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Plasticidad morfoldgica y fisiolégica de especies arbdreas del Bosque

Atldntico en respuesta a cambios en la disponibilidad de luz y nutrientes

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de la disponibilidad de luz y de nutrientes
sobre el crecimiento y supervivencia de renovales arbdreos del Bosque Atlantico en Misiones,
Argentina. Para ello se realizé un experimento de fertilizacién a largo plazo en el sotobosque
(baja radiacion solar) y en claros naturales (alta radiacidn solar). Luego de cuatro afios se
investigaron también los efectos de la adicion de N+P sobre caracteristicas fisiolégicas
involucradas en el transporte de agua. Los resultados indican que la disponibilidad de luz seria
un factor mas limitante de la supervivencia, el crecimiento y la capacidad fotosintética de las
especies estudiadas que la disponibilidad de nutrientes, aunque dependiendo del grado de
tolerancia a la sombra de las especies, los renovales pudieron responder a la adiciéon de
nutrientes aun bajo condiciones de baja radiacidn. La fertilizacidén y el grado de tolerancia a la
sombra de las especies determinaron cambios en la longevidad foliar, el drea foliar especifica, el
dafno foliar por herbivoria, la densidad de la madera y la vulnerabilidad a la cavitacién de las
ramas terminales. Las especies estudiadas fueron capaces de ajustar la arquitectura hidraulica a
la adicion de N+P a nivel de las ramas terminales, y no asi a nivel de hojas, incrementando por
ejemplo la resistencia a la cavitacién del xilema. La vulnerabilidad a la disfuncién hidraulica de
hojas y de ramas terminales fue independiente. Ademas, no se encontré un compromiso entre
la eficiencia en el transporte de agua y la vulnerabilidad a la cavitacidn. Finalmente, tanto el N

como el P limitarian el crecimiento de estas especies en los bosques del norte de Misiones.

Palabras clave: radiacion solar, disponibilidad de nutrientes, arquitectura hidrdulica,

crecimiento, supervivencia, fotosintesis, herbivoria, Bosque Atldntico
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Morphological and physiological plasticity of Atlantic Forest tree species

in response to changes in light and nutrient availability

The effects of light and nutrient availability on growth and survival of tree seedlings were
evaluated in the Atlantic Forest of Misiones, Argentina. A long-term fertilization experiment was
carried out in the understory (low solar radiation) and in natural gaps (high solar radiation).
After four years the effects of N+P addition on physiological traits involved in the water
transport system were also investigated. The results indicate that light availability would be a
major factor limiting the survival, growth and photosynthetic capacity of the species studied
than nutrient availability, although depending on species shade tolerance, plants were able to
respond to nutrient addition even under low light availability. Fertilization and species shade
tolerance determined changes in leaf lifespan, specific leaf area, leaf herbivory damage, wood
density and vulnerability to cavitation of terminal branches. The species studied were able to
adjust the hydraulic architecture to N+P addition in terminal branches, but not in leaves, for
example, increasing the resistance to xylem cavitation. Vulnerability to hydraulic dysfunction in
leaves and terminal branches was independent. In addition, a trade-off between the efficiency
of the water transport system and vulnerability to cavitation was not observed. Finally, both N

and P limit the growth of these species in northern forests of Misiones.

Keywords: solar radiation, nutrient availability, hydraulic architecture, growth, survival,

photosynthesis, herbivory, Atlantic Forest
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CAPITULO 2

Crecimiento y supervivencia en renovales de especies
arboreas con diferente grado de tolerancia a la
sombra: efecto de la disponibilidad de luz y

nutrientes

Introduccion

La tolerancia a la sombra por parte de las plantas esta determinada por un conjunto de
caracteres morfolégicos vy fisiolégicos que maximizan la supervivencia y la ganancia de carbono
y/o minimizan las pérdidas de carbono en ambientes con baja radiacién (Walters y Reich 1999,
Valladares y Niinemets 2008). Givnish (1988) plantea que la ganancia de carbono bajo diferentes
niveles de radiacidn solar depende no sélo de la respuesta fotosintética individual de cada hoja
sino también, de las estrategias de asignacion de recursos y de los costos de mantenimiento de
la capacidad fotosintética de cada planta. Sugiere ademds que las especies tolerantes a la
sombra tienen tasas de crecimiento mas altas en condiciones de baja radiacién que las especies
intolerantes en esa misma condicién ambiental, aunque esta hipdtesis ha sido refutada (Walters
y Reich 1999). Por el contrario, varios estudios muestran que los renovales de especies que
tienen altas tasas de supervivencia en el sotobosque (ambiente con baja radiacién) a su vez
tienen bajas tasas de crecimiento en condiciones de alta radiacion solar (Kitajima 1994, Davis
2001, Wright 2002, Baraloto et al. 2005, Gilbert et al. 2006, Poorter y Bongers 2006). Se cree
gue este compromiso entre crecimiento y supervivencia probablemente ocurre debido a que los
caracteres asociados a la supervivencia son opuestos a aquellos que maximizan el crecimiento.

Por ejemplo, los caracteres que minimizan las pérdidas de carbono por respiracion y maximizan

18
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su almacenamiento a largo plazo en hojas, tallos y raices pueden determinar la supervivencia en
el sotobosque pero esos mismos caracteres en un ambiente de alta radiacion pueden ser
desventajosos porque no permiten maximizar la ganancia de carbono (Canham et al. 1999, Kobe

1999, Walters y Reich 2000, Reich et al. 2003, Craine y Reich 2005).

A pesar de que la luz es un recurso indispensable para las plantas, tanto niveles
excesivos como muy bajos pueden limitar el desarrollo de las mismas. La escasez de un recurso
limitante, tal como la luz, compromete la supervivencia y el crecimiento, mientras que un
exceso de este recurso expone a las plantas a la fotoinhibicién, a condiciones de altas
temperaturas y a la desecacién. Para adaptarse a esta situacion las plantas requieren de cierta
inversidon en mecanismos de proteccién que incluyen caminos alternativos de disipacién de la
energia y multiples sistemas antioxidantes (revisado en Demming-Adams y Adams 2006).
Dependiendo del nivel y la duracidn de la exposicién a la radiacidn solar los mecanismos de
fotoproteccion pueden involucrar la disipacion flexible de la energia solar o la disipacion
sostenida que requiere el rearreglo o degradacidn de ciertas partes del fotosistema Il
(Demming-Adams y Adams 2006). En general se postula que las especies de crecimiento lento,
con baja capacidad fotosintética tendrian mayor capacidad para disipar de manera flexible el
exceso de la energia solar absorbida, en comparacion a las especies de crecimiento rapido
(Demming-Adams y Adams 2006) posiblemente porque estas ultimas utilizan una fracciéon
mayor de la luz solar para la fotosintesis y el crecimiento. Por lo tanto, las diferencias
interespecificas en cuanto a la supervivencia y el crecimiento de las especies a lo largo de un
gradiente de recursos puede ser un factor clave en el control de la estructura y dindmica de una

comunidad de plantas (Fyllas et al. 2009, Patifio et al. 2009).

Comparados con la luz, los nutrientes del suelo explicarian una baja proporcién de la
variacion en el crecimiento de las plantas en los bosques tropicales (Cai et al. 2008). Sin
embargo, los recursos como la luz, el agua y los nutrientes se encuentran interrelacionados.
Entre los cambios fisicos que ocurren a nivel del suelo asociados a la apertura del dosel se
encuentran los aumentos en el contenido de agua del suelo, la radiacién solar y la temperatura
(van Dam 2001, Clinton 2003, Abd Latif y Blackburn 2010). Estos cambios ambientales pueden
afectar en forma de cascada otros procesos ecosistémicos bdsicos como el ciclado de nutrientes,
al aumentar las tasas de descomposicion de la materia orgdnica y la mineralizacién (Denslow et
al. 1998, Ritter 2005, Scharenbroch y Bockheim, 2007). Por lo tanto, cambios en el ambiente

luminico pueden ocasionar cambios en la disponibilidad de nutrientes en el suelo tal como
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sucede a lo largo del gradiente entre un claro y el sotobosque, en donde generalmente la
disponibilidad de luz y la de nutrientes se encuentran negativamente relacionadas (Bazzaz y

Wayne 1994, Fownes y Harrington 2004).

Aunque a menudo el nitrégeno es el elemento limitante en la produccién de biomasa,
existen muchas evidencias de que en suelos tropicales el fdsforo también es limitante (Vitousek
y Sanford 1986, Tanner et al. 1998, Elser et al. 2007). En el Bosque Atlantico semi-caducifolio
(BAs), especificamente en la provincia de Misiones, el contenido de nitrégeno (N) de los suelos
se encuentra en concentraciones relativamente altas, mientras que el fésforo (P) presenta bajas
concentraciones (Vazquez et al. 1998, Montti 2010). De este fésforo total en general es poco lo
que estd disponible para las plantas, en parte debido a que en suelos antiguos y muy
meteorizados, como en los de muchas regiones de bosques tropicales, la adquisicién de fosforo
por las plantas estaria regulada por el balance de entradas y salidas de compuestos de fosforo

organico al sistema y el rapido reciclaje del fésforo de la hojarasca (Condron y Tiessen 2005).

Aunque la relacion entre los recursos luz y nutrientes y el crecimiento y supervivencia de las
plantas es parte del conocimiento central de la ecologia de plantas, son escasos los estudios que
abordan estos aspectos en condiciones experimentales de campo en bosques tropicales o
subtropicales especialmente aquellos relacionados con disponibilidad de nutrientes (Dent y
Burslem 2006, Baraloto et al. 2006, Campo y Vazquez-Yanes 2004, Davidson et al. 2004, Yavitt y
Wright 2008). El objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento y la supervivencia de 6
especies de arboles de dosel con distinto grado de tolerancia a la sombra que coexisten en el
Bosque Atlantico de Misiones en respuesta a cambios en la disponibilidad de luz y de nutrientes
en el suelo. Para ello se realizd un experimento a campo en sitios bajo dos condiciones de
radiacion (en el sotobosque y en claros) y con diferente disponibilidad de nutrientes como
resultado de la fertilizacion a largo plazo. Algunas preguntas formuladas en este estudio fueron:
éExiste un compromiso entre una mayor supervivencia de las especies en el sotobosque y
mayores tasas de crecimiento en los claros?, ¢Es el nitrogeno o el fésforo el nutriente limitante
del crecimiento en estos bosques?, éUn aumento en la disponibilidad de nutrientes tiene
mayores efectos en las plantas que poseen tasas de crecimiento mas altas? Se midid la
fotoinhibicién de las plantas y la tasa de transporte de electrones bajo diferente disponibilidad
de luz y se evalué ademas si la adicion de nutrientes estimula la capacidad fotosintética cuando
la luz no es limitante. Se espera que en el sotobosque las plantas no sean capaces de responder

a la adicion de nutrientes, bajo la hipétesis de que la limitacién por luz no les permite responder
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a un incremento en la disponibilidad de nutrientes, y que bajo condiciones de alta radiacion los
renovales de las distintas especies muestren diferente comportamiento frente al aumento en la
disponibilidad de nutrientes dependiendo de su grado de tolerancia a la sombra. Aquellas
plantas de especies menos tolerantes y de mayor crecimiento mostraran una mayor respuesta
que las plantas mas tolerantes a sombra. Por otra parte se espera que entre los nutrientes, el

fésforo sea mads limitante que el nitrégeno.

Materiales y Métodos

Area de Estudio y disefio experimental

El experimento se llevd a cabo en 40 parcelas permanentes instaladas dentro de la Reserva del
Parque Nacional Iguazu (25°31°- 25°43°S y 54°08°- 54°32°0). En conjunto la Reserva Nacional
Iguazi y el Parque Nacional Iguazi (PNI) ocupan una superficie de 67.000 hectareas
pertenecientes a la ecoregién del Bosque Atlantico Semi-caducifolio de Misiones. El area de
Reserva estuvo sujeta a explotacion forestal legal hasta 1927 (Devoto y Rothkugel 1936), aunque
habrian proseguido de manera ilegal hasta la creacion del PNI en 1934. Esta 4rea de Reserva se
mantuvo habitada por pequefios chacareros hasta la década del 80 (Placci y Giorgis 1993).
Actualmente el PNI presenta una cobertura vegetal en recuperacion avanzada y con buen
estado de conservacién en comparacion a otros bosques de la provincia de Misiones (Srur et al.
2008, Carpinetti 2010). El suelo del sitio de estudio corresponde a un Ultisol, del tipo Kandiudult
(Ligier 1990).

El disefio experimental consistidé en un arreglo de parcelas divididas (split-plot) en donde
la mitad de las parcelas se encuentra ubicada en sitios con un dosel arbdéreo cerrado
(sotobosque) y la otra mitad en claros naturales (claro). Cada una de las parcelas tiene una
superficie de 15 m x 15 m y cuenta con un area de amortiguacién de 5 m a cada lado (Figura 1).
Las parcelas se encuentran instaladas en un area homogénea en cuanto al tipo de bosque,
elevacion y pendiente. En las parcelas con claros se realizd6 en forma periddica un corte del
estrato herbdceo para mantener constante la disponibilidad de luz en los renovales bajo

estudio. Las areas de amortiguacion recibieron los mismos tratamientos que las parcelas.

A cada parcela se le asignd al azar uno de los siguientes tratamientos de fertilizacién: N
(100 kg/ha afio, mitad urea y mitad nitrato de amonio), P (100 kg/ha afio, superfosfato triple de
calcio), N+P (100 kg/ha afio, mitad urea y mitad nitrato de amonio y 100 kg/ha afio de

superfosfato triple de calcio) y el control (sin adicidn de fertilizante). La adicidn de los nutrientes
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se realizé al boleo con fertilizante granulado en 3 aplicaciones anuales de aproximadamente 33

kg/ha afio para completar el total durante 3 afios.
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Figura 1. Ubicacién y distribucién de las parcelas en el drea de Reserva del Parque Nacional
Iguazi (ver también Cap. 1, Fig. 1). La ubicacién de las parcelas fue georreferenciada. El

esquema de las parcelas en el grdfico incluye el drea de amortiguacion.

Condiciones ambientales

Durante el inicio de los tratamientos se tomaron muestras compuestas de suelo de 0 a 10 cm de
profundidad para conocer la disponibilidad de nitrégeno y fésforo. Las muestras fueron secadas
al aire, tamizadas en malla de 2mm y guardadas en bolsas plasticas para la realizacién de los
analisis quimicos (4 muestras por parcela — Ver Figura 2). La determinacion de N total se realizd

en 5gr del material tamizado, al cual se le agregd 25 ml de KCI 2N y se lo agitd por 2 minutos, y
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luego de un reposo de 24hs se lo filtrd. La determinacidn del contenido de N total se realizé por
microdestilacion por arrastre de vapor (Keeney y Nelson 1982). La determinacion de P se realizd
por el método de Olsen modificado (técnica original descripta en van Reeuwijk (1986)). Los
analisis de determinacién se realizaron en el Instituto de Suelos del INTA Castelar (resultados en

Anexo 2 — Tabla anexo complementario 4).

Para obtener la proporciéon de la radiacion solar total incidente en cada parcela se utilizo
una lente hemisférica colocada en un mondpode autonivelador (Delta-T Devices Ltd.,
Cambridge, Inglaterra) y conectado a una cdmara digital Nikon Coolpix 950. A mediados del mes
de febrero de 2006 se tomaron fotografias hemisféricas en el centro de cada una de las parcelas
a 0,7 my a2 m de altura sobre la superficie del suelo (Figura 2). Las imagenes se analizaron
posteriormente con el programa Hemiview. Por otra parte, entre febrero y abril del mismo afio
se registré6 cada 5 minutos la temperatura del aire utilizando sistemas automaticos de
adquisicién de datos (HOBO® termocupla Tipo T, Onset, Computer Corp., MA, USA) con sensores

de temperatura construidos en el laboratorio con cables de termocupla (cobre + constantan).
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Figura 2. Representacién del diseiio de cada parcela en donde se detalla el tamario de la
parcela y el drea de amortiguacion, la ubicacién de los renovales, de la toma de muestras de
suelo y de fotos hemisféricas, asi como los carriles en que se dividid la parcela para la aplicacion

del fertilizante granulado.

Crecimiento y supervivencia de los renovales

Se seleccionaron seis especies abundantes, que varian en su requerimiento luminico (Carvalho
2003, Campanello et al. 2011, Gatti et al. 2011). En orden decreciente de tolerancia a la sombra,
las especies fueron: Euterpe edulis Martius (Arecaceae), Balfourodendron riedelianum (Engl.)
Engl. (Rutaceae), Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. Mill. (Boraginaceae), Maclura tinctoria
(L.) Steud. ssp. tinctoria (Moraceae), Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) y Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub. (Fabaceae). La tasa méaxima de transporte de electrones va de 50 pmol m? s™
(en E. edulis, la especie mas tolerante a la sombra) a 150 pmol m? s™ (en P. dubium la especie
con mayores requerimientos de luz) (Campanello et al. 2011, Gatti et al. 2011). Las plantas
utilizadas en el experimento fueron obtenidas de semillas cosechadas de varios arboles adultos
pertenecientes al drea de estudio. Los renovales se hicieron crecer en vivero durante

aproximadamente 6 meses y luego se llevaron al campo. Durante junio de 2004 se plantaron

dentro de cada parcela 15 individuos de P. dubium, M. tinctoria y E. edulis, 14 individuos de C.
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americana, 13 de B. riedelianum y 11 de C. fissilis. Dichos individuos se distribuyeron al azar a

una distancia de 1m uno de otro (Fig. 2) y se identificaron con un rétulo metalico numerado.

En febrero de 2005 se midi6 la altura de cada renoval y el didmetro a la altura del cuello
en donde se le realizé una marca permanente con pintura. Estas mediciones se repitieron en
abril de 2006 y de 2007. Ademas se estimo el area foliar total (AFT) por especie en las parcelas
de claros en marzo de 2005 y 2006, contando los hojas de cada renoval y tomando algunas hojas
de muestra para determinar su area luego de escanearlas y analizarlas con el software Leaf Area
Measurement (V.1.3. Copywrite 2003, Sheffield University; www.shef.ac.uk). Cuando fue
necesario se realizd un conteo de hojas en forma estratificada por clases de tamafio. Las

mediciones de AFT no se repitieron en 2007.

El crecimiento relativo de cada renoval se calculd utilizando la siguiente férmula: ((valor
final - valor inicial)/ valor inicial), tanto para diametro, altura y area foliar total. Por ello la
variable de crecimiento relativo no tiene unidades. Luego los valores se promediaron por
especie y por parcela. Los valores de crecimiento en didmetro y altura corresponden a los afos

2005 y 2007 y de area foliar total corresponden a los afios 2005 y 2006.
Caracteristicas fotosintéticas

Especies y tratamientos

Los estudios llevados a cabo en esta seccion se realizaron en parcelas de claros bajo los cuatro
tratamientos de fertilizacion: C, N, P y N+P y en parcelas control en el sotobosque. Las
mediciones en claros se realizaron en B. riedelianum, C. fissilis, C. americana, E. edulis, M.
tinctoria y P. dubium. En el sotobosque no se pudieron estudiar C. fissilis y P. dubium porque no
sobrevivieron en esas condiciones de radiacién. Debido a la imposibilidad de realizar estos
estudios en todos los tratamientos simultdneamente, se priorizaron aquellos tratamientos que
mostraban diferencias en crecimiento como respuesta a la fertilizacion. Se selecciond una
parcela de claro de cada tratamiento de nutrientes para comparar los parametros fotosintéticos
a medir, dado que el experimento se realizé a campo bajo condiciones semi-controladas. Dicha
eleccion se realizd teniendo en cuenta la mayor homogeneidad posible en cuanto a la
proporcién de la radiacién solar incidente en el centro de las parcelas. La radiacién total
promedio de las parcelas de claros fue de 35t7/ a los 0.7 m de altura sobre el nivel del suelo
segun el analisis de las fotos hemisféricas. La parcela de sotobosque (parcela control para el
tratamiento de nutrientes) elegida tenia un 6/ de la radiacién total incidente. En cada parcela

se seleccionaron varios individuos de las distintas especies seglin el estado sanitario de las
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plantas, la exposicion al sol y el tamafio. Las mediciones se realizaron durante los meses de
noviembre y diciembre de 2006 y enero, febrero y marzo de 2007. En los distintos experimentos
se utilizaron hojas expuestas al sol con un mes de desarrollo aproximadamente, respetando la

orientacién y posicién de cada hoja.
Rendimiento cudntico potencial del PSIl y curvas de respuesta a la luz

Para conocer la capacidad fotosintética de las plantas se realizaron mediciones de distintos
parametros utilizando un equipo de cinética de fluorescencia modulada (MiniPam; Walz,
Effeltrich, Germany). Se midié el rendimiento cuantico potencial del fotosistema Il (PSIl), Fv/Fm,
en donde Fv=Fm - Fo, y Fm y Fo son la eficiencia maxima y minima respectivamente de una hoja
adaptada a la oscuridad, cuando todos los centros de reaccion se encuentran en estado oxidado
(Barth et al. 2001). Esta determinacion no se realizé al amanecer sino aplicando un pulso de luz
saturante luego de mantener las hojas durante 20 minutos en oscuridad para recuperar la
fluorescencia mdaxima de la clorofila a durante las primeras horas de la mafiana. Se ha
demostrado que las plantas que poseen valores de Fv/Fm cercanos a 0.8, poseen el aparato
fotosintético intacto mientras que las plantas que presentan valores menores se encuentran
fotoinhibidas (Bjorkman y Demming 1987), por ello se controlé que las plantas elegidas tuvieran
valores de Fv/Fm cercanos a 0.8. Después de obtener ese valor se desarrollé6 una curva de
respuesta a la luz iluminando cada hoja con una luz halégena externa (Leaf Clip Holder 2030-B;
Walz). De esta manera se registrd la variaciéon de AF/F'm en funcién de la intensidad de luz
recibida. Este parametro se calculé como (FFm - F)/F'm donde F'm y F son los niveles de
fluorescencia maximo y minimo transitorio alcanzados durante un periodo de iluminaciéon. Se
aplicaron intensidades crecientes de luz sobre cada hoja, cada una de ellas durante 5 minutos o
hasta que se alcanzara un estabilidad en la fluorescencia basal y luego se aplicé un pulso de luz
saturante para obtener el valor de AF/F'm a esa radiacidn. Los pulsos saturantes de luz aplicados
en todos los casos fueron de 2000 pmoles m? s™ durante 0,8 segundos. La tasa de transporte de

electrones (ETR, por sus siglas en inglés) se calculé como:
ETR= 0.5 o (AF/F'm) PPF

Donde o corresponde a la absorbancia foliar y el valor de 0.5 se utiliza por considerar una
distribucidn pareja entre los dos fotosistemas, ya que el rendimiento cudntico estimado por el
MiniPam corresponde sdlo al fotosistema Il. Se utilizé6 un a=0.84 para los calculos de acuerdo a

Bjorkman y Demming (1987).
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La tasa maxima de transporte de electrones (ETR,.,) de cada individuo se calculé a partir de
cada una de las curvas construidas segun Rascher y colaboradores (2000) utilizando la funcién

exponencial:

y=a (1_e-bX)’

o, .n

donde el parametro “a” corresponde al ETR., “X” a la densidad de flujo de fotones e “y
corresponde a AF/F'm. A partir de esas curvas se obtuvo también el punto de saturacion de luz
como el nivel en el cual las plantas alcanzaron el 90/ del ETR .« (Franco y Liitge 2002). Los
valores individuales de ETR., fueron promediados segun el tratamiento correspondiente. La
capacidad de fijar CO, y la tasa de transporte de electrones se encuentran estrecha y

directamente relacionadas (Wullschleger 1993).
Recuperacion de la fotoinhibicién

Se realizd un experimento para conocer la susceptibilidad a la fotoinhibicién y la velocidad de
recuperacion de la capacidad fotosintética de las distintas especies de los tratamientos control
creciendo en el sotobosque o en los claros. Como la disminucién en AF/Fm es un indicador del
grado de inactivacidn del PSIl (Barth et al. 2001) se seleccionaron en cada parcela 3 individuos
de cada especie, los cuales fueron sometidos a oscuridad durante 30 minutos. Utilizando el
equipo de cinética de fluorescencia se estimé el AF/Fm 3 veces en cada hoja adaptada a la
oscuridad, esperando 5 minutos entre cada estimacion. Posteriormente, utilizando una lampara
haldgena, los individuos fueron sometidos a una radiacién directa saturante de 2.500 pmoles de
fotones m™? s durante 20 minutos para lograr fotoinhibicion. Luego, se colocaron nuevamente a
una intensidad de luz sub-saturante (aprox. 20 pmoles de fotones m™ s™) y se volvié a medir el
rendimiento cudntico a pequefios intervalos durante 40 minutos totales de manera de observar

la recuperacion de la actividad del PSIl a través del tiempo.
Andlisis de datos

Para evaluar la supervivencia y el crecimiento a nivel de comunidad y de especie se realizd un
analisis de covarianza utilizando modelos lineales generales y mixtos con el fin de determinar
diferencias significativas entre los tratamientos. En los casos en que se rechazé la hipdtesis de
igualdad de tratamientos se utilizé la prueba de comparacién de medias LSD de Fisher a una
significancia de 0.05. Para evaluar el supuesto de homogeneidad de varianzas se modelaron los
datos con varianzas homogéneas y heterogéneas y los modelos resultantes fueron comparados

utilizando el criterio de informacidn de Akaike (AIC, Burnham y Anderson 1998), cuanto menor
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el valor de AIC, mejor el ajuste del modelo. Los datos fueron analizados mediante el programa
estadistico InfoStat version 2009 (Di Rienzo et al. 2009). Para el analisis se utilizd un modelo
completamente aleatorizado en parcelas divididas, donde el factor principal fue la luz (claro y
sotobosque) y la subparcela fue el factor nutrientes (C, N, P y N+P), y se utiliz6 como covariable

el radiacion solar recibida en el centro de cada parcela. El modelo estadistico de analisis fue:
Yijkm= K + T + Vj +pm+ &jj + by + Eijkm

donde Yjm representa la respuesta observada en i-ésimo nivel del factor luz, j-ésimo nivel
del factor nutrientes, en la k-ésima parcela y el m-ésimo nivel de la covariable, i representa la
media general de la respuesta, 1; representa el efecto del i-ésimo nivel del factor asociado a las
parcelas principales (luz), y; representa el efecto del j-ésimo nivel del factor nutrientes, pn,
representa el efecto de la covariable y §; la interaccion correspondiente a los factores luz y
nutrientes. Por otra parte by y &jm representan los efectos aleatorios de las parcelas y de los
errores experimentales respectivamente. Las suposiciones sobre estos componentes aleatorios
son que by ~ N (0,6%) , y que Ejkm ~ N (O, 0’) (0 sea que tienen una distribucién normal igual a
cero y varianza igual a 6%), y que estas dos componentes aleatorias son independientes. El efecto
de las parcelas puede ser considerado aleatorio ya que su respuesta dependera entre otras
cosas de condiciones ambientales que no son predecibles. La datos de la variable supervivencia

fueron transformados con arcsen(raiz(x)).

Para evaluar el efecto de los tratamientos de fertilizacion sobre el ETR . ¥ para comparar el
ETRax de las parcelas control entre claros y sotobosque y entre especies se realizaron andlisis de
varianza de efectos fijos usando modelos lineales generales y mixtos. Para realizar
comparaciones multiples entre medias se utilizéd la prueba de LSD Fisher a un nivel de
significacion de 0.05. Para realizar comparaciones entre los datos normalizados con respecto al
control se realizaron pruebas de contrastes a un nivel de significacion de 0.05. Por otro lado, se
ajustd una funcién sigmoidea a los datos de la relacion entre el crecimiento relativo en didmetro
de cada especie en cada parcela y el porcentaje de radiacién solar en el centro de cada parcelay
entre supervivencia de cada especie en cada parcela y el porcentaje de radiacion solar en el
centro de cada parcela. Ademas se ajustd una relacién lineal entre el crecimiento relativo en
area foliar total y el ETRn.. LOs datos fueron transformados logaritmicamente cuando fue

necesario.
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Resultados

Supervivencia y crecimiento

Teniendo en cuenta a todas la especies estudiadas los nutrientes no tuvieron efectos sobre la
supervivencia de los individuos, en cambio una mayor disponibilidad de luz tuvo un efecto
positivo marginalmente significativo (F= 3.58, gl=1, P= 0.059). A nivel de cada especie, C.
americana, B. riedelianum y E. edulis fueron las especies que mds sobrevivieron en el
sotobosque (Tabla 2). La especie C. americana tuvo una supervivencia similar en todas las
condiciones de crecimiento. Por el contrario E. edulis, C. fissilis y P. dubium sobrevivieron
exclusivamente en una de las dos condiciones de radiacidn. El 90/ de los individuos de E. edulis
murié en condiciones de alta radiacion solar y sélo lo hizo un 40/ en el sotobosque, mientras
que C. fissilis y P. dubium respondieron de manera inversa, mas del 90/ de los individuos
murieron en el sotobosque y solo entre el 50/ y 60/ en los claros (Tabla 2). Se observé una
interaccion de efectos entre la luz y los nutrientes en la supervivencia de B. riedelianum y P.
dubium (F=4.62, gl=3, p<0.001 y F=7.05, gl=3, p<0.001 respectivamente). En ambas especies, la
adicién de P disminuye la supervivencia en los claros y la adicién de N revierte parcialmente el
efecto negativo del fosforo. En los claros la adicién de P redujo la supervivencia de P. dubium

hasta niveles similares a los encontrados en el sotobosque (Fig. 3).

La altura de las plantas creciendo en los claros se incrementd en dos afios entre 600 y
1400/ con respecto al tamafio inicial, mientras que en el sotobosque en general el crecimiento
en altura no superé el 100/ (Fig.4). La adicion de nutrientes produjo cambios menos notorios
que la luz. En el sotobosque, la adiciéon de nutrientes afectd el crecimiento en una sola especie,
E. edulis, quien aumenté significativamente la altura con la adicién de P y especialmente de N+P
con respecto al control (Fig. 4A). En los claros, hubo una tendencia en todas las especies a
aumentar el crecimiento en altura al fertilizar con N+P, aunque estas diferencias con respecto al

control fueron estadisticamente significativas sélo para C. americana (Fig. 4C).

El crecimiento en diametro mostrd las mismas tendencias con respecto a la luz que el
crecimiento en altura: las diferencias entre claros y sotobosque fueron estadisticamente
significativas (B. riedelianum, F=250.4 gl=1, p<0.0001; C. americana, F=281.4 gl=1, p<0.0001; M.
tinctoria, F=304.4 gl=1, p<0.0001). En el sotobosque no se encontraron diferencias en el
crecimiento en diametro entre las plantas que crecieron en las parcelas control y las fertilizadas,
en cambio en los claros la adicién de nutrientes produjo un aumento de crecimiento en

didmetro de entre 25y 50/ con respecto al control. Particularmente, se observaron diferencias
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significativas con la adiciéon de N+P en el crecimiento de C. americana y M. tinctoria (Fig.4D). El
area foliar total de las plantas creciendo en lo claros aumentd entre 1.7 y 2.5 veces en todas las
especies con la adiciéon de N+P con respecto al control, pero las diferencias fueron significativas

solo para M. tinctoria y P. dubium (Fig. 5).

La proporcion de radiacién solar promedio que llegaba al centro de la parcela afecté el
crecimiento relativo en didmetro de todas las especies estudiadas indistintamente del agregado
de nutrientes (Fig. 6). La relacidn entre el crecimiento en didmetro y la proporcion de radiacion
fue distinta entre la especies, pero en general todas, excepto E. edulis, aumentaron el
crecimiento al aumentar la proporcidn de radiacidn solar recibida en el centro de las parcelas.
Por ejemplo B. riedelianum, C. americana y M. tinctoria mostraron una relacién similar, aunque
M. tinctoria mostré una relacién entre crecimiento y radiacion mas pronunciada que las otras
dos especies. En cambio C. fissilis y P. dubium no crecen si la radiacion solar en la parcela era
menor al 20/ y por encima de ese porcentaje su crecimiento fue mayor pero constante ante el
aumento de la radiacién solar. Por el contrario E. edulis mostrd una relacion inversa entre el
crecimiento y la proporcién de radiaciéon solar en la parcela y aunque los valores de crecimiento
relativo fueron menores a los del resto de las especies, en condiciones de baja radiacién la
especie alcanzé los mayores valores de crecimiento. Por otro lado la proporcién de radiacion
solar produjo un aumento en la supervivencia en todas las especies excepto en E. edulis (Fig. 7).
La relacidon entre la supervivencia y la radiaciéon solar muestra los diferentes patrones de
respuesta de las especies, algunas como E. edulis, C. americana y B. riedelianum pueden
sobrevivir con muy bajos niveles de luz, otras como M. tinctoria, C. fissilis y P. dubium requieren
niveles mas altos (10, 20 y 25/ de radiacidn solar respectivamente) para que sobrevivan el 50/

de los individuos.
Atributos fotosintéticos

La eficiencia maxima del fotosistema 1l (valores de Fv/fm en oscuridad) fue similar entre las
distintas especies en las parcelas control de claro y sotobosque y cercanos a 0.8 (Fig. 8A y C). El
experimento de fotoinhibicidn redujo los valores de Fv/fm medidos en oscuridad a un 30-50/
en el caso de las plantas creciendo en el sotobosque y a 40-60/ en las plantas creciendo en los
claros (Fig. 8). La recuperacion de la capacidad fotosintética alcanzé valores de 62 a 75/ del
valor inicial en las especies creciendo en el sotobosque y la velocidad de recuperacion tuvo el
siguiente orden: C. americana, M. tinctoria, B. riedelianum y E. edulis. En cambio en los claros la
velocidad de recuperacion cambid el orden de las especies, E. edulis fue la especie que se

recuperé mas rapido, alcanzando un promedio de 91/ del valor de Fv/Fm medido en oscuridad,
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luego de 20 minutos de recuperacién de la radiacién saturante aplicada; le siguieron en orden B.
riedelianum, P. dubium, C. americana, M. tinctoria y por ultimo C. fissilis que alcanzé a recuperar
el 78/ de su capacidad fotosintética. Se encontraron diferencias estadisticas en los porcentajes
de recuperacién de la fotoinhibicién entre especies en el sotobosque en donde C. americana se
recuperd mas rapido que E. edulis y las otras dos especies presentaron porcentajes de
recuperacion intermedios (Fig. 8B). En los claros, E. edulis y B. riedelianum recuperaron un
porcentaje mayor que C. fissilis y que M. tinctoria (Fig. 8D). Ademas la recuperacién fue mayor
en los claros que en el sotobosque en 2 de las 4 especies estudiadas: B. riedelianum y E. edulis

(F=172.9 gl= 1, p<0.05; F= 126.8 gl= 1, p<0.05).

La tasa de transporte de electrones fue medida en plantas de las parcelas control de
claro y sotobosque para evaluar el efecto de la disponibilidad de luz durante el crecimiento
sobre esta variable. En todas las especies el ETR aumentd de forma asintética con el incremento
en la densidad de flujo foténico fotosintético (DFFF) (Fig. 9). El ETR maximo (ETR.,) fue mas alto
en los claros que en el sotobosque (F= 16.89; gl= 1; p<0.001). Las curvas de respuesta a la luz
difirieron entre las especies en una misma condicién de luz (claros F= 4.53; gl= 4; p = 0.0134;
sotobosque F= 77.13; gl= 3; p<0.0001), siguiendo el siguiente ranking en los claros: M. tinctoria,
C. fissilis, P. dubium, C. americana y B. riedelianum; y en el sotobosque un ranking similar: M.
tinctoria, C. americana, B. riedelianum y E. edulis (Fig. 9). Ademas se encontraron diferencias en
el ETRax para una misma especie dependiendo de si crecié con mayor o menor disponibilidad
de luz (Fig 9). Para las 3 especies que se estudiaron tanto en claros como en el sotobosque, el
aumento en ETR.x en los claros fue significativo para B. riedelianum (F= 13.70; gl= 1; p<0.05) y

C. americana (F= 34.24; gl=1; p<0.01) pero no para M. tinctoria (F= 1.70; gl= 1; p=0.2495).

La respuesta del ETR,.x a la adicidon de nutrientes fue estudiada sélo en los claros, en
donde las plantas estaban menos limitadas por la radiacion. Al considerar a todas las especies de
cada tratamiento como un Unico conjunto de datos se observd que la fertilizacién con N
aumentd significativamente el ETR.,.« con respecto al control (Fig. 10), pero al analizar los
resultados en cada una de las especies por separado, la Unica en la que se observaron
diferencias significativas fue en B. riedelianum, en la cual tanto la adicién de N como la de N+P
incrementaron el ETR,.x con respecto al control y al tratamiento de adicién de P (Tabla 3). Por
otro lado se observé una correlacién positiva entre ETR,,, Y €l crecimiento en drea foliar total
(Fig. 11). Las especies con mayor crecimiento en area foliar (C. fissilis y M. tinctoria) presentaron

a su vez mayor capacidad fotosintética.
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Tabla 1. Variables ambientales registradas bajo las dos condiciones de radiacién estudiadas
(sotobosque y claro) en el drea de la Reserva del Parque Nacional Iguazii. Los valores corresponden a la
media #+ error estdndar (n= 19-20 para los datos de % de radiacion solar y n=5 para los datos de
temperatura del aire y nutrientes en el suelo). Los valores de temperatura corresponden a los meses de
febrero - abril de 2006. Los valores de nutrientes en el suelo corresponden a muestras obtenidas en el

tratamiento control de sotobosque y claro.

Variable Sotobosque Claro

/ Radiacién solar 10+3 28+2
Temperatura del aire 28.6+0.3 30.8+0.5
maxima promedio diaria (°C)

Temperatura del aire 20.9+0.3 20.7+0.3
minima promedio diaria (°C)

N total en suelo (ppm) 12.2+15 12.8+2.0
P en suelo (ppm) 3.8+04 3.0£03

Tabla 2. Supervivencia de los renovales de las distintas especies plantadas bajo dos condiciones de
radiacion (sotobosque y claro) a lo largo de 2 afios. Los valores corresponden a la media y el error
estdndar de 20 parcelas, en cada una de ellas se plantaron mds de 10 individuos de cada especie. Las
letras distintas indican diferencias significativas entre las especies dentro de cada tratamiento de luz y
el asterisco indica diferencias de supervivencia entre condiciones de luz para una misma especie (P <
0.05; LSD Fisher luego de un andlisis de parcelas divididas en DCA y la proporcién de radiacion solar de

cada parcela como covariable).

Supervivencia (/)

Sotobosque Claro
Especies Media EE Media EE
Euterpe edulis 0.60 0.05 b* 0.09 0.04 e*
Balfourodendron riedelianum 0.75 0.04 a* 0.83 0.03 ab*
Cordia americana 0.84 0.03 a 0.86 0.03 a
Maclura tinctoria 0.42 0.03 c* 0.74 0.03 b*
Cedrela fissilis 0.09 0.04 d* 0.54 0.03 c*
Peltophorum dubium 0.06 0.02 d* 0.42 0.05 d*
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Tabla 3. Tasa de transporte de electrones mdxima (ETRmq«) medida en renovales de 5 especies
creciendo en los claros bajo cuatro tratamientos de disponibilidad de nutrientes (C, N, P y N+P). Los
valores corresponden a la media * error estdndar (n= 3 a 6 dependiendo de la especie y el
tratamiento). Las letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada

especie (P < 0.05; LSD Fisher luego de un andlisis de varianzas).

ETRmax (LMol m?2s?)
Tratamientos
C N P N+P

Especies Media EE Media EE Media EE Media EE

B. riedelianum 73.7 3.64 a 1123 9.00 b 7876 7.81 a 1044 1082 b

C. americana 103.9 5091 123.3 15.27 89.33 7.22 92.68 4.11
M. tinctoria 140.7 16.08 179.7 8.21 154.3 12.38 142.9 19.49
C. fissilis 123.7 19.77 149.8 14.87

P. dubium 117.3 12.76 130.1 19.33 1445 15.24
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Figura 3. Supervivencia de los renovales de las distintas especies luego de 2 afos en A)
sotobosque y B) claros. Los valores corresponden a la media de 5 réplicas, en cada una de
ellas se plantaron mds de 10 individuos de cada especie. Las letras indican diferencias
significativas (P < 0.05; LSD Fisher luego de un andlisis de parcelas divididas en DCA y
proporcion de la radiacién total de cada parcela como covariable). Las especies son E. edulis
(rombo), B. riedelianum (circulo), C. americana (cuadrado), M. tinctoria (tridngulo hacia
arriba), C. fissilis (tridngulo hacia abajo), y P. dubium (hexdgono). Los errores estdndar no
estdn presentados en el grdfico para mejorar la visualizacién pero pueden ser consultados en

el AnexoZ2 (Tabla anexo suplementario 1).
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Figura 4. Crecimiento relativo en altura y didmetro de los renovales de las distintas especies
luego de 2 ariios en el sotobosque (A y B) y en los claros (Cy D). Los valores corresponden a la
media de 5 réplicas, en cada una de ellas se plantaron mds de 10 individuos de cada especie. Las
letras indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05; LSD Fisher luego de un
andlisis de parcelas divididas en DCA y proporcién de la radiacién total de cada parcela como
covariable). Las especies son E. edulis (rombo), B. riedelianum (circulo), C. americana (cuadrado),
M. tinctoria (tridngulo hacia arriba), C. fissilis (tridngulo hacia abajo), y P. dubium (hexdgono).
Los errores estdndar no estdn presentados en el grdfico para mejorar la visualizacién pero
pueden ser consultados en el Anexo 2 (Tablas anexo suplementario 2 y 3). Notar que las escalas

entre los paneles superiores e inferiores son diferentes.
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Figura 5. Area foliar total promedio de los renovales de las distintas especies luego de un aiio
creciendo en los claros bajo 4 tratamientos de fertilizacion. Los valores corresponden a la
media # error estdndar (n=4 - 5). Las letras distintas indican diferencias significativas entre
los tratamientos con P<0.05 (Test de LSD Fisher). Br = B. riedelianum, Ca = C. americana, Mt =

M. tinctoria, Cf = C. fissilis y Pd = P. dubium.
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Crecimiento relativo en diametro
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Figura 6. Relacién entre la proporcién de la radiacién solar promedio y el crecimiento

relativo en didmetro para los renovales de las 6 especies estudiadas. En todos los casos se

ajusto una funcién sigmoidea de la forma y = a/ (1+exp (-(x-x0)/b)). Los coeficientes de

determinacion (R?) variaron entre 0.73 y 0.89 y el nivel de significacién de los ajustes fue

siempre menor a 0.0001. En esta figura se utiliza informacion de las 40 parcelas. Cada punto

corresponde al valor de crecimiento relativo en didmetro promedio de cada especie y a la

proporcion de la radiacién solar promedio en el centro de cada parcela.
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Figura 7. Relacion entre la proporcion de la radiacién solar y la supervivencia de los

renovales de las 6 especies estudiadas. Se ajusté una funcién sigmoidea de la forma y = a/

(1+exp (-(x-x0)/b)) en todos los casos. Los coeficientes de determinacién (R?) variaron entre

0.26 y 0.73 y el nivel de significacion de los ajustes fue siempre menor a 0.005. En esta figura

se utiliza informacién de las 40 parcelas. Cada punto corresponde al porcentaje de

supervivencia de cada especie en cada parcela y a la proporcién de la radiacién solar

promedio en el centro de cada parcela.
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Figura 8. Mdxima eficiencia del fotosistema Il (Fv/Fm en oscuridad) y recuperacién de Fv/Fm
luego de una exposicion a niveles de luz saturantes en plantas creciendo en parcelas control en A)
sotobosque y C) claros. Porcentaje de recuperacion de Fm/Fm al cabo de 30 minutos en plantas
creciendo en parcelas control en B) sotobosque y D) claros. Los simbolos representan la media
(n=3) y el error estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas entre las especies a un
nivel de 0.05 (Test de LSD Fisher). Br = B. riedelianum, Cf = C. fissilis, Ca = C. americana, Mt = M.

tinctoria, Pd = P. dubium.
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Figura 9. Tasa de transporte de electrones (ETR) en funcién de la DFFF (densidad de flujo
fotdnico fotosintético) para los renovales de las 4 especies creciendo en las parcelas control
del sotobosque y de 5 especies en los claros. Cada curva fue construida a partir de mediciones
en 3 individuos. Los valores entre paréntesis corresponden a R2, ETRpnax y DFFFpax

respectivamente.

ETR, ., (tratamiento/control)
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Figura 10. Respuesta relativa de la tasa de transporte de electrones maxima (ETRmax) a la
fertilizacién en plantas creciendo en los claros. Estos valores se obtuvieron normalizando los
datos de cada especie con respecto al control. Los valores son las medias * error estdndar
(n=3-5 especies por tratamiento). El efecto significativo de la fertilizacién se indica como **P
< 0.05 (prueba de contrastes). Se consideraron todos los individuos de todas las especies por

tratamiento como un tinico conjunto de datos.
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Figura 11. Relacién entre la tasa de transporte de electrones mdxima (ETRme) y el
crecimiento relativo en drea foliar total de las especies creciendo en los claros en los 4
tratamientos de fertilizacién. Los valores corresponden a las medias (n=3 a 6 dependiendo de
la especie y el tratamiento). Se ajusté a los datos una funcién lineal: y = 6.4580 x + 85.3140.
Los errores estdndar no estdn presentados en el grdfico para mejorar la visualizacién pero

pueden ser consultados en Tabla 3.

Discusion
Supervivencia vs Crecimiento como determinantes de la tolerancia a la sombra

La disponibilidad de nutrientes tiene un rol subordinado a la disponibilidad de luz durante los
primeros afios de establecimiento de las plantas. Un aumento en la disponibilidad de luz
produjo un incremento en las tasas de supervivencia y crecimiento de todas las especies
excepto en E. edulis, que no sobrevivid en los claros o bajo condiciones de alta radiacidn tal
como han observado otros autores (Sedrez dos Reis et al. 1987, Paulilo 2000, Gatti et al. 2011).
Los mayores cambios en la supervivencia de las especies ocurrié entre 0y 20/ de la radiacidon
solar, por encima de esos porcentajes las especies presentaron una respuesta menos marcada,
excepto C. fissilis y P. dubium que necesitarian mayor disponibilidad de luz para su
supervivencia y desarrollo. Mas del 90/ de los individuos de C. fissilis y P. dubium murieron en
el sotobosque y sélo entre el 50/ y 60/ en los claros. El crecimiento de las plantas fue hasta

10 veces mayor en los claros que en el sotobosque, y en general las tasas de crecimiento
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aumentaron con la disponibilidad de luz para valores de radiacion menores al 30-40/ de la
radiacion total tal como fue observado en un experimento bajo condiciones controladas con
especies compartidas con este estudio (Campanello et al. 2008). C. americana, B. riedelianum y
E. edulis fueron las especies que mas sobrevivieron en el sotobosque sin embargo las tasas de
supervivencia fueron diferentes. Todo esto limita la posibilidad de clasificar a las especies
estudiadas en grupos funcionales discretos como sugiere la bibliografia tradicional, sino que
representan un continuo en el grado de tolerancia a los niveles de radiacién. No obstante
podria decirse, de modo general, que E. edulis, B. riedelianum y C. americana se comportaron
como especies mas tolerantes a la sombra, mientras que P. dubium y C. fissilis fueron menos

tolerantes y M. tinctoria presentd un comportamiento intermedio.

Contrario a lo esperado, el compromiso entre supervivencia y crecimiento no pudo ser
observado para todo el grupo de especies estudiadas. Las especies que tuvieron alta
supervivencia en el sotobosque a su vez tuvieron altas tasas de crecimiento en los claros,
mientras que las especies que tuvieron baja supervivencia en el sotobosque no fueron aquellas
gue presentaron las tasas de crecimiento mas altas en los claros. Un crecimiento rapido y baja
supervivencia caracterizan a especies pioneras, mientras que alta supervivencia y crecimiento
lento caracterizan a las especies mas tolerantes a la sombra, mientras que la mayoria de las
especies se ubican a lo largo del continuum entre estos dos extremos (Welden et al. 1991,
Wright et al. 2003). Kitajima (1994) propone que este compromiso refleja la asignacion de
recursos de la planta hacia caracteristicas que promueven la supervivencia tales como
sistemas radiculares extensos, alta densidad de la madera y defensas contra herbivoros y
patégenos. Dos de las especies, C. fissilis y P. dubium, consideradas menos tolerantes a la
sombra (Campanello et al. 2011) entre las especies estudiadas en este trabajo, mostraron
bajas tasas de crecimiento comparadas con el resto de las especies, posiblemente a causa de la
presencia de otros factores de estrés como la herbivoria (ver Capitulo 3). La densidad en que
fueron plantadas las especies seguramente perjudicé a aquellas mas susceptibles a la
herbivoria, mientras que las especies de crecimiento mas lento se vieron beneficiadas por la
remocion de la competencia con otras plantas, dado el tratamiento de corte que se aplicé en
las parcelas para mantener constante la disponibilidad de luz (ver Materiales y métodos). Por
lo que este compromiso se podria observar en condiciones de crecimiento totalmente
naturales o en condiciones controladas en las que el factor de estrés principal fuera la luz y
otros factores como la disponibilidad de agua, nutrientes, la competencia o la herbivoria no
fueran limitantes para el desarrollo de las plantas. También es posible que las especies

seleccionadas para este estudio abarquen un rango muy pequeio en cuanto a tolerancia a la
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sombra (es decir se agrupen en un extremo del continuum) y por ello este compromiso no sea
observable, aunque E. edulis podria considerase en un extremo y P. dubium vy C. fissilis en el
extremo opuesto. Es preciso aclarar que el compromiso encontrado entre la supervivencia y el
crecimiento para un gran numero de especies (Baraloto et al. 2005, Gilbert et al. 2006, Poorter
et al. 2006) no necesariamente se repite en grupos de pocas especies que presentan
diferencias pequefas en estas caracteristicas o que se encuentran sometidos a multiples

situaciones de estrés como ocurre en este experimento de campo.

El rol de los nutrientes

La adicion de nutrientes no tuvo efectos significativos en la supervivencia o el crecimiento de
las especies en el sotobosque, excepto en E. edulis. En el sotobosque la limitacién por luz es
muy importante especialmente para las especies poco tolerantes a la sombra. Sin embargo,
aquellas especies adaptadas a la sombra, es posible que cuenten con la suficiente
disponibilidad de luz como para tomar ventaja de un aumento en la disponibilidad de
nutrientes. Por lo tanto, en el caso de especies con un alto grado de tolerancia a la sombra
otros recursos como los nutrientes, pueden estar co-limitando el crecimiento, aun en
condiciones de baja radiacién como se ha observado en otros bosques tropicales (Burslem et
al. 1996, Santiago et al. 2011). La especie E. edulis pareceria ser un ejemplo de ello ya que
incremento su altura entre 80 y 150/ con la adicidn de P y N+P respectivamente. Por lo tanto,
es razonable que siendo la especie mas tolerante a la sombra entre las estudiadas, sus
mayores limitaciones de crecimiento no sean luminicas sino que sean nutricionales o hidricas y
por lo tanto se vea ampliamente beneficiada por un aumento en la disponibilidad de

nutrientes.

En los claros, donde la disponibilidad de luz no seria limitante, la adicién de nutrientes, en
particular de N+P tendié a aumentar la tasa de crecimiento tanto en didmetro y altura como
en el area foliar total de las plantas en todas las especies. Estos aumentos en el crecimiento de
las plantas con la adicién combinada de N y P sugieren que estos elementos son limitantes
para el crecimiento. Los aumentos fueron de alrededor de 15/ en P. dubium y de mas del 40/
en C. fissilis, C. americana y M. tinctoria en diametro y altura, y de 70 a 150/ en el area foliar
total de las especies. Estas respuestas positivas a la fertilizacion con N+P fueron
particularmente significativas en C. americana y M. tinctoria. Los ataques de la larva de
Hypsipyla grandella (Zeller) (Lepidoptera: Pyrilidea) en los brotes de C. fissilis, y el alto
porcentaje de herbivoria en hojas que afectd a P. dubium impidié evaluar con precisién los

efectos de la adicidn de nutrientes en el crecimiento de estas dos especies.
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Se esperaban respuestas significativas del crecimiento a la adicién de P, dado la escasa
movilidad del P en el suelo y la limitacién por P que ocurre en ambientes tropicales y
subtropicales (Solllins et al. 1988, Hinsinger 2001). Sin embargo se encontré un aumento en el
crecimiento cuando se adiciond P en forma combinada con N y sdlo se registré el aumento de
crecimiento con la adicion de P en E. edulis creciendo en el sotobosque. No sélo no se
encontraron efectos positivos significativos sobre el crecimiento sino que en los claros la
fertilizacion con fésforo disminuyé la supervivencia de 2 especies, B. riedelianum y P. dubium.
Aunque no se conoce una explicacidn para una disminucién de la supervivencia con la adicién
de P, es conocido que el crecimiento de raices es estimulado por la limitacion de nutrientes
como N vy P (Ericsson 1995, Poorter y Nagel 2000) y es posible también que el tratamiento de
adicién de P induzca la limitacidn por otros nutrientes. En este estudio no se cuentan con
datos sobre las respuestas de crecimiento subterrdneas, por lo tanto todas las conclusiones
pertenecen exclusivamente al crecimiento aéreo. Seria necesario entonces realizar
experimentos en condiciones mds controladas de las que se tuvieron en este trabajo de

investigacion y evaluar el crecimiento subterrdneo de las especies.

De los resultados de este experimento surge la necesidad de evaluar el efecto de Ia
fertilizacion en el crecimiento de las plantas con individuos creciendo exactamente en las
mismas condiciones de luz. Dicha situacién no ocurrié en este experimento de campo. Si bien
se eligieron claros naturales de tamanos y orientaciones similares, los renovales se
encontraban creciendo en un gradiente de intensidades de luz dentro de las parcelas y se pudo
observar como esas diferencias se tradujeron en aumentos en el crecimiento de los individuos
de 3 de las 6 especies estudiadas (fig.4). La variabilidad en la radiacion solar incidente puede
confundir el analisis, a pesar de que se intentd eliminar este efecto al incorporar la radiaciéon
como covariable. Por ello es posible que las respuestas a la fertilizacion no se debieran
Unicamente a cambios en la disponibilidad de nutrientes sino también a cambios en la

intensidad de luz, lo que determind que la variabilidad de los datos fuese relativamente alta.
Determinantes fisiolégicos de la supervivencia y el crecimiento

Cuando las plantas se sometieron durante 20 minutos a radiaciones directas saturantes,
independientemente de la especies y el tratamiento bajo el cual se desarrollaron, todas las
plantas se fotoinhibieron, aunque la sensibilidad a la fotoinhibicién tendié a ser menor en las
plantas que crecieron en los claros y ademds se recuperaron mas rapidamente que las que
crecieron en el sotobosque. Este mismo patrén de respuesta ha sido observado tanto para una

especie creciendo en distintas condiciones de disponibilidad de luz como para distintas

44



Mariana Villagra (2012) - Tesis doctoral

especies con diferentes requerimientos luminicos en un mismo experimento (Durand y
Goldstein 2001, Montgomery et al. 2008). En general, la capacidad de las plantas para
aclimatarse a altos niveles de luz suele ser mas reducida en las especies tolerantes a la sombra
en comparacion con especies que requieren altos niveles de radiaciéon para su crecimiento
(Durand y Goldstein 2001, Houter y Pons 2005, Montgomery et al. 2008). La especie mas
tolerante a la sombra, E. edulis, se recuperd mas rapido de la fotoinhibicién en los claros que
dos especies mas intolerantes a la sombra como C. fissilis y M. tinctoria. Sin embargo, este
resultado concuerda con lo que ocurre durante exposiciones cortas a niveles altos de
radiacion; en estas situaciones las especies de crecimiento lento, con bajas capacidades
fotosintéticas tendrian mayor capacidad para disipar de manera flexible el exceso de la energia
solar absorbida que las especies de vida corta y crecimiento rdpido (Demming-Adams y Adams
2006). Es posible que la respuesta de E. edulis esté determinada por la naturaleza del régimen
de flecos de luz que experimenta durante su establecimiento en el bosque, que puede tener
un rol destacado en el presupuesto de carbono de esta planta como el que se ha visto para
otras especies tolerantes a la sombra (eg. Chazdon 1988, Valladares y Pearcy 1997, Leakey et
al. 2005), cosa que no sucederia en el resto de las especies estudiadas que necesariamente

regeneran o alcanzan su altura maxima cuando ocurren aperturas en el dosel arbdreo.

Los mayores niveles de radiacion en los claros generaron un aumento en los ETR maximos
de las plantas creciendo en esa condicidon comparados con los ETR maximos de las plantas
creciendo en el sotobosque. A pesar de la capacidad de aclimatacion de las especies a las
distintas condiciones luminicas no siempre las especies que crecieron mas tuvieron los valores
de ETR maximos mds altos. Es dificil de interpretar estos resultados si sélo se analizan a nivel
de las hojas, también es necesario conocer la arquitectura de la planta, la dindmica foliar y los
patrones de asignacidn de recursos a los distintos drganos ya que muchas caracteristicas de la
aclimatacion de las plantas a la luz involucran costos energéticos de érganos no fotosintéticos
(Givnish 1988). Los resultados de este estudio sugieren que las especies con ETR maximos
relativamente bajos pero que tuvieron tasas de crecimiento altas en didmetro y altura (B.
riedelianum y C. americana), deben haber compensado las bajas tasas de asimilacién con un

aumento en la superficie fotosintética por individuo.

El ETR maximo aumentd con la adicidon de N en el conjunto de especies creciendo en los
claros. Este resultado sugiere que el aumento en la disponibilidad de N es asignado a enzimas
del complejo antena y a las reacciones de carboxilacion. Por otro lado, la adicién de P no
produjo cambios en el ETR maximo del conjunto de las especies y por lo tanto no podemos

hablar de que exista una limitacion de la fotosintesis por multiples elementos como ocurre en
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otros estudios (Pasquini y Santiago 2012). Un resultado interesante es que la adicion de N+P
tuvo un efecto relativamente pequefio sobre la tasa de transporte de electrones, por lo que
procesos individuales pueden responder a elementos especificos. A pesar de que la adicion de
N produce un aumento de ETR.« se encontré un efecto casi nulo en las variables de
crecimiento medidas. Mientras que la adicién de N+P modificd levemente el ETR,,.,, produjo
cambios mds notorios en el crecimiento de las especies, especialmente en el area foliar total.
La asignacién de recursos internos a la construccién de superficie foliar parece ser el principal
determinante de las diferencias en las tasas de crecimiento de los renovales. Esto indicaria que
las tasas de crecimiento estarian determinadas no sélo por la cantidad méaxima/potencial de
CO, asimilado por unidad de superficie foliar sino principalmente por la superficie fotosintética
total de la planta y que a pesar de que el N es el elemento que aumenta el ETR.. de las
plantas, la combinacion de N y P es quien remueve la limitacion de crecimiento en estos

renovales.

Conclusiones

Los resultados de esta investigacién indican que el N y P combinados limitan el crecimiento de
los renovales de estas especies del Bosque Atlantico semi-caducifolio, al menos en los
primeros anos del ciclo de vida de las plantas estudiadas. Se esperaban respuestas
significativas del crecimiento a la adicién de P, sin embargo se encontré un aumento en el
crecimiento sélo cuando se adicioné P en forma combinada con N. Los renovales pueden
responder a la adicion de nutrientes aun cuando la disponibilidad de luz es muy baja, aunque
en esa condicién luminica esto ocurriria sélo en especies tolerantes a la sombra. Por otro lado,
un aumento en la disponibilidad de luz produjo un incremento en las tasas de supervivencia y
crecimiento de todas las especies excepto en E. edulis, la especie mas tolerante a la sombra,
gue mostrd un patrén inverso. Un resultado contrario al esperado es que no se encontré un
compromiso entre la supervivencia de las plantas en condiciones de baja radiacion solar y el
crecimiento en condiciones de alta radiacion, probablemente por el reducido nimero de
especies con el que se trabajd, la similitud entre especies en el grado de tolerancia a la sombra
o a causa de una presion de herbivoria mayor a altos niveles de radiacion en especies

consideradas pioneras o demandantes de luz como C. fissilis y P. dubium.

La sensibilidad de las especies a la fotoinhibicién tendié a ser menor en las plantas que
crecieron en los claros, ademads se recuperaron mas rapidamente que las que crecieron en el

sotobosque. La especie E. edulis se recuperd mas rapido de la fotoinhibicion que especies
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menos tolerantes a la sombra, posiblemente a causa de una mayor capacidad para disipar de
manera flexible el exceso de la energia solar absorbida que las especies de vida corta y
crecimiento rapido. En cambio las especies con mayores requerimientos luminicos fueron las
gue presentaron los valores mas altos de ETR,.x ¥ el mayor crecimiento relativo en area foliar,
aunque el ETR.x no estuvo relacionado con el crecimiento en didmetro o altura de las
especies. A pesar de que el ETR,.x aumenta con la adicién de N y muy levemente con la adicidn
de N+P, es la combinacidon de ambos elementos la que determina el aumento en el
crecimiento de las plantas, y por lo tanto es quien disminuye la limitaciéon de crecimiento en

los renovales estudiados.
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CAPITULO 4

Crecimiento y resistencia a la cavitacion de especies
subtropicales del dosel arboreo: efectos de la adicion

de nutrientes

Introduccion

El transporte de agua lo largo del continuo suelo-planta-atmdsfera desempefia un papel
importante no sélo en la economia de agua de las plantas, sino también en el balance
energético de las hojas y de los nutrientes y en el transporte de los factores reguladores del
crecimiento. Los aumentos de tensién en el xilema se generan a través del proceso de
transpiracion. A medida que el potencial hidrico foliar disminuye en condiciones de sequia, la
tensidn se incrementa y puede alcanzar niveles que comprometen al sistema de transporte y
reduce la conductividad hidraulica. El mecanismo por el cual se pierde la conductividad
hidrdulica es atribuido a la cavitacién de los conductos del xilema por la entrada de burbujas
de aire a través de las puntuaciones (Zimmermann 1983, Tyree y Sperry 1989). De todos
modos, las plantas han demostrado ser capaces de controlar esta disfuncién hidraulica a través
del cierre de sus estomas, recuperando asi el potencial hidrico y evitando una falla hidraulica
potencialmente catastréfica (Nardini y Salleo 2000, Brodribb y Holbrook 2003). Sin embargo,
se conoce que algunas plantas operan regularmente a potenciales hidricos asociados con la
disfuncion hidraulica (Lo Gullo et al. 2003, Brodribb y Holbrook 2004, Johnson et al. 2009) v,
ademads, son capaces de recuperar y reparar el transporte hidraulico (Bucci et al. 2003,

Brodribb y Holbrook 2004, Nardini et al. 2008).
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Las condiciones de altos déficits hidricos y las temperaturas congelantes son dos de los
factores principales que estimulan la formaciéon de embolismos (Meinzer et al. 2001) con
graves consecuencias en el desempefio de la planta, debido a que la fotosintesis y el
crecimiento dependen del transporte de agua a los sitios de fijacion de carbono (Hubbard et al.
2001, Brodribb y Holbrook 2007). Por lo tanto, la cavitacion xilematica del tallo tiene el
potencial de afectar el crecimiento, la reproduccidn y la supervivencia de las plantas (Blackman

et al. 2009, Brodribb y Cochard 2009).

El crecimiento rapido de las plantas conduce a desarrollar una baja densidad de madera
(Muller-Landau 2004, Nascimento et al. 2005, Chao et al. 2008, Novaes et al. 2009). Las plantas
de baja densidad de madera suelen tener una baja resistencia a la cavitacion del xilema (Hacke
et al. 2001, Jacobsen et al. 2005). Ademas, la densidad de la madera de los arboles disminuye
con la adicion de N, probablemente debido al desarrollo de vasos de mayor tamafio (Hacke et
al. 2010). Un xilema con vasos de mayor tamafio es mas vulnerable a la cavitacidon que un
xilema con vasos estrechos. En su estudio, Hacke y colaboradores (2010), encontraron una
relaciéon negativa entre la conductividad especifica de los tallos y su vulnerabilidad, apoyando
la hipdtesis de que existe un compromiso entre la eficiencia en el transporte de agua y la
seguridad del sistema de transporte (Zimmermann, 1983). El compromiso entre la resistencia a
la disfuncién hidraulica y la eficiencia del transporte del xilema puede ser explicado por la
hipdtesis de “air-seeding” (Wheeler et al. 2005), en el que las especies con un xilema mas
eficiente son mas susceptibles a la cavitacién ya que los conductos mas amplios tienden a
tener mayores superficies de paredes perforadas, aumentando la probabilidad de tener
grandes aberturas en las membranas de las puntuaciones que conectan los elementos de
conduccidn, las cuales permiten a su vez que las burbujas de aire se extiendan y expandan
entre los mismos. La densidad de la madera no sélo esta asociada con la tasa de crecimiento,
sino también con la seguridad biomecanica, la resistencia al dafio fisico (Putz et al. 1983,
Augspurger y Kelly 1984, Hacke et al. 2001) y la tolerancia a la sombra de las especies arbdreas

(Kitajima 1994).

A pesar del gran nimero de estudios sobre la vulnerabilidad del sistema de transporte
hidrdulico (por ejemplo, Tyree y Sperry 1989, Maherali et al. 2004, Markesteijn et al. 2011),
hay poca informacidn sobre la capacidad de aclimatacion de la vulnerabilidad a la cavitacion.
Las plantulas de una misma especie creciendo a la sombra o en condiciones de alta radiacién
solar difieren en su vulnerabilidad del xilema; los individuos que crecen bajo sombra son mas
vulnerables a la cavitacion que aquellos que crecen al sol (Barigah et al. 2006, Schoonmaker et

al. 2010). Sin embargo, Campanello y colaboradores (2011) encontraron que para algunas
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especies de renovales del Bosque Atlantico semi-caducifolio existe una baja plasticidad de la
vulnerabilidad a la cavitacion en diferentes condiciones de radiaciéon solar durante el
crecimiento de las plantas. Los efectos de los nutrientes sobre la capacidad de aclimatacion de
la vulnerabilidad a la cavitacién son igualmente poco conocidos. Por ejemplo, la fertilizacion
con nitrégeno produjo una disminucidn del P50 (mayor resistencia a la cavitacidn) en los tallos
de arboles del Cerrado brasilefio (Bucci et al. 2006), un incremento del P50 en las especies de
Populus (Hacke et al. 2010) y no tuvo efectos sobre la vulnerabilidad de los tallos en pinos
(Ewers et al. 2000). Otras respuestas de las plantas al incremento en la disponibilidad de
nutrientes del suelo son mas generales como el aumento en la tasa de fotosintesis y el area
foliar total, el ajuste en la asignaciéon de biomasa a las hojas y cambios en la relacién area

foliar: drea de xilema activo (Cooke et al. 2005, Bucci et al. 2006).

En el limite austral del Bosque Atlantico semi-caducifolio, los cortos periodos de sequia y
las heladas pueden afectar la performance de las plantas, provocando una disfuncién en el
sistema de transporte de agua del suelo a las hojas. Ademas, en este ecosistema boscoso, la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, especialmente fosforo, es muy bajo (Montti et al.
2011); lo cual supone que los nutrientes son una limitacidn clave para el crecimiento de las
plantas. Se estudié la arquitectura hidrdulica y el crecimiento de seis especies de dosel del
Bosque Atlantico en Misiones, Argentina, que difieren en su tolerancia a la sombra, a través de
un experimento de cuatro afios de fertilizacion con N y P. Las mediciones se realizaron en
renovales de arboles que crecen en claros del bosque, lo que ayudd a reducir los efectos de
limitacién por luz. Se midié el crecimiento de las plantas, la conductividad hidraulica especifica,
la conductividad hidraulica foliar especifica, la vulnerabilidad a la cavitacion del xilema, la
relacidn area foliar: area de xilema activo, la densidad de la madera, el area foliar especifica y
el dafio foliar por herbivoria. En particular, se examind: 1) la relacidn entre el crecimiento, la
eficiencia hidraulica, la densidad de madera, la vulnerabilidad a la cavitacion y el area foliar
especifica de las especies y 2) el compromiso entre eficiencia y seguridad en el sistema de
transporte de agua. Se espera que la adicién de nutrientes aumente la eficiencia del transporte
de agua en arboles jovenes para compensar los aumentos en el crecimiento y el area foliar
asociados a la fertilizacién, y que un mayor crecimiento de las plantas dard como resultado el
desarrollo de madera mas liviana, que modificard la vulnerabilidad del xilema. También se
espera que las especies con mayores requerimientos de luz tengan una mayor eficiencia en el
transporte de agua, una menor densidad de madera y una tasa de crecimiento mas rdpida que

las especies tolerantes a la sombra creciendo en los claros de bosque.
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Materiales y métodos

Area de estudio, diserio experimental y especies

El estudio se llevd a cabo dentro del Parque Nacional Iguazu (25° 37'S, 54° 20'W), Provincia de
Misiones, Argentina. La regidn recibe una precipitacion media anual de 2000 mm, distribuida
uniformemente a lo largo del afio. Sin embargo, durante los cortos periodos secos
(aproximadamente 20 a 30 dias anuales), el potencial de agua del suelo puede alcanzar valores
tan bajos como -2 MPa (Campanello et al. 2007). La temperatura media anual es de 21°C. Se
producen temperaturas de congelacién (heladas) dentro de un rango de 2 a 9 dias al afo
durante el invierno, dependiendo de la proximidad a los rios y la altitud del sitio (Ligier 1990,
Gatti et al. 2008). Los suelos son Ultisoles profundos con alta concentracién de Fe, Al y Si

(Ligier et al. 1990).

Se establecieron diez parcelas permanentes de 15 x 15 m en 2004 en pequefios claros
naturales con similares condiciones de disponibilidad de N y P en el suelo. Al inicio de los
tratamientos de fertilizacidon, se colectaron cuatro muestras de suelo de 0-10 cm de
profundidad y se mezclaron para formar una muestra compuesta. Las muestras fueron
analizadas para evaluar la disponibilidad de P, mediante el método de Olsen modificado, y N
por el método de Kjeldahl. Las concentraciones de Ny P en el suelo fueron 12.8 mg g™ N-(NH,
NOs), y 3.4 mg g™ P-(HPO, +H,P0,). Los andlisis fueron realizados por el Laboratorio de Suelos
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), de Castelar, Argentina. Los claros
naturales seleccionados fueron similares en la radiacién solar incidente (34 + 4/ de Ia

radiacion total), estimada con fotografias hemisféricas en cada una de las 10 parcelas.

El experimento incluyé dos tratamientos con cinco repeticiones en un disefio
completamente al azar. Los tratamientos fueron: control (sin fertilizacién adicional), y N mds P
(100 kg N ha™ afio™ como nitrato de amonio y urea + 100 kg P ha™ afio™, superfosfato triple de
calcio). Los fertilizantes granulados se aplicaron al voleo sobre la superficie del suelo en tres
aplicaciones anuales, desde febrero de 2004 a diciembre 2008. Fue fertilizada también, una

zona de amortiguamiento de 10 m alrededor de las parcelas.

Para el estudio fueron seleccionadas seis especies arbdreas, comunes en bosques
tropicales secos del Neotrdpico (Pennington et al. 2000), que varian en los requisitos de luz
para su regeneracion y en la densidad de madera (Carvalho 2003, Campanello et al. 2011). En
orden decreciente de tolerancia a la sombra, las especies utilizadas fueron: Balfourodendron

riedelianum (Engl.) Engl. (Rutaceae), Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. Mill.
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(Boraginaceae), Maclura tinctoria (L.) Steud. ssp. tinctoria (Moraceae), Cedrela fissilis Vell.
(Meliaceae), Cordia trichotoma (Vell.) Arrdb. ex Steud. y Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.
(Fabaceae). Las tasas maximas de transporte de electrones oscilan entre 100 mmol m? s (en
B.riedelianum, la especie mas tolerante a la sombra) a 150 mmol m? s* (en P.dubium la
especie con mayores requerimientos de luz) (Campanello et al. 2011). Las semillas fueron
recolectadas entre agosto de 2002 y febrero de 2003 dentro del Parque Nacional Iguazu, de 5-
10 arboles parentales por especie y germinadas en camas de tierra dentro de un vivero.
Cuando se expandieron las primeras hojas, las plantulas se repicaron a bolsas plasticas rellenas
con suelo local y se mantuvieron en vivero debajo de una media-sombra de 80/ . Los renovales
fueron trasplantados a las parcelas del experimento en Junio de 2004. Los tamafios iniciales
fueron diferentes: la altura media (cm * 1 error estandar) fue 17.8 + 1.8 para B. riedelianum,
61.4 + 6.2 para C. fissilis, 24.3 + 1.6 para C. americana, 29.1 + 3.8 para C. trichotoma, 54.8 + 2.8
para M. tinctoria y 65.7 + 9.8 para P. dubium. Los arboles fueron plantados al azar en las
parcelas a lo largo de cinco transectas, abarcando un drea de 5 x 15 m con una separacion de 1
m de distancia entre plantulas. Fueron plantados entre 11 y 15 individuos por especies en cada
parcela, a excepcién de C. trichotoma, para la cual fueron plantados sélo tres individuos por
parcela. La muerte de algunos individuos de esta especie impidid la medicién de algunas
variables fisiolégicas. El crecimiento en didmetro (tomado en una seccién marcada del tallo 2
cm por encima del suelo), la altura y el 4rea foliar total fueron medidos al principio y al final del
experimento (marzo 2005 y marzo 2009, respectivamente) en 3-5 individuos por especie de
cada tratamiento de fertilizaciéon. La tasa de crecimiento relativo fue expresada como el
incremento en el diametro del tallo entre marzo de 2005 y marzo de 2009, dividido el valor
inicial del diametro del tallo. Fue utilizada una tasa de crecimiento acumulativo para el periodo
de cuatro afos en lugar de la tasa de crecimiento promedio anual debido a la alta variabilidad

en el crecimiento durante esta etapa inicial del ciclo de vida de las plantas.
Conductividad hidrdulica de los tallos

La conductividad hidraulica del tallo se midié en ramas terminales o peciolos (en el caso de C.
fissilis y P. dubium) expuestas al sol de cinco individuos por especie y tratamiento durante
febrero de 2009. Los segmentos utilizados fueron de 12 a 25 cm de largo, dependiendo de la
especie. Las muestras fueron recolectadas por la mafiana temprano, cortadas bajo agua vy
trasladadas inmediatamente al laboratorio con un extremo sumergido en agua y el extremo
libre cubierto con bolsas de plastico negras para evitar la deshidratacién. En el laboratorio, los

tallos fueron cortados nuevamente bajo el agua y conectados a un aparato de medicién de
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conductividad hidraulica (Sperry et al. 1988). Se utilizd agua destilada y desgasificada como
liguido de perfusién. Se midié el flujo de agua generada por una cabeza hidraulica bajo una
presion hidrostatica constante de 40 cm, registrando el volumen de agua liberado por tallos y
peciolos con pipetas graduadas de 0.1 ml conectadas al extremo de salida (corriente abajo) de
los tallos. Tras un corto periodo de equilibrio, se obtuvieron tres medidas consecutivas. La

conductividad hidraulica (Ky; kg m s* MPa™) fue calculada como:
Ku = Jv/(AP/AL)

donde Jv es la tasa de flujo a través del segmento (kg s™) y AP/AL es el gradiente de presion

a través del segmento (MPa m™).

Una vez finalizada la medicién los extremos de los tallos fueron recortados con hojas de
afeitar limpias y tefiidos con azul de toluidina para determinar el area de xilema activo (AX) a
aproximadamente 1 cm de cada extremo del tallo mediante la medicion del area tefiida en la
seccion transversal; para los analisis fue utilizado el valor promedio. La conductividad
hidrdulica especifica (Ks; kg m™ MPa™ s?) fue calculada como la razén Ky: AX y la conductividad
hidrdulica foliar especifica (K.; kg m™ MPa™ s fue calculada como la razén Ky:LA, donde LA

corresponde al area foliar distal de cada tallo medido.
Vulnerabilidad del tallo a la cavitacidn

Se generaron curvas de vulnerabilidad hidraulicas utilizando el método de deshidratacion
(Sperry et al. 1988). Antes del amanecer se cortaron ramas terminales de 3-5 individuos de
cada especie. Inmediatamente fueron recortadas bajo el agua, se cubrieron con bolsas
pldsticas negras y fueron transportadas al laboratorio para las mediciones. En el laboratorio, se
permitié que las muestras transpiraran libremente por diferentes intervalos de tiempo para
obtener un amplio rango de potenciales hidricos. Luego fueron almacenadas en bolsas de
pldstico negras para que se equilibren durante por lo menos 1 hora. El potencial hidrico () de
dos hojas se midié utilizando una camara de presién (PMS, Albany, OR, USA) y el tallo
correspondiente se recortd bajo agua y conectd al aparato para medir la conductividad
hidraulica como se describid anteriormente. El Ky maximo (Kna..) se determiné después de
realizar las mediciones de Ky iniciales, utilizando agua destilada y desgasificada a una presion
de 0.1 MPa durante 20 min, para retirar el aire de los vasos embolizados. Las mediciones
iniciales de Ky (K;) fueron expresadas como un porcentaje de K., Y el porcentaje de pérdida
de conductividad (PPC) fue calculado como (100 (1 - Ki/Kmax)). Se obtuvieron las curvas de

vulnerabilidad hidrdulica del tallo graficando PLC en funcion de . Los datos se ajustaron a una
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curva sigmoidea y se calculd el potencial hidrico del xilema cuando ocurre una pérdida del 50

/ de la conductividad hidraulica del tallo (P50).
Densidad de la Madera

Las ramas terminales utilizadas para las curvas de vulnerabilidad del tallo también fueron
utilizadas para las estimaciones de densidad de la madera. Un segmento de 2 cm de largo fue
cortado y tanto la corteza como el parénquima fueron retirados del tallo. El volumen de cada
segmento fue medido inmediatamente usando el método de desplazamiento de agua. A
continuacién se secaron en estufa a 70°C durante 72 h para determinar el peso seco. El valor

de densidad de madera se obtuvo como el cociente entre el peso seco y el volumen.
Area foliar especifica y herbivoria por insectos

Se colectaron cinco hojas completamente expandidas y expuestas al sol de cinco arboles por
tratamiento en las mismas parcelas en que se midieron las propiedades hidraulicas. Area foliar
de las hojas frescas se determind empleando un escéner y el software Leaf Area Measurement
(V.1.3. Copywrite 2003, Sheffield University; www.shef.ac.uk). Posteriormente las hojas fueron
secadas en estufa (60°C) y su peso seco fue utilizado para calcular el area foliar especifica

(AFE).

Para evaluar el dafio por herbivoria por insectos se utilizaron cinco individuos por especie y
por tratamiento. Durante Febrero de 2006, durante el pico de abundancia de los insectos, se
marcaron 5 hojas nuevas por cada planta. Después de un mes las hojas marcadas fueron
cosechadas para determinar mediante escaner el drea foliar consumida por herbivoria.
Posteriormente, la misma imagen fue modificada digitalmente para simular el area foliar sin

herbivoria y determinar el porcentaje de area foliar dafada.
Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el paquete estadistico InfoStat 2009
(Di Rienzo et al. 2009). Para testear las diferencias entre especies y tratamientos se utilizd un
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, los resultados se muestran en el Anexo 3. Las
diferencias entre tratamientos para cada especie fueron testeadas con un test de t para
muestras independientes. Para examinar las relaciones interespecificas entre distintas
caracteristicas se utilizaron analisis de correlacién de Pearson. Para descartar que existan

diferencias ontogénicas debido al tamafio de la planta entre el tratamiento control y el
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tratamiento de adicion de N+P, se realizaron correlaciones entre la altura, el diametro, el area

foliar total y las variables fisioldgicas y ninguna fue significativa.

Resultados

Crecimiento, dafo foliar y arquitectura hidrdulica

Luego de 4 aios de fertilizacidn, el diametro, la altura y el area foliar total de las plantas que
crecieron bajo el tratamiento de adicion de N+P fueron mayores que en las plantas creciendo
en las parcelas control (Tabla 1). Las diferencias fueron significativas en todas las especies
excepto en C. trichotoma. La fertilizacién dio lugar a un incremento de 10-70/ en el didmetroy
la altura, dependiendo de la especie. El area foliar total se duplicé con la adicion de N+P en
especies como C. fissilis, M. tinctoria y se triplicd en C. americana. El porcentaje de dafio foliar
por herbivoria no respondié a la adicion de fertilizantes (Tabla 1), excepto para P. dubium que
mostré en las plantas fertilizadas un menor dafio en las hojas que en las plantas del
tratamiento control. Ademas, P. dubium fue la especie que exhibié el mayor dafio foliar, dos
veces el dafio observado en M. tinctoria y tres veces mayor que en las otras especies. Por otro
lado, C. fissilis fue la especie con el menor porcentaje de daio foliar. En ambos tratamientos,
aproximadamente el 40/ de los individuos de esta ultima especie fueron atacados por
Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) en las yemas apicales, produciendo la
muerte de hojas, la malformacién de tallos y probablemente un retraso permanente en el
crecimiento. Por esto, para C. fissilis, un 40/ de dafio seria una estimacién mas real de la

herbivoria asumiendo que el drea foliar total fue similar entre las plantas.

La adicion de nitrégeno y fésforo afectd varios rasgos de la arquitectura hidrdulica. Se
realizd6 un ANOVA de dos factores, los tratamientos de fertilizacién y las especies, y los
resultados indicaron que Ks y K. no se vieron afectados significativamente por la fertilizacion
(P> 0.05), pero fueron diferentes para las cinco especies (P <0.005) (datos no mostrados). La
conductividad hidrdulica especifica (Ks) aumentd con la adicién de nutrientes en B.
riedelianum, C. americana y C. trichotoma (Tabla 2). Por otro lado, el valor de Ks de C. fissilis y
P. dubium disminuyd en respuesta a la adicidon de nutrientes. Consistente con los cambios en
Ks, también fueron observados ajustes en K,. La adicidn de N+P resulté en un incremento en K,
en B. riedelianum y C. americana, mientras que P. dubium mostré una disminucién significativa
en K. Se observd una relacidn significativa positiva entre Ks y K. entre las especies y los

tratamientos (Tabla 3). Entre las especies, C. trichotoma mostrd los valores mas altos de Ks y
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K., tanto en los tratamientos control como con la fertilizacidn, y M. tinctoria y B. riedelianum
tuvieron los valores mas bajos (Tabla 2). Se realizé un ANOVA de dos factores, para poner a
prueba la relacién AF:AX para diferentes especies y tratamientos y los resultados indicaron que
AF:AX disminuye con la fertilizacion (P < 0.01) y fue diferente para las 6 especies (P < 0.0001)
(datos no mostrados). La relacion AF:AX disminuyé con la adicion de N+P (entre 15 y 35/)
excepto en P. dubium. En el tratamiento de adicion de N+P, la disminuciéon en AF:AX en B.
riedelianum y C. fissilis fue aparentemente mucho mayor que en C. americana, C. trichotoma o
M. tinctoria (Tabla 2). Aunque este estudio encontrd que el Ks esta relacionado con K, ninguno
de estos dos atributos se correlacionaron con AF:AX (Tabla 3). Se observé una correlacion
positiva entre la tasa de crecimiento relativo y el area foliar total en todas las especies (Fig.
1a). La tasa de crecimiento relativo en didmetro aumentd con la disminucién de AF:AX entre
las especies, incluyendo ambos tratamientos (Fig. 1b); es decir, cuanto mayor es el crecimiento
relativo de cada especie, mayor es la capacidad transporte de agua en relacion con la demanda
potencial agua de las hojas. La figura 1 muestra que la tasa de crecimiento relativo se relaciona
positivamente con el darea foliar total y negativamente con AF:AX, entre especies vy

tratamientos.
Densidad de madera y vulnerabilidad a la cavitacion del xilema

La adicién de nutrientes resulté en una menor densidad de madera (ANOVA dos vias, p <0.01)
(resultados no mostrados). Los cambios en la densidad de la madera fueron significativos en
tres de las seis especies estudiadas, C. americana, C. trichotoma y M. tinctoria (Tabla 2). Se
observé una correlacidon significativa positiva entre la densidad de madera y Ks,
independientemente del tratamiento de fertilizacién (Fig. 2). Aunque K, tendié a disminuir con
el aumento de la densidad de la madera, la correlacion entre estas dos variables no fue
significativa (Tabla 3). La especie mas vulnerable a la cavitacion del xilema fue C. fissilis y la
mas resistente fue C. americana, en ambos tratamientos (Fig. 3). El P50 fue menos negativo
(mas vulnerable a la cavitacidn) en B. riedelianum, M. tinctoria y C.americana creciendo en las
parcelas control en comparacién con las plantas fertilizadas (Tabla 2 y Fig. 3). Estos cambios
derivados de la fertilizacién no afectaron la relacidn funcional observada entre P50 y AF:AX
entre las especies. El aumento de la eficiencia del transporte de agua a las hojas (menor
AF:AX) con la fertilizaciéon estuvo relacionado con una disminucion en la vulnerabilidad a la
cavitacion del xilema (Fig. 4). No se encontrd una relacion significativa entre P50 y Ks, ni entre
P50 vy la densidad de madera (Tabla 3). Se observé una relacion lineal significativa entre el P50

y la tasa de crecimiento relativo en didmetro en todas las especies y tratamientos (Fig. 4b). Por
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lo tanto, las plantas con los valores mds negativos de P50 (menos vulnerable a la cavitacién) a
la vez son las que tuvieron mayores tasas de crecimiento relativo. El P50 y AF:AX también

estuvieron correlacionadas positivamente con el drea foliar especifica (Tabla 2, Fig. 5).

Tabla 1. Didmetro, altura, drea foliar total y dano foliar de las seis especies estudiadas en el
tratamiento control (C) y en el tratamiento de fertilizacion (N+P). Se muestra la media #+ error
estdndar (EE). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos por especie (Test

de T,n =4-5, P<0.05).

Didmetro Altura Area foliar Dafio foliar
(mm) (cm) total (m?) )
Media EE Media EE Media EE Media EE
B. riedelianum
C 3140 150 a 295.20 12.25 a 2.26 0.20 7.28 0.83
N+P 3940 1.17 b 40820 1366 b 2.72 0.19 5,52 1.20
C. americana
C 37.80 169 a 42160 21.07 a 179 014 a 525 099
N+P 59.60 1.25 b 604.00 1568 b 6.83 048 b 330 1.11
M. tinctoria
C 48.60 2.16 a 548.00 23.54 a 9.10 0.74 a 10.09 2.32
N+P 8240 189 b 697.00 1881 b 20.66 065 b 7.42 270
C. fissilis
C 3420 1.53 a 171.80 10.26 166 016 a 140 0,23
N+P 48.40 4.11 b 215.40 17.79 363 008 b 068 0.42
C. trichotoma
C 46.00 1.53 345.67 24.70 297 0.34 13.14 0.93
N+P 52.33 6.77 434.00 41.53 3.86 0.28 15.10 0.67
P. dubium
C 5820 3.18 a 51140 1836 a 249 0.16 a 19.25 166 a
N+P 7140 330 b 63200 3007 b 406 031 b 950 1.00 b
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Tabla 2. Caracteres hidrdulicos de los tallos de las seis especies estudiadas en el tratamiento control
(C) y en el tratamiento de fertilizacion (N+P). Se muestra la media # error estdndar (EE). Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos por especie (Test de T, P<0.05). Se
muestra la conductividad hidrdulica especifica (Ks; kg m! s MPal), conductividad hidrdulica foliar
especifica (Ki; kg m1 s MPa! 10+4), densidad de madera (Densidad; g cm?3), drea foliar: drea de xilema

activo (AF:AX, m?2 m2 103) y potencial hidrico al cual se pierde el 50% de la conductividad (P50; MPa).

KS KL Densidad AF:AX P50
Media EE Media EE Media EE Media EE Media EE

B. riedelianum

C 021 002 a 013 0.01 a 074 0.02 17.2 1.4 a -1.13 0.26

N+P 048 0.07 b 047 0.10 b 073 0.01 11.3 19 b -1.75 0.15
C. americana

C 065 0.16 a 063 014 a 073 0.01 a 10.1 1.5 -1.37  0.07

N+P 1.75 034 b 250 059 b 067 002 b 7.8 1.7 -2.07 0.19
M. tinctoria

C 0.37 0.1 046 0.17 0.75 0.02 a 11.8 3.2 -0.71  0.10

N+P 041 0.12 048 0.13 0.69 0.01 b 8.6 1.0 -1.56  0.18
C. fissilis

c 216 0.56 0.81 0.14 0.48 0.04 254 23 a -0.73 0.07

N+P 0.94 0.27 0.57 0.16 0.47 0.04 16.3 1.5 b -098 0.16
C. trichotoma

C 0.83 0.21 a 150 0.51 0.57 001 a 7.8 2.0 _

N+P 1.78 018 b 270 0.34 0.52 0.01 b 6.7 0.4 _
P. dubium

C 278 064 a 130 011 a 0.56 0.02 21.2 3.6 -1.03 0.34

N+P 0.62 005 b 030 0.01 b 054 0.03 21.1 24 -1.13  0.16
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Tabla 3. Andlisis de correlacién de Pearson entre: conductividad hidrdulica especifica (Ks; kg m? s
MPa1), conductividad hidrdulica foliar especifica (Ki; kg m? s1 MPa!l 10#), densidad de madera
(Densidad; g cm?3), drea foliar: drea de xilema activo (AF:AX, m? mZ2 103), potencial hidrico al cual se
pierde el 50% de la conductividad (P50; MPa), crecimiento relativo en didmetro (CR) y drea foliar
especifica (AFE; m2 g1).

KS KL Densidad AF:AX P50 CR

KS
KL 0.61 *
Densidad -0.59 * -0.30

AF:AX 0.33 -0.46 -0.43

P50 0.10 -0.51 -0.41 0.69 *

CR -0.34 0.31 0.48 -0.84 *** .0.69 *

AFE 0.53 -0.20 -0.56 0.74  ** 0.81 ** -0.67 *

* P <0.05; ** P<0.01; *** P<0.001
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Figura 1. Relacién entre el drea foliar total y el crecimiento relativo (CR) medido como el
incremento en didmetro (a), y drea foliar: drea de xilema activo (AF:AX) y CR (b) para las
especies estudiadas en el tratamiento control (simbolos blancos) y en el tratamiento de
adicién de N+P (simbolos negros). Los simbolos corresponden a la media de cada especie
(n=4-5). El valor de r en (a) corresponde al coeficiente de correlacién de Pearson y r? en (b)
corresponde al coeficiente de determinacién de la funcién exponencial que fue ajustada a los
datos: y = 41.9%exp (-0.09*x). Las abreviaturas de las especies son: Br, Balfourodendron
riedelianum; Ca, Cordia americana; Mt, Maclura tinctoria; Cf, Cedrela fissilis; Ct, Cordia

trichotoma y Pd, Peltophorum dubium.
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Figura 2. Relacién entre la conductividad hidrdulica especifica (KS) y la densidad de la
madera para las especies estudiadas en el tratamiento control (simbolos blancos) y en el
tratamiento de adicién de N+P (simbolos negros). Los simbolos corresponden a la media de
cada especie (n=4-5). El valor de r en corresponde al coeficiente de correlacién de Pearson.

Para las abreviaturas ver Fig. 1.
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Figura 3. Curvas de vulnerabilidad a la cavitacion en renovales de las especies estudiadas en el
tratamiento control (panel izquierdo, simbolos blancos) y en el tratamiento de adicion de N+P
(panel derecho, simbolos negros). Se ajustd a los datos una funcién sigmoidea (P< 0.05 en todos

los casos). Se indica el potencial hidrico al cual se pierde el 50% de la conductividad (P50).
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Figura 4. Relacién entre el drea foliar: drea de xilema activo (AF:AX) y el potencial hidrico al
cual se pierde el 50% de la conductividad (P50) (a) y crecimiento relativo en didmetro (CR) el
potencial hidrico al cual se pierde el 50% de la conductividad (P50) (b) para las especies
estudiadas en el tratamiento control (simbolos blancos) y en el tratamiento de adicién de N+P
(simbolos negros). Los simbolos corresponden a la media de cada especie (n=4-5). El valor de

r en corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson. Para las abreviaturas ver Fig. 1.
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Figura 5. Relacidn entre el potencial hidrico al cual se pierde el 50% de la conductividad
(P50) y el drea foliar especifica (AFE) (a) y drea foliar: drea de xilema activo (AF:AX) y el
drea foliar especifica (AFE) (b) para las especies estudiadas en el tratamiento control
(simbolos blancos) y en el tratamiento de adicion de N+P (simbolos negros). Los simbolos
corresponden a la media de cada especie (n=4-5). El valor de r en corresponde al coeficiente

de correlacion de Pearson. Para las abreviaturas ver Fig. 1.
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Discusion

Impacto de la adicion de N+P en el crecimiento y las caracteristicas

hidrdulicas

En este trabajo, se estudié como la arquitectura hidraulica y el crecimiento de arboles de un
bosque subtropical cambid cuando las limitaciones de N y P fueron aliviadas. Los resultados
muestran un efecto claro de la adicién de nutrientes sobre el crecimiento de los arboles y
sugieren que tanto el N como el P son recursos limitantes en este ecosistema. El drea foliar
total, el didmetro y las altura maxima aumentaron significativamente con la adicidon de N+P. De
las seis especies estudiadas, cinco mostraron diferencias significativas en cualquiera de los tres
parametros de crecimiento estudiados. Cordia trichotoma fue la Unica especie en la que no se
observaron diferencias significativas, lo cual podria ser explicado parcialmente por la gran

variabilidad en el tamafo de los individuos.

En las parcelas fertilizadas, el area de xilema se incrementdé mds que la superficie foliar
total por planta, y en consecuencia la relacion AF:AX especie-especifica fue menor en las
plantas fertilizadas. El AF:AX refleja el patrén de asignacion de carbono a las hojas o al tejido
xilematico. Varios estudios han mostrado cambios en los patrones de asignacion con la adicion
de N+P, con aumentos en la biomasa aérea (i.e., area foliar total) mas que en la biomasa
subterrdnea (Giardina et al. 2003, Coyle and Coleman 2005, Stape et al. 2008, Novaes et al.
2009). En el cerrado brasilero, la fertilizacion a largo plazo con N+P resulté en un aumento
significativo del area foliar total y en una disminucion del potencial hidrico foliar al mediodia
en todas las especies estudiadas, probablemente como consecuencia de una falta de
compensacion en el aumento de la biomasa de raices (Bucci et al. 2006). En este estudio se
encontraron aumentos significativos en el drea foliar total de los darboles, lo cual podria
potencialmente ocasionar un desbalance en la adquisicion de agua y su abastecimiento a las
hojas, si la biomasa subterrdnea se mantiene constante a pesar de los aumentos en la biomasa
aérea. En este trabajo no se realizaron mediciones de la biomasa de raices pero es posible que

la fertilizacion no haya incrementado la asignacion de recursos hacia las raices.

La fertilizaciéon no tuvo el mismo efecto en todas las especies sobre Ks y K,. Sin embargo,
como se indicé a partir de los resultados del ANOVA, las propiedades hidraulicas estudiadas
mostraron diferencias entre las especies. Los valores (Carvalho 2003, Campanello et al. 2011)
relativamente menores en B. riedelianum y M. tinctoria consistentes con su limitada capacidad

para colonizar ambientes con alta radiacién solar (Carvalho 2003, Campanello et al. 2011)
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comparados con la especie de crecimiento mas rapido y de mayores requerimientos luminicos,
como C. trichotoma quien presentd los valores mds altos de K. en ambos tratamientos. Sin
embargo, no todas la especies mostraron una combinacién de caracteristicas como se
esperaba, particularmente, el crecimiento no estuvo correlacionado con la eficiencia de
transporte de agua tal como se observé en un estudio previo en plantas creciendo bajo
condiciones controladas (Campanello et al. 2008). Por ejemplo M. tinctoria fue una de las
especies con uno de los valores mas bajos de K,y el mayor crecimiento tanto en didmetro
como en darea foliar total, y C. trichotoma tuvo un crecimiento relativamente bajo pero el valor
mas alto de KL. Otra especie tolerante a la sombra, B. riedelianum también tuvo bajo KL y KS

pero tasas de crecimiento mayores que dos especies pioneras, C. fissilis y P. dubium.

La adicidn de nutrientes tendid a disminuir la densidad de madera en todas las especies,
aunque solo dos mostraron diferencias significativas con la fertilizacion, similar a los patrones
observados en otros estudios (Bucci et al. 2006, Hacke et al. 2010). Esto sugiere que existen
cambios en la anatomia del xilema de las ramas terminales que producen un incremento en las
porosidad, en aquellas plantas que crecen con la adicién de N+P (i.e., aumenta el tamafio de

los vasos cuando se remueven las limitaciones nutricionales).

Las plantas de B. riedelianum, C. americana y M. tinctoria creciendo en las parcelas
fertilizadas exhibieron una disminucién del P50 y por lo tanto fueron mas resistentes a la
cavitacion del xilema que aquellas plantas creciendo en las parcelas control. El P50 de las
especies varid entre -0.71 MPa y -2.07 MPa, y se encontrd dentro del rango de valores de P50
observados en especies de bosques tropicales humedos (Maherali et al. 2004). El aumento en
la resistencia a la cavitacion en las plantas fertilizadas ocurra probablemente debido al
aumento en los déficits hidricos que experimentan las plantas como consecuencia del
incremento en area foliar total por planta. La respuesta a la adicién de N o N+P ha sido
variable, se observaron disminuciones del P50 (Bucci et al. 2006) o aumentos (Hacke et al.
2010), lo cual puede indicar que existen diferentes respuestas especie-especificas en
diferentes ambientes. Es importante sefialar que, contrariamente a los efectos de los
nutrientes, se observé una respuesta mas limitado del P50 a los cambios en la disponibilidad
de luz durante el crecimiento de las plantas en un estudio previo en la misma area ecoldgica
(Campanello et al. 2011). Los resultados de este estudio contribuyen al debate actual sobre la

capacidad de aclimatacién de la vulnerabilidad a la cavitacidn en las plantas vasculares.
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Correlaciones entre caracteristicas de la arquitectura hidrdulica

Cedrela fissilis y P. dubium fueron las especies mds vulnerables a la la cavitacién del xilema y
las mas eficientes en el transporte de agua, una tendencia consistente con sus requerimientos
de alta disponibilidad de luz en comparacidn con las otras especies estudiadas (Carvalho 2003,
Campanello et al. 2011). A pesar de los resultados de esas dos especies, no se encontrd un
compromiso entre la eficiencia hidraulica y la vulnerabilidad a la cavitacién para el conjunto de
especies estudiadas. Existen numerosos estudios en los cuales no han encontrado evidencias
de que exista un compromiso entre estas dos propiedades hidraulicas (Maherali et al. 2004,
Choat et al. 2007, Pratt et al. 2007, Jacobsen et al. 2007, Campanello et al. 2011). Por otra
parte, un estudio reciente sefiala que estas dos caracteristicas del sistema hidrdulico podrian
ser genéticamente independientes (Lauri et al. 2011). Dado que este compromiso no seria un
patron universal, es necesario analizar otras posibles relaciones teniendo en cuenta las
caracteristicas hidrdulicas a nivel de toda la planta, en lugar de en érganos especificos, porque
es posible que existan otros mecanismos que contribuyan a la eficiencia y a la seguridad del
sistema hidrdulico de las plantas (e.g. alta capacitancia y la capacidad para reparar diariamente

los vasos embolizados) (Meinzer et al. 2010).

En este estudio se encontré una buena correlacién entre la densidad de madera y la
conductividad hidraulica especifica de los tallos. Las especies con mayor densidad de madera
tuvieron una menor capacidad para transportar agua a través del xilema. De acuerdo con
Chave y colaboradores (2009), la densidad de la madera y la vulnerabilidad a la cavitacion se
relacionan entre si de una manera universal en todas las especies de plantas. Algunos estudios
sugieren que las caracteristicas anatémicas, tales como el didametro o la densidad de los vasos,
estarian involucradas en la eficiencia hidraulica, pero no en la resistencia a la cavitacion. Segun
varios autores, los embolismos inducidos por eventos de sequia estan especialmente
relacionados con caracteristicas anatdmicas microscépicas mas que con macroscoépicas (Tyree
y Sperry 1989, Hacke et al. 2001, Choat et al. 2008, Fichot et al. 2010). Estos hallazgos
probablemente expliquen en parte por qué en este estudio no se observd una relacién de
compromiso entre la eficiencia y la vulnerabilidad a la cavitacion como a menudo presentan
los tallos de las plantas, y por qué se espera una mejor correlaciéon entre la densidad de
madera y la eficiencia hidraulica que entre la densidad de madera y la vulnerabilidad a Ia

cavitacion.
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Relacion AF:AX, drea foliar especifica y crecimiento

Al menos para algunas especies, se ha comprobado que la razén AF:AX es una de las
propiedades hidraulicas mas plasticas cuando se comparan poblaciones con distinta
disponibilidad de agua (DelLucia et al 2000, Martinez-Vilalta et al. 2009). Los resultados de este
estudio muestran que AF:AX disminuyd con la adicién de nutrientes en B. riedelianum y C.
fissilis. Esta caracteristica es considerada un indice morfoldgico de la capacidad de transporte
de agua, entonces las plantas con una menor AF:AX presentan una mayor capacidad de
transporte de agua por unidad de superficie foliar (Goldstein et al 2002). Se encontrd una
relacion fuertemente negativa entre AF:AX y la tasa de crecimiento relativo para todas las
especies, lo que sugiere que las plantas con mayores tasas de crecimiento presentan ramas
con mayor capacidad de abastecimiento de agua por unidad de area foliar. Sin embargo, K,
una medida directa de la eficiencia de transporte de agua a las hojas, no se correlaciond con la
tasa de crecimiento. De hecho, las plantas con mayores tasas de crecimiento tendieron a
presentar menor K. Una posible explicacion, como lo sugieren Buckley y Roberts (2006), es
que durante la fase de crecimiento inicial de los arboles existe un alto riesgo de ruptura del
tronco y una mayor presion selectiva para el crecimiento radial del tallo; por lo tanto la
produccion de albura (i.e., un menor AF:AX) seria beneficiosa en términos de la biomecdnicas

de las plantas.

Las especies menos vulnerables a la cavitacion crecieron mas rapido, como lo demuestra la
correlacidon negativa entre el P50 y la tasa de crecimiento relativo en didmetro. Este resultado
pareciera ser contrario al supuesto de que la resistencia la cavitacion del xilema se logra
principalmente a expensas de bajas tasas de crecimiento; lo que supone que el grado de
vulnerabilidad a la cavitacidon de una especie estaria asociado a un determinado costo en
términos de asignacién de carbono (Wikberg y Ogren 2004, Cochard et al. 2007). Una
explicacién diferente podria ser que las especies mas resistentes a la cavitacién (P50 mas
negativo) podrian evitar la disfunciéon hidrdulica durante periodos cortos de sequia, dando
lugar a plantas con mayores tasas de crecimiento relativo. Esta hipétesis deberia ser evaluada

experimentalmente.

Tanto el AF:AX como el P50 estuvieron correlacionados con el AFE. El AFE es una medida
del drea destinada a la captacién de energia por unidad de peso seca invertida en la
construccién de la hoja. En general se espera que las especies con mayor tolerancia a la
sombra tengan menores valores de AFE (Kitajima 1994, Lusk y Warton 2007, Lusk et al 2008)

debido en parte a que presentan una mayor proporcién de fibras, epidermis y paredes
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celulares (Alvarez-Clare y Kitajima 2007, Onoda et al. 2008), dando como resultado hojas mas
resistentes a la herbivoria (Coley y Barone 1996). Las caracteristicas de hojas y tallos que
confieren seguridad biomecanica estuvieron relacionadas entre si, como se muestra en la
correlacion de AFE con P50 y AF:AX. Esto concuerda con el patrén general, en el que las
especies mas tolerantes a la sombra tienen hojas y tallos con caracteristicas que les permiten
aumentar su supervivencia en el sotobosque (Kitajima 2004). De acuerdo a estos resultados,
las especies que tuvieron mayores tasas de crecimiento y eficiencia en el transporte de agua
en vivero, en donde el estrés hidrico y el dafo foliar por herbivoria estuvo controlado, tuvieron
menos tasas de crecimiento en el campo. Probablemente esas especies fueron mas afectadas
por déficit hidricos durante los cortos eventos de sequia (debido a su mayor vulnerabilidad a la

cavitacion) y por danos biomecdanicos dados por los altos valores en AF:AX y AFE.

Conclusiones

Los resultados mostraron un claro efecto de la adicion de nutrientes en el crecimiento de
plantas y sugieren fuertemente que el N y el P son recursos limitantes en los bosques
subtropicales del nordeste de Argentina. El area foliar total, el didmetro del tallo y la altura
maxima se incrementaron significativamente con la fertilizacidon. Los resultados también
mostraron que las especies estudiadas ajustaron parcialmente su arquitectura hidraulica a la
fertilizacion y por lo tanto fueron capaces de hacer cambios compensatorios, tales como un
aumento de la capacidad de transporte de agua y de la resistencia a la cavitacidn por estrés
hidrico en las plantas fertilizadas. La falta de un compromiso entre la eficiencia hidraulica y la
vulnerabilidad a la cavitacién es consistente con varios estudios recientes que muestran
resultados similares. Se encontré una buena correlacién entre la densidad de la madera y la
eficiencia en el transporte de agua del xilema en todas las especies y tratamientos, pero no se
halléd correlacion entre estas caracteristicas y las tasas de crecimiento. Las especies mas
tolerantes a la sombra tuvieron una mayor densidad de la madera, fueron menos afectadas
por la herbivoria y fueron menos vulnerables a la cavitacién hidraulica. Este conjunto de
caracteristicas de manera combinada podrian permitir que estas especies alcancen mayores
tasas de crecimiento que especies con mayores requerimientos luminicos. Los resultados de
esta investigacion resaltan la importancia de la Resistencia biomecdnica durante la fase inicial
de establecimiento de las plantas en los claros y ademas resaltan la importancia de realizar

experimentos en el campo en donde algunas condiciones (e.g. herbivoria) no pueden ser
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controladas, para entender y predecir los patrones de crecimiento y las relaciones funcionales

de las especies en su habitat natural.
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CAPITULO 5

Efectos de la fertilizacion sobre la coordinacion de

caracteristicas fisiologicas de las hojas

Introduccion

Las hojas de las plantas estan involucradas en la asimilacién de carbono en los ecosistemas
terrestres (Beer et al. 2010) y, ademas, median los flujos ecosistémicos de otros recursos como
los nutrientes y el agua. Distintas especies de plantas difieren en la cantidad y calidad de
biomasa que producen y devuelven al suelo (Hooper et al. 2000, Wardle et al. 2004). En
consecuencia, el reemplazo de una especie por otra, o de un grupo de especies por otras
diferentes, puede afectar distintos procesos y comunidades de un ecosistema (Bardgett y
Wardle 2010). Por otra parte, los procesos mediados por las plantas estan influenciados por
variables climdticas y ambientales, tales como la disponibilidad de humedad y la frecuencia de
disturbios (Malhi et al. 1999). Como resultado del cambio global se esperan alteraciones
ambientales y en la disponibilidad de los recursos. Por ejemplo, se prevé que los eventos de
sequia disminuyan su frecuencia en areas tropicales y subtropicales de Brasil y Argentina como
resultado del aumento de la temperatura y de las precipitaciones (Marengo et al. 2009, sin
embargo ver Asner y Alencar 2010). Aunque no se cuenta con datos similares para la misma
area, estudios a nivel mundial proyectan que la deposicién de nitrégeno se incrementaria
alrededor de un 250/ (Galloway et al. 2004, Lamarque et al. 2005). Dichos cambios en la
disponibilidad de recursos pueden producir respuestas en las plantas a través de diferentes
mecanismos, siendo uno de los mas relevantes la plasticidad tanto morfoldgica como
fisiologica (Nicotra et al. 2010). Por lo tanto es critico entender el rol que tiene la plasticidad en
las respuestas de las plantas, la cual puede determinar el éxito de una especie dentro de su

ecosistema.
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El sistema de transporte de agua de las plantas que va desde las raices hacia los tallos y
hojas generalmente esta expuesto a condiciones ambientales variables que afectan la
capacidad de las plantas para transportar agua. Cuando se desarrolla un periodo de sequia
extremo o prolongado, se puede producir un gradiente de potenciales hidricos entre el suelo y
las hojas que genera una importante tensidon y que aumenta los riesgos de cavitacion de los
conductos del xilema como resultado de la entrada de burbujas de aire en la columna de agua
o de la implosiéon de los vasos (Zimmermann 1983, Sperry y Tyree 1988, Hacke et al. 2001). En
ambos casos, la cavitacién del xilema puede provocar su disfuncién, la pérdida de la
conductividad hidrdulica, el cierre estomatico y eventualmente las abscision de la hojas v, si se
sostiene en el tiempo, la muerte de la planta (Tyree y Sperry 1989, Davis et al. 2002,

Engelbrecht et al. 2005).

Los estudios sobre el significado ecoldgico y funcional de la resistencia del xilema a la
cavitacion se han realizado principalmente en tallos de plantas y son pocos los estudios
realizados en hojas, a pesar de que las hojas son el cuello de botella del transporte de agua en
el continuo suelo-planta-atmodsfera (Sack y Holbrook 2006). Una proporcion importante de la
resistencia hidraulica de las plantas reside en las hojas, y por lo tanto un aumento en la
resistencia hidraulica foliar puede limitar la conductancia estomatica y la capacidad
fotosintética de las plantas (Brodribb et al. 2005). En los estudios comparativos entre hojas y
tallos, se ha observado que las hojas son mas sensibles a la cavitacion del xilema que los tallos
(Hao et al. 2008, Johnson et al. 2011). Las hojas pueden llegar a perder hasta un 70/ de su
conductividad hidraulica bajo condiciones hidricas no extremas (Brodribb y Holbrook 2004,
Woodruff et al. 2007, Hao et al. 2008). La vulnerabilidad de las hojas esta relacionada, al igual
que los tallos, con la anatomia del sistema de conduccidn, particularmente con el diametro y
con el ancho de las paredes de los vasos (Blackman et al 2010). También esta relacionada con
el potencial hidrico foliar minimo sugiriendo que las especies mas resistentes a la cavitacion
foliar podrian mantener los estomas abiertos a potenciales hidricos menores que las especies
mas vulnerables (Blackman et al 2010) y recientemente se ha observado que la vulnerabilidad
hidraulica de las hojas estd relacionada con la capacidad de supervivencia de las plantas

(Blackman et al. 2009, Brodribb y Cochard 2009).

Aln cuando la sensibilidad de los bosques tropicales a la disponibilidad de nutrientes es
bien conocida, se ha dado poca atencién a los efectos de los nutrientes sobre la arquitectura y
vulnerabilidad hidraulica de las plantas. Dado que la disponibilidad de los nutrientes puede
afectar la tolerancia de las plantas a la sequia, por ejemplo a través de una disminucion de la

vulnerabilidad del xilema de tallos a la cavitacién (Bucci et al. 2006), en el nuevo contexto de
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cambio global es necesario entender el rol de los nutrientes en las plantas, de manera de
poder predecir los cambios que ocurrirdn en la composicién y funcionamiento de los
ecosistemas. Por lo tanto, en el presente estudio se evalud si la disponibilidad de nutrientes
estd relacionada con la vulnerabilidad hidrdulica de las hojas, a través de un experimento de
manipulacién en el campo en el Bosque Atlantico semi-caducifolio en Argentina. Se evalué
también si el sistema hidrdulico de tallos y hojas estan funcionalmente coordinados entre si.
Dado que la conductancia foliar disminuye ante la reduccidn de los recursos disponibles como
la radiacién solar, el agua y la temperatura, se espera que tanto la conductancia como la
vulnerabilidad foliar se ve vean afectadas por la fertilizacién con N y P. Se espera también, que
las hojas sean mas vulnerables que los tallos independientemente de la adicién de
fertilizantes. El estudio se realizd en claros naturales de tamafio similar con el objetivo de
eliminar la variacion de la radiacién solar sobre el crecimiento y la arquitectura hidrdulica de

las plantas.

Materiales y métodos

Area de estudio, diserio experimental y especies

El estudio se llevd a cabo en el bosque subtropical del Parque Nacional Iguazu (PNI) (25°37°S,
54°20°W), Misiones, Argentina. El experimento fue realizado especificamente en el drea de
Reserva Nacional. Dicha area se mantuvo habitada por pequefios chacareros hasta la década
del 80 (Placci y Giorgis 1993). Actualmente el PNI presenta una cobertura vegetal en
recuperacion avanzada y con buen estado de conservacién en comparacion a otros bosques de
la provincia de Misiones (Srur et al. 2008, Carpinetti 2010). La region recibe 2000 mm de
precipitacién media anual, distribuidas de manera uniforme a lo largo del afo. La temperatura

media anual es de 21 °C.

El suelo del sitio de estudio corresponde a un Ultisol, del tipo Kandiudult (Ligier et al.
1990). Al inicio del experimento, la disponibilidad de N y P en los primeros 10 cm de suelo fue
de 12.8+2.0ug g Ny 3.0+0.3 ug g" P respectivamente. Para determinar dichos valores se
tomaron cuatro muestras compuestas de suelo de 0 a 10 cm en cada parcela. Las muestras
fueron secadas al aire, tamizadas en malla de 2mm y guardadas en bolsas plasticas para la
realizacion de los analisis quimicos. La determinacion de N total se realizé en 5gr del material
tamizado, al cual se le agregd 25 ml de KCl 2N y se lo agitd por 2 minutos, y luego de un reposo

de 24hs se lo filtré. La determinacion del contenido de N se realizé por microdestilacion por
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arrastre de vapor (Keeney y Nelson 1982). La determinacién de P se realizd por el método de
Olsen modificado (técnica original descripta en van Reeuwijk (1986)). Los andlisis de

determinacion se realizaron en el Instituto de Suelos del INTA Castelar.

Al inicio del afio 2004 se instalaron 10 parcelas permanentes de 15x15 m en claros
naturales del bosque con una disponibilidad similar de nitrogeno y fosforo en el suelo. Se
establecié un area de amortiguacion de 5 m alrededor de cada parcela para minimizar el
efecto borde. En dicha area se aplicaron los mismos tratamientos que en la parcela. El
experimento consistio en dos tratamientos de fertilizacion con 5 réplicas en un disefio
completamente aleatorizado. Los tratamientos fueron: control (sin adicidon de fertilizantes) y
N+P (100 kg N ha™ afior™ + 100 kg P ha™ afio™ ). La adicidn de los nutrientes se realizé al boleo
sobre la superficie del suelo con fertilizante granulado en 3 aplicaciones anuales desde febrero

de 2004 hasta diciembre de 2008.

Se seleccionaron cinco especies de arboles: Balfourodendron riedelianum (Engl.) Engl.
(Rutaceae), Cordia americana (L.) Gottschling & J.S. Mill. (Boraginaceae), Maclura tinctoria (L.)
Steud. ssp. tinctoria (Moraceae), Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae) y Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub. (Fabaceae). Las especies varian en sus requerimientos de luz y densidad de
madera (Carvalho 2003, Campanello et al. 2011). Las plantas utilizadas en el experimento
fueron obtenidas de semillas cosechadas de varios arboles adultos pertenecientes al drea de
estudio. Los renovales se hicieron crecer en vivero durante aproximadamente 6 meses y luego
se llevaron al campo. Al momento del transplante las plantas tenian entre 5 y 10 meses de
edad, y diferian en su tamafio inicial, la altura promedio (cm + 1 error estandar) fue: 17.8 + 1.8
para B. riedelianum, 61.4 + 6.2 para C. fissilis, 24.3 + 1.6 para C. americana, 54.8 + 2.8 para M.
tinctoria y 65.7 + 9.8 para P. dubium. Se plantaron entre 15 y 11 renovales de cada especie,
distribuidos al azar a una distancia de 1m uno de otro, a lo largo de 5 transectas abarcando un

area de 5 x 15 m dentro de cada parcela.
Curvas de vulnerabilidad foliar

Durante febrero de 2009, se construyeron curvas de vulnerabilidad foliar para cada especie,
midiendo el porcentaje de pérdida de la conductancia hidraulica foliar a partir de su valor
maximo, en hojas rehidratadas a partir de un rango de potenciales hidricos foliares (). La
conductancia hidraulica foliar se midié utilizando el método de evaluacion de la cinética de
relajacion del | sobre la rehidratacion de la hoja (Brodribb y Holbrook 2003). Para generar la

curva, se cortaron ramas hidratadas de 3 individuos de cada especie durante la madrugada, e
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inmediatamente se cubrieron con bolsas plasticas negras y se transportaron hacia el
laboratorio, con el extremo de las ramas sumergido en agua. Luego se dejé que las ramas se
deshidraten hasta obtener un amplio rango de . El valor inicial de { se determiné midiendo 2
hojas cercanas a la hoja de muestra utilizando una cdmara de presién PMS (Corvallis, Oregon,
EEUU). La hoja de muestra fue cortada bajo agua y se hidraté durante un periodo de 12-15
segundos dependiendo de la especie. El valor final de { fue medido con la cdmara de presién
inmediatamente después de que la hoja fue hidratada, y se calculé la conductancia hidraulica

foliar segln la siguiente ecuacion:
Conductancia hidraulica foliar = Capacitancia foliar * In ({; / )/ T

Donde: ;, potencial hidrico foliar inicial (MPa); );, potencial hidrico foliar final (MPa); T,
duracién de la rehidrataciéon (s); Capacitancia foliar (mmol m? MPa™). La curva de
vulnerabilidad se construyé graficando la Conductancia hidraulica foliar contra ;. El potencial
hidrico en el cual ocurre la pérdida del 50/ de la conductividad hidraulica de las hojas

(P50hoja) se calculd luego de ajustar a los datos una funcidn sigmoidea de la forma:
Conductancia hidraulica foliar (/) =100/ [1 + e a(y;)b)].

Para el cdlculo de Conductancia hidraulica foliar es necesario conocer el valor de
Capacitancia foliar tanto antes como después del punto de pérdida de turgencia de la hoja,
esto se debe a la elasticidad de la hoja, ya que la capacitancia es muy diferente por encima y
por debajo del punto de pérdida de turgencia, por ello el valor utilizado para los calculos
depende de cual es el valor inicial y final de { de las hojas. La determinacion de la capacitancia
foliar se realizd a través de una curva de presion-volumen como se describe mas abajo. Los
valores de capacitancia fueron expresados en valores absolutos y normalizados por el area

foliar utilizando la siguiente ecuacion:
Capacitancia foliar = (ACRA/A) * (PS/AF) * (PAS/PS) / M

donde: Capacitancia foliar normalizada por el drea; CRA: contenido relativo de agua; PS:
peso seco de la hoja (gr); AF: area foliar (m?); PAS: peso del agua de la hojas a 100/ de

saturacion (gr); M= peso molar del agua (gr mol™).
Curvas de presion-volumen

Las curvas de presién-volumen describen el comportamiento de las hojas durante Ia

deshidratacion. Se relaciona entonces el contenido relativo de agua (CRA) de la hoja y el
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inverso del potencial hidrico foliar (-1/y), y de esta se puede estimar el punto de pérdida de
presion de turgencia y los valores de capacitancia foliar. Durante la madrugada se cortaron
ramas terminales de 5 individuos de cada tratamiento, y se re cortaron inmediatamente bajo
agua. Las muestras se transportaron al laboratorio con el extremo sumergido en agua y
cubiertas con bolsas plasticas negras para evitar su deshidratacién. Las curvas de presion-
volumen se construyeron para cada especie midiendo el y en una cdmara de presion PMS
(Corvallis, Oregon, EEUU) y registrando inmediatamente después el peso de la muestra con
una balanza de precision (0.001 g). Para C. americana se tuvieron que utilizar pequefias ramas
terminales dado que cuentan con un peciolo muy reducido, y en el caso de especies con hojas
muy grandes y compuestas (B. riedelianum, C. fissilis y P. dubium) se utilizaron foliolos o pinas
ya que las hojas enteras no entran en la cdmara de presidn sin ser dafiadas. Entre las lecturas,
las hojas se dejaron transpirar libremente por un periodo corto de tiempo. De esta manera se
procedid pesando para estimar el contenido relativo de agua y midiendo el { hasta que el
contenido relativo de agua cayo por debajo del 50/, o hasta que el dafio en el tejido foliar era
evidente. El material foliar utilizado se secé en estufa a 70°C durante 48 hs. y se peso para
obtener el peso seco. A partir de estos datos, la curva de presién-volumen se determind al
graficar el déficit relativo de agua (DRA) contra 1/. El déficit relativo de agua (DRA= 1- CRA) se

calculd de la siguiente manera:
CRA = (peso fresco — peso seco) / (peso a saturacidn — peso seco)

A cada lado del punto de inflexiéon de la curva presién-volumen (que define el punto de
pérdida de turgencia de la hoja), se ajustaron regresiones lineales. Las pendientes de estas
curvas devuelven la funcién de capacitancia foliar en términos de CRA. Los valores de
capacitancia foliar mostrados en tabla corresponden a los valores determinados por encima
del punto de pérdida de turgencia. Los parametros fueron generados a partir de 5-7 hojas de

3-4 individuos por especie y tratamiento.

Vulnerabilidad del tallo a la cavitacion

Se generaron curvas de vulnerabilidad hidraulicas utilizando el método de deshidratacion
(Sperry et al. 1988). Antes del amanecer se cortaron ramas terminales de 3-5 individuos de
cada especie. Inmediatamente fueron recortadas bajo el agua, se cubrieron con bolsas
plasticas negras y fueron transportadas al laboratorio para las mediciones. En el laboratorio, se
permitié que las muestras transpiraran libremente por diferentes intervalos de tiempo para

obtener un amplio rango de potenciales hidricos. Luego fueron almacenadas en bolsas de
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pldstico negras para que se equilibren durante por lo menos 1 hora. El potencial hidrico () de
dos hojas se midié utilizando una cdmara de presién (PMS, Albany, OR, USA) y el tallo
correspondiente se recorté bajo agua y conectd al aparato para medir la conductividad
hidraulica como se describid anteriormente. El Ky maximo (Kn..) se determiné después de
realizar las mediciones de Kj, iniciales, utilizando agua destilada y desgasificada a una presion
de 0.1 MPa durante 20 min, para retirar el aire de los vasos embolizados. Las mediciones
iniciales de Ky (K;) fueron expresadas como un porcentaje de K., Y €l porcentaje de pérdida
de conductividad (PPC) fue calculado como (100 (1 - Ki/Kmax)). Se obtuvieron las curvas de
vulnerabilidad hidraulica del tallo graficando PLC en funcion de . Los datos se ajustaron a una
curva sigmoidea y se calculd el potencial hidrico del xilema cuando ocurre una pérdida del 50

/ de la conductividad hidraulica del tallo (P50).
Contenido de agua de la madera a saturacion

El contenido de agua de la madera a saturacién se midié a partir de los tallos utilizados en las
mediciones de vulnerabilidad. Se utilizé un segmento de 2 cm de largo y se removié la corteza
y el parénquima. Los segmentos se sumergieron en agua durante toda la noche. Luego de
secar la superficie de los segmentos con papel tissue, fueron pesados con precision de mg,
para obtener el peso de agua saturado (PAS). Posteriormente las muestras se secaron a 70°C
por 72 hs para determinar el peso seco (PS). El contenido de agua a saturacién se determiné

segun: (PAS —PS) / PS.
Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico InfoStat versidon 2009 (Di Rienzo
et al. 2009). Se realizaron test de T para muestras independientes para evaluar las diferencias
entre tratamientos para cada especie y para comparar P50hoja y Conductancia foliar maxima,
estimados de las curvas de vulnerabilidad foliar. Se realizaron test de T para muestras
dependientes para evaluar las diferencias entre tratamientos sobre las variables considerando
todas las especies por tratamiento como un Unico conjunto de datos. Se realizaron

correlaciones de Pearson para examinar las relaciones interespecificas entre las variables.

Resultados

El PPT disminuyd en M. tinctoria en las parcelas fertilizadas con respecto al control y aumentdé

en C. americana (Tabla 1). La especie B. riedelianum mostré una disminucién de la capacitancia
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foliar con la adicidn de N+P. El 50/ de la conductividad hidraulica foliar maxima promedio (P50
hoja) varié significativamente con la fertilizacién, pero la respuesta fue especie especifica, dos
especies aumentaron su vulnerabilidad foliar con la adicién de N+P (B. riedelianum y M.
tinctoria) y dos especies la disminuyeron (C. americana y P. dubium). De la misma manera, la
conductancia foliar maxima disminuyé en B. riedelianum y C. americana y aumento en P.

dubium con la fertilizacion (Tabla 1).

La conductancia hidrica foliar de todas las especies disminuyé a medida que el potencial
hidrico foliar se hace mas negativo (Fig. 1). La conductancia hidrdulica foliar maxima varié de
26 mmol m? s MPa™ en P. dubium y M. tinctoria, a 75 mmol m? s MPa™ en C. fissilis. Los
valores de la conductancia hidraulica foliar correspondientes al potencial hidrico en el cual se
pierde la turgencia se encontraron entre 20 y 65/ de la conductancia foliar mdxima, segun
puede inferirse de las curvas de vulnerabilidad foliar, excepto en C. fissilis, en cuyo caso la

pérdida de la turgencia implicé la pérdida casi total de la conductancia foliar.

Contrario a lo esperado, la vulnerabilidad promedio de los tallos fue mayor que la
vulnerabilidad promedio de las hojas. La figura 2 muestra la relacién entre el P50 de los tallos y
el P50 de las hojas. Tanto para tallos como para hojas, la vulnerabilidad a la cavitacion se
representa en este estudio como la pérdida del 50/ de la conductividad hidraulica maxima.
Las Unicas especies que tuvieron una vulnerabilidad mayor en las hojas que en los tallos fueron
P. dubium en el tratamiento control y M. tinctoria en el tratamiento de adicidon de N+P (Fig. 2),
el resto de las especies mantuvieron una relacion muy cercana a 1:1 entre los dos P50 o el P50

de las hojas fue mas negativo que el P50 de los tallos.

La vulnerabilidad a la cavitacidon de los tallos disminuyd significativamente con la adicion
de N+P, en cambio la vulnerabilidad a la cavitacion foliar, dada las diferencias en las respuestas
especie especificas (Tabla 1), se mantuvo constante entre los tratamientos (Fig. 3). EI P50 de
los tallos ocurrié en promedio a -1.16 MPa y -1.62 MPa en control y con adicién de N+P
respectivamente, mientras que el P50 de las hojas mostro valores promedié de -1.62 MPa y -

1.72 MPa en control y con adicién de nutrientes respectivamente (Fig. 3).

Por otro lado, la capacitancia foliar estuvo relacionada con el P50 de la hoja. Por ejemplo
B. riedelianum, la especie con mayor capacitancia foliar exhibié la menor vulnerabilidad foliar a
la cavitacién mientras que P. dubium, la especie con menor capacitancia foliar fue la mas
vulnerable a la cavitacion foliar, sugiriendo que la capacitancia foliar no seria un mecanismo
capaz de amortiguar los cambios en los potenciales hidricos foliares al disminuir la

vulnerabilidad a la cavitaciéon (Fig. 4a). En concordancia con el resultado anterior, la
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capacitancia foliar estuvo relacionada con el punto de pérdida de turgencia de las hojas. Las
especies que pierden la turgencia a valores mas negativos de potencial hidrico foliar son

aquellas que tienen mayor capacitancia foliar (Fig. 4b).

Se encontré una relacién positiva entre la densidad de la madera y el contenido de agua de
la madera a saturacidn (r pearson=-0.83, P<0.005, resultados no mostrados). A su vez, el
contenido de agua de la madera a saturacién estuvo relacionado de manera positiva con el
punto de pérdida de turgencia de las hojas (Fig. 5). Por lo tanto las especies con madera con
mayor contenido de agua pierden la turgencia de las hojas a un potencial hidrico mas positivo.
La vulnerabilidad de las hojas a la cavitacién fue mayor a medida que aumenté el PPT, las
especies mas resistentes a la cavitacién pierden la turgencia de las hojas a potenciales hidricos

mas negativos que las especies mas vulnerables (Fig. 6).

Tabla 1. Caracteristicas hidricas de los renovales de las 5 especies estudiadas en el tratamiento
control y de adicion de N+P. Punto de pérdida de turgencia (PPT; MPa), Capacitancia foliar
(Capacitancia; mmol m2 MPa), Potencial hidrico en el cual ocurre la pérdida del 50% de la
conductividad hidrdulica (P50hoja; MPa), y Conductancia foliar mdxima (Conductancia max; mmol m-
2 s1 MPal). Se muestra la media + error estdndar (EE). Letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos por especie (Test de T, P<0.05, n=3-7 en el caso de PPT).

PPT Capacitancia P50hoja Conductancia max
Media EE Media EE Media EE Media EE
B. riedelianum
C -2.27 0.05 1959 66 a -23 0.1 a 376 0.1 a
N+P -2.31 0.03 1052 97 b -19 0.2 b 353 02 b
C. fissilis
C -1.28 0.09 866 141 -1.7 0.1 49.7 4.7
N+P -1.15 0.04 672 21 -1.3 0.2 749 21.2
C. americana
C -1.58 0.03 a 1112 131 -1.7 0.1 a 73.8 11 a
N+P -1.90 0.07 b 972 115 -21 00 b 56.1 2.1 b
M. tinctoria
C -1.85 0.07 a 504 34 -1.6 0.0 a 25,8 2.1
N+P -1.57 0.03 b 690 97 -1.4 00 b 30.1 25
P. dubium
C -1.36 0.04 269 34 -0.8 0.1 a 235 27 a
N+P -1.37 0.04 551 107 -19 01 b 325 14 b
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Figura 1. Conductancia hidrdulica foliar en funcién del potencial hidrico inicial en renovales de las
cinco especies estudiadas en el tratamiento control (paneles izquierdos, simbolos blancos) y
tratamiento de adicién de N+P (paneles derechos, simbolos negros). Cada punto representa el
promedio de 2 hojas de una misma rama. Se ajusté a los datos una funcion sigmoidea (P< 0.05 en
todos los casos). Se indica el potencial hidrico en el cual ocurre la pérdida del 50% de la conductividad

hidrdulica foliar (P50) y el punto de pérdida de turgencia (PPT).
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P50 tallo (MPa)

P50 hoja (MPa)

Figura 2. Relacién entre el potencial hidrico al cual ocurre la pérdida del 50% de la
conductividad hidrdulica en tallos (P50tallo) y en hojas (P50hoja) de renovales de las cinco
especies estudiadas en el tratamiento control (simbolos blancos) y tratamiento de adicién de N+P
(simbolos negros). La linea corresponde a la relacién 1:1 entre el P50tallo y P50hoja. Las
abreviaturas de las especies son: Br, Balfourodendron riedelianum; Cf, Cedrela fissilis; Ca, Cordia

americana; Mt, Maclura tinctoria y Pd, Peltophorum dubium.
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Figura 3. Potencial hidrico al cual ocurre la pérdida del 50% de la conductividad hidrdulica
(P50) para tallos y para hojas de renovales de las cinco especies estudiadas en el tratamiento
control (barras blancas) y tratamiento de adicién de N+P (barras negras). Los valores de P50
corresponden a la media de todas las especies * error estdndar (n = 5 especie). Dentro del
grdfico se representa con un asterisco (*) las diferencias significativas entre tratamientos

(testde T, P < 0.05).
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Figura 4. Relacion entre la capacitancia foliar y a) el potencial hidrico en el cual ocurre la
pérdida del 50% de la conductividad hidrdulica de las hojas (P50hoja), b) el punto de pérdida
de turgencia de las hojas de renovales de las cinco especies estudiadas en el tratamiento
control (simbolos blancos) y tratamiento de adicién de N+P (simbolos negros). Cada punto
representa el valor estimado en la curva de vulnerabilidad para el P50hoja y el punto de
pérdida de turgencia o el valor medio en el caso de capacitancia foliar (n=3-7). El valor de r

corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson. Para las abreviaturas ver Fig. 2.
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Figura 5. Relaciéon entre el contenido de agua de la madera a saturacién y el punto de
pérdida de turgencia de las hojas de renovales de las cinco especies estudiadas en el
tratamiento control (simbolos blancos) y tratamiento de adicion de N+P (simbolos negros).
Cada punto representa el valor estimado en la curva de vulnerabilidad para el punto de
pérdida de turgencia o el valor medio en el caso del contenido de agua de la madera a
saturacion (n=5). El valor de r corresponde al coeficiente de correlacion de Pearson. Para las

abreviaturas ver Fig. 2.
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Figura 6. Relacion entre el punto de pérdida de turgencia de las hojas y potencial hidrico en
el cual ocurre la pérdida del 50% de la conductividad hidrdulica de las hojas (P50hoja) para
las cinco especies estudiadas en el tratamiento control (simbolos blancos) y tratamiento de
adicion de N+P (simbolos negros). El valor de r corresponde al coeficiente de correlacién de

Pearson. Para las abreviaturas ver Fig. 2.

Discusion

La mayoria de las propiedades o caracteristicas incluyendo capacitancia foliar, potencial
hidrico foliar en el punto de pérdida de turgencia, conductancia hidraulica foliar maxima y P50
foliar no difirieron entre las plantas control y las plantas fertilizadas con N+P, sugiriendo que
las caracteristicas hidraulicas foliares no serian criticas en la adaptacién de las plantas a
ambientes con diferente disponibilidad de nutrientes. En cambio las plantas se aclimataron a la
adicién de N+P disminuyendo el P50 de los tallos. Por otro lado la coordinacién entre las
caracteristicas evaluadas no fue afectada por la fertilizacién, en todos los casos se pudo ajustar

una Unica relacion funcional a todos los datos para todas las especies.

Sorprendentemente la vulnerabilidad de tallos y hojas fue independiente una de otra,
siendo los tallos mas vulnerables que las hojas en algunos casos. Estos resultados no
estuvieron relacionados con el tratamiento de fertilizacidn. Algunas especies estuvieron en o
muy cerca de la relacidon lineal 1:1. En sélo dos especies se observd que las hojas fueron, tal
como se esperaba, mas vulnerables que los tallos. En la mayoria de los estudios en donde se

comparan la vulnerabilidad a la cavitacidn de estos dos tejidos, las hojas son mas vulnerables
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que los tallos (Hao et al. 2008, Zhang y Cao 2009, Chen et al. 2010, Johnson et al. 2011),
indicando que las hojas funcionarian como una vélvula de proteccidn del sistema hidraulico de
la planta mas que las ramas terminales. Johnson y colaborares (2011) y Bucci y colaboradores
(en revisidn) sugieren que los tejidos menos costosos, como ocurre con las hojas, pueden ser
desechadas o sombreadas para evitar la pérdida de agua y mantener la funcionalidad de los
tallos. En general en dichos estudios las diferencias encontradas en la vulnerabilidad a la
cavitacion inducida por sequia entre tallos y hojas son de 2 o 3 MPa o mas. En este trabajo las
diferencias se encuentran entre 0 y 1,5 MPa entre ambos tejidos. Una explicacidn posible es
que el déficit hidrico no seria el factor mas importante de la limitacién de crecimiento de las
especies estudiadas. Dado que los periodos de sequia son de corta duracién es probable que
los tallos raramente se vean afectados por embolismos causados por sequias. Es necesario
recordar que los potenciales hidricos son mas negativos en las hojas y tienden a volverse mas
positivos en los tallos y raices debido a las pérdidas de agua que ocurren durante el transcurso

del dia como resultado de la transpiracién.

Aunque son muchos los estudios que han reportado mayor vulnerabilidad a Ia
cavitacion en hojas que en tallos no ocurre en todas las especies (Chen et al. 2009). Chen y
colaboradores (2009) trabajaron con seis especies de arboles de la familia Euphorbiaceae y
encontraron diferencias en la vulnerabilidad de los tejidos sdlo en las especies perennes y no
en las especies de hojas caducas. La caducidad foliar es una estrategia de las plantas para
evadir una sequia, y puede ser un buen indicador de la supervivencia de las plantas durante
estos eventos (Poorter y Markesteijn 2008). Tanto las especies caducifolias como las
brevicaducifolias renuevan y expanden completamente sus hojas anualmente y antes de la
finalizacion de la estacién seca o la estacién fria; permaneciendo sin hojas durante
aproximadamente toda la estacién desfavorable. Como se ha observado para tallos, la
resistencia a la sequia en hojas prodria ocurrir a costa de una inversion adicional en reforzar el
xilema y reducir las tasas de crecimiento (Hacke et al. 2001, Poorter et al. 2010). Por lo tanto
seria razonable pensar que para las especies caducifolias no es una ventaja invertir en
estructuras xilematicas que aumenten la resistencia a la cavitacidn. Sin embargo, son pocos los
estudios que relacionan la fenologia foliar con la vulnerabilidad a la cavitacidon de las hojas
(Chen et al. 2009). En el presente estudio la mayoria de las especies pierden las hojas durante
el invierno, sélo una de las especies estudiadas C. americana es perenne y fue la Unica especie
que disminuyd significativamente el punto de pérdida de turgencia con la adicion de
nutrientes (el PPT disminuyd 0.3 MPa en comparacién con las plantas de la misma especie

creciendo en las parcelas control) y el P50 de sus hojas disminuyd aproximadamente en la
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misma proporcidn (disminuyd 0.4 MPa). Aunque no se observd que exista una diferencia en la
vulnerabilidad relativa de tallos y hojas para esta especie en comparacion con las especies
caducifolias, es probable que el hecho de que estas especies no presenten hojas mas
vulnerables que los tallos se pueda explicar por la fenologia foliar. Las especies caducifolias
presentaron valores de P50 hoja menos negativos (mas vulnerables) que la especie brevi-
caducifolia y la especie perenne. Aparentemente la dindmica de produccién de hojas juega un
rol importante en la determinacidon de las caracteristicas fisiolégicas e hidrdulicas de las

especies del BAs.

Algunos componentes del sistema de transporte de agua de las plantas, como las ramas y
las hojas, pueden actuar temporalmente como fuentes intermedias de agua para la
transpiracion de las hojas (Meinzer et al. 2001). Estos reservorios de agua contribuirian a
mantener la eficiencia del sistema de transporte de agua al reducir las variaciones diarias y
estacionales en los potenciales hidricos foliares (Scholz et al. 2007). En el caso de las hojas, el
agua puede ser almacenada en la epidermis, en el mesdfilo, en células especializadas o en el
mucilago extracelular (Sack et al. 2003). Aunque el volumen de agua almacenado en las hojas
generalmente aporta sélo una pequefia fraccidon de la transpiracién diaria, se considera que
puede jugar un papel importante amortiguando cambios en los potenciales hidricos foliares
(Sack y Tyree 2005). Sin embargo la capacitancia foliar no parece contribuir a mantener el
balance hidrico foliar en las especies estudiadas dada la relacién observada entre la
capacitancia foliar y el punto de pérdida de turgencia de las hojas. Las especies que
presentaron una capacitancia foliar menor son las que a su vez pierden la turgencia de las
hojas a potenciales hidricos mayores (menos negativos). En este contexto, los datos de la
figura 4a muestran una relacién inversa entre la capacitancia foliar y el P50 hoja y parecen
reforzar el hecho de que en estas especies, la capacitancia foliar no amortiguaria las
fluctuaciones de tension diarias. Ademads, el P50 de las hojas fue independiente de la
conductancia foliar maxima (r pearson = -0.18, p= 0.60, datos no mostrados) como se ha
observado previamente (Sack y Holbrook 2006, Blackman et al. 2010, Scoffoni et al. 2011). El
P50 de las hojas estuvo relacionado con el potencial osmético en el punto de pérdida de
turgencia, un PPT bajo (mas negativo) puede evitar que se produzca una disminucidn directa
de la conductancia foliar (Blackman et al. 2010, Scoffoni et al. 2011) y por lo tanto permitiria
mantener los estomas abiertos a medida que las hojas se deshidratan (Brodribb y Holbrook

2003, Hao et al. 2010).

Como se discutio previamente, el agua almacenada en diferentes drganos puede contribuir

a evitar embolismos y asi disminuir las variaciones en la tensién del xilema (Meinzer et al.
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2009). En este trabajo se observd que el contenido de agua de la madera a saturacion,
aumentd a medida que el punto de pérdida de turgencia fue mayor (menos negativo),
sugiriendo que las ramas terminales serian la mayor fuente de agua transitoria para la
transpiracion de las hojas. Aunque el contenido de agua de un tejido no puede ser considerado
de manera equivalente a la capacitancia, como una medida de contribucidon de agua al uso
diario, es parte de los mecanismos compensatorios frente a limitaciones hidrdulicas. Por otro
lado, el contenido de agua en la madera saturada disminuyd a medida que aumentd la
densidad de la madera. En algunos trabajos se ha observado que el P50 de los tallos también
disminuye al aumentar la densidad de madera (Hacke et al. 2001, Hao et al. 2008) aunque no
es lo que ocurrid en las especies estudiadas en el presente trabajo (ver Capitulo 3). A pesar de
que el contenido de agua en la madera saturada no disminuyd significativamente con la

adicién de N+P, si lo hicieron el P50 de los tallos y la densidad de madera (ver Capitulo 3).

Las caracteristicas hidrdulicas de las hojas incluyendo el P50 de las hojas y la capacitancia
pueden estar sometidas a una fuerte presion de seleccién en términos de resistencia a la
sequia, siendo las especies de ambientes mas humedos mas vulnerables a la cavitacién que las
especies de ambientes mas secos (Hao et al. 2008, Blackman et al. 2012). En el Bosque
Atlantico de Misiones, donde los eventos de sequia son poco frecuentes, la presién de
seleccion de las caracteristicas foliares no parecen estar fuertemente relacionadas con la
disponibilidad de agua del suelo a pesar de que muchas de las especies estudiadas son

comunes en bosques estacionales secos del Neotrdpico (Pennington et al. 2000).

Conclusiones

No se encontraron diferencias en las caracteristicas hidraulicas foliares entre las plantas
control y las plantas fertilizadas con N+P, sugiriendo que no serian criticas en la adaptacion de

las plantas a ambientes con diferente disponibilidad de nutrientes.

Contrario a la hipdtesis planteada, las hojas de las especies estudiadas no actian como
valvulas de seguridad del sistema hidrdulico de las plantas y ademds pareciera que los tallos
serian la mayor fuente transitoria de agua para la transpiracidon de las hojas y la capacitancia
foliar no seria un mecanismo relevante para amortiguar los desbalances hidricos diarios en las
hojas. Como se ha observado en otros estudios la conductancia foliar es independiente de la

vulnerabilidad a la cavitacion en las hojas.
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