luminosidad y Humedad fueron excluidos de cada modo por el método Stepwise.

Predictant Predictor  Coefficient Intercept R?>  Adjunted R RMSE Bias F Sig.

Richness Greenness 5.171 -8.022 0.10 0.104 0.93 0.057 14.636 0.000™
Evenness Greenness 1.135 -2.340 0.17 0.207 0.37 -0.020 31.456 0.000"
Shannon diversity ~ Greenness 1.574 -3.825 0.24 0.252 0.46 -0.020 40.371 0.000™
Simpson diversity ~ Greenness 0.882 -2.131 0.22 0.252 0.50 -0.007 40.330 0.000™

Table 5. Descriptive statistics of independent variables at CART modeling step.

Estadisticas descriptivas de las variables independientes en el paso de modelizacion CART.

Parameters Elevation (m)  Aspect (deg.)  Slope (%) NDMI NDVI Wetness Greenness  Brightness
Minimum 1,140 1.80 2.12 0.10 0.52 -0.10 0.10 0.270
Maximum 2,155 359.58 56.74 0.45 0.89 0.02 0.32 0.460
Mean 1,505.2 184.65 43.47 0.32 0.80 -0.01 0.23 0.370
Std. Dev. 80.266 117.49 19.68 0.08 0.09 0.027 0.049 0.036
Sample size 81 81 81 81 81 81 81 81

Table 6. Descriptive statistics of independent variables at CART validation step.

Estadisticas descriptivas de las variables independientes en la etapa de validacion de CART.

Parameters Elevation (m)  Aspect (deg.) Slop (%) NDMI NDVI Wetness Greenness ~ Brightness
Minimum 1,319 6.0090 15.920 0.15 0.630 -0.080 0.130 0.280
Maximum 1,829 356.98 100.14 0.44 0.900 0.020 0.290 0.460
Mean 1,526.89 190.93 47.41 0.318 0.800 -0.020 0.230 0.370
Std. Dev. 166.76 114.67 17.540 0.080 0.075 0.026 0.044 0.038
Sample size 35 35 35 35 35 35 35 35
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As shown in Figure 2, the most suitable CART model
to estimate species richness had 6 nodes. Greenness and
brightness variables were considered as the most impor-
tant estimator to form decision tree branches.

CART model had 20 nodes to estimate species even-
ness. Wetness and greenness variables were selected as
effective variables in creating the branches (Figure 3). In
general, using the last nodes approach, separator variables
(decision) are less important than variables of the first
node (higher levels of the decision tree).

CART model had 34 nodes for estimating Shannon spe-
cies diversity, in which two vegetation indices (greenness
and NDVI) were defined as the most important decision
variable for creating the first and second nodes (Figure 4).

In the first and second nodes of the CART model used
to estimate Simpson species diversity, vegetation was an
effective variable on estimation of Simpson’s diversity in-
dex of woody species (Figure 5).

The values of RMSE, RMSEr, Bias and Bias % for mo-
deling stage are given in Table 7 and those for validation
stage are presented in Table 8.

The results of CART model showed that greenness and
wetness were respectively selected for estimating species

Species Evenness

Species Richness
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Figure 2. CART decision tree to estimate species richness.

Arbol de decision CART para estimar la riqueza de especies.
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Figure 3. CART decision tree to estimate species evenness.

Arbol de decision CART para estimar la uniformidad de las especies.
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Shannon diversity index
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Figure 4. CART decision tree to estimate Shannon species diversity.

Arbol de decision CART para estimar la diversidad de especies - indice de Shannon.

Table 7. CART performance criteria at modeling step.

Criterios de rendimiento de CART en la etapa de modelizacion.

Table 8. CART performance criteria at validation step.

Criterios de rendimiento de CART en la etapa de validacion.

Species Indices Bias% Bias RMSE R? Species Indices Bias% Bias RMSE R?

Richness 0.03 0.08 1.85 0.21 Richness 3.2 0.10 1.33 0.04
Evenness 0.04 0.01 0.17 0.42 Evenness 43 0.02 0.24 0.15
Shannon diversity 0.01 0.007 0.27 0.41 Shannon diversity 8.1 0.05 0.37 0.22
Simpson diversity 0.09 0.03 0.15 0.42 Simpson diversity 7.9 0.03 0.18 0.04
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Simpson diversity index

N
%
Predicted

Node0

81
100
0.349

Greenness improvement = 0.013

0.207
Nodel
N 24
% 30.357
Predicted  0.624

Aspect improvement = 0.002

>0.207

Node2
N 57
% 69.643
Predicted  0.273

Greenness improvement = 0.013

< 88.409 >8L109 < 0239 >o_|zso
Node3 Noded Nodes Nodes
N 5 N 19 N 37 N 20
% 3571 % 3571 % 46429 % 23214
Predicted 0291 Predicted  0.291 Predicted 0311 Predicted 00198
I y I NDVI improvement = 0.002
Slope improvement = 0.001 Slope improvement = 0.002 I
J | 10.'271 ST = 282641 Sr e
= 65.112 >65.112 | = |
Node9 Nodel0 Nodel 1 Nodel2 Nodel Node14
. N 14 N 6
N 13 N 8 N 3 M 2 % 16071 o 7.143
% 25.000 % 1.785 % 3571 % 42.857 ) ; % 2.
Predicted 0574 Predicted 0289 Predicted 0094 Prodicted  0.329 Predicler. 0148 Predicted 0318

Figure 5. CART decision tree to estimate Simpson species diversity.

Arbol de decision CART para estimar la diversidad de especies - indice de Shannon.

richness, Shannon and Simpson diversity indices and wet-
ness for evenness index, which were the best predictors
compared to other variables in the modeling step (Table 7).
Although regarding the results of CART models error cri-
terion at validation stage, this model was more effective in
estimating the species evenness, Shannon diversity indices
compared to other indices (Table 8). Figures 6 - 9 show
distribution plot diagrams using graphical comparison of
the results of CART model with the measured values of
plant diversity indicators (center of samples) at validation
stage. The closer to distribution points to the ideal fit line
1: 1, the more accurate they will represent modeling. The
point below the line means underestimation and the point
over the line means overestimation

DISCUSSION
This study was conducted to investigate the relations-

hip between the field-based estimations of woody species
richness and diversity indices and spectral data extracted
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from satellite images. All species diversity indices were
negatively correlated with greenness, wetness, NDVI and
NDMI variables in the Arasbaran forests (Table 2). This
seems to be mainly due to the fact that many plots were
dominated by oak (Quercus petraea) and hornbeam (Car-
pinus betulus) in the study area. The stands where the
number of tree species was low and stem density was high
in the region had lower diversity, although produced hig-
her spectral values (Ozdemir and Karnieli 2011). In this
regard, similar result were reported by Madonsela ef al.
(2018) who stated that Shannon diversity index was ne-
gatively correlated with NDVI when influenced by mono-
species canopy cover. Similarly, NDVI had the lowest co-
rrelation with species richness in dry forests in Brazil (Me-
deiros et al. 2019), wetlands in Italy (Rocchini e al. 2016)
and in dry tropical forests in India (Nagendra et al. 2010).
These results might be statistically significant because
vegetation indices such as the NDVI decrease amplitude
of values by rescaling the original data influencing pixel
value dispersion (Rocchini et al. 2016). In addition, Peng
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Grafico de dispersion de la diversidad de Simpson en el area
protegida de Arasbaran.

et al. (2018) found that plant diversity indices were not
significantly related to reflectance and Meng et al. (2016)
obtained very low and non-statistically significant corre-
lations when the stand was dominated by the coniferous
tree species, such as Cunninghamia lanceolata and Pinus
massoniana. Although these correlations were reported to
be significantly positive in temperate forests in Iran (Mo-
hammadi and Shataece 2010). In contrast, Chitale et al.
(2019) observed very high correlation between remote
sensing-based vegetation indices and plant richness in dry
deciduous forests. The acquired mixed reflectance of va-
rious plant species is effected by water content, leaf thic-
kness, mesophyll structure and canopy structure (Sytar et
al. 2017). Overall, the type of forest and complexity of
forest stands in points of multi-layers and species com-
position can affect on the output of estimations. Also, low
spatial resolution imagery or large pixel size of Landsat 8§
OLI may lead to estimate low-precision results, especially
for the extraction of tree diversity indices, due to its finer
detection weakness of spectral reflections of forest canopy.

The results of MLR model showed that greenness
had a significant relationship with all diversity indices.
However, brightness, wetness, NDVI and NDMI had no
significant explanatory power for estimating tree species
diversity via MLR models (Table 4). Consistent with this
assertion, Madonsela ez al. (2018) indicated that interac-
tion between NDVI and woody canopy cover was not
significant in explaining tree species diversity. Moreover,
Mohammadi and Shataece (2010) revealed that NDVI,
brightness and greenness were the most important variable
determining species richness and Simpson index variabili-
ty in the temperate forests of Iran. Although, our obtained
R’ values of MLR were lower than those of other studies
for estimation of different plant diversity indices. Moham-
madi and Shataee (2010) reported a value of R?= 0.59 for
species richness and R? = 0.45 for Simpson diversity using
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Landsat ETM+ in Hyrcanian forests of Iran. In addition,
Medeiros et al. (2019) illustrated a significant positive co-
rrelation between the near-infrared spectral band (Land-
sat 8 OLI) and the woody species richness (R =0.74, P <
0.001) in the largest dry forests in South America and this
band could be used for estimation of the species richness
using power and quadratic regression models.

Based on CART models, greenness and wetness were
defined as model predictors to estimate species richness
and diversity indices in the Arasbaran forests. Generally,
this model was more effective in estimating woody spe-
cies evenness and Shannon diversity indices according to
low values of RMSE and Bias values (see all scatter plots).
This is mainly because species richness is more influenced
than Shannon diversity index by the presence of rare spe-
cies (Ricotta ef al. 2008). Implementation of CART model
showed more explanatory power for estimation of plant di-
versity using Landsat ETM+ data in the Hyrcanian forests,
northern of Iran (Mohammadi and Shataee 2010) and in
tropical forests (Gillespie et al. 2009). Comparison of the
results of MLR and decision tree in CART models showed
that the efficiency of CART model was significantly better
for estimating species diversity indices than that of MLR
model, which is consistent with a previous work (Moham-
madi and Shataee 2010). In addition, It was stated that
CART, which did not need to make any assumptions about
the data, was a more robust statistical method to investi-
gate complex relationship between diversity variables and
remotely sensed data (Meng ef al. 2016).

CONCLUSIONS

Overall, in this study, we evaluated the capability of
Landsat 8 OLI Satellite image for the modeling and esti-
mation of various diversity indices, such as species rich-
ness and diversity in the Arasbaran forests in Iran by two
methods: MLR and CART. The results of this study showed
that the efficiency of CART model was considerably higher
than that of MLR for estimating woody species evenness
and Shannon diversity indices. Although CART could not
estimate species richness and diversity very precisely based
on Landsat 8 OLI Satellite data in the region, suggesting
the necessity to use high-resolution satellite data for the best
evaluation of forest species richness in mountainous forests.
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SUMMARY

Obtaining high-quality native species seedlings and sustainable alternatives for seedling production are currently some of the bottlenecks
for successful restoration plantings in degraded ecosystems. This study evaluated the survival and vigor of seminal seedlings of
Mimosa flocculosa, M. micropteris and M. incana, produced in three containers (110 cm?® and 55 cm® polypropylene tubes and 58 cm?
SISBGC type biocompostable container) for ecological restoration purposes in the phytogeographic region of Mixed Ombrophilous
Forest. Survival, total height, stem diameter, shoot and root dry biomass, sturdiness quotient, Dickson’s quality index and technical
efficiency were evaluated. Survival percentages were higher for the three Mimosa species throughout all evaluations and in the three
containers, with an average over 95 %, demonstrating the viability of the seedling production protocol used. Although the 110 cm?
tube favored larger seedling growth, especially in M. flocculosa, the SISBGC tube showed similar efficiency for M. micropteris and
M. incana. We conclude that a good performance in the nursery, associated with the bio-decomposition characteristics, makes SISBGC
an excellent alternative for producing native seedlings for ecological restoration purposes.

Keywords: biodegradable tube, native species of Brazil, ecological restoration, forest nurseries, Mixed Ombrophilous Forest.

RESUMEN

La obtencion de plantulas de especies nativas de alta calidad, asi como alternativas sostenibles para la produccion de plantulas,
representan hoy algunas de las limitaciones para el éxito de las plantaciones de restauracion de ecosistemas degradados. Asi, el
objetivo fue evaluar la supervivencia y vigor de plantulas seminales de Mimosa flocculosa, M. micropteris y M. incana, producidas
en tres recipientes (tubos de polipropileno de 110 cm® y 55 ¢cm® y recipiente biocompostable tipo SISBGC de 58 cm?®), con fines de
restauracion ecoldgica en una region fitogeografica de Bosque Mixto Ombroéfilo. Se evalud la supervivencia, altura, diametro del
tallo, biomasa de tallo seco y raiz, coeficiente de robustez, indice de calidad de Dickson y eficiencia técnica. Hubo altos porcentajes
de supervivencia para las tres especies del género Mimosa a lo largo de todas las evaluaciones y en los tres paquetes utilizados, con
un promedio superior al 95 %, demostrando la viabilidad del protocolo de produccion de plantulas utilizado. Si bien el tubo de 110
cm?® favorecid un mayor crecimiento de plantulas, principalmente en M. flocculosa, para M. micropteris y M. incana, el tubo SISBGC
mostré una eficiencia similar. Asi, el buen desempefio en vivero, asociado a la caracteristica de biodecomposicion, hacen del SISBGC
una excelente alternativa para la produccion de plantulas nativas con fines de restauracion ecologica.

Palabras clave: tubos biodegradables, especies nativas de Brasil, Bosque Mixto Ombrdfilo, restauracion de ecosistemas degradados,
viveros forestales.

INTRODUCTION mical and biological properties (Marchetti and Barp 2015).

Among the subfamilies, Caesalpinioideae has 73 genera in

The Fabaceae family, popularly known as legumes, is
currently divided into six subfamilies (LPWG 2017). Five
of these families are represented in Brazil, comprising 253
genera and 3,033 species (Flora do Brasil 2020). Many
of its species are associated with nitrogen-fixing bacteria,
which form root nodules that improve soil physical, che-

Brazil, being Mimosa sp. the second most expressive ge-
nus, with about 373 species (Dutra et al. 2020).

The genus Mimosa is a functionally important group,
characterized by fast growing species and good vegetati-
ve regeneration capacity, giving species a high potential
for their use to recovering degraded ecosystems (Doura-
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do et al. 2013). Many species are pioneers and can colo-
nize disturbed sites, acting as nucleating species by im-
proving soil quality and facilitating the establishment of
other plants (Brancalion et al. 2015). Currently, vigorous
pioneer species are valuable for the initial phase of ecosys-
tem recovery, as their competitive capacity is an enormous
advantage over colonization by species that inhibit natural
regeneration, e.g., many invasive grass species (Fragoso
et al. 2017). For example, the species Mimosa flocculosa
Burkart, Mimosa micropteris Benth. and Mimosa incana
Benth. are considered important components for restoring
Permanent Preservation and Legal Reserve Areas in Brazil
(Carpanezzi and Zanona 2017).

Among the challenges of ecological restoration is the
growing demand for native species in forest nurseries,
which points to the need to develop research that optimi-
zes the production of quality seedlings that can meet the
objectives of plantations (Grossnickle 2016). Several fac-
tors guide seedling production in forest nurseries to pro-
vide higher survival in the field. Among the main factors,
the type of container and its dimensions highly influence
forest species seedling quality and production costs, being
significant for plant growth (Pias et al. 2015). A suitable
container must ensure the proper development of the root
system until the seedling dispatch stage, generating good
architecture and aggregating roots to the substrate, and
thus favoring the survival and initial growth of seedlings
in the field (Freitas ef al. 2018).

Many containers are used to produce native species
seedlings, from traditional “plastic bags” to biodegrada-
ble materials, with rigid plastic tubes being the most com-
monly used material. The wide use of these tubes has been
justified by lower substrate consumption and optimization
of time and production area and the ease of field transport
and good root system formation (Cabreira ef al. 2021). In
contrast, the need to disinfect packaging, high shipping
costs and damage to the root system have required viable
alternatives to this production system. To overcome these
limitations, certain biodegradable materials have recently
emerged on the market (Ferraz et al. 2015, Harris et al.
2020); however, such materials require high investments
by forest nurseries including structural modifications to
adapt the production system. Recently, the compostable
germinating cradle (SISBGC) is an alternative to traditio-
nal production systems in rigid plastic tubes, adapting to
traditional production structures and offering the advanta-
ges of already consolidated biodegradable materials.

To determine the quality of forest seedlings used in
reforestation programs, morphological and physiological
variables can be used, both of which are defined by gene-
tic (propagule) and environmental factors such as cultural
treatments in the nursery (Grossnickle and MacDonald
2018). Among the morphological variables, shoot height,
stem diameter and dry shoot and root biomasses stand out
as the most common to assess the quality of seedlings in
the nursery (Grossnickle and MacDonald 2017). These va-
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riables, in turn, can be used to calculate indices such as
the sturdiness quotient (H/SD) and Dickson quality index
(DQI), which make it possible to assess the growth balan-
ce of seedlings and provide a measure of their performance
potential in the field (Gomes et al. 2019).

Thus, considering all the highlighted aspects, the ob-
jective of this study was to evaluate the survival and vigor
of seminal seedlings of M. flocculosa, M. micropteris and
M. incana, produced in SISBGC tubes (58 cm?) and poly-
propylene tubes with two separate volumes (55 and 110
cm?), to restore degraded ecosystems.

METHODS

The experiment was conducted between August and
November 2019, at the premises of the Forest Nursery
of State University of Ponta Grossa (UEPG), in the mu-
nicipality of Ponta Grossa (Parand, Brazil) (25°5'40" S,
50°9'48" W, 956 m). The region climate is Cfb type, cha-
racterized as humid subtropical, with mild summers and
average temperature around 18 °C, and a maximum of 24
°C and a minimum of 13 °C. The average annual rainfall
for the region ranges between 1,500 mm and 1,800 mm,
with rainfall distributed evenly throughout the year and
frosts occurring in autumn and winter.

Three shrubby species of the Fabaceae family M. floc-
culosa, M. micropteris and M. incana were evaluated. The
ecology laboratory of Embrapa Florestas provided the
seeds. Before the experiments, seeds were disinfected in
1 % sodium hypochlorite solution (NaClO) for 3 minu-
tes. Subsequently, the seeds were subjected to dormancy
breakage by immersion in 80 °C water, which was allowed
to cool for 24 hours.

Seeds were sowed in three different containers
(treatments) as follows: I - 58 cm?® SISBGC (Intelligent and
Sustainable Compostable Germinator Cradle System) type
biodegradable tubes, II - 55 cm?® polypropylene tubes, III
- 110 cm? polypropylene tubes. The containers were filled
with Carolina Soil® commercial substrate (composed of
Sphagnum peat), expanded vermiculite, dolomitic limes-
tone, agricultural gypsum and NPK fertilizer, with 4 kg m*
of Osmocote® 5-6M (NPK 18-5-9).

Sowing was performed manually, using two seeds per
container covered with a 0.2 cm layer of vermiculite. Af-
terwards, the containers were kept in a shade house for 60
days (70 % shading and micro-sprinkler irrigation, with
four daily irrigations that lasted for 5 minutes and flow
rate of 144 L hour'). After 30 days in the shade house, the
seedlings were thinned, keeping the taller and more centra-
lized seedlings in the container.

Starter fertigation was carried out 30 days after sowing
by applying 5 L of a solution composed of 0.15 g L' am-
monium sulfate, 2.3 g L' of Yoorin MG, 1.6 g L' potas-
sium chloride and 0.25 g L' of FTE BR 10 (7 % Zn, 4 %
Fe, 4 % Mn, 0.1 % Mo, 2.5 % B, 0.8 % Cu) to 1,000 seed-
lings. At 45 and 60 days after sowing, 5 L of growth fer-



tilizer composed of 4 g L' urea, 3 g L' of Yoorin MG,
3 g L' of potassium chloride and 0.25 g L' of FTE BR 10
were applied to 1,000 seedlings. At 75 days after sowing,
rustification fertilization was performed by applying 5 L of
a solution composed of 4 g L' of ammonium sulfate, 10 g
L' of Yoorin MG, 4 g L' of potassium chloride and 1 g L"!
of FTE BR 10 to 1,000 seedlings.

After 60 days in a shade house, the seedlings were
transferred to the rustification area (full sun and micro-
sprinkler irrigation, with two daily irrigations lasting 10
minutes and flow of 144 L hour'), where they stayed for
105 days.

Throughout the experiment, the variables survival,
total height (H), stem diameter (SD), shoot dry biomass
(SDB), root dry biomass (RDB) and total dry biomass
(TDB) were evaluated. Survival and total height were eva-
luated at 30, 60, 90 and 105 days after sowing. Stem dia-
meter was measured at 60, 90 and 105 days after sowing.
At 105 days after sowing, four plants were selected per
sampling unit to evaluate the shoot dry biomass, root dry
biomass and total dry biomass. Dry biomasses were ob-
tained by drying the material in an oven for 48 hours at
65 °C, with subsequent weighing on an analytical scale
with precision of 0.001 g. From this data, the sturdiness
quotient (H/SD) was calculated for each species at 60, 90
and 105 days. The Dickson quality index was determined
by the following formula [1]:

TDE

Dol =
Q Wﬁ_"’ﬁj [1]

Where,

DOQI = Dickson quality index.

TDB = Total dry biomass (g).

SDB/RDB = Shoot-to-root dry biomass ratio
H/SD = Sturdiness quotient.

Additionally, for the quantitative classification of
treatments for each species, technical efficiency was cal-
culated at 105 days, according to the following formula [2]
adapted from Kratz ef al. (2016):

TE = (TDB * 0.45) + (SDB * 0.25) + (RDB * 0.10) + 2]
(SD * 0.10) + (H * 0.10)

Where,

TE = technical efficiency.

TDB = Total dry biomass (g).
SDB = Shoot dry biomass (g).
RDB = Root dry biomass (g).
SD = Stem diameter.

H = Total height

Following a completely randomized design, the expe-
riment was installed in a split-plot design, with four re-
plicates of 20 seedlings per experimental unit. The main
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plots corresponded to the three containers, and the sub-
plots to the four evaluation periods (30, 60, 90 and 105
days). The treatment variances were evaluated for homo-
geneity by the Bartlett Test (P < 0.05). The variables with
significant differences (P < 0.05) in the variance analysis
(ANOVA) had their means compared by the Tukey test
(P <0.05).

RESULTS

We found high survival percentages for the three Mi-
mosa species in all evaluations and the three different
containers, with an average of 96.5 %. The analysis of
variance (ANOVA) revealed a significant interaction bet-
ween the factors container and periods evaluated only for
the height of M. flocculosa and M. incana, which showed
higher growth in the three container types from 90 days of
evaluation (Table 1). In M. micropteris, despite the absen-
ce of interaction between the variables, there was a signifi-
cant increase in height over the three evaluations, reaching
a final height that was higher than that obtained for the
other species.

In general, superior height and diameter values were
obtained for the species M. flocculosa in the 110 cm? tubes
(Table 1 and Figure 1). For M. micropteris, SISBGC and
110 cm? tubes showed similar growth in diameter and hig-
her growth than that shown by the 55 cm? tube; however,
they presented no statistical differences for height. Similar
height values were also found between SISBGC and 110
cm?® tubes for M. incana, which showed no differentiated
growth in diameter in any of the containers. Considering
the increase in diameter over the evaluated periods, only
M. incana maintained the same growth pattern in all eva-
luations.

Analyzing the H/SD, SDB, RDB and DQI at 105 days of
evaluation, no statistical differences were observed among
the containers for any of the three species studied (Table 2).
Only for TDB and TE, higher values were observed for
M. flocculosa in 110 cm? tubes and did not repeat for the
other species. It should be noted that the TDB values obtai-
ned for M. flocculosa in 110 cm? tubes did not differ from
the SISBGC values.

The correlation analysis presented in Table 3 reveals
that stem diameter, TDB, SDB and RDB were determinant
for the values obtained from DQI and TE for the three spe-
cies studied. However, total height was positively correla-
ted to TE only, in all three species, which was also verified
for H/SD in M. flocculosa.

DISCUSSION

The high survival for the three Mimosa species in the
three containers studied demonstrates the viability of the
seedling production protocol used and highlights how
well the species adapted to the environmental conditions
in the shade house and full sun. This is also evidenced by
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Table 1. Total height of M. flocculosa, M. micropteris and M. incana seedlings at 30, 60, 90 and 105 days of evaluation, in three
different containers: 58 cm? SISBGC tube, 55 cm*and 110 cm? polypropylene tubes.

Altura de las plantulas de M. flocculosa, M. micropteris y M. incana a los 30, 60, 90 y 105 dias de evaluacion, en tres paquetes diferentes:

tubo SISBGC de 58 cm’, tubos de polipropileno de 55 cm®y 110 cm’.

Total height (cm) - M. flocculosa

Containers 30 days 60 days 90 days 105 days Means
58 cm?® SISBGC 2.09 aC 4.59 bB 10.96 bA 11.94 bA 7.40
55 c¢cm? polypropylene tube 1.96 aC 4.82 abB 9.46 bA 10.64 bA 6.72
110 cm? polypropylene tube 2.28 aD 6.39 aC 17.93 aB 20.26 aA 11.71
Means 2.11 5.27 12.78 14.28
Coefficient of variation (a) = 10.86 % (b) = 9.96 %
Containers Total height (cm) - M. micropteris Means
30 days 60 days 90 days 105 days
58 cm® SISBGC 2.54 11.53 26.44 29.61 1753 a
55 ecm?® polypropylene tube 2.26 10.38 23.99 23.19 1495 b
110 cm?® polypropylene tube 2.55 10.47 24.97 25.85 1596 ab
Means 245 C 10.79 B 25.13 A 2621 A
Coefficient of variation (a) = 11.76 % (b) = 16.42 %
Containiers Total height (cm) - M. incana Means
30 days 60 days 90 days 105 days
58 cm® SISBGC 296 aC 9.02 aB 1837 aA 20.51 aA 12.71
55 cm?® polypropylene tube 2.77 aC 7.64 aB 14.66 DbA 1521 DbA 10.07
110 cm?® polypropylene tube 3.05 aC 9.15 aB 18.20 aA 19.55 aA 12.49
Means 2.93 8.60 17.07 18.42

Coefficient of variation (a) = 12.67 % (b) = 23.54 %

Means followed by the same lowercase letter in column and capital letter on the line do not differ between them by Tukey’s test (P < 0.05).
Los promedios seguidos de la misma letra mintiscula en la vertical y letras mayusculas en la horizontal no difieren significativamente entre si mediante

la prueba de Tukey (P < 0,05).

the growth in height and diameter obtained in the three
evaluations (Table 1 and Figure 1). The higher values of
height and diameter observed in the 110 cm?® tube compa-
red to the 55 cm?® tube reinforce results that point to better
development of the root system in larger containers since
there is more space for roots to distribute and more nu-
trients available for absorption by seedlings (Feletti et al.
2020). However, the efficiency of the 58 cm?® SISBGC tube
(which is sometimes comparable to the 110 cm?® tube in
this study about the diameter and height values obtained
for M. micropteris and M. incana, respectively) demons-
trates that not only is the volume of the container impor-
tant for adequate development of the root system, but the
container morphology could also lead to quality seedlings
in the nursery since the quality of the root system is rela-
ted to the adequate stem development. According to some
authors, the quality standard of seedlings is highly corre-
lated to the height and diameter of the stem, determining
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higher survival and growth rates in field (Grossnickle and
MacDonald 2017, Freitas et al. 2018).

Another aspect worth mentioning is the composition
of the SISBGC tube, which comprises about 80 % cal-
cium carbonate (CaCO,), of which approximately 50 % is
converted into CO, and the rest into CaO. Carbon dioxide
can interact with water and release hydrogen ions (H"), re-
ducing the pH of the substrate, with cations available for
root absorption. In turn, calcium is considered an impor-
tant macronutrient for vegetables. It is a constituent of cell
walls, particularly the middle lamella, and also required
for cell division, and therefore, for better seedling growth.
In addition, it contributes to higher solubility of other nu-
trients, increasing the cation exchange capacity (CTC) of
the substrate (Thor 2019), which could be related to the
results found in this study. It is noteworthy, however, that
even though the holes in the sides of SISBGC tubes pro-
vide better distribution of the root system throughout the



BOSQUE 42(3): 395-402, 2021
Compostable tube for seedlings production of Mimosa spp.

A B
37
E£25 a a a
5 2 b 1.52 1.61 b b 1170
© 1.25
E151 o9 i | : 112
o 1 [ I
£05¢
23}
g 3 a a D A

| 2.10 a
£25 . 2.02 1903 b 2
g 2 1.57
e 1.25 | I I
a 1t
g 051}
ZI|
’IEE‘ S 2?7 " a

. a I
£ 2 a 1 1.61 a 1.84 a
5 2 1.54 . 1.49
© 15| 100 I . ;
St
£ 05
» 0
60 days 90 days 105 days SISBGC 55 cm?3 110 cm®

Figure 1. Stem diameter of M. flocculosa (A, B), M. micropteris (C, D) and M. incana (E, F) seedlings at 60, 90 and 105 days of
evaluation and three different containers: 58 cm?® SISBGC tube, 55 cm?and 110 cm® polypropylene tubes. Means followed by the same
letter do not differ between them by Tukey’s test (P < 0.05). The bars indicate the standard error of the mean.

Diametro de las plantulas de M. flocculosa (A, B), M. micropteris (C, D) y M. incana (E, F) a los 60, 90 y 105 dias de evaluacion, en
tres paquetes diferentes: tubo SISBGC de 58 ¢cm?, tubos de polipropileno de 55 cm®y 110 cm®. Las medias seguidas de la misma letra no difieren
significativamente segun la prueba de Tukey (P < 0,05). Las barras indican el error estandar de la media.

Table 2. Means and standard deviation (+) of sturdiness quotient (H/SD), total dry biomass (TDB), shoot dry biomass (SDB), root dry
biomass (RDB), Dickson’s quality index (DQI) and technical efficiency (TE) of M. flocculosa, M. micropteris and M. incana seedlings
at 105 days of evaluation, in three different containers: 58 cm?® SISBGC tube, 55 cm?and 110 cm? polypropylene tubes.

Medias y desviacion estandar (+) del coeficiente de robustez (H/SD), biomasa seca total (TDB), biomasa de tallo seco (SDB), biomasa seca
de raices (RDB), indice de calidad de Dickson (DQI) y eficiencia técnica (TE) de las plantulas de M. flocculosa, M. micropteris y M. incana a los 105
dias de evaluacion, en tres paquetes diferentes: tubo SISBGC de 58 cm’, tubos de polipropileno de 55 cm’y 110 cm’.

Containers H/SD TDB (g) SDB (g) RDB (g) DQI TE Rank
M. flocculosa
58 cm® SISBGC 8.41+0.75 2.56+0.65 ab 1.64+0.52 0.92+0.14 0.25+£0.06  3.00+0.32 b 2

55 em? polypropylene tube  8.33+0.91 2.16+0.64 b 1.50+0.53 0.67+0.13 0.20+0.04 2.60+0.55b 3
110 ecm® polypropylene tube ~ 9.54+0.90 3.49+0.38 a 2.41+0.32 1.08+0.25 0.30£0.06  4.52+0.25 a 1

M. micropteris

58 cm? SISBGC 13.20+1.16 4.31£1.30 2.45+0.76 1.86+0.69 0.30+0.09  5.92+1.02 1

55 cm? polypropylene tube  12.67+1.19 3.03+0.57 1.96+0.41 1.07+0.19 0.21+£0.02  4.46+0.65 3

110 cm?® polypropylene tube  11.59+0.26 4.53+1.14 2.89+0.99 1.64+0.16 0.34+0.08  5.73+0.88 2
M. incana

58 cm? SISBGC 12.12+1.29 4.90+1.26 2.66+0.52 2.2440.75 0.37+£0.10  5.32+1.15 1

55 cm?® polypropylene tube  11.29+0.93 3.14+0.58 1.75+0.27 1.38+0.33 0.25+0.06  3.64+0.39 3

110 cm?® polypropylene tube  11.04+1.13 3.47+0.85 2.05+0.42 1.42+0.44 0.28+0.08  4.35+0.64 2

Means followed by the same letter do not differ between them by Tukey’s test (P < 0.05).
Las medias seguidas de la misma letra no difieren segun la prueba de Tukey (P < 0,05).
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Table 3. Correlation among biometric variables: total height, stem diameter, sturdiness quotient (H/SD), total dry biomass (TDB),
shoot dry biomass (SDB) and root dry biomass (RDB) with Dickson quality index (DQI) and technical efficiency (TE) of M. flocculosa,

M. micropteris and M. incana seedlings at 105 days of evaluation.

Correlacion entre las variables biométricas altura total, diametro, cociente de robustez, biomasa seca total (TDB), biomasa de tallo seco
(SDB) y biomasa de raices (RDB) con el indice de calidad de Dickson (DQI) y la eficiencia técnica (TE) de las plantulas de M. flocculosa, M.

micropteris y M. incana alos 105 dias de evaluacion.

Total height Stem diameter H/SD TDB SDB RDB
M. flocculosa
DQI 0.49 0.59 * 0.11 0.90 ** 0.78 ** 0.94 **
TE 0.90 ** 0.83 ** 0.62 * 0.92 ** 0.88 ** 0.77 **
M. micropteris
DQI 0.50" 0.77 ** -0.19™ 0.98 ** 0.93 ** 0.79 **
TE 0.79 ** 0.83 ** 0.18m 0.97 ** 0.85 ** 0.89 **
M. incana
DQI 0.58 ™ 0.71 ** -0.17n 0.95 ** 0.93 ** 0.95 **
TE 0.87 ** 0.77 ** 0.24 0.97 ** 0.97 ** 0.95 **

*=P<0.05, ** = P<0.01, ns = not significant.
* =P <0,05; ** = P<0,01; ns = no significativo.

container, they also increase moisture loss in the substrate,
thus requiring more frequent irrigation.

The absence of statistical difference between the H/SD
of the three containers for the three species can be explai-
ned by adjusting seedling growth between the stem and
root system, which is in turn related to the allocation of
reserves (Grossnickle and MacDonald 2017). The lowest
averages obtained for M. flocculosa reflect its lower growth
in height compared to other species, a characteristic that
can influence its development in the field. Some studies
have considered an H/SD under 10 as ideal for good qua-
lity seedlings, with the justification that values above this
could mean more important susceptibility of seedlings to
tipping in the field, due to the high etiolation and redu-
ced stem resistance (Rossa et al. 2013, Grossnickle and
MacDonald 2017), or even higher difficulty in absorbing
and transferring water to the upper parts, especially in field
conditions, where there is superior water requirement for
full initial planting establishment (Gomes et al. 2019).
However, these values have been suggested for conifers,
and further studies are needed to define suitable values for
native species. For example, despite the better nursery de-
velopment of M. micropteris and M. incana than the deve-
lopment shown by the species M. flocculosa, they presen-
ted H/SD over 10, ranging from 11.04 to 13.20.

Different species may respond differently to the phy-
sical restrictions generated by the root system due to the
smaller volume of the container used. These restrictions,
when present, seem to be related to the interference in the
synthetic functions of the root system and to its capacity
to absorb water and nutrients and translocate resources,
reflected in its biomass production (Judd et al. 2015). In
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this study, although there were no statistical differences
for SDB and RDB among the three containers, the highest
averages for the three species were observed in the 58 cm®
SISBGC and 110 cm?tubes compared to the 55 cm? tube.
Only M. flocculosa showed statistical differences for TDB
among the three containers. The lower value observed for
the 58 c¢cm? SISBGC tube compared to the 110 cm?® tube
may have occurred because this species is less tolerant to
well-drained substrates (Carvalho 2002), as was found in
SISBGC tubes, presumably causing lower growth of the
species.

Regarding DQI, which considers the biomass of the di-
fferent plant compartments, as well as the height and stem
diameter, there are no reference values in literature for
higher seedling quality of different native woody species.
This may hinder the analysis of the values obtained and
make further studies necessary to determine the optimal
value ranges for these plants in the nursery. However, M.
flocculosa presented a higher TE value for the 110 cm®tube
due to the higher averages obtained for TDB and SDB, re-
presenting important fractions of this index. As previously
mentioned, the highest averages of TDB and SDB in this
species for the 110 cm? tube compared to the SISBGC tube
are possibly related to the higher moisture loss in the latter
container. However, it does not seem to be a limiting factor
for M. micropteris or M. incana, where the averages for
TDB, SDB and RDB are comparable to those obtained for
the 110 cm? tube. In fact, considering the TE values ob-
tained for the three species, only in M. flocculosa did the
110 cm?tube rank higher than the SISBGC tube, while the
averages for M. micropteris and M. incana suggest that the
SISBGC is possibly tied to better seedling development.



These results are also reinforced by correlation analyses
between the variables and the DQI and TE indices, which
attest to the possibility of using these indices to predict the
response of plants in the field. Although it is not possible
to say for certain that the development of a seedling in
a nursery will reflect its development in the field, several
studies have reinforced that attributes such as stem dia-
meter and root dry biomass are related to higher or lower
susceptibility of seedlings to the stress of planting and abi-
lity to adapt to environmental conditions (Grossnickle and
MacDonald 2018). For example, well-developed roots in
dry and nutritionally poor soils are important hence plants
can more efficiently capture the few available resources.
However, higher heights provide a competitive advanta-
ge (i.e. access to light) in places with high weed compe-
tition, which may be more critical for seedling survival
(Grossnickle and MacDonald 2017). Regarding the SIS-
BGC tube, the highest RDB and lower SDB/RDB ratios
may be related to higher moisture loss in this tube, leading
the plant to develop a more branched root system to ensure
better contact with the substrate and, consequently, better
efficiency of water and nutrient absorption. It is assumed
that the proper development of the root system, in turn,
influences not only the performance of the seedling in the
nursery but mainly in the field and can ensure higher sur-
vival, which is particularly important if the planting oc-
curs in drier times when water supply becomes the most
influential factor for seedling survival in the first year after
planting (Grossnickle 2016).

Finally, although larger containers are often associated
with better seedling development (Pias ez al. 2015), they
present disadvantages such as lower production per unit
area and higher consumption of substrate and fertilizers,
which are not as costly when using smaller containers (Fe-
letti et al. 2020). For biodegradable packaging, costs are
reduced since tubes do not need to be disinfected to be
reused, as well as because seedlings do not need to be dis-
patched from them, and less human resources to remove
the seedlings from the plastic tubes and prepare them for
the expedition is required. Such maneuvering can be par-
ticularly stressful for the plant when the root system is not
well attached to the substrate (Grossnickle and El-Kassaby
2016), which can be mitigated by using SISBGC tubes, as
they aggregate roots better, are planted with the seedling
and can lead to higher survival in field. In fact, the root sys-
tem is so crucial that several studies have pointed out that
regardless of the species evaluated, RDB is the variable
that most influences the other variables and DQI, constitu-
ting the leading indicator of seedling quality (Rossa et al.
2013, Grossnickle and El-Kassaby 2016). Other research
has also frequently found that although seedlings produ-
ced in larger packages have significantly higher heights in
the nursery, this difference dissipates within a few months
after planting, and seedling growth mainly depends on the
quality of the root system (Feletti et al. 2020, Cabreira et
al. 2021). With well-formed root systems, seedlings more
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efficiently absorb the nutrients made available during
planting, and smaller seedlings gradually reach the larger
seedlings. Thus, in addition to factors such as the possibi-
lity of reusing the production system, ease of handling and
availability in the market, production costs should also be
considered when choosing the container since economic
viability is an important factor for seedling production.

CONCLUSION

Under the conditions in which the present work was
carried out, it is concluded that the production of seminal
seedlings of the species M. flocculosa, M. micropteris and
M. incana is a viable method in forest nurseries, and 110
cm®and 58 cm?® SISBGC tubes are the most recommended
for obtaining quality seedlings.

It is noteworthy that the optimization of space and ma-
terials must be considered in the elaboration of seedling
production protocols to reduce their time and cost of pro-
duction and provide higher quality and vigor for ecolo-
gical restoration plantations. Thus, although the 110 cm?
tube favors higher growth of seedlings in some cases, the
SISBGC tube has comparable efficiency and can be used
as a sustainable alternative for producing high quality
seedlings.
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Instrucciones para los autores de la revista Bosque, proceso de publicacion y politicas
para los arbitros

Instrucciones para los autores

Bosque es una revista cientifica que publica trabajos
originales relacionados con el manejo y produccién de
recursos forestales, ciencias y tecnologia de la madera,
silvicultura, ecologia forestal, conservacion de recursos
naturales y desarrollo rural asociados con los ecosistemas
forestales. Las fechas de publicacion son en abril, agosto
y diciembre de cada afio. Las contribuciones podran ser en
las modalidades de articulos, revisiones, notas u opinio-
nes, en castellano o inglés.

e Articulos. Informan acerca de investigaciones inéditas
de caracter cientifico que proyectan el conocimiento
actualizado en un campo particular contemplado en
los 4mbitos de la revista y estan sustentados en datos
procedimentales propios o generados a partir de otros
estudios publicados. La extension maxima de los ma-
nuscritos serd de 8.000 palabras, considerando todo su
contenido (incluye todos los archivos del manuscrito
con sus contenidos completos).

e Revisiones. Sintesis y discusion de la informacion
cientifica mas actual con respecto a un tema relevante
en el &mbito de la revista. La extension maxima de los
manuscritos serd de 8.000 palabras, considerando todo
su contenido.

e Opiniones. Analizan, desde un punto de vista perso-
nal o con apoyo bibliogréfico, un tema de actualidad
relacionado con el caracter de la revista. La extension
maxima de los manuscritos sera de 3.000 palabras,
considerando todo su contenido.

e Notas. Describen metodologias o técnicas nuevas en el
ambito de la revista, o bien informan acerca de inves-
tigaciones en desarrollo, con resultados preliminares.
La extension maxima de los manuscritos sera de 3.000
palabras, considerando todo su contenido.

Estructura de los manuscritos

La organizacion de articulos y notas debe seguir la si-
guiente estructura:

e Titulo. El titulo debe ser preciso y conciso. Elegir con
mucho cuidado todas las palabras del titulo; su aso-
ciacion con otras palabras deberia ser cuidadosamente
revisada. Debido al acceso internacional de la revista,
se recomienda incluir en el titulo informacion relevan-
te sobre la localizacion geografica del estudio cuando
corresponda.

Actualizacion de fecha: agosto 2011

e Autores. Indicar el nombre y apellido de todos los au-
tores con letras mintsculas, con las letras iniciales en
mayuscula. Separar los autores con coma. Ordene cada
direccién mencionando los datos necesarios, primero
la institucién matriz (por ejemplo, la universidad) y
luego las dependencias dentro de aquella en orden de-
creciente (por ejemplo, facultad, departamento, labo-
ratorio); a continuacion indique la ciudad y el pais de
residencia del autor. Aplique el formato del siguiente
ejemplo:

Nombrel Apellido1 ¢, Nombre2 Apellido2 **, Nombre3
Apellido3 *®

#Universidad Uuu, Facultad Ffff, Departamento de Dddd,
Ciudad, Pais.

*Autor de correspondencia: ° Instituto de Iiiii,
Departamento de Dddddd, Nombre de calle y niimero,
Ciudad, Pais, tel.: 56-63-2221056, correo@electronico.cl

e Resumen. Debe contener el planteamiento del proble-
ma, el objetivo, fundamentos metodologicos, resulta-
dos y conclusiones mas relevantes, con un maximo de
250 palabras. Evite descripciones largas de métodos y
no incluya citas bibliograficas ni los niveles de signifi-
cancia estadistica.

e Palabras clave. Como maximo cinco palabras (puede
incluir una o dos frases breves de un maximo de tres
palabras) que identifiquen claramente el tema del tra-
bajo. Se sugiere usar nuevas palabras no incluidas en el
titulo del manuscrito.

e [ntroduccion. Comprende planteamiento del problema,
importancia del tema, hipotesis si compete, objetivos,
alcances del trabajo y limitaciones para su desarrollo,
si es que las hubo. En este capitulo se realizara una
sintesis ¢ interpretacion de la literatura relacionada di-
rectamente con el titulo y objetivos del trabajo.

e Meétodos. Proveera informacion suficiente y concisa
de manera que el problema o experimento pueda ser
reproducido o facilmente entendido por especialistas
en la materia. Deberan sefialarse claramente las espe-
cificaciones técnicas y procedencia de los materiales
usados, sin describir materiales triviales. Los organis-
mos bidticos deberan ser convenientemente identifi-
cados de acuerdo con las normas internacionales que
correspondan. En los métodos empleados se debera
sefialar claramente el procedimiento experimental o
de captacion de datos y los métodos estadisticos, asi
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como los programas computacionales. Si el método no
fuese original, se indicara bibliograficamente; si fuera
original o modificado se describira convenientemente.
En cualquier caso, la presentacion de varios métodos
sera cronologica.

e Resultados. Incluye la presentacion sintética, ordenada
y elaborada de la informacion obtenida. Entrega resul-
tados en forma de texto escrito con apoyo de cuadros
y figuras, si corresponde, conjuntamente con analisis
e interpretacion de los datos. Se debera evitar tanto la
repeticion de detalles dados en otros capitulos como la
descripcion de aquello que sea evidente al examinar los
cuadros o figuras que se presenten.

e Discusion. Incluye la interpretacion integrada de los
resultados y, cuando corresponda, la comparacion de
ellos con los de publicaciones previas. Es un analisis
critico de los resultados de acuerdo con los objetivos y
la hipétesis, si fuera el caso. Debe comentarse el sig-
nificado y la validez de los resultados, de acuerdo con
los alcances definidos para el trabajo y los métodos
aplicados. En este capitulo no deberan repetirse los re-
sultados obtenidos.

e Conclusiones. Podran ser incluidas en un capitulo tini-
co de conclusiones o bien integradas en la discusion.
En caso de presentarlas como un capitulo, se inclui-
ran alli en forma precisa y concisa aquellas ideas mas
relevantes que se deriven directamente de lo aportado
por el trabajo. Deben dar respuesta a las hipotesis o
a los objetivos planteados en la introduccion. Deben
redactarse en forma clara y objetiva sin incluir citas
bibliograficas. Pueden incluir recomendaciones para
trabajos futuros.

e Agradecimientos. En este acapite se deberan mencio-
nar brevemente a personas e instituciones que contri-
buyeron con financiamiento u otro tipo de colabora-
cion para la realizacion del trabajo.

e Referencias. Se indicaran las referencias de todas las
citas bibliograficas sefialadas en el texto, ordenadas
alfabéticamente. La precision y la veracidad de los
datos entregados en las referencias bibliograficas son
responsabilidad del o los autores de las contribuciones
y deben corresponder a publicaciones originales. El
nimero maximo de referencias sera de 25 para articu-
los, notas y opiniones, y de 40 para revisiones. Utilice
literatura moderna, relevante y directamente relaciona-
da con su trabajo. Por lo menos 2/3 de las referencias
deberan corresponder a revistas cientificas de corriente
principal.

Para las modalidades de revision y opinidon no se exige
seguir la estructura indicada anteriormente. En todo caso,
deben contener las secciones de titulo, autores, resumen,
palabras clave, introduccion, el desarrollo del trabajo ade-
cuadamente dividido en capitulos, agradecimientos y re-
ferencias.
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Estilo y formato

En general, el resumen, métodos y resultados del ma-
nuscrito deberan estar redactados en tiempo pasado, y la
introduccion, discusion y conclusiones en tiempo presen-
te. Use tiempo presente cuando se refiera a resultados pu-
blicados previamente, esto ayuda a diferenciar entre los
hallazgos de su estudio (tiempo pasado) y los hallazgos
de otros estudios. En el texto no utilice acronimos ni abre-
viaturas, escriba el nombre completo de las cosas; las ex-
cepciones que se pueden utilizar son aquellas de dominio
global como, por ejemplo, ADN, pH, CO, y muy pocas
otras. Tampoco utilice en el texto los simbolos de los ele-
mentos quimicos. Acate las reglas gramaticales en todo el
manuscrito, incluidos cuadros y figuras.

El trabajo debe estar escrito en hojas tamafio carta (279
X 216 mm), con margenes de 2 cm por lado, interlineado
a espacio y medio, letra Times New Roman, tamafio 12
puntos, con numeracion de pagina en el extremo inferior
derecho y numero de linea correlativo para todo el trabajo,
a la izquierda. Separar los parrafos a renglon seguido y
con sangria de ocho caracteres a la izquierda de la primera
linea. Debe presentarse en archivos electronicos con pro-
cesador de texto Word o formato RTF.

El titulo principal se escribira con letras minusculas y
negritas, centrado. En ¢l debera omitirse la mencion de los
autores de nombres cientificos, los que, sin embargo, se
presentaran la primera vez que se mencionen en el texto a
partir de la introduccion. En el encabezado superior dere-
cho de cada pagina debe incluirse un titulo abreviado con
un maximo de 60 caracteres y espacios.

Las ecuaciones se numeraran en el margen derecho con
paréntesis cuadrados “[ ]”; en el texto se mencionaran de
acuerdo con esta numeracion.

Las unidades de medidas deberan circunscribirse al
Sistema Internacional de unidades (SI). En la notacion nu-
mérica, los decimales deberan ser separados por coma (,) y
las unidades de miles por punto (.). En los textos en inglés,
los decimales separados por punto y las unidades de miles
por coma. Usar cero al comienzo de nimeros menores a
una unidad, incluyendo valores de probabilidad (por ejem-
plo, P <0,001).

La descripcion de los resultados de cada prueba esta-
distica en el texto debe incluir el valor exacto de probabi-
lidad asociado P. Para valores de P menores que 0,001,
indique como P <0,001. En cuadros y figuras usar aste-
riscos para sefialar el nivel de significancia de las pruebas
estadisticas: * = P < 0,05; ** =P <(0,01; *** =P <0,001;
ns = no significativo.

Debe indicarse el nombre cientifico de todos los orga-
nismos bioldgicos que aparezcan en el texto, de acuerdo
con la nomenclatura internacional respectiva. Si un nom-
bre comun es usado para una especie, la primera vez que
cite en el texto, a partir de la introduccion, se debe dar a
continuacion su nombre cientifico en cursiva entre parén-
tesis, por ejemplo, coihue (Nothofagus dombeyi (Mirb.)



Oerst.). Citas posteriores pueden aparecer con el nombre
del género abreviado seguido del adjetivo del nombre
cientifico (por ejemplo, N. dombeyi), siempre y cuando
no produzca confusiones con otras especies citadas en el
manuscrito. Al iniciar una oraciéon con el nombre de una
especie, escriba su género completo y no lo abrevie con
su inicial. En el resumen y en el titulo no mencione los
autores de nombres cientificos.

En los cuadros se deben incluir los datos alfanuméricos
ordenados en filas y columnas, escritos con fuente Times
New Roman de 12 puntos (minimo 9 puntos de tamafio),
sin negritas. So6lo los encabezamientos de las columnas y
los titulos generales se separan con lineas horizontales; las
columnas de datos deben separarse por espacios y no por
lineas verticales. En las figuras se incluyen otras formas
de presentacion de datos o informacion, como graficos, di-
bujos, fotografias y mapas. En cuadros y figuras se deben
incluir los titulos auto explicativos en castellano e inglés
numerados en forma consecutiva (cuadro 1., cuadro 2., ...;
figura 1., figura 2., ...). Las figuras llevan el titulo en el
margen inferior y los cuadros en el margen superior. Los
cuadros y figuras deben tener una resolucion tal que per-
mitan ser reducidos sin perder legibilidad. So6lo se trabaja
en blanco, negro y tonos de grises. Sin embargo, podran
usarse colores en las figuras si ello es imprescindible para
su comprension. La inclusion de figuras con colores de-
bera acordarse previamente con el editor. El espacio que
ocupen cuadros y figuras en el trabajo debera ser menor al
50 % del total del impreso. Incluya en el archivo de texto
principal los cuadros con sus respectivos titulos, ubicando-
los lo mas proximo posible después de haberlos citado por
primera vez en el texto. Los cuadros deben estar en el for-
mato de tablas (editables, no como imagenes). Las figuras
deben ser entregadas en un archivo aparte, con un formato
editable; su ubicacion en el texto principal debe ser infor-
mada, incluyendo su titulo, al igual que los cuadros.

En las figuras todos los rétulos y leyendas deben estar
escritos con letra Times New Roman de tamafio 9 a 12
puntos, sin negrita y respetando la gramatica y normas de
escritura de la revista. Las figuras pequefias deberan estar
disefiadas con un ancho maximo de 8 cm (una columna
en la revista) y las grandes con un maximo de 16 cm de
ancho (dos columnas en la revista). Excepcionalmente,
una figura podra tener 23 cm de ancho (y maximo 14 cm
de alto) para presentarla en formato apaisado. Organice
las figuras reuniendo en una sola aquellos objetos afines
(por ejemplo, graficos de un mismo tipo de informacion) e
identifiquelos con una letra maytscula (A, B, C...), la que
se explicara en el titulo de la figura.

Los manuscritos en castellano deben incluir en un
archivo separado las respectivas traducciones al inglés
de:

e Titulo del manuscrito.
e Summary: debe ser equivalente en contenido al resu-
men en castellano.

o Key words: equivalentes a las palabras clave en caste-
llano.
e Titulos de cuadros y de figuras.

En el caso de manuscritos en inglés, se debe incluir el
respectivo texto en castellano.

Citas y referencias

Las citas bibliograficas se indicaran en el texto por el
apellido del o los autores, seguido del afio de publicacion.
Algunos ejemplos de citas bibliograficas mas frecuentes
son:

e (itas bibliograficas de uno y dos autores:

Santamaria (2010) constata que el crecimiento...
... estan influidos por el sitio en cuestion (Santamaria 2010,
Lopez y Castro 2011).

e C(Citas bibliograficas de mas de dos autores:

Barria et al. (2009) seialan como factor mas importante...
... entre otros, el diametro y la altura (Barria et al. 2009,
Moran et al. 2010).

e C(itas bibliograficas de un mismo autor, publicadas en
un mismo afio:

Rodriguez (2009abd) observa que en cada unidad de
muestreo...

... lo que es coincidente con estudios anteriores (Rodriguez
2009ab, Moran et al. 2010acd).

e C(Citas de mas de una publicacion a la vez, se ordenan
cronologicamente:

Cer6n (2007), Garcia y Villanueva (2009) y Suarez et al.
(2010) analizan los componentes edafoclimaticos...

En el capitulo de referencias, las referencias bibliogra-
ficas deben incluir apellido paterno ¢ inicial del o los nom-
bres de todos los autores, el afio de publicacion, el titulo
y la informacion complementaria que permita localizar la
fuente del documento en cuestion; si cuentan con DOI, debe
agregarlo al final de la respectiva referencia. Algunos ejem-
plos de los formatos de las referencias bibliograficas mas
frecuentes son:

e Referencias de articulos en revistas periddicas (escriba
con cursiva los nombres completos de las revistas, sin
abreviar):

Guddants S. 2008. Replicating sawmill sawing with top-

saw using CT images of a full-length hardwood log.
Forest Products Journal 48(1): 72-75.
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Kogan M, C Alister. 2010. Glyphosate use in fo-
rest plantations. Chilean Journal of Agricultural
Research  70(4):652-666. DOI: 10.4067/S0718-
58392010000400017.

Karzulovic JT, MI Dinator, ] Morales, V Gaete, A Barrios.
2009. Determinacion del didmetro del cilindro central
defectuoso en trozas podadas de pino radiata (Pinus
radiata) mediante atenuacion de radiacion gamma.
Bosque 26(1):109-122.

e Referencias de libros como un todo:

Morales EH. 2005. Disefio experimental a través del anali-
sis de varianza y modelo de regresion lineal. Santiago,
Chile. Andros. 248 p.

CONAF (Corporacion Nacional Forestal, CL). 2007.
Estadisticas de visitantes e ingresos propios de areas
silvestres protegidas de la Décima Regiéon de Los
Lagos. 52 p. (InformeEstadistico N° 47).

e Referencias a partes o capitulos de libros:

Gutiérrez B, R Ipinza. 2010. Evaluacién de pardmetros
genéticos en Nothofagus. In Ipinza R, B Gutiérrez,
V Emhart eds. Domesticacion y mejora genética de
rauli y roble. Valdivia, Chile. Exion. p. 371-390.

e Referencias a memorias, tesis, seminarios de titulacion
o trabajos de titulacion:

Embhart V. 2006. Diseflo y establecimiento de un huer-
to semillero clonal de Eucalyptus nitens (Deane et
Maiden) con fines de produccién, investigacion y
docencia. Tesis Ingeniero Forestal. Valdivia, Chile.
Facultad de Ciencias Forestales, Universidad Austral
de Chile. 79 p.

Aparicio J. 2008. Rendimiento y biomasa de Eucalyptus
nitens con alternativas nutricionales para una silvicul-
tura sustentable en suelo rojo arcilloso. Tesis Magister
en Ciencias. Valdivia, Chile. Facultad de Ciencias
Forestales, Universidad Austral de Chile. 234 p.

e Referencias a documentos en internet:

De Angelis JD. 2009. European pine shoot moth. Oregon
State University Extension (Urban Entomology
Notes). Consultado 10 jul. 2009. Disponible en http://
www.ent.orst.edu/urban/home.html.

Para mayor informacion respecto de otros casos espe-
cificos relacionados con las citas bibliograficas y referen-
cias bibliograficas, se pueden consultar los documentos
que a continuacién se seialan. No obstante, el orden y la
tipografia de los elementos constituyentes de las citas y
referencias bibliograficas deberan ajustarse a la reglamen-
tacion de la revista Bosque.
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Biblioteca Conmemorativa Orton (IICA/CATIE). 2011.
Normas para citar referencias bibliograficas en articulos
cientificos 4 ed. Consultado13 abr.2011. Disponible en
http://biblioteca.catie.ac.cr/index.php?option=com_co
ntent&task=view&id=18&Itemid=50

The Council of Biology Editors (CBE). 1994. Scientific
style and format: The CBE manual for authors, edi-
tors, and publishers. 6 ed. Cambridge, New York.
Cambridge University Press. 704 p.

Carta de envio

Los autores deberan acompafiar su manuscrito con una
carta de envio que indique que el trabajo es original, no ha
sido publicado previamente y no esta siendo considerado
para publicacioén en otro medio de difusion. También de-
beran declarar cualquier posible conflicto de intereses que
pudiesen tener. Se debera sefialar el tipo de contribucion del
manuscrito (articulo, revision, opinion, nota). La carta de-
bera ser firmada al menos por el autor lider del manuscrito.

Envio de documentos

Los archivos deberan ser nombrados segun el tipo de
informaciéon contenida en el archivo. Por ejemplo, los
archivos digitales del manuscrito se etiquetaran de la si-
guiente forma:

Texto.doc: texto principal del trabajo (incluye cuadros).
Figuras.doc: figuras con sus titulos en castellano.
Ingles.doc: textos en inglés con el siguiente orden: titulo
del trabajo, summary, key words, titulos de cuadros y de
figuras.

Carta: carta de presentacion y envio del manuscrito.

Los archivos digitales del manuscrito deben ser remiti-
dos por correo electronico a revistabosque@uach.cl. El autor
de correspondencia recibira una carta de acuse de recibo del
Editor.

Proceso de publicacién

El cabal cumplimiento de las instrucciones para los
autores se refleja en menores tiempos del proceso edito-
rial. El comité editor revisa el manuscrito para verificar
la pertenencia al ambito de la revista y el cumplimiento
de las instrucciones para los autores. Cuando no se cum-
plen tales condiciones, el manuscrito es devuelto al autor
de correspondencia, informandole su situacion. Cuando
se ha verificado el cumplimiento de dichas condiciones,
se registra esa fecha como recepcion del manuscrito y el
comité editor envia el manuscrito a un minimo de dos ar-
bitros o revisores externos, en un sistema de doble ciego.
A los arbitros se les solicita declinar la revision de un ma-
nuscrito cuando sientan que presentan conflictos de interés
0 que no podran realizar una revision justa y objetiva. Los


mailto:revistabosqueque@uach.cl

arbitros evaliian el manuscrito de acuerdo con la pauta que
proporciona la revista. Si los arbitros o el comité editor
lo estiman pertinente, podran solicitar a los autores, a tra-
vés del editor, informacion adicional sobre el manuscrito
(datos, procedimientos, etc.) para su mejor evaluacion. La
respuesta de los arbitros puede ser: publicar con modifica-
ciones menores, publicar con modificaciones mayores o
no publicar. Las observaciones de los arbitros son evalua-
das por el comité editor, el cual informa por escrito al au-
tor de correspondencia la decision de continuar o no en el
proceso de publicacion y si su manuscrito debera ser nue-
vamente evaluado por arbitros. Cuando el manuscrito es
aceptado, el comité editor envia al autor de corresponden-
cia una carta de aceptacion de su manuscrito, indicando el
tipo de modificacion necesaria. En no mas de ocho sema-
nas el autor de correspondencia debe devolver una version
modificada a la revista, para que el comité editor analice
el manuscrito corregido. El comité editor decide el orden
en que apareceran los trabajos publicados en cada numero.
Una contribucion puede ser rechazada por el comité editor
en cualquiera de las instancias del proceso de publicacion,
ya sea por cuestiones de fondo o de forma que no cumplan
con las instrucciones para los autores. Ante sospecha de
conducta poco ética o deshonesta por parte de los autores
que han sometido su manuscrito al proceso de edicion, el
editor se reserva el derecho de informar a las instituciones
patrocinadoras u otras autoridades pertinentes para que
realicen la investigacion que corresponda.

Los trabajos publicados en Bosque estan bajo licencia
Creative Commons Chile 2.0.

Ante cualquier duda se sugiere contactarse con el edi-
tor (revistabosque@uach.cl) o revisar la informacion adi-
cional de nuestra pagina web www.revistabosque.cl

La version electronica de libre acceso de los traba-
jos completos publicados por Bosque se encuentran en:

http://mingaonline.uach.cl/scielo.php, http://www.scielo.cl,
y http://redalyc.uaemex.mx/.

Politicas para los arbitros

Los arbitros o revisores de los manuscritos son inte-
grantes clave del proceso editorial de la revista. Tienen la
mision de contribuir a que la ciencia avance a través de su
aporte en garantizar la alta calidad de los trabajos antes
que estos se publiquen. Su trabajo es altruista y anénimo
con respecto a los autores de los manuscritos.

El editor envia cada manuscrito a por lo menos dos ar-
bitros que considera idoneos para el tema y asi el comité
editor puede considerar diversas opiniones de especialistas
para decidir sobre el proceso editorial.

La responsabilidad de los arbitros es la de evaluar ri-
gurosamente los manuscritos dentro del plazo propuesto
por la revista.

Los arbitros deberan declinar la revision del manuscri-
to cuando sientan que presentan conflictos de interés o que
no podran realizar una revision justa y objetiva, los arbitros
deberan declinar la revision del manuscrito. Un arbitraje
apropiado incluye virtudes y debilidades del manuscrito,
sugerencias para su mejoramiento, preguntas precisas para
que los autores puedan responderlas y orientaciones para
que el trabajo sea de mejor calidad y mayor aceptacion por
los futuros lectores. Los arbitros deben mantener la confi-
dencialidad de los manuscritos que reciben para revision y
nunca utilizar o difundir datos o informacion de ellos; el
hacerlo es una conducta refiida con la ética. Los arbitros
deberan abstenerse de solicitar la inclusiéon de aspectos
que el manuscrito no busca responder, como también de
insinuar que sean citados sus propios trabajos.

Frente a la revista, los arbitros deberan velar por la ca-
lidad y rapidez de sus revisiones y evitar los conflictos de
intereses. Los arbitros deben cumplir los plazos y formatos
solicitados por la revista. Cuando ello no sea posible, debe-
ran declinar oportunamente el arbitraje. Cuando requieran
de un tiempo adicional para la revision de un manuscrito,
deberan informar al editor. Si un arbitro presenta conflicto
de intereses con respecto a un manuscrito, debera abste-
nerse de realizar la revision, informando al editor. Cuando
un arbitro propone no publicar un manuscrito o hacerlo
solo después de cambios mayores, podra recibir una nueva
version corregida por los autores que haya acogido las su-
gerencias de mejoramiento. El arbitraje es una herramienta
eficaz para mejorar la calidad de los trabajos.

El editor podra difundir informes de arbitrajes entre
los revisores (conservando el anonimato) para promover
el buen desempeiio, resolver controversias y mejorar el
proceso de edicion.

Los arbitros seran informados del destino del manus-
crito que revisaron. Como una forma de retribuir sus va-
liosos aportes, el editor les enviara una carta de agradeci-
miento por cada arbitraje y publicara sus nombres a inicios
del afio siguiente a su colaboracion.
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