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OPINIONES

. Como narrar un bosque?
Imbricaciones entre artes y ciencias en la Isla Victoria

How to narrate a forest?
Imbrications between arts and sciences on Isla Victoria

Gabriela Klier **, Maia Gattas Vargas ”

*Autora de correspondencia: * Universidad Nacional de Rio Negro, CITECDE, CONICET Villegas 360,
Bariloche, Argentina, tel.: 0294 442-8225, grklier@unrn.edu.ar

®Universidad de Buenos Aires, Centro de Estudios en Ciencia, Tecnologia, Cultura y Desarrollo, CONICET,
Bariloche, Rio Negro, Argentina.

SUMMARY

The purpose of this manuscript is to contribute to the discussion on the links between arts and sciences in the practices of environmental
care and biodiversity conservation. The starting point is the experience in Isla Victoria Laboratory project. This island, located in Nahuel
Huapi Lake, is a historical environmental emblem, where a century ago the most important Arboretum in Patagonia was installed
and where many conservation projects are currently being developed. The study presents a debate of de arts-sciences relationship
in the context of environmental crisis, and hence, taking the case of Isla Victoria as a starting point, explores certain questions and
experiences on the horizons of these approaches in pursuit of environmental care.

Keywords: biodiversity, transdisciplinary research, Patagonia, arboretum.

RESUMEN

El proposito de este manuscrito fue contribuir a la discusion por los vinculos entre artes y ciencias para las practicas de cuidado
ambiental y conservacion de la biodiversidad partiendo desde la experiencia en el proyecto Laboratorio Isla Victoria. Esta isla, situada
en el lago Nahuel Huapi, es un emblema ambiental histoérico de Argentina, donde hace casi un siglo se instal6 el arboreto mas
importante de la Patagonia y actualmente presenta numerosos proyectos de conservacion. Se presentara un debate sobre la relacion de
las artes con las ciencias en el contexto de crisis ambiental, para luego, desde el caso de la Isla Victoria, recorrer ciertas preguntas y
experiencias sobre los horizontes de estas aproximaciones en pos del cuidado ambiental.

Palabras clave: biodiversidad, transdisciplina, Patagonia, arboreto.

INTRODUCCION

(Qué es un bosque? ;Cémo cuidar un bosque? Estas
preguntas despliegan una pluralidad de respuestas y mo-
dos de habitar que resuenan en la necesidad de abordajes
polifénicos para la conservacion. En particular, recono-
ciendo la dimension afectiva y estética en las relaciones
ambientales, las artes conforman un campo de cada vez
mayor importancia para el cuidado ambiental (Giraldo y
Toro 2021). En este trabajo se presentaran algunos desa-
fios y resultados del proyecto Laboratorio Isla Victoria, en
la Patagonia argentina, como una experiencia que emerge
entre las artes y las ciencias en torno a un territorio con-
troversial. El proyecto parte desde abordajes transdisci-
plinarios que reconocen en las problematicas ambientales
asuntos complejos que entrecruzan dimensiones politicas,

éticas, afectivas y relacionales, y desbordan el conoci-
miento cientifico. Desde la isla, nos interesé captar y pro-
ducir diferentes relatos en torno a los bosques patagénicos
e indagar sobre las construcciones de la idea de naturaleza
que fueron desplegandose en los ultimos 100 afios en la
region. En el cruce entre investigacion y produccion artis-
tica, buscamos generar otros reconocimientos y creaciones
de territorios en disputa.

LAS CIENCIAS, LAS ARTES Y EL CUIDADO
AMBIENTAL

La consolidacion de las ciencias naturales en la Moder-
nidad ha seguido un proceso de escision y especializacion,
que la han separado de otro tipo de saberes, asi como de
las dimensiones éticas y estéticas (Foucault 1984, Adorno
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y Horkheimer 2007). Desde el siglo XVII ha habido un
proceso de distincion entre artes y ciencias, no sin mante-
ner encuentros (como ocurre en las ilustraciones cientifi-
cas, con los casos emblematicos de Ernst Haeckel o Maria
Sibylla Merian), que han puesto en tension la idea de una
ciencia liberada de componentes estéticos (Gould 2010).

Desde la década de 1960, las problematicas ambien-
tales han sido denunciadas por diferentes grupos sociales
(Bowler 1998). Sin embargo, estas han sido prioritaria-
mente abordadas desde las ciencias naturales (Taylor y
Buttel 1992). Particularmente, la pérdida de biodiversidad
ha sido delimitada por las ciencias ecologicas, sobre todo
con la emergencia en la década de 1980 de la biologia de
la conservacion (Sarkar 2005).

Con el paso del tiempo, estos abordajes orientados des-
de un saber técnico-experto y con una epistemologia pro-
pia de las ciencias naturales (con una incidencia fuerte de
la estadistica, abordajes cuantitativos y descriptivos) fue-
ron dando paso a otras preguntas y practicas, entendiendo
que las problematicas ambientales son siempre socio-am-
bientales, involucran tejidos multi-especies, valoraciones
y una complejidad propia que escapa a los limites del saber
experto y requiere el reconocimiento de una pluralidad de
voces y corporalidades en didlogo (o tension) (Haraway
2019). Desde los numerosos cuestionamientos al saber
técnico-experto como saber primario en las problematicas
ambientales (e.g. Wynne 2004, Latour 2017), emergieron
otras miradas - sobre todo en la conservacion de la biodi-
versidad - que buscan dar paso a una transdisciplinarie-
dad. Es decir, a la integracion de saberes cientificos y no
cientificos - incluyendo saberes locales y / o tradicionales
- como conocimientos necesarios para pensar y hacer terri-
torialmente (Max-Neef 2005). De aqui la emergencia del
marco de los socio-ecosistemas, la etnobiologia o el marco
de IPBES (The Intergovernmental Science-Policy Plat-
form on Biodiversity and Ecosystem Services) de las con-
tribuciones de la naturaleza a las personas, entre otros, que
promueven estrategias de plurales para la conservacion de
la biodiversidad y el cuidado ambiental (Klier 2018). En
este sentido, la problematica ambiental ha sido generadora
de didlogos entre ciencias, €ticas, estéticas y diferentes sa-
beres (Haraway 2019).

La pérdida de biodiversidad no es solo una cuestion de
estadisticas o servicios ambientales, sino que es un proce-
so que implica fines de mundos, relatos y de afectos (Van
Dooren 2014). Por ello resulta necesario dar cuenta de la
dimension relacional y afectiva entre humanos y no huma-
nos, entre ambientes y diferentes especies que no se reduz-
ca a informacion cuantitativa, sino que invite a diferentes
formas de afectacion - accion entre humanos, no humanos
y territorios. De aqui surgieron abordajes que articulan ar-
tes y ciencias, asi como la investigacion basada en artes
con el potencial de contribuir al cuidado ambiental desde
diferentes lenguajes para comprender, afectar y construir
relatos ambientales (McNiff 1998, Westley et al. 2015,
Leavy 2017).
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En 2015 la revista Ecology & Society publicé un nu-
mero especial que instaba a explorar los vinculos entre
arte y ciencia, con el fin de desarrollar nuevas compren-
siones, aproximaciones y motivaciones para la investiga-
cion vinculada al cuidado ambiental (Westley et al. 2015),
donde diversos trabajos dan cuenta de las posibilidades de
cruces entre arte y ciencia para la sustentabilidad. En la
interaccion artes y ciencias se presentan diferentes aportes
vinculados a un enfoque experiencial de la produccion de
conocimiento, que incluye explicitamente procesos, afec-
tivos y sensoriales, diferentes tipos de conocimiento, de
interaccion y de agencia (Propper 2017). Se ha sefialado
que las artes permiten el reconocimiento de las proble-
maticas de biodiversidad de forma situada, promoviendo
la autorreflexion y recuperando experiencias vividas (Van
Dooren 2014, Rivera Lopez et al. 2018). A su vez, abren
la posibilidad de evocar emociones y cultivar la empa-
tia a través de encuentros y obras (Athayde et al. 2017,
Rivera Lopez et al. 2018) y la comunicacion a través de
diferentes lenguajes (no solo verbales) de los vinculos,
valores y afectos ambientales (Haraway 2019). En dife-
rentes estudios se cuenta como la integracion entre artes
y ciencias permitio una co-produccion genuina de conoci-
miento, evitando la jerarquizacion de saberes y acortando
la distancia entre investigadores y otros actores ambien-
tales (Rathwell y Armitage 2016, Athayde ef al. 2017).
Se suma a esto la posibilidad de generar vectores para
transmitir informacion sobre territorios e identidad con
mayor apropiacion y difusion (Curtis et al. 2012) y de
generar otras formas de intervencion politica (Merlinsky
y Serafini 2019).

SOBRE LA ISLA VICTORIA

Al comenzar a indagar sobre la Isla Victoria encon-
tramos que dicha fraccion de tierra condensaba, en gran
medida, las politicas ambientales que ocurrieron en toda la
Patagonia argentina durante el siglo XX. La Isla Victoria
es la isla mas grande (3.800 ha) del Lago Nahuel Huapi
y es parte de las provincias de Rio Negro y Neuquén. La
isla es emblematica por varios motivos, y si bien se abre
al imaginario por las numerosas pinturas rupestres de po-
bladores originarios, nos interesé particularmente la mira-
da estatal y europeizante que transformo el paisaje desde
inicios de 1900.

Esta historia puede resumirse en tres periodos. En el
primero, desde 1903, la isla funciond como estancia pri-
vada y sitio de recreacion para la aristocracia portefia, en
manos de Aaron Anchorena, quien hizo uso de esta por-
cion de tierra hasta 1911. En este periodo se construyeron
casas, tambos, molinos y se introdujeron diferentes espe-
cies vegetales y animales exoticas. Cuando Anchorena de-
sistié de la concesion ofrecida por el Estado Argentino, la
isla fue concedida a diferentes madereros y productores
agropecuarios que devastaron mediante incendios y talas
la region central del territorio (Nufiez y Nuiiez 2008).



Una segunda etapa comenzé en la década de 1920,
cuando la region norpatagénica hered6d el modelo esta-
dounidense de parques nacionales (Navarro Floria 2004),
con la creacion del Gran Parque Nacional del Sud en 1922
que se transformara en 1934 en el Parque Nacional Nahuel
Huapi. El gran proyecto que transformo la isla fue aquel
que comenz6 en 1925: el Vivero Nacional, que busco fo-
mentar la plantacion de forestales y frutales exoticos en la
region, dando origen al arboreto. Este proyecto sigui6 el
horizonte delineado estatalmente de transformar la Pata-
gonia en una “Suiza argentina”, tanto desde la arquitectura
como desde la introduccion de especies exoticas. Poste-
riormente se contratd a un grupo de ingenieros forestales
extranjeros, particularmente rusos y ucranianos, que desde
1936 desarrollaron los proyectos forestales del vivero, mo-
dificando no solo el paisaje de la isla sino de toda la region
norpatagonica. Para 1949, la Estacion Forestal superaba el
millén de plantas, para uso de espacios publicos y venta a
forestaciones particulares (Vargas y Klier 2021).

A partir de la década de 1970, frente a las denuncias
ambientales, la emergencia de la ecologia de paisajes junto
con los estudios criticos de las especies exoticas e invasoras
(Anderson y Valenzuela 2014), comenz¢ el tercer periodo,
que problematizo6 el manejo forestal de la isla. Desde aqui
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en adelante comenzd un control de las especies forestales
invasoras (particularmente Pinus ponderosa Dougl. ex
Laws.) y, ya en el siglo XXI, el vivero de especies del mun-
do se transformo6 en un vivero de especies nativas. El arbo-
reto de la isla sigue siendo parte importante del patrimonio
local (Vargas y Klier 2021). De este modo la isla conforma
un mosaico de diferentes entendimientos e intervenciones
- muchas veces contradictorios - sobre aquello llamado na-
turaleza, desplegando diferentes imaginarios e historias.

RECORRIDOS DEL LABORATORIO ISLA VICTORIA

Conocimos la historia de la isla gracias al hallazgo
de un mapa (figura 1) en el archivo del Museo de la Pa-
tagonia que mostraba arboles y cuentas matematicas. El
mapa nos encontrd con una buisqueda comun: entender los
modos en que las ciencias modernas representan la natu-
raleza en Patagonia. Ademas, este sitio se presentd como
emblema para comprender los procesos de intervencion
territorial, manejo de especies invasoras, asi como para la
restauracion ambiental. Para abordar estos interrogantes,
el proyecto se orient6 a la investigacion tedrica, articulan-
do saberes desde filosofia de la biologia, ciencias de la co-
municacion y artes.

LABORATORIO ISLA VICTORIA

Figura 1. Fotografia de Mapa de la Isla Victoria de Boris Arschanow (Archivo: Museo de la Patagonia) componiendo la tapa del

fanzine Laboratorio Isla Victoria.

Photograph of Boris Arschanow’s Map of Isla Victoria (Archive: Museo de la Patagonia) composing the cover of the fanzine Laboratorio

Isla Victoria.
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Posteriormente entendimos que necesitabamos encon-
trar otros lenguajes para explorar los diferentes modos y
momentos de la isla. En 2019 se organizé la “Residencia
Isla Victoria: Arte-Ciencia-Naturaleza”, que convoco ar-
tistas e investigadores - principalmente de Patagonia - con
el horizonte de construir colectivamente otros relatos de
este territorio. La residencia - con duracion de cuatro dias
- se realizo en 2019, 2020 y 2021 y en ella participaron,
convivieron y crearon personas de las artes y las ciencias,
provenientes desde la biologia, las artes audiovisuales, ar-
tes visuales, artes de la escritura, antropologia, cartogra-
fia y museologia, entre otros. Se articularon los distintos
saberes con talleres teorico - practicos, lecturas, camina-
tas y exploraciones sensoriales en el territorio. Uno de
los horizontes de las residencias fue crear obras artisticas
que reflejaran los recorridos realizados. Estas produccio-
nes fueron compartidas con la comunidad local: se montd
una exposicion colectiva de artes visuales, presentada en
2019 en el Museo de la Patagonia y en el Centro Cientifico
Tecnoldgico de Patagonia Norte, donde también aconte-
cieron lecturas de poesias, simposios y recitales. En 2020
se realiz6 la primera publicacion digital (LIV 2020). Las
producciones - investigaciones producto de la residencia
se organizaron en tres ejes: la reflexion sobre el espacio
isla, sobre las representaciones de la naturaleza en Patago-
nia y, por ultimo, las producciones investigaciones sobre la
historia y devenires propios de la Isla Victoria. A partir de
las residencias se realizaron producciones audiovisuales,
intervenciones y creaciones de mapas, escrituras poéticas,
intervenciones de archivos y producciones de objetos, en-
tre otros. Algunos ejemplos son:

- La obra audiovisual “Un museo de arboles” de
Maia Vargas (2020), inspirada en el arboreto de la
Isla Victoria, trabaja con el archivo de los mapas
del Museo de la Patagonia.

- La produccion de mapas sonoros de la artista
Ingrid Roddick y la intervencién de mapas
a través de SIG de Constanza Casalderrey y
Gabriela Klier disponibles en el Fanzine (LIV
2020).

- El trabajo de Verdnica Vides “Capa Modesta
Victoria”, realizado con materiales reciclados
que anim6 reflexiones sobre la contaminacion y
el antropoceno.

- La obra de Mariela Barrientos, “Cuerpo Isla:
reanimar un cuerpo extrafio”, que cre6 una
escultura de la isla que expresa las capas histdricas
y de sentido del territorio. En esta direccion la
obra textil de Anali Lacalle juega con el sentido
de paisajes entramados a partir de tejer diferentes
imagenes de la isla.

- La obra de Nazarena Mastronardi articula
ilustraciones cientificas con ficciones de
laboratorio, dislocando la pregunta por las
representaciones y el naturalismo (LIV 2020).
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Muchas de estas producciones utilizan materiales de
archivo, resignificandolos en la asociacion con otros ele-
mentos. Cabe destacar que las personas de ciencias parti-
cipantes también produjeron obra, generando nuevas prac-
ticas, juegos y lenguajes. Otras obras parten de elemen-
tos naturales (tierras, plantas, piedras), que se encuentran
como objetos poéticos. En estas busquedas, la naturaleza
de la isla fue también un elemento poético donde encontrar
nuevos afectos, pensamientos y deseos.

PREGUNTAS QUE SE ABREN

En la relacion entre artes y ciencias aparecen mas pre-
guntas que respuestas. Y quizas ese sea el desafio de las
artes en general: suscitar preguntas y diferentes modos
de experimentar. En este recorrido encontramos que la
articulacion entre artistas y cientificos no solo es posible,
sino que es capaz de promover, en términos de Haraway
(2019), otros mundos habitables. Si desde el Renacimiento
comienza una consolidacion de ciencia y artes como cam-
pos separados, la crisis ambiental parece ser un tiempo
para nuevos encuentros. La practica artistica - para per-
sonas de diferentes ambitos - permitid aflorar otras sensi-
bilidades que articulaban la historia personal de quienes
participaban con la historia de la region, que acercaban lo
personal, lo politico y lo poético. Por ejemplo, indagando
en torno a las valoraciones y afectos de las especies nati-
vas y exoticas en diferentes momentos historicos. Estos
debates entrelazaron historias politicas y familiares en tor-
no a las valoraciones de la biodiversidad. Las artes y sus
practicas posibilitaron articular lo diverso, lo monstruoso,
aquello que suele quedar al margen de las publicaciones en
ciencias y aflora lo singular de las memorias ambientales.
La participacion de personas en experiencias de escucha,
de dibujo o de lectura y escritura poética logré convocar
otros registros de la isla que no estaban en la bibliografia:
qué se siente al encontrar un ciervo, qué suefios aparecen
con el sonido del lago, qué memorias familiares habitan la
Isla Victoria. Estos registros hablan también de lo que es
la biodiversidad: una multiplicidad de afectos, memorias
y sentidos. A la vez, en las exhibiciones publicas se po-
sibilitd el didlogo con personas (guardaparques, turistas,
cientificos) que gracias a la muestra compartieron diferen-
tes experiencias de vida en la isla, aflorando entendimien-
tos de su historia ambiental. Estos son puntos de partida
para seguir indagando en torno a como las ciencias pueden
encontrar horizontes comunes con las artes para construir
espacios de produccion, investigacion y comunicacion.
Particularmente, frente a los bosques patagénicos, ;como
armar relatos co-construidos desde diferentes voces y sen-
tidos para el cuidado ambiental? Este proyecto en proceso
busca también compartir, desde una experiencia singular,
la inquietud sobre como convocar afectivamente al cui-
dado ambiental, sosteniendo que la dimension sensible es
fundamental para las estrategias de conservacion y convi-
vencia con diferentes seres.
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SUMMARY

There are more than 4 billion hectares of forests in the world, which corresponds to 31 % of the surface of our planet. In Chile, 17
million ha of forests cover the country where more than 3 million correspond to plantations. The role of vegetation cover in the
dynamics of precipitation, in the generation of runoff and in the protection and conservation of degraded land is known. This cover
plays an important role in the hydrological cycle and its balance, especially in the north central zone to the south. A new impulse is
required in research, both from the Government and the private sector, as well as reformation to public policies, thus articulating
research in forest hydrology with an imperative sense of integrality. Therefore, this document presents a proposal for the development
of research in forest hydrology with an integral and decentralization approach. Highly capable scientific human capital in Chile,
organized in geographically defined nuclei, would be capable of answering relevant research questions in forest hydrology that would
support public policies based on scientific evidence. All this, under the auspices of a technical integrating entity to allow a fluid
conversation and discussion of the actors of the forestry sector, both in research matters and in the generation of public policies from
an integral and multidisciplinary perspective at the catchment level.

Keywords: water resources, plantations, native forest, stakeholders, forest hydrology.

RESUMEN

Las mas de 4 mil millones de hectareas de bosques en el mundo corresponden al 31 % de la superficie planetaria. Chile posee 17
millones de hectareas de bosques y mas de 3 millones corresponden a plantaciones. El rol de la cobertura vegetal en la dindmica de la
precipitacion y en la generacion de escorrentia, y en la proteccion y conservacion de suelos degradados, es conocido. Esta cobertura
juega un papel importante en el ciclo hidroldgico y su balance, especialmente desde la zona centro norte al sur. Se requiere de un
nuevo impulso en las investigaciones, tanto desde el Estado como del sector privado, asi como la reforma de las politicas publicas,
articulando las investigaciones en hidrologia forestal con un imperativo sentido de integralidad. Este documento presenta una propuesta
de desarrollo de la investigacion en hidrologia forestal con un enfoque de integralidad y descentralizacion, cuyo sustento es la alta
capacidad del capital humano cientifico en Chile, que organizandose en nticleos definidos geograficamente seria capaz de responder
las principales preguntas de investigacion en hidrologia forestal para sustentar politicas ptblicas basadas en evidencia cientifica. Todo
esto, bajo el alero de un ente integrador técnico que permita una conversacion y discusion fluida de los actores del sector forestal, tanto
en materias de investigacion como en la generacion de politicas publicas, desde una mirada integral y multidisciplinaria a nivel cuenca.

Palabras clave: recursos hidricos, plantaciones, bosque nativo, tomadores de decision, hidrologia forestal.

INTRODUCCION con ello el caudal. Luego de décadas de investigacion, esta
preocupacion sigue vigente, ya que no solo es necesario sa-

Las primeras cuencas experimentales establecidas para  ber como el bosque influye en el caudal, sino que también
estudiar el efecto del bosque en la hidrologia se implemen-  es necesario saber cuanto y como condiciones entre cuen-
taron a comienzos del 1850 (Andreassian 2004), debido a  cas, clima, y diferentes tipos de bosque y su manejo afectan
la observacion de que el bosque podia modificar el clima,y  los cambios (e.g. Pinchot 1905). A lo anterior se suma la
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dinamica del cambio global (cambios en el uso del suelo,
agua y clima), que se ha acelerado en las ultimas décadas y
que crecientemente estresa los procesos hidrolégicos, que
obliga a una vision a largo plazo en cuanto a mediciones en
campo y con ello la ciencia detras para su analisis. Los efec-
tos del cambio climatico en la hidrologia pueden alterar el
retorno financiero de plantaciones, pero principalmente la
escasez de agua que impactaria a las comunidades locales.

En Chile, la primera mencién del efecto de los bosques
y las lluvias se encuentra en una Carta que Lord Cochra-
ne envié a Bernardo O'Higgins en 1820 luego de liberar
Valdivia. Pero, los estudios relacionados con la hidrolo-
gia forestal comienzan en el siglo XX (Cabafia-Chavez et
al. 2013) y desde entonces se han intensificado (Jones et
al. 2016). Posteriormente, Jones et al. (1975) publican el
primer articulo cientifico que presenta y discute el caudal
de tres cuencas pequefias en Chile Central. La época de
mayor productividad cientifica fue el afio 2021 con 13 es-
tudios relacionados con la produccién de agua y plantacio-
nes, y produccion de sedimentos desde cuencas forestales.
Se suman a lo anterior los esfuerzos de la Unidad de Cuen-
cas de la Corporacion Nacional Forestal (CONAF) con el
plan de ordenacion de cuencas en Magallanes en 1974, los
proyectos CONAF-JICA, CONAF-DF-ID (modelo SHE-
TRAN), y algunas cuencas experimentales de mediados de
1995 (Cabana-Chavez et al. 2013). Estos estudios fueron
financiados principalmente por programas de las Nacio-
nes Unidad como la FAO, PNUD y CEPAL, y el Banco
Interamericano de Desarrollo (BID), ademas del apoyo de
organizaciones nacionales como la Direccién General de
Aguas (DGA) y la Comision Nacional del Medio Ambien-
te (CONAMA), y organizaciones internacionales como la
German Technical Cooperation, la Overseas Development
Agency de Gran Bretafia.

A pesar de que el sector forestal es la segunda actividad
econdmica mas importante en Chile, que aporta 4,9 mil
millones de pesos al PIB y con 3,1 millones de hectareas
plantadas entre las regiones de O'Higgins y Los Lagos
(INFOR 2021), no existe financiamiento publico o lineas
de investigacion ligadas directamente con la hidrologia
forestal. El Instituto Forestal (INFOR), institucion de in-
vestigacion dependiente del Ministerio de Agriculturay su
programa Agua y Bosque, es la Uinica institucién que abor-
da la hidrologia forestal desde lo publico, no universitario.

Uno de los pocos ejemplos de concursos orientados al
sector forestal es el Fondo de Investigacion por el Bos-
que Nativo (FIBN) de la CONAF. Con montos bajos y
plazos acotados, que no permiten mantener proyectos de
largo plazo como son los estudios hidrologicos. Otros pro-
gramas nacionales como el Fondo de Financiamiento de
Centros de Investigacion en Areas Prioritarias (FONDAP)
y Centros I+D de la Corporacion de Fomento de la Pro-
duccion (CORFO) apuntan a otras actividades productivas
como la agricultura y la mineria, pero no han incluido el
sector forestal. Es posible que esto se deba a que la co-
bertura forestal no necesita de derechos de aguas, por lo
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tanto, desde la mirada nacional, deja de ser atractivo, a
pesar de la influencia de los bosques en el ciclo hidrolo-
gico. Ademas, seria importante incluir al sector forestal,
porque influye en otros servicios ecosistémicos y, por lo
tanto, puede incidir en la sostenibilidad de los territorios y
sus conflictos sociales.

Al no existir un fondo publico especifico, desde la ne-
cesidad de conocer el efecto de las plantaciones en el ci-
clo hidrologico y también desde los requerimientos de las
certificaciones forestales, el sector privado ha financiado
programas de investigacion. Por ejemplo, Forestal Arauco
a través de Bioforest, posee una red de 16 cuencas expe-
rimentales entre las regiones del Maule y de Los Rios, en
donde algunas de ellas se monitorean desde el afio 2008
(Balocchi et al. 2021). Forestal Mininco posee 18 cuencas
experimentales localizadas en las comunas de Nacimiento,
Los Angeles, y Coronel. Algunas de estas cuencas se mo-
nitorean desde el afio 2008 y se encuentran principalmen-
te cubiertas con plantaciones forestales (e.g. [roumé et al.
2021). Finalmente, MASISA inici6 el afio 2008 el monito-
reo de 6 cuencas forestales, programa que actualmente se
ha discontinuado. Desde el sector privado, la informacion
recogida se deberia compartir, analizar y evaluar con el fin
de generar una discusion compartida aunando esfuerzos con
la comunidad, la academia, el sector privado, y el Estado.

Ha existido una fragmentacion de estudios en el pais,
con diferentes objetivos y no se ha buscado complemen-
tariedad y/o sinergias entre las instituciones. Ademas, la
inversion estatal en investigacion en hidrologia forestal no
posee un correlato con la importancia del sector. Si bien
en el ano 2017-2018 la entonces Comision Nacional de
Investigacion Cientifica y Tecnologica (CONICYT, hoy la
Agencia Nacional de Investigacion y Desarrollo de Chile,
ANID) defini6 entre sus ejes estratégicos al area de los re-
cursos hidricos como prioritarios, una buisqueda en su base
de datos (ANID, 2021) utilizando palabras claves como hi-
drologia, erosion, uso de suelo, recursos hidricos, sedimen-
tos, cambio de uso, plantaciones, pino insigne y eucalipto,
arrojo que entre el 2001 y 2019 se adjudicaron 32 proyec-
tos asociados a estas palabras clave de un total de 23.383
proyectos aprobados (se incluyeron todos los instrumentos
CONICYT/ANID). Sin embargo, el plazo de estos proyec-
tos es acotado, generando la necesidad de aumentar el hori-
zonte con el fin de recolectar la mayor cantidad de informa-
cion y variabilidad del sitio en estudio y evaluar el efecto
del cambio climatico a largo plazo (Garreaud ef al. 2020).

La relevancia del sector forestal en nuestro pais con
respecto a la producciéon y conservacion de agua para
consumo humano es poco conocida o desestimada. Un
analisis realizado con la ubicacion de las captaciones de
Agua Potable Rural (APR) en las regiones de la Arauca-
nia y Los Lagos (informacion solicitada por la Ley 20285
de Acceso a la Informacion Publica) sobrepuestas sobre
el mapa de usos de Zhao ef al. (2016) de 287 captaciones
(superficiales y subterraneas), determind que el 41 % de
las ubicaciones de APR se encuentra en cuencas con algin



uso con cobertura vegetal no agricola (matorral, bosque
nativo, plantaciones y praderas). Otro ejemplo de lo ante-
rior es el de Forestal Arauco, que mantiene en sus predios
alrededor de 1.200 captaciones y estructuras anexas (879
de estas captaciones son superficiales) distribuidas en su
patrimonio, abasteciendo alrededor de 630.000 personas y
donde es la propia empresa que facilita su gobernanza. Fo-
restal Mininco, por otro lado, administran 352 bocatomas
a lo largo de su patrimonio. Aun asi, el sector forestal no
estd considerado en las discusiones de politicas publicas, y
participa de forma esporadica y no activamente de las ac-
ciones gubernamentales, a pesar de su disponibilidad para
integrase a estas discusiones. Por ejemplo, Nuiiez (2004)
estim6 un valor entre $11 - $25 el m® de agua desde la
cuenca de Llancahue, en Valdivia, cubierta principalmente
de bosque nativo, lo que se traduce en $74.971 - $170.389
por ha de bosque nativo. Por otro lado, en muy pocas de
las diversas mesas del agua existentes participan represen-
tantes del sector forestal. Un caso de lo anterior es la Mesa
Nacional del Agua (MOP 2019), en donde no participa el
sector forestal a pesar de la importancia, rol e influencia de
la cobertura vegetal en el ciclo hidrolégico. Tampoco par-
ticipan miembros de la sociedad civil relacionados con el
recurso hidrico, ni universidades o centros de excelencia,
encontrandose una alta participacion de gremios produc-
tivos principalmente ligados al sector agricola (e.g. Jun-
tas de Vigilancia). Entonces, existe una desconexion de la
ciencia (revisada por pares) desde el sector forestal con el
Estado e incluso desde la misma ciencia con el sector.

Se debe destacar el capital humano presente en el pais
con investigadores altamente capacitados. Esta capacidad
abre la posibilidad de lograr mayor eficacia y eficiencia en
el impacto de la ciencia. Hoy existe una serie de tematicas
similares abordadas por diferentes universidades o centros
de investigacion, pero es poco comun que se aunen esfuer-
zos relacionados con la hidrologia forestal.

El sector forestal publico y privado tiene un rol rele-
vante en la adaptacion al cambio climatico, la provision de
agua y otros multiples servicios ecosistémicos en Chile. Si
bien por ahora, no hay conflictos entre usuarios con dere-
chos de aguas, desde la proteccion del suelo y de los recur-
sos hidricos, los servicios ecosistémicos y lo social, hacen
sumamente relevante que el sector sea parte de las discu-
siones y de las politicas publicas. Asi, es necesario que este
sector participe activamente y con investigaciones disefia-
das para construir una agenda efectiva de politicas publicas.

La preocupacion por parte de las comunidades sobre
la provision de agua y el cambio climatico, la apertura de
actores clave (i.e. privados), un cambio de gobierno, y el
desarrollo de importantes investigaciones parecen hacer
de este un momento critico para abordar los problemas
del agua y su relacion con la cobertura vegetal en Chi-
le. Por ejemplo, lo reportado por Pizarro et al. (2022) en
grandes cuencas donde el uso mixto de cobertura vegetal
(bosque nativo y plantaciones) parece ser una alternativa
viable frente al cambio climatico, o que, en un ejercicio de
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modelacion, las diferencias entre caudales de escenarios
de bosque nativo pristino y plantaciones son minimas (Gi-
meno et al. 2022).

Todos estos factores mencionados abren la necesidad
y oportunidad para un nuevo enfoque hidrolégico forestal.
La situacion es muy adecuada para adoptar un enfoque de
gestion adaptativa con la participacion de todos los secto-
res: ciencia, industria, gobierno, comunidades y organiza-
ciones no gubernamentales.

PROPUESTA DE UNA INVESTIGACION
DESCENTRALIZADA'Y COOPERATIVA

Dada la experiencia de la hidrologia forestal nacional,
se hace necesario hacer ciencia coordinada, aprovechan-
do el capital humano avanzado presente en universidades,
centros de investigacion y el sector privado. Existen sitios
de estudio en Chile en donde se puede hacer investigacion
multidisciplinaria y con ello aportar a la discusion del
efecto de la cobertura vegetal sobre los recursos hidricos.
Sin embargo, esto conlleva a un compromiso tanto de los
investigadores como del Estado, por cuanto estos estudios
son de largo plazo y necesitan financiamiento. Un ejem-
plo interesante es la red de bosques y cuencas experimen-
tales establecidos por Estados Unidos (EE. UU.) en los
primeros afios del siglo XX, donde desde los afios 1930s
se han realizado multiples experimentos a largo plazo y
a escala de cuencas para analizar y evaluar los efectos de
diversas practicas forestales en la hidrologia (Lugo et al.
2006, Adams et al. 2008). Desde 1980, los bosques ex-
perimentales del Servicio Forestal han recibido financia-
miento del programa LTER de la National Science Foun-
dation de los EE. UU. (Lugo et al. 2006), lo que permitiod
agregar estudios detallados de clima, suelo y cambios de
vegetacion y sus efectos (Peters ef al. 2011), disponibles a
la sociedad (USDA-FS 2021).

En Chile, dado que existen variadas cuencas en estu-
dio, una red de cooperacion interinstitucional formal pare-
ce ser una buena estrategia (ejemplos de éxito en EE. UU.
se describen en Driscoll ef al. 2012 y Swanson et al.
2021). Esta red concentraria a los investigadores que se
encuentran cercanos a los sitios de estudio, descentrali-
zando las investigaciones en determinadas universidades,
pero sin perder la cooperacion. Ademas, esto permitiria
centralizar el rescate de datos hidrologicos en una Uni-
ca plataforma con el fin de globalizar datos y estudios,
como lo es, por ejemplo, la red experimental de cuencas
del United States Department of Agriculture - Agricultu-
ral Research Service (Goodrich ef al. 2021). Luego, seria
posible extender el conocimiento generado para aportar a
la creacion de politicas publicas y nuevos programas de
investigacion. Esta red, sumado a la ya reconocida expe-
riencia de la ciencia chilena, creemos que pueden promo-
ver nuevos brios en la investigacion hidrolégica nacional.
Para ello, debiese existir un foco inicial en (i) cantidad
de agua y su relacion con las diferentes coberturas y (ii)

97



BOSQUE 43(2): 95-99, 2022
Enfoque hidrologico interinstitucional

calidad de agua como punto de partida, desde una mirada
multidisciplinaria. Esto permitiria obtener resultados no
solo para politicas publicas, sino que para la comunidad
y sector privado, con el fin de garantizar un balance con
respecto a la captura de carbono, provision de agua y de
productos forestales (i.e. pulpa).

Sin embargo, es necesario crear un ente integrador téc-
nico que permita una conversacion y discusion fluida de
los actores del sector forestal, tanto en materias de investi-
gacion como en la generacion de politicas publicas desde
una mirada integral y multidisciplinaria a nivel de cuenca.
Su mayor foco seria la investigacion en el sector forestal,
por lo tanto, debiera depender del Ministerio de Ciencia
y Tecnologia. Este ente deberia ser capaz de traducir los
resultados de la investigacion a recomendaciones o incen-
tivar la discusion informada de futuras politicas publicas.
Un caso similar, que puede ser un ejemplo, es el Coope-
rative Research Centre for Catchment Hydrology estable-
cido en Australia en los aflos noventa y cuyo fin fue crear
un sistema de apoyo para decisiones en la hidrologia con
foco en la cuenca. Ademas de la creacion de este ente, se
deberia crear un consejo consultivo integrado por los usua-
rios del agua, es decir, sociedad civil, empresas sanitarias,
empresas forestales, universidades y el Estado, a través de
la ANID o de la CORFO, y de los diferentes estamentos
publicos que tienen relacion con los recursos hidricos.

El financiamiento deberia venir de variadas fuentes,
pero principalmente desde el sector publico. Actualmente,
el sector privado posee lineas propias de investigacion en
hidrologia forestal autofinanciadas. Por lo tanto, deberia
existir una interaccion entre financiamiento publico (des-
de la ANID o desde CORFO) con el fin de evitar la dupli-
cidad de esfuerzos.

CONCLUSIONES

Existe en Chile una capacidad instalada de investiga-
dores de alto nivel. Sin embargo, la investigacion no tiene
una guia clara del Estado, por lo que es dificil aportar a la
discusioén de politicas publicas sin un eje nacional defini-
do. Tampoco se visualiza una estrategia desde los investi-
gadores que ayude al Estado a definir materias especificas
para un territorio sustentable. Asi, se presenta una reco-
mendacion de accion para poder incentivar el apoyo del
Estado a la investigacion ligada a la hidrologia forestal,
ademas de una estrategia con respecto a como se pueden
desenvolver espacialmente las diferentes instituciones,
sin perder la cooperacion interinstitucional. Creemos que
esto es posible hacerlo en Chile con (i) la formalizacion
de experimentos a largo plazo en las empresas forestales
y grupos publicos y privados con patrimonio para estu-
diar la interaccion de las coberturas vegetales en el ciclo
hidrolégico, con (ii) la capacidad para disefiar e imple-
mentar proyectos de investigacion con el apoyo de la aca-
demia en conjunto con el sector privado, la comunidad
(entregando herramientas y educando con respecto al rol
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de la cobertura vegetal), el Estado (ANID) y las ONGs,
y (iii) el Estado, el cual tiene la capacidad de promulgar
leyes basadas en los resultados de cooperacion aqui pro-
puestos. Esto conlleva a la creacion de un ente integrador
de las investigaciones que sea capaz de comunicarse con
la academia y los tomadores de decision para una gober-
nanza del agua integrada e informada.
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SUMMARY

Pinus douglasiana is a fast-growing endemic species of Mexico, which is one of the most used in reforestation programs in western
Mexico due to its importance in forest areas; however, it is one of the least documented. Therefore, the objective of this research
was to evaluate the effect of container volume, supplemented fertilization and the irrigation regime in the nursery, on morphological
and physiological variables and survival in the field. In the nursery, 750 12-month-old plants were selected, which were transplanted
and subjected to three evaluation factors (container volume, fertilization and irrigation), having 8 treatments. In the field phase,
496 nursery-grown plants of the same treatments were established, following the completely randomized block model, with a 2°
factorial arrangement. The main factor that significantly affected most of the variables evaluated was container volume. Most of
the morphological and physiological variables decreased as container volume decreased. Factor interactions have more significant
effects than those presented individually. Finally, it was found that P. douglasiana cultivated in five-liter containers, without additional
fertilization and without continuous irrigation for six months in the nursery presented the highest percentage of survival one year after
their establishment in the field (88 %).

Keywords: container volume, fertilization effect, irrigation effect, plant quality.

RESUMEN

Pinus douglasiana es una especie endémica de México, de rapido crecimiento la cual es una de las mas empleadas en los programas de
reforestacion en el occidente de México por su importancia en las areas forestales; sin embargo, es una de las menos documentadas. Por
lo que, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del volumen de contenedor, la fertilizacion suplementada y el régimen de
riego en vivero, sobre variables morfologicas, fisiologicas y la supervivencia en campo. En vivero se seleccionaron 750 plantas de 12
meses de edad, las cuales fueron trasplantadas y sometidas a tres factores de evaluacion (volumen de contenedor, fertilizacion y riego)
teniendo 8 tratamientos. En la fase de campo se establecieron 496 plantas cultivadas en vivero de los mismos tratamientos, siguiendo
el modelo en bloques completamente al azar, con arreglo factorial 2°. El principal factor que afecto significativamente a la mayoria de
las variables evaluadas fue el volumen de contenedor. La mayoria de las variables morfoldgicas y fisiologicas disminuyeron a medida
que disminuy6 el volumen del contenedor. Las interacciones de factores tienen efectos mas significativos que de manera individual.
Finalmente se encontrd que P. douglasiana cultivada en contenedores de cinco litros, sin fertilizacion adicional y sin riego continuo
durante seis meses en vivero, present6 el mayor porcentaje de supervivencia a un afio de su establecimiento en campo (88 %).

Palabras clave: volumen de contenedor, efecto de fertilizacion, efecto de riego, calidad de planta.

INTRODUCCION través de la conservacion, restauracion y aprovechamiento
sustentable del patrimonio natural (CONEVAL 2019). Son

La reforestacion constituye una alternativa prioritaria  numerosos los esfuerzos de diversos sectores publicos y
para la recuperacion de la cubierta vegetal, vital para seres  privados para reforestar. Sin embargo, no han sido sufi-
humanos y la cual a su vez contribuye a recuperar funcio-  cientes para lograr los resultados esperados. En México
nalidad y servicios ecosistémicos de cuencas y paisajes a  entre los afios del 2010 al 2018, se reforestaron cerca de
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175 mil hectareas por aiio (CONAFOR 2019), pero de
acuerdo con la CONEVAL (2019), los porcentajes de su-
pervivencia de coniferas en México son menores al 50 %.
Dentro de las coniferas, el género Pinus es uno de los que
presenta mayores problemas de manejo y adaptacion para
lograr una mayor supervivencia y reforestacion exitosa
(Céspedes y Moreno 2010, CONAFOR 2019).

La problematica antes mencionada es resultado de nu-
merosos y diversos factores que afectan la supervivencia:
1) la calidad morfoldgica y fisiologica de la planta, 2) el
sistema de produccion y de manejo en los viveros foresta-
les, 3) las reservas Optimas nutrimentales, 4) la hidratacion
y tolerancia a la sequia, 5) el manejo durante el transporte,
6) las condiciones edafoclimaticas de cada sitio, y 7) el mé-
todo de plantacion, seguimiento y manejo de post planta-
cién por los primeros tres afios, los cuales han sido mencio-
nados de una u otra manera por diversos autores (Bernaola
et al. 2015, Céspedes y Moreno 2010, Grossnickle y Mac-
Donald 2017). Dentro de los atributos morfologicos que
promueven la supervivencia de las plantas esta la altura,
el diametro y desarrollo radical (Grossnickle y MacDonald
2017), asi como el volumen de contenedor el cual influye
de manera significativa (South et al. 2005, Bernaola et al.
2015). Por tanto, es probable que el volumen del contene-
dor refleje importantes cambios en la supervivencia sobre
todo en sitios con condiciones ambientales poco favorables.

La etapa de preacondicionamiento en vivero consiste
en el trasplante a contenedores de mayor volumen, modifi-
car la dosis de fertilizacion y disminuir la cantidad de agua
suministrada, lo cual permite incrementar la biomasa de
la planta, y generar resistencia ante el estrés hidrico y una
mayor lignificacion (Salcedo et al. 2012), con la finalidad
de mejorar la calidad de planta e incrementar el porcentaje
de supervivencia en campo (Bernaola et al. 2015). Jeong et
al. (2010) mencionan que el volumen del contenedor y la
estimulacion de la aplicacion de fertilizantes presentaron
un efecto significativo sobre el crecimiento morfoldgico de
Pinus densiflora Siebold y Zucc y Pinus thunbergii Thunb,
en comparacion con las plantulas sin fertilizacion. Por otro
lado, Alva et al. (2020), en la evaluacion de tratamientos
inducidos a de estrés hidrico, encontraron que este influyo
negativamente en el desarrollo morfologico de las plantas.

En este sentido, al ser Pinus douglasiana (Martinez)
una especie endémica de México y a la vez ser considerada
de rapido crecimiento, es ampliamente utilizada en pro-
gramas de reforestacion (Céspedes y Moreno 2010). Sin
embargo, presenta un porcentaje de supervivencia en cam-
po menor al 50 % (CONEVAL 2019), esto debido a que
se desconocen los efectos que se pueden presentar en las
plantas y su respuesta en campo al emplear las practicas de
preacondicionamiento o de manejo en vivero tales como el
volumen de contenedor, la fertilizacion y el riego sobre su
desarrollo. Con base en lo anterior, se planted como obje-
tivo evaluar el efecto del volumen de contenedor, la fertili-
zacion suplementada y el régimen de riego en vivero, sobre
variables morfologicas, fisioldgicas y la supervivencia en
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campo. A partir de la hipétesis que la calidad morfologica
de las plantas y el porcentaje supervivencia en campo esta
dada por la interaccién de los factores de manejo en vivero,
mas que por el efecto individual de cada factor, por lo tanto,
el presente estudio es el primero que considera el efecto
combinado de factores contrastantes en vivero sobre el cre-
cimiento y supervivencia en campo de P. douglasiana.

METODOS

Etapa de vivero. Esta se realizé en el “Vivero Forestal Valle
de Ameca S. P. R. de R.L.”, localizado a 20° 33’ N y 104°
3’ W, a una altitud de 1.235 m s.n.m. en Ameca, Jalisco,
México. Presenta un clima semi calido sub-hiimedo con
lluvias en verano de humedad media, temperatura anual de
20,7 °C y una precipitacion anual de 924 mm (IIEG 2018).

Se utilizaron plantulas de P. douglasiana de 12 meses
de edad producidas en charolas de poliestireno de 60 cavi-
dades (0,165 L por cavidad). Las plantas fueron cultivadas
siguiendo los protocolos establecidos en vivero para esta
especie, bajo condiciones de sombra malla del 50 %, la
formula de fertilizacion (N-P-K) en la fase de crecimiento
inicial fue 7-40-17 (primeros 5 meses), en desarrollo se
utiliz6 la 20-7-19 (4 meses siguientes), y una para finalizar
4-25-35 (Gltimos 3 meses). Al término de estos doce meses
las plantas presentaron las caracteristicas que se muestran
en el cuadro 1.

Posteriormente, dichas plantulas fueron trasplantadas
y sometidas a tres factores de estudio durante la fase de
preparacion en el mismo vivero antes de salir a campo: vo-
lumen de contenedor, fertilizacion y régimen de riego. To-
das las plantas recibieron manejo, pero solo algunas fueron
sometidas al preacondicionamiento (sin fertilizacion y sin
riego continuo).

Factor 1: volumen de contenedor de 1 y 5 (L). Se utilizaron
750 plantulas de 12 meses, las cuales fueron trasplantadas a
contenedores de uno y cinco litros seleccionadas de manera
aleatoria. Las caracteristicas de los contenedores son: mate-
rial de polipropileno de color negro de dos volumenes con-
trastantes (1 y 5 L), el de 1 L tiene una altura de 18,5 cm,
10,7 cm de diametro superior y 8,2 cm de didmetro inferior
(C1), el contenedor de 5 L mide 45 cm de alto, 17,8 cm de
diametro superior y 14,5 cm de didmetro inferior (CS5).

El sustrato empleado para el trasplante en los contene-
dores consistio en una mezcla de turba de musgo (30 %),
corteza de pino (70 %) y Multicote™ 24-12-6-(4) (6 kg m™),
el cual present6d una porosidad total de 89 %, porosidad
de aireacion de 11 %, capacidad de retencion de agua del
78 %, tamafio de particula (didmetro medio ponderado) de
2 a 3,36 mm y una densidad aparente de 0,18 g cm?. La
caracterizacion quimica del mismo se presenta en el cua-
dro 2. De manera preventiva, al sustrato se le aplicé un
fungicida de amplio espectro (BUSAN 30 WB, TCMTB
-tiacinometiltio-benzotrazol), con la finalidad de prevenir
dafios por patdgenos.



Factor 2: fertilizacion adicional (F) y sin fertilizacion adi-
cional (SF). El efecto de la fertilizacion se evalu6 partien-
do de que todas las plantas trasplantadas ya contenian una
carga nutrimental otorgada por el Multicote™ 24-12-6-(4)
(6 kg m?) incluido en la mezcla del sustrato. El efecto de la
fertilizacion se evalud en dos tratamientos en contenedores
delyS5L.

El primer tratamiento con fertilizaciéon adicional (F),
consistio en la aplicacion de una soluciéon compuesta por
nitrato de magnesio (40 g), nitrato de calcio (40 g), fos-
fato monopotasico (50 g), nitrato de potasio (50 g), urea
(40 g) y 40 g de Gro-green® (20-30-10 + EM), estos fue-
ron disueltos en 25 L de agua y se aplicaron en 527 m? dos
veces por semana y durante cinco meses. Adicionalmente,
al sustrato de cada planta se le aplico 10 g de Multi-micro
Haifa® una vez por semana durante cuatro meses. Las
plantas del segundo tratamiento no recibieron ningun ferti-
lizante adicional (SF) y solo se les aplico riegos continuos.

Factor 3 frecuencias de riego: Diario (R) y riego cada 10
dias (SR). Para evaluar el efecto del riego, se utilizaron dos
tratamientos: el primero consistié en un riego continuo (R)
de manera manual, uniforme y localizada hasta el punto
de saturacion del sustrato (1,16 L seg! por una hora), en
el segundo tratamiento se aplico un riego cada diez dias
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con la misma cantidad de agua suministrada por evento en
el diario (R), denominado “Sin riego continuo” (SR). Se
determiné el contenido gravimétrico del agua en el sus-
trato (CH). Para las plantas “SR” se determind un valor
promedio de CH del 44 %, mientras que las plantas “R”,
presentaron un promedio de 306 % de CH del 306 %. La
temperatura y humedad relativa prevalecientes alcanzaron
un promedio de 21°C y 74 %, respectivamente.

Diserio experimental y tratamientos en etapa de vivero.
Los tratamientos se distribuyeron en un disefio experimen-
tal completamente al azar, con un arreglo factorial 2° (vo-
lumen de contenedor, fertilizacion y riego); se obtuvieron
ocho tratamientos con 12 repeticiones (12 plantas por cada
tratamiento).

La primera evaluacion se realizé a los 18 meses de
edad, donde se evaluaron variables morfologicas, conteni-
do mineral foliar (aciculas) e indices de calidad. Para ello se
colectaron 12 plantas al azar por tratamiento, considerando
96 plantas en total para esta etapa. Se evalud, la altura desde
la base del tallo hasta su apice (cm), diametro de tallo al
nivel del cuello de la raiz (mm), asi como biomasa aérea y
radical, volumen aéreo y radical (cm?), indice de tallo raiz
(ITR) e indice de contenedor raiz (ICR) (Harrington et al.
1994, Bernaola et al. 2015). Las muestras de la parte aérea'y

Cuadro 1. Variables morfologicas y concentracion mineral foliar de las plantas antes del trasplante a contenedores individuales.

Morphological variables and foliar mineral concentration of the plants before transplanting to individual containers.

Caracteristicas morfologicas

Altura Diametro Volumen aéreo Peso aéreo Volumen radical Peso radical
(cm) (mm) (em?®) (8) (cm?) (g)
35,31 +1,21 5,01 £0,39 14,51 +£1,14 5,34 +0,81 2,57+0,88 1,12+£0,43
Concentracion nutrimental foliar
Nitrégeno Fosforo Potasio Magnesio Azufre Hierro

(%) (mgkg") (mgkg") (mgkg") (mgkg") (mgkg")
0,28 0,03 2,059 +12,30 3,088 10,74 1,129+ 18,78 834+£9,43 62 + 3,80

* Los valores corresponden a promedios (+) desviacion estandar n = 15.

Cuadro 2. Caracterizacion quimica del sustrato a base de turba de musgo y corteza de pino (30:70 + multicote), utilizado para

trasplante en todos los tratamientos.

Chemical characterization of the substrate based on peat moss and pine bark (30:70 + multicote), used for transplanting in all treatments.

pH CE CIC MO Nitrogeno total Foésforo Potasio
(dS m™) (cmol kg) (%) (%) (mg kg™) (cmol kg)
4,05 0,45 165,33 54,82 0,45 0,14 0,41
Magnesio (meq Calcio Sodio Cobre Hierro (mg kg') Manganeso (mg Zinc
LY (meq L) (meq L) (mg kg™) kg) (mg kg™
6,50 19,83 0,12 66,13 388,00 159,16 25,22

CE: conductividad eléctrica; CIC: capacidad de intercambio catidonico; MO: materia organica.
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radical se colocaron independientemente en bolsas de papel
y se secaron en una camara de secado rustico a 70 °C por
72 h hasta peso constante. El peso seco aéreo (g) y el peso
seco radical (g) se determinod en una balanza analitica (Sar-
torious, mod. MP6). Las muestras de las aciculas secas y
molidas (Molino Retsch modelo SK100) se utilizaron para
el analisis mineral y contenido de prolina. El nitrogeno total
fue determinado por el método Kjeldahl, previa digestion
acida de las muestras. La determinacion de fosforo, potasio,
azufre, sodio y manganeso se realiz6 en dos etapas, prime-
ro una digestion humeda. Posteriormente, en un equipo de
espectrofotometria de induccion con plasma acoplado ICP-
AES VarianTM, Liberty II, se determiné la concentracion
de los extractos. La concentracion de prolina se determino
mediante el método descrito por Bates et al. (1973), para el
cual, se pes6 0,1 g de cada muestra por tratamiento.

Etapa de campo. Posterior a la fase de vivero, las plan-
tas fueron trasladadas para ser establecidas en campo, 496
plantas (62 plantas por tratamiento) fueron plantadas en
un predio forestal ubicado en la comunidad de “Las Tro-
jes”, Municipio de Jocotepec, Jalisco, México, situado a
una altitud de 1.840 m.s.n.m., geograficamente ubicado en
las coordenadas 20°19° N y 103°19’ O. El clima predomi-
nante, que es semi-seco y semi-calido, present6 una tem-
peratura media anual de 20,7 °C (32,9 °C a 8,5 °C), preci-
pitacion media de 924 mm, el suelo representativo de esta
zona es de tipo Vertisol, la vegetacion estd conformada
por bosque de encino y bosque tropical caducifolio (IIEG
2018) y recientemente areas por vegetacion secundaria.

Antes de establecer las plantas en campo, se prepar6 el
terreno mediante la limpieza de maleza y se delimitd las
parcelas con alambrado de ptias. Las plantaciones se esta-
blecieron en bloques al azar a un distanciamiento de 4 x 4 m
en tres bolillos, un bloque en la parte alta del predio y otro
en la parte baja del mismo para considerar el efecto de
la pendiente. El suelo donde se llevo a cabo la plantacion
presento las siguientes caracteristicas fisicas: porcentaje
de porosidad total de 61 %, densidad real y aparente de 2,5
y 1,0 g cm? respectivamente, indice de compactacion de
1,5, presenta textura arcillosa. Los parametros quimicos
del mismo se presentan en el cuadro 3.

Diserio experimental y tratamientos en etapa de campo.
Los tratamientos se distribuyeron en un diseflo experi-
mental de bloques completos al azar, con un arreglo fac-
torial 2 (volumen de contenedor, fertilizacion y riego).
Al igual que en la etapa de vivero en campo, se evaluaron
los mismos ocho tratamientos y se consideraron dos re-
peticiones por cada tratamiento (2 sub—bloques por cada
tratamiento).

La evaluacion en campo se llevo a cabo a los 12 meses
de la plantacion (30 meses de edad de las plantas), median-
te un muestreo sistematico al 100 %, se evaluaron todas las
plantas establecidas, la altura, el diametro y el porcentaje
de supervivencia. También se realizd un muestreo destruc-
tivo, se colectaron 3 arboles para evaluar el porcentaje de
ectomicorrizacion y la lignificacion del tallo, de tal ma-
nera que el efecto del manejo en vivero y del preacondi-
cionameinto de algunas plantas se refleje en campo sobre
estos parametros, la micorrizacion se realizé mediante un
estereoscopio, modelo SMZ-140 y el porcentaje del area
de lignificacion en tallo mediante la técnica de Zavaleta y
Engleman (1991).

Andalisis estadistico. Los datos se organizaron en el pro-
grama Excel de Microsoft office 2007 y se les aplicé una
prueba de normalidad (Chi-cuadrada y Estadistico W de
Shapiro-Wilk). Posteriormente los datos fueron sometidos
a un analisis de varianza (ANOVA) siguiendo el modelo
factorial 23 en el software R, version 3.6.3 (P <0,05).

RESULTADOS

Evaluacion en vivero. En el cuadro 4, los principales fac-
tores que presentaron diferencias significativas (P < 0,05)
fueron volumen de contenedor (C) y fertilizacion (F),
encontrando que el riego continu6 (R) afectd significati-
vamente al didmetro, peso aéreo, peso radical y el indice
de tallo raiz (ITR). Sin embargo, las interacciones dobles
entre el volumen de contenedor y fertilizacion (CxF) fue
significativa en biomasa e indice de contenedor raiz (ICR),
la interaccion entre el volumen de contenedor y riego
(CxR) fue significativa para diametro, peso seco radical
y el ITR.

Cuadro 3. Analisis quimico del suelo de la plantacion en la comunidad “Las Trojes”.

Chemical analysis of the soil in the community of “Las Trojes”.

pH CE CIC MO Nitrégeno total Foésforo Potasio
(dSm™) (cmol kg') (%) (%) (mg kg") (cmol kg')
5,96 0,12 17,63 5,70 0,21 0,00 0,63
Magnesio (meq Calcio Sodio Cobre (mg kg') Hierro (mg kg') Manganeso (mg Zinc
L) (meq L) (meq L) kg') (mg kg™
5,00 7,80 0,10 1,02 24,82 66,38 2,45

CE: conductividad eléctrica; CIC: capacidad de intercambio cationico; MO: materia organica.
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Se presentd un mayor desarrollo del didmetro por efec-
to del mayor volumen de contenedor y el riego continuo
(13,04 mm) (figura 1). El volumen y peso seco de la masa
foliar se desarrolla en mayor proporcion por efecto del
mayor volumen de contenedor y sin fertilizacion adicional
(43,35 cm® y 119,16 g respectivamente). El volumen de
la biomasa radical presenté un mayor incremento en con-
tenedores de mayor volumen con fertilizacién adicional
(75,08 cm?). El peso seco de la masa radical es mayor en
contenedores de mayor volumen, con fertilizacion adicio-
nal y con suministro de riego continuo (22,92 g).

El mayor indice tallo raiz (ITR) se presentd en el tra-
tamiento donde las plantas fueron producidas en contene-
dores de menor volumen, sin fertilizacion adicional y con
riego continuo (4,14). El mayor el indice de contenedor
raiz (ICR) en el tratamiento cuyas plantas fueron produci-
das en contenedores de mayor volumen, sin la aplicacion
de una fertilizacion adicional e independientemente del
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efecto del riego (con riego continuo: 100,28 y sin riego
continuo: 89,53) (figura 2).

De acuerdo con el analisis de varianza, el volumen de
contenedor presentd diferencias significativas (P < 0,05)
en todas las variables evaluadas con excepcion del fosfo-
ro (cuadro 5). El tratamiento con fertilizante adicional (F)
present6 efecto significativo en la concentracion de prolina
y el riego continuo (R) en todas las variables evaluadas,
con excepcion del manganeso. Las interacciones dobles
(CxF, CxR y FxR) mostraron un efecto significativo en la
concentracion de nitrégeno y prolina; mientras, las inte-
racciones triples presentaron efecto significativo en todas
las variables evaluadas.

Se presentd una mayor concentracion de nitrogeno en
las plantas producidas en contenedores de mayor volumen,
con fertilizacion adicional y sin riego continuo (1,19 %),
la mayor concentracion de fésforo y manganeso ocurrié en
las plantas cultivadas en contenedores de cinco litros, sin

Cuadro 4. Valores p del ANOVA de las variables morfologicos y calidad de planta del P. douglasiana en vivero por efecto de tres

factores de preacondicionamiento.

p values of the ANOVA of the morphological variables and plant quality of P. douglasiana in the nursery due to the effect of three

preconditioning factors.

Factores Didmetro Volumen Peso Volumen Peso ITR ICR
Aéreo aéreo radical radical

Volumen contenedor (C) 0,00* 0,00* 0,00* 0,00* 0,00%* 0,00* 0,00%*
Fertilizacion (F) 0,00* 0,00* 0,00%* 0,00* 0,00* 0,00* 0,01*

Riego (R) 0,03* 0,42 0,01%* 0,32 0,05* 0,04* 0,41
CxF 0,59 0,00% 0,01%* 0,00* 0,01* 0,87 0,05*

CxR 0,05* 0,92 0,69 0,29 0,03* 0,00* 0,08

FxR 0,73 0,57 0,46 0,73 0,10 0,13 0,49

CxFxR 0,08 0,89 0,40 0,45 0,41 0,93 0,55

(*) Significancia con un nivel de confianza del 95,0 %. ITR: indice de tallo raiz, ICR: indice de contenedor raiz, n = 12.

Cuadro 5. Valores p del ANOVA de la concentracion nutrimental de las aciculas en vivero del P. douglasiana bajo tres factores de

preacondicionamiento.

p values of the ANOVA of the nutritional content of the needles in the P. douglasiana nursery under three preconditioning factors.

Factores Nitrogeno Fosforo Azufre Sodio Manganeso Prolina
Volumen de contenedor (C) 0,00%* 0,320 0,01%* 0,00* 0,00%* 0,00%*
Fertilizacion (F) 0,750 0,770 0,920 0,830 0,070 0,00*
Riego (R) 0,05* 0,00* 0,00* 0,01* 0,060 0,00*
CxF 0,00* 0,05* 0,230 0,910 0,02* 0,00*
CxR 0,00* 0,03* 0,100 0,02* 0,120 0,00*
FxR 0,00% 0,110 0,03* 0,830 0,150 0,00*
CxFxR 0,03* 0,05* 0,00* 0,00%* 0,00%* 0,00*

(*) Significancia con un nivel de confianza del 95,0 %. n = 2.
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Figura 1. Efecto de las interacciones dobles del volumen de contenedor y fertilizacion (CxF) y contenedor y riego (CxR), en las
variables morfologicas evaluados en el preacondicionamiento del P. douglasiana en vivero. n =12, P < 0,05, LSD (promedio + SD).

Effect of the double interactions of the container volume and fertilization (CxF) and container and irrigation (CxR) in the morphological
variables evaluated in the preconditioning of P. douglasiana in the nursery. n = 12, P < 0.05, LSD (mean + SD).
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Figura 2. Valor promedio del indice tallo raiz (ITR) e indice de contenedor raiz (ICR) en el preacondicionamiento del P. douglasiana
en vivero por efecto del volumen de contenedor, fertilizacion y riego. n =12, P < 0,05, LSD (promedio + SD).

Average value of the root stem index (ITR) and root container index (ICR) in the preconditioning of P. douglasiana in the nursery by effect
of container volume, fertilization and irrigation. n = 12, P < 0.05, LSD (mean + SD).

fertilizacion adicional y sin riego continuo (1.659 mg kg!
y 355 mg kg'!, respectivamente) (figura 3). En el caso del
azufre y sodio, la mayor concentracion de estos nutrimen-
tos tuvo lugar en las plantas producidas en contenedores
de menor volumen, con fertilizacion adicional y con res-
triccion de riego (1.413 mg kg y 1.300 mg kg, respecti-
vamente). Finalmente, la mayor concentracion de prolina
se dio en plantas producidas en contenedores de 5 litros,
sin riego continuo e independientemente de la fertilizacion
(sin fertilizacion: 99,33 y con fertilizacion: 99,66).

Etapa en campo. El volumen del contenedor (C) presentd
efecto significativo (P < 0,05) sobre la altura, diametro y
porcentaje de supervivencia (cuadro 6). Asi mismo, la fer-
tilizacion adicional (F) mostré diferencias significativas en
el porcentaje del area de lignificacion, ectomicorrizacion
y supervivencia. El riego (R) presento efecto significativo
sobre la altura, diametro y porcentaje del area de lignifi-
cacion. Mientras, la triple interaccion (CxFxR), presento
significancia en el porcentaje de ectomicorrizacion y su-
pervivencia (cuadro 6).

Se present6 un mayor incremento de la altura en campo
en plantas que fueron cultivadas en contenedores de mayor
volumen expuestos a un riego continuo (57,9 cm). Tam-
bién, se evidencid un incremento de la altura por efecto del
estrés hidrico y volumen de contenedor (1 L 56 cmy 5 L
54 cm), la fertilizacion (SF 53 cm y F 57 cm) (figura 4). El
mayor diametro de la base del tallo en campo se presentd

en las plantas que fueron cultivadas en contenedores de
menor volumen, sin fertilizacion adicional y expuestas a
un riego continuo (55 mm). La mayor area de lignificacion
se presentd en las plantas cultivadas en contenedores de
mayor volumen, con fertilizacion adicional y sin tener un
riego continuo (60 %). Finalmente, el mayor porcentaje de
ectomicorrizacién en campo se presento en las plantas que
fueron cultivadas en contenedores de 1 L, independiente-
mente de la fertilizacion (SF 65 % y con F 58 %) y del
riego (SR 65 % y con R 58 %) (figura 4).

En la figura 5 se muestra que el mayor porcentaje de su-
pervivencia (88 %) a un aflo de establecer los tratamientos
en campo, se presentd en plantas cultivadas en contenedo-
res de cinco litros, sin fertilizacion adicional suplementada
y sometidos a estrés hidrico en vivero. Por otro lado, las
plantas que se mantuvieron en contenedor de un litro, con
fertilizacion adicional y riego continuo, la supervivencia
fue mucho menor (solo 20 %). Lo anterior evidencia que
un preacondicionamiento en vivero con el manejo de estos
tres factores en Pinus douglasina es ideal para un mayor
éxito en reforestaciones, sobre todo en sitios con fuerte ex-
posicion solar y sometidos a estrés hidrico por mas de 8
meses al afio, ya que las plantas expuestas a condiciones
limitadas (riego y fertilizacion) generaron resistencia antes
de ser llevadas a campo, mientras que las plantas bajo con-
diciones favorables no presentaron resistencia a factores
adversos y cuando fueron llevadas a campo su adaptacion
fue menor.
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Figura 3. Efecto de la interaccion triple entre el volumen del contenedor, fertilizacion y riego (CxFxR), sobre la concentracion del

nitrégeno (A), fosforo (B), azufre (C), sodio (D), manganeso (E) y prolina (F) de P. douglasiana en vivero. SF: sin fertilizacion
adicional y F: con fertilizacion adicional. n =3, P <0,05, LSD (promedio + SD).

Effect of the triple interaction between the volume of the container, fertilization and irrigation (CxFxR) on the content of nitrogen (A),

phosphorus (B), sulfur (C), sodium (D), manganese (E) and proline (F) of P. douglasiana in a nursery. SF: without additional fertilization and F: with

additional fertilization. n =3, P <0.05, LSD (mean = SD).
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Figura 4. Efecto de las interacciones dobles entre el volumen del contenedor y fertilizacion (CxF), volumen de contenedor y el riego
(CxR), la fertilizacion y el riego (FxR), en la altura (A), diametro (B), area de lignificacion (C) y ectomicorrizacion (D) del P. douglasiana
en campo. SF: sin fertilizacion adicional, F: con fertilizacion adicional, SR: sin riego continuo y R: con riego continuo. n=2, P <0,05,

LSD (promedio + SD).

Effect of double interactions between container volume and fertilization (CxF), container volume and irrigation (CxR), fertilization and
irrigation (FxR) on height (A), diameter (B), lignification area (C) and ectomycorrhization (D) of P. douglasiana in the field. SF: without additional
fertilization, F: with additional fertilization, SR: without continuous irrigation and R: with continuous irrigation. n =2, P <0.05, LSD (mean + SD).
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Cuadro 6. Valores p del ANOVA para altura, didmetro, lignificacion, ectomicorrizas y porcentaje de supervivencia de P. douglasiana,
a los doce meses de ser establecidos en campo.

p value of the ANOVA for height, diameter, lignification, ectomycorrhizas and survival rate of P. douglasiana, at twelve months after field

establishment.
Factores Altura Didmetro Porcentaje del area de Porcentaje de Porcentaje de
lignificacion ectomicorrizacion supervivencia
Volumen contenedor (C) 0,00* 0,00* 0,470 0,120 0,00*
Fertilizacion (F) 0,980 0,220 0,00%* 0,01* 0,00*
Riego (R) 0,00* 0,00%* 0,01%* 0,420 0,510
CxF 0,060 0,350 0,00* 0,710 0,05*
CxR 0,00%* 0,00* 0,110 0,120 0,00*
FxR 0,05* 0,05%* 0,01* 0,880 0,00*
CxFxR 0,730 0,250 0,360 0,02* 0,00*
(*) Significancia con un nivel de confianza del 95,0 %. n=2.
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Figura 5. Valor promedio del porcentaje de supervivencia a los doce meses en campo por los ocho tratamientos establecidos en el
experimento de preacondicionamiento del P. douglasiana por efecto del volumen de contenedor, fertilizacion y riego. n=2, P < 0,05,
LSD (promedio + SD).

Average value of the survival percentage at twelve months in the field for the eight treatments established in the preconditioning of P.
douglasiana due to the effect of container volume, fertilization and irrigation. n = 2, P < 0.05, LSD (mean + SD).

DISCUSION en contenedores de mayor volumen presentan un mejor cre-

cimiento; esto debido a que, los contenedores estan relacio-
Etapa de vivero. En la figura 1, los resultados obtenidos de-  nados directamente con una mayor disponibilidad de agua,
muestran que el volumen del contenedor ha tenido un efecto  nutrientes y un mayor espacio, lo que permite un mejor de-
significativo en todas las variables morfologicas evaluadas,  sarrollo radical (Dominguez-Lerena et al. 2006, Gasparin et
debido a que se utilizd contenedores de volimenes trascen-  al. 2017). Esto puede deberse a que, al presentar un espacio
dentales (1.000 y 5.000 cm?). Al respecto algunos estudios ~ mayor para el desarrollo radical, las especies de rapido cre-
mencionan que, en la etapa de vivero, las plantas cultivadas ~ cimiento como esta pueden desarrollar mas biomasa radical.
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Sin embargo, otras investigaciones mencionan que el
tamafio de contenedor no siempre tiene efecto significativo
de manera directa en todas las variables relacionadas con
el crecimiento de las especies forestales. Incluso, algunos
trabajos reportan mejores resultados de contenedores de
menor tamaio sobre las variables de crecimiento. Asi por
ejemplo, Dominguez-Lerena ef al. (2006) al evaluar 16 di-
ferentes tamafios, tipos y formas de los contenedores sobre
el comportamiento de Pinus pinea L., reportaron un mayor
desarrollo aéreo en plantulas que germinaron y crecieron
en contenedores de menor tamafio que en los de mayor
tamafio. Aunque este efecto fue positivo, cabe sefialar que
las variables morfologicas de calidad de planta en vivero,
como la altura la cual aporta poca informacion, puesto que
no existe una correlacion (Grossnickle 2017) y puede ser
negativa en la supervivencia en campo (Prieto et al. 2007).
Esta respuesta de las plantas puede ser debido a un efecto
no solo del volumen, sino de la forma del contenedor y
al periodo del preacondicionamiento en el que las plantas
se mantienen en dicho contenedor, ya que el volumen del
contenedor no limit6 al desarrollo de la parte radical en
volumen y peso de raiz, por lo tanto, las plantas no crecie-
ron en altura, pero si se favorecid el volumen y peso aéreo
por una buena formacioén de aciculas y diametro del tallo.
Por lo que es importante para futuros trabajos, elegir el
volumen y disefio del contenedor de acuerdo al compor-
tamiento morfologico de cada especie y al tiempo que se
mantendran las plantas en vivero.

Garcia et al. (2015), al evaluar el efecto de la condicion
ambiental y la fertilizaciéon en el preacondicionamiento
en vivero durante dos meses de Pinus engelmannii Carr.,
no encontraron diferencias significativas en el didmetro,
volumen de raiz, biomasa aérea y radical entre plantas
mantenidas en la intemperie sin fertilizacion y las plantas
mantenidas en la intemperie con fertilizacion. Por el con-
trario, en este trabajo al igual que Vazquez-Cisneros ef al.
(2018) Ia fertilizacion empleada en vivero favorece todas
las variables de crecimiento en comparacion con las que
no recibieron fertilizacion adicional.

Por otro lado, Jeong ef al. (2010) mencionan que en las
plantas de Pinus densiflora Siebold y Zucc y Pinus thun-
bergii Thunb. desarrolladas en contenedores de 250, 350
y 500 cm?, no muestran un efecto significativo en térmi-
nos de altura debido al volumen del contenedor, al igual
que en esta investigacion para Pinus douglasiana. Pero por
otro lado, estos mismos autores reportan un efecto signi-
ficativo en la interaccion entre el volumen del contenedor
y la fertilizacion (CxF), encontrando mejores valores en
plantas establecidas en contenedores de mayor volumen y
fertilizadas. Esto parcialmente coincide con los resultados
reportados, debido a que en este estudio las plantas con fer-
tilizante adicional y trasplantadas a contenedores de cinco
litros solo presenta efecto sobre la biomasa radical (figura
ID y 1E). Esto debido a que, el volumen del contenedor
es una de las variables con mayor impacto en el desarrollo
de la planta en vivero, de forma particular en la estructura
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del sistema radical, asi como en la supervivencia en campo
(Grossnickle 2017). La biomasa aérea fue mejor en cinco
litros, pero sin fertilizacion adicional (figura 1B y 1C). Este
comportamiento puede deberse a que las plantas generan
reservas de nutrientes en la biomasa aérea, especificamente
en el tallo, debido a las bajas concentraciones en los conte-
nedores. Esto concuerda con lo evaluado por Madrid et al.
(2021) donde las plantas producidas en el contenedor de
mayor volumen (volumen y profundidad: 380 mL y 20,5
cm) facilitan la circulacion y absorcion de nutrientes, al
presentar un mayor espacio interno, ya que por el contrario,
con fertilizante adicional se favorece al desarrollo de la raiz
al no verse limitada en espacio ni en nutrientes. Esto signi-
fica que esta especie presenta requerimientos nutrimentales
menores a los suministrados con la fertilizacion adicional.

Respecto a los resultados encontrados por efecto de la
interaccion entre el volumen de contenedor y riego (CxR),
las plantas de P. douglasiana sometidas a riego continuo
(sin estrés hidrico) presentan un mayor crecimiento en did-
metro y peso seco radical que las que estuvieron sin riego
continuo (con estrés hidrico). A pesar de ello, no se reflejo
el efecto del riego sobre la supervivencia en campo (figura
1Ay 1F). Avila et al. (2014) describen un comportamiento
similar encontrado en el presente estudio al evaluar tres
frecuencias de riego: 48, 96 y 192 h en el preacondiciona-
miento de plantulas de Pinus engelmannii durante 40 dias
en vivero. Los autores encontraron que las plantas menos
estresadas, registraron mayores valores en didmetro y bio-
masa total. También, Salle ef al. (2008) han reportado que
el estrés hidrico (sin riego continuo) estimula el crecimien-
to de la raiz siempre y cuando la parte area tenga una tasa
fotosintética adecuada. Sin embargo, en P. douglasiana se
presentd un efecto contrario (figura 1F), lo cual puede de-
berse a un menor periodo de estrés lo cual se vio reflejado
en un menor crecimiento, al que reportan dichos autores.

El indice de contenedor raiz (ICR) presenta un mayor
valor en el tratamiento de cinco litros sin fertilizacion adi-
cional e independientemente del riego (figura 2) dichos
tratamientos presentan los mayores porcentajes de super-
vivencia en campo. Por ello, con los valores obtenidos
en la evaluacion de este indice y en comparacion con el
porcentaje de supervivencia obtenido en campo, es posible
establecer que ICR resulta ser un adecuado indicador de la
calidad de planta que sera llevada a campo. Al respecto, en
un estudio con Pinus hartwegii L. realizado por Bernaola
et al. (2015), en condiciones de vivero, los autores sefialan
que cuanto mas alto sea el valor del ICR (27,5 y 125,0),
mayor sera el porcentaje de supervivencia después de dos
afios del establecimiento en campo (13 % y 94 % respecti-
vamente). Sin embargo, el indice de tallo raiz (ITR), en la
evaluacion de la presente especie no presento una relacion
con el porcentaje de supervivencia en campo.

El mayor volumen de contenedor y la aplicacion de
una fertilizacion adicional presenta efecto favorable para
la asimilacion del nitrogeno (figura 3A), debido al mayor
desarrollo de la biomasa radical para P. douglasiana. Re-
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sultado contrario reporta Jeong et al. (2010) para P. den-
siflora y P. thunbergii, donde en tamafio de contendor no
presenté un efecto significativo. Sin embargo, emplear
contenedores de mayor volumen propiciaran una mejor
fertilizacion, la cual tendra un efecto positivo en el creci-
miento y el estado del nitrégeno en las plantas. Por su parte
Dominguez-Lerena et al. (2006), reportan un efecto favo-
rable en la concentracion de nitrogeno, fésforo y potasio
en Pinus pinea debido a la fertilizacion aplicada y no por
el volumen de contenedor, dado que los niveles adecuados
de nitrogeno generan un mejor crecimiento de las plantas.
Por otro lado, South et al. (2005) en plantas de Pinus pa-
lustris Mill., reportan un efecto significativo por el tipo y
tamafo de contenedor sobre la concentracion de fosforo,
contrario con este estudio, ya que solamente el factor riego
present6 diferencias significativas en la concentracion de
fosforo. Garcia et al. (2015), mencionan que la aplicacion
de una fertilizacion adicional en Pinus engelmanni genera
una mayor concentraciéon de nitrégeno, fosforo y potasio
en plantas durante la etapa de preacondicionamiento (dos
meses) sin proteccion de malla sombra. En este estudio la
restriccion del volumen de contenedor fue favorable para
la acumulacion del azufre y sodio (figuras 3C y 3D). Por
otro lado, las plantas con riego restringido generaron me-
nor biomasa por el limitado contenido de humedad en el
sustrato, lo cual tuvo un efecto negativo en la absorcion de
nutrientes y en el crecimiento de las mismas, debido a que
el principal factor para el adecuado crecimiento y forma-
cion de tejidos vegetales (biomasa) estd dado por el facil
acceso a agua y nutrimentos disueltos en la misma. Por lo
tanto, las plantas con suministro limitado de agua y con
minima cantidad de nutrimentos, no crecieron. Las discre-
pancias observadas entre los resultados del presente estu-
dio con respecto a los reportes de otros trabajos se deben
a las diferencias en las condiciones de los experimentos, a
la especie en estudio, la dosis de fertilizacion empleada y
a las condiciones ambientales de cada trabajo, pero sobre
todo, al volumen de contenedor evaluado. Mientras que en
este trabajo se consideran de 1.000 y 5.000 cm?, la mayoria
de los trabajos mencionados utilizan entre 93 a 350 cm® y
solo algunos utilizan como maximo 500 cm?®. Esto signifi-
ca que para P. douglasiana, la fertilizacion adicional no es
relevante para la absorcion de minerales cuando se desa-
rrollan en voliimenes mayores a 1.000 cm?®. También bajo
condiciones de estrés (sin riego continuo), se deben utili-
zar contenedores de mayor volumen para lograr una mejor
absorcion de fosforo y manganeso (figuras 3B y 3E). Inde-
pendientemente del volumen de contenedor y la fertiliza-
cion utilizada, se aprecia una diferencia altamente signifi-
cativa en la concentracion de prolina por efecto del factor
riego observandose una mayor concentracion de prolina
en las plantas sin riego continuo (87,83 umoles g') que en
las plantas expuestas con riego continuo (23,50 umoles g')
(figura 3F). Este hallazgo, es un resultado esperado por
los autores en la acumulacion de prolina, el cual tiene una
relacion con un descenso en el potencial hidrico del sue-
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lo. Una tendencia similar a la observada en este estudio,
pero con diferentes valores en la concentracion de prolina
fue reportada por Ortiz (2006) en Pinus greggi E. y Pinus
patula Schl., quienes registraron incrementos de prolina
de 23,3 - 49,3 y de 20,0 - 55,6 umoles g'a medida que
disminuy¢ el potencial hidrico del suelo de -0,01 MPa a
-1,5 MPa. El mayor contenido de prolina podria favorecer
un mejor establecimiento en campo. Al respecto algunos
autores han sefialado que el estrés hidrico en la fase de
preacondicionamiento ha sido frecuentemente relacionado
con una mayor supervivencia y crecimiento de las plantas
en campo (Cochard ef al. 2009).

Etapa en campo. El mayor incremento de la altura se da
principalmente como resultado del efecto del mayor volu-
men de contenedor e independientemente del riego (figura
4A). Dicho incremento propiciado por el volumen de con-
tenedor fue favorable para la supervivencia de las plantas
en campo. Por otro lado, el didmetro alcanza un mayor de-
sarrollo en los contenedores de un litro cultivadas bajo rie-
go continuo e independiente de la fertilizacion (figura 4B).
Esto puede deberse a que la planta al no crecer en altura
incrementa su didmetro, al verse afectada por la competen-
cia de crecimiento de las malezas en campo y se refleja en
su bajo crecimiento y menor porcentaje de supervivencia
de estos tratamientos. Por lo mencionado, se reporta que
el control quimico de las malezas en Prosopis alba contri-
buye a mejorar significativamente el crecimiento del dia-
metro y en altura total las plantas (Atanasio ef al. 2021).

En este estudio la figura 4C, muestra que las plantas
cultivadas en contenedores de mayor volumen, con ferti-
lizacion adicional y sin tener un riego continuo influye-
ron de manera significativa en el area de lignificacion. Sin
embargo, el mayor porcentaje del area de lignificacion no
se relaciono6 con el mayor porcentaje de supervivencia en
campo, lo que no concuerda con lo que ha sido reportado
en otros trabajos que aseguran que una mayor area de lig-
nificacion favorece e incrementa la supervivencia de las
plantas en campo (Prieto et al. 2007). En este sentido es
importante aclarar que el porcentaje del area de lignifica-
cion registrada en el presente trabajo, no necesariamente
es relativo al concepto del indice de lignificacion emplea-
do de manera convencional.

Se presentd un alto porcentaje de ectomicorrizacion en
plantas cultivadas en contenedores de un litro sin fertilizacion
y sin riego (figura 4D), ya que estas tienden a desarrollarse
en las raices cortas y absorbentes del sistema radical. Esto
se vio reflejado en una mayor proporcion en las plantas en
contenedores de 1 L. Asi mismo, algunas investigaciones
indican que altas concentraciones de nitrégeno en el sustra-
to inhiben el desarrollo de ectomicorrizas (Honrubia et al.
1997), lo cual también se presentd en el presente trabajo,
menor presencia de ectomicorriza en plantas fertilizadas,
excepto cuando el riego era continuo. Por otro lado, se ob-
servé que cuando las plantas estan con un mayor volumen
de contenedor, el porcentaje de ectomicorrizacion en campo



€s menor, ya que esta asociacion es precisamente para que
las plantas con limitado crecimiento de su raiz y en condi-
ciones de estrés, favorezcan o propicien la colonizacion y
presencia de estos organismos con la finalidad de tener una
mayor y mejor exploracion de su raiz en el suelo o sustrato.
En cambio, en condiciones donde no se limita su raiz, no
requieren de una gran colonizacion de las ectomicorrizas.

Los resultados mostraron que la mayor supervivencia
después de doce meses en campo fue para el volumen de
contenedor de cinco litros, sin fertilizacion adicional in-
dependientemente del riego (figura 5). Estos resultados
concuerdan con los de Vasquez-Cisneros et al. (2018),
quienes tampoco encontraron influencia de los tratamien-
tos con aplicacion de fertilizacion sobre la supervivencia.
En este sentido, aunque el manejo y las condiciones du-
rante el preacondicionamiento fueron diferentes al estudio
de Prieto et al. (2007), donde no encontraron diferencias
significativas en la supervivencia en campo de Pinus coo-
peri, ya que el utilizar contenedores de mayor volumen
les genera un mayor desarrollo radical, y de esta forma les
confiere una mayor probabilidad de sobrevivir en campo,
ya que disminuye el riesgo al estrés hidrico (Grossnickle
2017). Por el contrario, South et al. (2005) en coincidencia
con este estudio reportaron un efecto positivo del volumen
de contenedor sobre la supervivencia en campo de Pinus
palustris, aunque las diferencias observadas por estos in-
vestigadores fueron atribuidas a la profundidad del conte-
nedor y no al volumen. Respecto al efecto del riego sobre
la supervivencia, Prieto et al. (2007), evaluaron plantas de
Pinus cooperi trasplantadas en campo después de haber
sido sometidas a diferentes frecuencias de riego (48, 96
y 168 horas) durante preacondicionamiento en vivero du-
rante 45 dias, y sus resultados no mostraron diferencias
significativas en la supervivencia. Sin embargo, algunos
autores seflalan que el estrés hidrico (sin riego continuo)
en la fase de preacondicionamiento ha sido frecuentemen-
te relacionado con una mayor supervivencia y crecimiento
de las plantas en campo, debido a un incremento potencial
en la formacion de raices (HOIttd ef al. 2012).

Finalmente es importante considerar la importancia
de la interaccion de los factores de manejo en plantas del
género Pinus en vivero, sobre todo cuando se espera apli-
car algunas técnicas de preacondicionamiento para lograr
una mejor adaptacion de estos en campo y resistencia a los
factores de estrés en campo. Por el contrario, Buendia Ve-
lazquez et al. (2016), encontraron que los factores tipo de
sustrato y suministro de nutrimentos fueron mas significa-
tivos sobre las variables morfoldgicas y fisiologicas, mas
que su interaccion. Pero ellos evaluaron plantulas de Pinus
leiophylla Schiede ex Schltdl. & Cham, en comparacion
con el presente estudio que evalud los factores sobre plan-
tas mayores a un aflo de edad cuando se iniciaron con los
tratamientos de manejo y las técnicas de preacondiciona-
miento (estrés hidrico y falta de fertilizacion). Por ello, es
de esperarse que plantas de esta edad, requieran un mayor
volumen de contenedor y siendo los contenedores de 1 L
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un volumen insuficiente, lo que explica que el mayor vo-
lumen de contenedor permitié los mejores resultados. Sin
embargo, el costo de adquisicion de los contenedores de 5
L y del sustrato es mayor que de 1 L, lo cual incrementa
su costo de produccion, pero también se reporta que la re-
lacion: costo / beneficio también debe ser considerada en
la produccién de plantas del género Pinus ya que su inver-
sion en vivero se compensa con los excelentes resultados
en campo (Salcedo et al. 2012).

CONCLUSIONES

En etapa de vivero, los contenedores de cinco litros al
igual que la fertilizacion adicional, generaron incremen-
to en todas las variables morfologicas y una mejor absor-
cion de nutrimentos por el Pinus douglasiana, mientras
que contenedores de un litro solo favorecen el didmetro.
El riego no continuo limitd su crecimiento y el riego con-
tinlo mostrd efecto positivo en el didmetro y peso seco
de la biomasa aérea y de raiz. La fertilizacion adicional,
al igual que el contenedor de mayor volumen, favoreciod
el crecimiento de las plantas. A un afo de la plantacion,
en la evaluacion de campo el volumen de contenedor y el
riego continuo fueron los factores que mas efecto positivo
significativo tuvieron sobre el crecimiento y el porcentaje
de supervivencia. Por el contrario, la mayor lignificacion
y ectomicorrizacion se presentaron en las plantas de un
litro y sin fertilizacion. Por lo tanto, la magnitud de este
trabajo permite retroalimentar las diferentes opciones de
producir P. douglasiana de mayor calidad en vivero. Es
importante considerar el uso de contenedores de mayor
volumen puesto que, la especie mejora significativamente
su crecimiento y supervivencia en campo. El éxito en la
repoblacion de areas perturbadas con P. douglasiana en
sitios afines dependera principalmente de la vigorosidad
de las plantas adquirida con el manejo en vivero y algunas
medidas de preacondicionamiento como es limitar el su-
ministro de fertilizantes.
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SUMMARY

The efficient establishment of nodal segments during the micropropagation of Guadua angustifolia is limited by factors such as the
high percentage of microbial contamination and necrosis due to the exudation of phenols. Therefore, this study aimed at evaluating
the effect of different concentrations of two broad-spectrum biocides (Germon and PPM™) and the consistency of the culture medium
(liquid and semi-solid) on the response to the in vitro establishment of G. angustifolia The experiment was established under a
completely randomized design (DCA) with factorial arrangement. Data were subjected to an analysis of variance and Duncan’s test
(P < 0.05). Results indicate that the explants treated with 1 mL L' of Germon 80 for 10 min had a lower percentage of oxidation,
although to reduce microbial contamination it is necessary to increase the disinfection time and the concentration of the disinfectant
agent. On the other hand, the addition of 2 mL L' of Plant Preservative Mixture (PPM™) to the culture medium allowed improving
the control of endophytic contaminants, favoring the efficient development and elongation of axillary shoots. Regarding the culture
media, it can be mentioned that the use of liquid medium generally led to better responses in the in vitro establishment of the explants.

Keywords: di quaternary ammonium, plant preservative mixture, Guadua angustifolia, organogenesis.

RESUMEN

El establecimiento eficiente de segmentos nodales durante la micropropagacion de Guadua angustifolia, esta limitado por factores
como el elevado porcentaje de contaminacion microbiana y la necrosis, producto de la exudacion de fenoles. Por ello, el estudio tuvo
por objetivo evaluar el efecto conjunto de dos biocidas - los explantes fueron pretratados con diferentes concentraciones Germon 80
(amonio cuaternario) durante dos tiempos de inmersion, y luego se cultivaron en medio de cultivo (liquido y semisolido) con diferentes
dosis de mezcla conservante de plantas (PPM™) - sobre la respuesta al establecimiento in vitro de G. angustifolia. El experimento se
establecid bajo un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo factorial y los datos se sometieron a un analisis de varianza y la
prueba de Duncan (P <0,05). Los resultados indican que los explantes tratados con 1 mL L' de Germon 80 durante 10 min presentaron
menor porcentaje de oxidacion, pero para reducir la contaminacion microbiana es necesario incrementar el tiempo de desinfeccion y
la concentracion del agente desinfectante. La adicion de 2 mL L' de PPM™ al medio de cultivo permitio reducirlos contaminantes
enddfitos, favoreciendo el eficiente desarrollo y elongacion de brotes axilares. El uso de medio liquido condujo a mejores respuestas
en el establecimiento in vitro de los explantes.

Palabras clave: amonio cuaternario, mezcla conservante de plantas, Guadua angustifolia, organogénesis.

INTRODUCCION angustifolia Kunth. la especie introducida con mayor real-

ce econdmico para la sostenibilidad del nororiente peruano

Los bambties que pertenecen a la subfamilia Bambus-
oideae exhiben gran diversidad genética distribuida alre-
dedor del mundo, excepto en la Antartida y Europa (Clark
etal.2015). El bambu representa a las especies lefiosas con
mayor impacto econdmico, social, ecolégico y ambiental
a nivel global (Clark et al. 2015, Thapa et al. 2018). En
el Pert se desarrollan distintas especies de bambu, tanto
nativas como introducidas (Olivier 2008), siendo Guadua

(Landauro ef al. 2016, Mostiga ef al. 2019). Sin embargo,
la expansion y cultivo comercial del bambt se ha limitado
por el precario sistema de propagacion (rizomas y culmos),
asi como por el prolongado tiempo que la semilla botanica
requiere para su desarrollo (Casanova et al. 2019).

Para superar las limitantes de la propagacion y pro-
duccion masiva de plantas élite, es ineludible el aporte
del cultivo de tejidos vegetales, debido a que permite ob-
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tener plantas mediante la regeneracion in vitro. La propa-
gacion via organogénesis asegura estandares de sanidad
y calidad, permitiendo, ademas, la produccion masiva de
plantulas en corto tiempo. Sin embargo, el cultivo in vitro
de bambties es un proceso poco explorado (Ribeiro et al.
2016), por lo tanto, se tiene diversos factores que influyen
en los resultados. La consistencia del medio de cultivo
se ha estudiado para el establecimiento in vitro de diver-
sas especies de bambu puesto que es un factor que pue-
de influir en la asimilacion de nutrientes, la oxidacion y
contaminacion del explante (Garcia-Ramirez ef al. 2010,
Santos et al. 2019).

Por otro lado, la micropropagaciéon del bambt G. an-
gustifolia Kunth esta condicionada por la prevalencia de
hongos y bacterias enddfitos que originan la contamina-
cion superficial del explante (Nadha et al. 2012, Ray y Ali
2016, Sandhu et al. 2017, Furlan et al. 2018). Esta proble-
matica ha derivado en el desarrollo de diversos protocolos
de esterilizacion superficial con desinfectantes, antibioti-
cos y fungicidas comunes que no son totalmente eficientes
(Ray y Ali 2016). Al mismo tiempo, diversos investigado-
res (Bakshi et al. 2015, Saini et al. 2016, Nogueira et al.
2019) informan que las soluciones a base de cloruro de
mercurio (HgCl,) son eficientes en los protocolos de este-
rilizacion. Sin embargo, el uso descontrolado e inadecuada
manipulacion de este producto pueden traer graves conse-
cuencias debido a su alta toxicidad (Branco et al. 2017),
ademas de elevar los riesgos de contaminacién ambiental
producto de los residuos quimicos generados en el cultivo
in vitro (Ornellas et al. 2019).

La dificultad para obtener un desarrollo organogénico
a partir de segmentos nodales con yemas axilares latentes
es aun un reto mayor (Furlan et al. 2018). La importan-
cia de controlar el desarrollo de agentes contaminantes en
el medio de cultivo abre una alternativa, hacia la evalua-
cion de productos biocidas de amplio espectro (Santos et
al. 2019), los cuales podrian permitir el establecimiento
aséptico de segmentos nodales. Asimismo, es necesario
profundizar los estudios relacionados con la influencia de
las variaciones en el medio de cultivo sobre el desarrollo
de explantes del género Guadua. En ese contexto, el ob-
jetivo del presente estudio fue evaluar el efecto conjunto
de dos biocidas en el control de microorganismos epifitos
o enddfitos durante el establecimiento in vitro de Guadua
angustifolia. Para ello, los explantes fueron pretratados
con diferentes concentraciones de Germon 80 (amonio
cuaternario) durante dos tiempos de inmersion, y luego se
cultivaron en un medio de consistencia liquida o semiso-
lida, suplementado con diferentes dosis de Plant Preserva-
tive Mixture™.

METODOS
Material vegetal. Se recolectaron chusquines de Guadua

angustifolia, procedente de un lote de guaduales ubicado
en areas reforestadas de la provincia de Bongara (Latitud
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5° 54 27” sur y Longitud 77° 58’ 17 oeste), noreste del
Pert. El material vegetal colectado tenia buen desarrollo
morfolégico y fisiologico y ausencia de patogenos, y fue
trasladado a la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza, donde se sembrd en bolsas de polietileno que
contenian 10 kg de una mezcla de tierra agricola y arena
(1:1), previamente se aplicd acido indol butirico a con-
centracion de 2.000 mg L', Las plantas se mantuvieron
durante 6 meses en un microtunel, a una temperatura de
24 + 2 °C y Humedad relativa de 80 + 2 % (Datalogger
Elitech Rc-4hc). Durante este periodo, se realizo el control
de la carga patogénica con aplicaciones de Carbendazim
(1 mL L"), y se estimuld la actividad fisiologica con Enzi-
prom (2 mL L).

Establecimiento in vitro de segmentos nodales. Se recolec-
taron ramas primarias y se extrajeron segmentos nodales
(1,5 cm a ambos polos del nudo) de la parte media y basal
para ser usados como explantes. Cada explante contenia
una yema cubierta por la hoja caulinar (verde - amarilla).
En el laboratorio se retird la hoja caulinar y dejo reposar
por 15 min en agua corriente, luego se limpiaron con solu-
cion de detergente comercial (24 g L), seguido se sumer-
gieron en benomil (1 g L?) durante 25 min. Se realizaron
tres enjuagues con agua destilada estéril.

En condiciones asépticas, los explantes se sumergieron
en alcohol isopropilico al 70 % por 1 min, seguido de hi-
poclorito de sodio al 1 % mas 1 gota (por cada 50 mL de
solucion) de Tween-20 durante 10 min. A continuacion, y
como etapa previa a su introduccion in vitro, los explantes
se sometieron a un pretratamiento por inmersion en distin-
tas dosis (1, 1,5 y 2 mL L") del biocida Germon 80 y se
mantuvieron en agitacion constante durante dos tiempos
de inmersion (10 y 20 min).

Durante la esterilizacion superficial se eliminé los ex-
tremos de los explantes y luego se sembraron en medio de
cultivo MS (Murashige y Skook 1962) suplementado con
20 gL' desacarosa, 50 mg L' de acido ascorbico, 0,5 mg L
acido nicotinico, 100 mg L' myo-inositol, 50 mg L' sulfa-
to de gentamicina (Pasqualini et al. 2019a, Nogueira ef al.
2019); adicionalmente contenian distintas concentraciones
del biocida Plant Preservative Mixture (1, 2 y 4 mL L'
PPM™). El pH fue ajustado (NaOH y /0o HCI) a 5,7 y, para
el medio de cultivo semisolido se agregd 6 g L' de agar,
luego se esterilizo en autoclave a 120 °C (~1 kgf cm™)
por 20 min. Los explantes se subcultivaron a intervalos de
7 dias y se incubaron en una sala de crecimiento a tem-
peratura de 25 + 2 °C, con fotoperiodo de 16 h de luz y
una intensidad luminosa de 3.000 lux proporcionado por
barras fluorescentes blancas.

El experimento se condujo bajo un diseflo completa-
mente al azar con 36 tratamientos y 10 repeticiones cada
una (1 explante por unidad experimental). Los tratamientos
se obtuvieron de la combinacion factorial de tres concen-
traciones de Germon 80 (amonio cuaternario), dos tiempos
de inmersion (10 y 20 minutos), tres dosis de PPM™ y dos



consistencias del medio de cultivo (liquido o semis6lido).
Después de 30 dias de cultivo se evalud el porcentaje de
oxidacion (supervivencia a la desinfeccion), porcentaje de
contaminacion (bacterias / hongos), porcentaje de viabili-
dad (explantes vivos no contaminados), numero de brotes
por explante y longitud del brote. Los datos en porcentaje
se transformaron con Aseno /x/100 y las demas varia-
bles con LN (x + 1). El analisis estadistico se realizé con la
libreria agricolae del Software R (R CoreTeam 2020). Las
medias se compararon con la prueba de Duncan (P < 0,05).

RESULTADOS

Sobrevivencia de explantes. Todos los segmentos nodales
iniciaron el desarrollo de brotes durante los primeros siete
dias de cultivo. Sin embargo, durante este periodo, los ex-
plantes liberaron fenoles que ocasionaron el pardeamien-
to y oscurecimiento del medio de cultivo (figura 1A), in-
dependientemente de su consistencia. Este suceso afectd
la viabilidad de los brotes y ocasiond la muerte progre-
siva de estos. Para contrarrestar este efecto negativo fue
necesario realizar subcultivos a intervalos de siete dias
(figura 1B).

Los resultados mostraron que el nivel mas alto de oxi-
dacion (100 %) se registro en los explantes que se desinfec-
taron con 2 mL L' de Germon 80 durante 20 min y luego
se cultivaron en medio (tanto al medio liquido como semi-
so6lido) suplementado con 4 mL L' de PPM™. En cuanto
a la contaminacion, los resultados mostraron que, entre los
36 tratamientos evaluados, 21 inhibieron exitosamente el
desarrollo de microorganismos contaminantes, pero pro-
vocaron que el nivel de oxidacion se registrara entre 40 %
y 100 % (cuadro 1).

El tratamiento de los explantes con 1,5 mL L' de Ger-
mon 80 durante 10 min, seguido de su introduccion en un
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Figura 1. Fenolizacion del medio sin subcultivo (A) y con
subcultivo de explantes (B).

Phenolization of the medium without subculture (A) and with
subculture of explants (B).

medio liquido suplementado con 4 mL L' de PPM™ mos-
tr6 una alta eficiencia para lograr la mayor tasa de viabi-
lidad (80 %). El efecto de las diferentes concentraciones
y tiempo inmersion en los biocidas, y la consistencia del
medio de cultivo durante el establecimiento de segmentos
nodales, se detallan en el cuadro 1.

Numero y longitud de brote. Los explantes introducidos
(figura 2C) desarrollaron exitosamente nuevos brotes sin
la necesidad de agregar reguladores de crecimiento al me-
dio de cultivo (figura 2D). El ntimero promedio de brotes
formados en explantes cultivados en medio liquido suple-
mentado con 2 mL L' de PPM™ vari6 de 2,1 a 2,5 brotes,
y no hubo diferencia estadistica entre estos tratamientos
(cuadro 1).

Figura 2. Propagacion in vitro de Guadua angustifolia. Planta donadora de explantes (A), segmento del tercio medio con presencia de
la hoja caulinar (B), yemas axilares en el entrenudo (C), y proliferacion de brote asépticos en medio liquido (D).

Organogenesis of Guadua angustifolia. Plant donor of explants (A), segment of the middle third with presence of the caulinar leaf (B),
axillary buds in the internode (C), and aseptic shoot proliferation in liquid medium (D).
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Cuadro 1. Influencia de dos biocidas y la consistencia del medio de cultivo en la sobrevivencia de explantes y el desarrollo de brotes
durante el establecimiento in vitro de Guadua angustifolia.

Influence of biocides and the consistency of the culture medium on the survival of explants during the in vitro establishment of Guadua
angustifolia.

FACTORES
Germon 80 Tiempo de Consistencia PPM™ Oxidacién Contaminacion  Viabilidad ~ Nuimero  Longitud del
(mL L") inmersion  del medio (mL L") (%) (%) (%) de brotes  brote (cm)
(min)
1,0 10 liquido 1,0 0k 70a 30e 1,9a 5,87a
1,0 20 liquido 1,0 0k 60b 40d 1,9a 5,82a
1,5 10 liquido 1,0 105 30e 60b 2,4a 5,36a
1,5 20 liquido 1,0 40¢g 30e 30e 1,5b 6,08a
2,0 10 liquido 1,0 40g 10g 50c 1,5b 5,96a
2,0 20 liquido 1,0 50f Oh 50c 1,3b 6,26a
1,0 10 liquido 2,0 30h 10g 60b 2,1a 591a
1,0 20 liquido 2,0 50f Oh 50c 2,2a 5,49a
1,5 10 liquido 2,0 10j 10g 80a 2,5a 6,19a
1,5 20 liquido 2,0 40g Oh 60b 2,2a 5,72a
2,0 10 liquido 2,0 60e Oh 40d 2,2a 6,00a
2,0 20 liquido 2,0 80c Oh 20f 2,2a 5,77a
1,0 10 liquido 4,0 40¢g Oh 60b 1,7a 6,02a
1,0 20 liquido 4,0 50f Oh 50c 1,6b 6,00a
1,5 10 liquido 4,0 70d Oh 30e 1,8a 5,64a
1,5 20 liquido 4,0 80c Oh 20f 1,4b 5,75a
2,0 10 liquido 4,0 90b Oh 10g 1,5b 5,50a
2,0 20 liquido 4,0 100a Oh Oh 0,0c 0,00c
1,0 10 semisolido 1,0 20i 60b 20f 1,4b 3,89b
1,0 20 semisolido 1,0 201 50c¢ 30e 1,1b 4,15b
1,5 10 semisélido 1,0 20i 40d 40d 1,2b 4,36b
1,5 20 semisélido 1,0 50f 30e 20f 1,1b 4,47b
2,0 10 semisolido 1,0 40g 20f 40d 1,2b 3,91b
2,0 20 semisoélido 1,0 60e 10g 30e 1,1b 4,25b
1,0 10 semisoélido 2,0 40g 10g 50c¢ 1,2b 3,82b
1,0 20 semisélido 2,0 60e Oh 40d 1,4b 3,94b
1,5 10 semisolido 2,0 40g Oh 60b 1,4b 4,68b
1,5 20 semisolido 2,0 60e Oh 40d 1,0b 4,52b
2,0 10 semisolido 2,0 50f 20f 30e 1,3b 3,98b
2,0 20 semisélido 2,0 80c Oh 20f 1,0b 4,51b
1,0 10 semisélido 4,0 60e Oh 40d 1,0b 4,48b
1,0 20 semisolido 4,0 90b Oh 10g 1,0b 4,13b
1,5 10 semisolido 4,0 60e Oh 40d 1,0b 3,52b
1,5 20 semisolido 4.0 90b Oh 10g 1,0b 3,69b
2,0 10 semisélido 4,0 100a Oh Oh 0,0c 0,00c
2,0 20 semisoélido 4.0 100a Oh Oh 0,0c 0,00c

Las medias dentro de una columna seguidas de la misma letra no son significativamente diferentes segun la prueba Duncan a P < 0,05.
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El crecimiento de los nuevos brotes mostré una mejor
respuesta en explantes cultivados en medio liquido, y su
longitud fue mayor a 5 cm, y significativamente (P < 0,05)
superior que la respuesta observada en explantes cultiva-
dos en medio semisélido (cuadro 1).

DISCUSION

El uso de biocidas en la micropropagacion de bambu
para reducir la contaminacion microbiana es relativamente
nuevo; aunque existe evidencia reciente de que se utili-
za como complemento en el medio de cultivo (Santos et
al. 2019), aun existen pocos estudios sobre su efecto en
el pretratamiento por inmersion de los segmentos nodales
(Torres et al. 2016).

En este estudio, los explantes que se trataron con 1,5 mL
L' de Germon 80 durante 10 min y luego se cultivaron en
un medio suplementado con una concentraciéon de PPM™
de menos de 4 mL L', presentaron una tasa de viabilidad
(explantes vivos no contaminados) entre 40 % y 80 %.
Este resultado es mejor que la esterilizacion de explantes
de Gadua chacoensis (Rojas) Londofio y P.M. Peterson
utilizando una soluciéon de NaClO al 4 % (sin adicion de
ninguin biocida), ya que solo el 22 % de los explantes se
desarroll6 sin contaminacion (Ornellas ef al. 2019). Segtin
Casanova et al. (2019), el mejor tratamiento para reducir la
contaminacion de explantes de Guadua weberbaueri Pilg.
fue el uso de NaClO al 2,5 % por 10 min seguido de una
segunda desinfeccion con NaClO al 1,5 % por 3 minutos,
lo que llevo a un porcentaje de contaminacion del 33 % y
una tasa de sobrevivencia del 50 %. Por otro lado, Correa
et al. (2014) reportaron que el tratamiento con NaClO al
2 % llevo a un 32 % de asepsia en explantes de G. angus-
tifolia. Los resultados tan variables, indican que, es fun-
damental probar y perfeccionar las condiciones de cultivo
in vitro para cada especie / genero de bambu (Jiménez y
Guevara 2007).

Diversos estudios han descrito a la esterilizacion de
segmentos nodales de bamb como una labor compleja,
porque la esterilizacion superficial por si sola no logra con-
trolar la contaminacién del explante. Por lo tanto, y con
base en los resultados alcanzados, se puede mencionar que
el uso de Germon 80 es una alternativa atractiva al uso de
antibidticos y fungicidas convencionales para el control de
contaminantes epifitos en explantes de G. angustifolia, por
tratarse de un desinfectante a base de dos amonios cuater-
narios, que actiian de forma sinérgica provocando la lisis
celular que le confiere amplio espectro de accion.

Este estudio muestra que el medio suplementado con 4
mL L' de PPM™ logré un control efectivo de la contami-
nacién microbiana. Segun resultados similares de Pasqua-
lini ef al. (2019a), la adicion de PPM™ (4 mL L') permitid
reducir el desarrollo de microorganismos en el estableci-
miento in vitro de Bambusa oldhamii Munro, registrando
una tasa de contaminacion microbiana total de 4 % en me-
dio liquido y 13 % medio semis6lido. Ademas, para Santos
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et al. (2019), la adicion de PPM™ (2 mL L' 0 4 mL L)
demostro ser eficaz para el establecimiento in vitro de Ber-
beris vulgaris L., Phyllostachys bambusoides f. shouzhu
Yiy Dendrocalamus asper B. PPM™ se considera un mi-
crobiocida eficaz contra bacterias y hongos, y esta com-
puesto de dos isotiazolonas, 5-cloro-2-metil- 3(2H)-isotia-
zolona y 2 metil-3(2H)-isotiazolona (Guri y Patel 1998),
que pueden penetrar la pared celular microbiana e inhiben
diversas enzimas clave del ciclo de Krebs y de la cadena
de transporte de electrones (Plant Cell Technologies 2017).
Cabe mencionar que, en este estudio, si bien la adicion de
4 mL L' de PPM™ redujo la contaminacion, este provocod
mayores signos de oxidacion; lo que podria estar relacio-
nado con un posible efecto de fitotdxico por ser un com-
puesto acido y, por lo tanto, es necesario evaluar el efecto
de diferentes concentraciones (Thomas et al. 2017).

De acuerdo con lo planteado por Santos et al. (2019),
el efecto del biocida varia segtin su concentracion y la es-
pecie de bambu; esto ultimo debido a las caracteristicas
fisiologicas y genéticas especificas de los explantes (segun
el genotipo) que influyen directamente durante el desarro-
llo in vitro (Polesi et al. 2019). Ademas, la dificultad para
desinfectar los tejidos del bambu pude explicarse por el
tipo de explante, ya que los segmentos nodales contienen
alta carga de microorganismos endofitos (Pasqualini ef al.
2019b), los cuales se introducen en los espacios intercelu-
lares generados durante el aislamiento del explante (Ray
y Ali 2016). Este aspecto dificulta la desinfeccion de los
explantes debido a que los microorganismos endofitos tie-
nen mayor profundidad de penetracion en el tejido (Pas-
qualini et al. 2019b). En ese contexto, los biocidas como
PPM™ se han descrito como una alternativa para controlar
el crecimiento de hongos y bacterias endoéfitas (Plant Cell
Technologies 2017).

Por otro lado, los explantes establecidos en medio li-
quido mostraron mayor formacién y crecimiento de bro-
tes comparado con el desarrollo registrado en el medio
semisolido. Experiencia con similar éxito se report6 en la
multiplicacion in vitro de G. angustifolia utilizando un sis-
tema de inmersion temporal (Gutiérrez et al. 2016). Estos
resultados pueden visualizarse dado que el uso de medios
de cultivo libre de agente gelificante facilita la movilidad
de nutrientes a través del explantes, mientras que su so-
lidificacién actiia como barrera fisica para la liberacion y
absorcion de los mismos (Garcia-Ramirez et al. 2010, Ri-
beiro et al. 2016). A partir de estos datos se confirman que,
la proliferacion de brotes en bambu esta mediado por la
consistencia del medio de cultivo. Cabe resaltar que, los
explantes de G. angustifolia no registraron problemas visi-
bles de hiperhidricidad; trastorno fisioldgico que fue repor-
tado en explantes de Dendrocalamus (Sandhu et al. 2017).
En general, se puede mencionar que el establecimiento in
vitro de G. angustifolia utilizando medio liquido tiene efec-
tos positivos sobre la induccion y crecimiento de brotes;
variables que tienen relacion directa con el coeficiente de
multiplicacidn, dado que es posible obtener mayor nimero
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de plantas para ser transferidos a las fases de enraizamiento
y aclimatacion (Garcia-Ramirez et al. 2010).

CONCLUSIONES

Este estudio muestra que el efecto conjunto del biocida
Germon 80 (utilizado para el pretratamiento de explantes
por inmersion) y PPM™ (agregado al medio de cultivo)
presenta diferentes respuestas dependiendo de la concen-
tracion del biocida. Se ha observado que la adicion de 2
mL L' 04 mL L-" de PPM™ redujo el desarrollo de mi-
croorganismos contaminantes, sin embargo, a estas con-
centraciones, la tasa de viabilidad (explantes vivos no con-
taminados) se ve afectada por el aumento en la tasa de oxi-
dacion. Ademas, el medio sin agente gelificante demostro
ser beneficioso para la formacion y elongacion de brotes.
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SUMMARY

In temperate forests, climatic and plant species diversity lead to important changes in soil respiration. The objective of this study was
to analyze the respiration of the soil from changes in carbon dioxide emitted in a temperate forest in central Mexico to know its spatial
and temporal variation. To do this, emissions were measured with a LI-COR continuous flow chamber (LI8100A), in winter and
spring and in three forest communities: pine forest; mixed pine, oyamel and aile forest; as well as mixed pine and oyamel forest. Its
relationship with vegetation cover, temperature and humidity, both environmental and soil, was explored. Statistical tests were applied
to find correlations among variables, ecosystems and soil respiration. Results show that soil respiration varied both seasonally and
among the different forest covers evaluated. The winter season was from 1.07 to 2.10 pmol m™? s !, higher for the pine forest and lower
for the association of pine and oyamel. In the spring it was 1.28 to 5.15 pmol m? s’!, higher for the association of pine and oyamel
and lower for the pine, oyamel and aile forests. Soil respiration was found to be influenced by vegetation cover, soil temperature
and moisture, and weather conditions depending on the season of the year. The information will allow estimating emissions by soil
respiration in temperate forests of the country.

Keywords: soil humidity, soil temperature, pine, sacred fir, mexican alder.

RESUMEN

En bosques templados la diversidad climatica y de especies vegetales propician cambios importantes en la respiracion del suelo.
El objetivo de este estudio es analizar la respiracion del suelo a partir de cambios en el dioxido de carbono emitido en un bosque
templado del centro de México a fin de conocer su variacion espacial y temporal. Para ello, la respiracion se midi6é con una camara de
flujo continuo LI-COR (LI8100A), en invierno y primavera y en tres comunidades de bosque: bosque de pino; bosque mixto de pino,
oyamel y aile; asi como bosque mixto de pino y oyamel. Se explord su relacion con la cobertura vegetal, temperatura y humedad tanto
ambiental como edafica. Se aplicaron pruebas estadisticas para encontrar correlaciones entre variables, ecosistemas y respiracion del
suelo. Los resultados muestran que la respiracion del suelo varid tanto estacionalmente como entre las diferentes coberturas de bosque
evaluadas. Para la temporada invernal fue desde 1,07 hasta 2,10 pmol m? s”!, mayor para el bosque de pino y menor para la asociacion
de pino y oyamel; en primavera fue de 1,28 a 5,15 umol m™ s’!, mayor para la asociacion de pino y oyamel y menor para el bosque de
pino, oyamel y aile. Se encontré que la respiracion edafica esta influenciada la cobertura vegetal, la temperatura y humedad del suelo,
y las condiciones climaticas dependiendo de la temporada del afo. La informacion permitira estimar las emisiones por respiracion del
suelo en bosques templados del pais.

Palabras clave: humedad suelo, temperatura suelo, pino, oyamel, aile.

INTRODUCCION y a la retroalimentacion asociada al cambio climatico (Yan
et al. 2019). Esta relacionada con caracteristicas bidticas

La respiracion del suelo desempefia un papel impor- como el metabolismo de las plantas, la fotosintesis y la
tante en la regulacion de la concentracion atmosférica de  materia organica presente en la capa superficial del suelo
dioxido de carbono (CO,), el equilibrio global de carbono  (Ryan y Law 2005). También se relaciona con atributos
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abioticos como temperatura del suelo, humedad del suelo y
otras condiciones ambientales menores. Asi pues, la respi-
racion del suelo se define como la produccion total de CO,,
por unidad de area y de tiempo, en suelos intactos debido a
la respiracion de organismos edaficos, raices, hifas micor-
ricicas, y, en menor extension, por la oxidacion quimica de
los compuestos de carbono (Raich & Schlesinger 1992).
Las superficies cubiertas con bosques son particularmente
interesantes para estudiar como se presentan los balanc-
es en las emisiones de gases efecto invernadero, como el
bidxido de carbono.

Las tierras cubiertas de arboles, incluidas las tierras
forestales, cubren aproximadamente el 28 % de la superfi-
cie terrestre (Oertel et al. 2016). En conjunto con la agri-
cultura y otros usos del suelo son el segundo mayor emisor
de gases de efecto invernadero (GEI) que representa 24
% del total de emisiones globales (Waheed et al. 2018).
Sin embargo, al perturbar los ecosistemas forestales, me-
diante la deforestacion y degradacion para usos agricolas,
la extraccion de madera y la expansion de asentamientos
humanos, entonces se suman 17 % a las emisiones mun-
diales de CO, (Santini et al. 2019). Las comunidades fore-
stales son participantes activos de las dinamicas globales
climaticas. Sin embargo, las altas fluctuaciones espaciales,
temporales e interanuales de la respiracion del suelo hacen
que sea dificil determinar las emisiones de CO, en difer-
entes entornos.

Los métodos directos, como las mediciones realizadas
con apoyo de camaras dindmicas de intercambio gaseosos
abiertas o cerradas entre el suelo y la atmosfera, propor-
cionan informacién esencial sobre la respiracion del sue-
lo cuantificando la concentracion CO, durante un periodo
de tiempo definido (Yadav y Wang 2017). A pesar de que
se ha criticado el uso de camaras para la medicion de la
respiracion del suelo ya que pueden ser afectadas por la
temperatura, la radiacion solar y las condiciones de viento,
son sumamente utiles para separar los componentes de la
respiracion. Estas mediciones de CO, representan la suma
de una variedad de procesos donde se incluyen la respir-
acion de la raiz, la oxidacion heterotréfica de los organis-
mos de la materia organica del suelo y de la parte aérea de
la vegetacion (Lopez Santos y Gil Marin 2008).

Meéxico ha impulsado desde hace algunos afios politi-
cas nacionales para desarrollar estrategias y acciones para
afrontar los efectos del cambio climatico, como es el caso
del Plan Nacional de Desarrollo 2013-2018, que establecio
las bases de las acciones a seguir complementadas con el
Programa Especial y los Programas Estatales de Cambio
Climatico (ENCC 2013). El pais avanza en el cumplimien-
to de compromisos relacionados con inventarios de emis-
iones de gases de efecto invernadero (INECC 2018) Las
emisiones totales del pais, de acuerdo con el Inventario
Nacional de Emisiones de Gases y Compuestos de Efecto
Invernadero 2017 (INECC 2019), se situaron en 734 mil-
lones de toneladas de CO,e, lo que representa un aumen-
to del 65 % con respecto a 1990. El principal motor del
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crecimiento de las emisiones es el consumo de combusti-
bles fosiles para transporte y la generacion de electricidad,
seguido de actividades como la ganaderia y la industria
del petrdleo y el gas. Sin embargo, de acuerdo con la Ley
General de Cambio Climatico (LGCC), los porcentajes de
reduccion de emisiones a lograr por sector para 2030 son:
18 % en transporte, 31 % en produccion de energia eléctri-
cay calor, 8 % en agricultura y ganaderia, 5 % en procesos
industriales y uso de productos, 28 % en residuos, 14 % en
petroleo y gas natural y 18 % en residencial y comercial
(DOF 2021).

Segun el Inventario Nacional de Emisiones de Gases
y Compuestos de Efecto Invernadero en los bosques na-
cionales las absorciones de CO, se deben principalmente a
procesos de captacion de la vegetacion durante la fotosin-
tesis. Por otra parte, la produccion de CO, en los bosques,
sin considerar su degradacién (donde se libera hacia la
atmosfera el carbono que alguna vez fue almacenado),
se origina por la respiracion del suelo principalmente, no
considerada por el Panel Intergubernamental del Cambio
Climatico. Se incluyen en este inventario, las emisiones
y absorciones de CO, debidas a cambios en la biomasa,
en la materia organica, pero no se incluye el proceso de
respiracion del suelo en este u otros tipos de ecosistemas.

En el presente estudio se reporta un acercamiento a la
cuantificacion de las emisiones de CO, provenientes del
suelo en un ecosistema forestal, que pueden ser consid-
eradas para fundamentar lineas de base para propuestas en
el calculo y estimacion del sector forestal en el inventario
nacional de emisiones. Los bosques mexicanos observan
tasas de deforestacion elevadas comparadas con cifras
mundiales, estimadas a un ritmo de 500.000 ha durante
la década de los aflos noventa (Covaleda ez al. 2009) y las
emisiones de CO, a causa del cambio de uso de suelo ya
han sido estudiados. Por ejemplo, Béaez et al. (2006) es-
tudiaron las tasas de emision de CO, en suelos volcanicos
en ecosistemas naturales y suelos degradados (tepetates)
habilitados para la produccion agricola; reportan que la
tasa de emision decrecid desde los meses con mayor pre-
cipitacion a los meses mas secos, las zonas degradadas
presentaron las tasas de emision mas bajas, sin embargo,
aumentaron paulatinamente con los afios de cultivo y fue
mayor la tasa de emision en los sistemas agricolas . Por su
parte, Campos (2014) sugiere que el cambio de uso de sue-
lo para tierras de cultivos tiene potencial de modificar las
tasas de respiracion del suelo, al igual que la temperatura y
el agua del suelo, al influir en el microclima del suelo y la
entrada de sustrato orgéanico al suelo. Cueva ef al. (2016)
realizan un valioso ejercicio de estudios de respiracion en
Meéxico, donde se observa que dominan aquellos realiza-
dos en sistemas agricolas y forestales tropicales sobre los
realizados en bosques templados conservados.

La diversidad de especies vegetales en sitios conser-
vados y la variacion de las condiciones climdticas, da como
resultado cambios importantes en las tasas de respiracion
del suelo; para esta contribucion se reportan las primeras



mediciones de respiracion del suelo realizadas dentro de la
Estacion Forestal Experimental Zoquiapan a lo largo de las
principales coberturas vegetales presentes. Asi, el objetivo
de este estudio es analizar la respiracion del suelo a partir
de cambios en el dioxido de carbono emitido en un bosque
templado de México ubicado dentro del Parque Nacional
Iztaccihuatl-Popocatepletl, a fin de conocer su variacion
espacial y temporal.

A razén de ello, los objetivos particulares del trabajo
son: a) comparar las tasas de respiracion del suelo de un
bosque templado en tres clases de cobertura vegetal (com-
paracion espacial): 1) bosque de pino, 2) bosque de pino,
oyamel y aile y 3) bosque de pino y oyamel. b) Analizar
la respiracion en dos temporadas del afio (estudio tempo-
ral): primavera e invierno y finalmente c) analizar la cor-
relacion de la respiracion del suelo con la temperatura y
la humedad edéafica, asi como variables ambientales (tem-
peratura ambiental, humedad ambiental y radiacion solar).

Las hipotesis son: a) la respiracion del suelo es mayor
en coberturas vegetales mixtas en comparacion de masas
puras; y b) la respiracion del suelo serd mayor durante la
temporada mas calurosa (primavera) en comparacion con
la temporada mas fria (invernal). Con lo anterior, se tendra
informacion detallada sobre emisiones de CO, en suelos
forestales de climas templados y del centro de México,
que permita contar con mas informacién sobre los eco-
sistemas, asi como ser mas especificos en los factores de
calculo nacionales del Inventario Nacional de Emisiones
de Gases y Compuestos de Efecto Invernadero, asi como
mejores practicas de manejo y conservacion forestal.

METODOS

Area de estudio. El estudio se realizé en el centro de Mé-
xico, en la Estacion Forestal Experimental Zoquiapan que
se localiza en los municipios de Ixtapaluca y Chalco del
Estado de México. Su centroide se encuentra en las coor-
denadas 19° 157 29” N y 98°37°45” W (Chavez-Salcedo
et al. 2018) y ocupa un area de 1.640 ha. Los climas dom-
inantes son, en las partes mas altas semifrios [C(E)(W2)
(w)] y circunscribiendo a estos, el clima es templado del
tipo C(w2)(w), segun la clasificacion de Koeppen modifi-
cada por Garcia (1988). La precipitacion media anual va
de 800 hasta 1.200 mm mientras que la temperatura pro-
medio anual va de 6 °C en las zonas mas altas hasta los 14
°C (Lomas-Barrié et al. 2005). La vegetacion caracteristi-
ca es de bosques templados, siendo el bosque de pino el de
mayor extension (Lomas-Barrié ef al. 2005). Sin embargo,
también se puede encontrar Abies religiosa (Kunth) Schlt-
dl. et Cham (oyamel), Quercus spp. (encino) (Chavez-Sal-
cedo et al. 2018), Alnus firmifolia Fernald (aile) (Pare-
des-Gonzalez et al. 2018), Pinus hartwegii Lindl. (pino de
las alturas) y Pinus montezumae Lam (ocote), principal-
mente (Chavez-Salcedo et al. 2018). La textura del suelo
es clasificada como Franco-arenosa (Matias Ramos et al.
2020). El origen volcéanico es dominante, con clase ignea

BOSQUE 43(2): 125-133, 2022
Respiracion del suelo en bosque templado

extrusiva que derivan en suelos profundos de tipo andosol
(Paredes-Gonzalez et al. 2018).

Bosque y cubierta vegetal estudiadas. Se analiz6 la respi-
racion del suelo de tres tipos de cobertura durante invierno
y primavera. Las tres coberturas seleccionadas son los ti-
pos de vegetacion mas abundantes en la Estacion Fores-
tal de acuerdo con el Uso del suelo y vegetacion, escala
1:250.000, serie VI del INEGI (INEGI 2017) ademas de
que las condiciones climaticas son contrastantes en los dos
periodos:

Bosque de pino (BP): El sitio se encuentra a una altura
promedio de 3.283 m s.n.m. La especie arborea dominante
es Pinus hartwegii, en el sotobosque prolifera el zacaton
(Muhlenbergia macroura (H.B.K.) Hitchc.) (Chavez-
Salcedo ef al. 2018), que cubren cerca del 95 % de la
superficie del suelo. Presenta alta regeneracion natural y
abundantes residuos de aciculas, por lo que la cantidad de
materia organica en descomposicion en los primeros 10
cm del suelo es abundante. Existe gran cantidad de raices
del estrato herbaceo hasta aproximadamente los 30 cm de
profundidad del suelo. Los suelos en este sitio son profun-
dos (Paredes-Gonzalez et al. 2018), con buen drenaje y ai-
reacion, ademas conservan un alto porcentaje de humedad
edafica, razon por la cual prolifera la actividad microbiana.
Debido a la presencia de estratos de porte bajo, no se ob-
servan problemas de erosion.

Bosque de pino, oyamel y aile (BPOA): El sitio se ca-
racteriza por la asociacion de Pinus hartwegii, Abies reli-
giosa y Alnus firmifolia (Paredes-Gonzalez et al. 2018).
En el estrato arbustivo, la especie dominante es Larrea
spp. (jarilla), mientras que en el estrato herbaceo dominan
diferentes especies de pastos y musgo, cubriendo cerca
del 80 % del suelo forestal. Est4 ubicado a una altitud de
3.305 m s.n.m. El suelo cuenta con una gran cantidad de
materia organica en descomposicion, ademas se observan
gran cantidad de pastos. Son suelos profundos de color
café obscuro con gran cantidad de raices presentes en los
primeros horizontes.

Bosque pino y oyamel (BPO): Aqui se caracteriza por
asociacion entre Pinus hartwegii y Abies religiosa. La ve-
getacion herbacea estd dominada principalmente por mus-
go. Esta ubicado a una altitud de 3.337 m s.n.m. Los suelos
son profundos de color café obscuro, ricos en materia or-
ganica y muy hiimedos. Dentro de los primeros 30 cm de
profundidad se pueden encontrar gran cantidad de raices
de la vegetacion herbacea presente.

Respiracion de suelo. La respiracion del suelo se midi6 con
una camara de flujo continuo modelo LI-8100A (LI-COR
Inc., Lincoln, Nebraska, USA), misma que se coloco enci-
ma de un collar de PVC insertado en el suelo previamente
a una profundidad de cinco centimetros aproximadamente
(Lopez et al. 2020). El aire acumulado en el interior de la
camara es enviado a un analizador (conectado a la camara)
integrado con espectroscopia de absorcion dptica en la re-
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gion infrarroja (IRGA) donde el CO, se detecta y es cuan-
tificado. Ademas, en la camara se incluyen dos sensores
que registraron la informacion de temperatura y humedad
del suelo al mismo tiempo que se cuantifico el CO,, mo-
delo Soil Temperature Probe y Theta Soil Moisture Probe,
respectivamente. Se instalaron los collares con 24 horas de
anticipacion en cada rodal medido para evitar mediciones
de la respiracion del suelo incorrectas por alteraciones en
el suelo (Cueva-Rodriguez ef al. 2012).

El CO, atmosférico acumulado en la camara se midio
como CO, pmol m? s de aire seco. Todas las mediciones
se tomaron a cada media hora durante 90 segundos con 30
segundos de banda muerta, una pre-purga de 60 segundos
y la pos-purga de 30 segundos. Dentro de la camara se ge-
nera una linea de concentracion de CO, cuya pendiente se
usa para calcular la tasa de respiracion del suelo con base
en la ecuacion 1.

w

_10VP, (I-T(‘;O)a_o ]
¢ RS(Ty+273.15) ot
donde Fc es la tasa de flujo de CO, del suelo (umol m?s™),
Ves el volumen de la cimara (cm?), P, es la presion inicial
(k Pa), W, es la fraccion de mol de vapor de agua inicial
(m mol mol!), R es la constante de gas (8,314 Pa m® K*!
mol"), S es el area de la superficie del suelo (cm?), T, es
la temperatura inicial del aire (°C) y dC/dt es la tasa de
cambio inicial en la fraccion molar de CO, corregida en
agua (umol mol ™).

Diserio experimental. Los datos de respiracion, temperatura
y humedad del suelo se tomaron a partir de las 09:00 horas
y hasta las 17:00 horas en cada una de las diferentes cober-
turas para la temporada de invierno (17-19 de febrero del
2019). Para la temporada de primavera (22-24 de mayo del
2019) la informacion se registrd a partir de las 11:00 hasta
las 17:00 horas. De esta forma se tomaron un total de 270
registros de respiracion, temperatura y humedad del suelo:
para la temporada de invierno 51 registros de estas varia-
bles (cada uno) y 39 registros de cada una para primavera.

Paralelamente datos meteoroldgicos diarios fueron ob-
tenidos mediante una estacion meteoroldgica que se ubica
dentro de la Estacion Forestal Experimental Zoquiapan
aproximadamente a 500 m de los sitios estudiados (17-19
de febrero y 22-24 de mayo del 2019). Las variables consi-
deradas fueron temperatura ambiente, humedad relativa y
radiacion solar. Cabe mencionar que durante los periodos
de medicién no se presentaron eventos de precipitacion,
por lo que esta condicién meteoroldgica no se tomo en
cuenta. De modo que la informacién meteorologica con-
sistio en 270 datos, 51 para invierno y 39 para primavera
divididos en las tres variables mencionadas anteriormen-
te y se organizé en una base de datos emparejada con las
mismas horas que las mediciones de respiracion del suelo
tomadas por la camara.
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Andalisis estadistico. Se aplicd el analisis de varianza
(ANOVA) de un solo factor y su correspondiente analisis
Tukey HSD para probar las diferencias entre las variables
(respiracion, temperatura y humedad del suelo), cobertu-
ras vegetales y temporadas del afio. Ademas, se aplico el
“Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test” para
comprobar la normalidad de los datos, después se proce-
di6 a aplicar la correlacion de Spearman para conocer la
influencia de la temperatura y humedad del suelo sobre el
comportamiento de respiracion edafica para cada una de
las temporadas del afio. Todos los andlisis estadisticos se
realizaron con un nivel de significancia de 0,05 y con el
software R (version 3.4.0).

RESULTADOS

Variabilidad espacial y temporal de las tasas de respira-
cion del suelo. La respiracion del suelo en el bosque tem-
plado en la Estacion Forestal Experimental Zoquiapan va-
ri6 tanto temporal como espacialmente entre las cobertu-
ras vegetales (figura 1). Las variaciones se presentan en el
cuadro 1 de acuerdo con la temporada del afio y la cobertu-
ra vegetal medida. Se puede observar que el bosque mixto
de pino y oyamel presento el valor mas elevado de respir-
acion del suelo en primavera y el bosque pino el mayor en
invierno, mientras que en esta misma temporada el bosque
mixto de pino y oyamel mostro6 el valor mas bajo; en pri-
mavera el valor menor de respiracion del suelo lo presentd
el bosque mixto de pino oyamel y aile.

Durante el periodo invernal (febrero) el promedio de
respiracion edafica fue de 1,85 pmol m? s! para el bosque
de pino, 1,55 umol m? s para el bosque de pino, oyamel
y aile y 1,20 pmol m™ s™! para el bosque de pino y oyamel,
con un coeficiente de variacion (CV) entre coberturas de
19 %. En el periodo de primavera (mayo) la media de la
respiracion del suelo fue de 3,85, 2,25 y 4,34 umol m? s*!
para el bosque de pino, pino, oyamel y aile, y pino y oya-
mel, respectivamente, con un CV de 28 % (cuadro 2). Es-
tos valores exhibieron una fuerte estacionalidad, al obser-
var en promedio 1,53 + 0,29 y 3,47 = 0,99 pmol m? s
de emision para la temporada de invierno y primavera. En
este caso, el CV entre primavera e invierno fue de 50 %.

Cuadro 1. Rango de valores de respiracion del suelo en umol
m~ s por temporada y cobertura vegetal.

Range of soil respiration values in pmol m? s per season
and vegetal cover.

Temporada/ BP BPOA BPO
Cobertura vegetal
Invierno 1,63-2,10 1,21-1,85 1,07-1,32
Primavera 3,05-449 1,28-3,05 3,63-5,15

BP: bosque de pino; BPOA: bosque de pino, oyamel y aile; BPO: bosque
de pino y oyamel.



En las dos temporadas del afio, la respiracion del suelo
fue estadisticamente diferente (P < 0,05%*) al igual que por
cobertura vegetal. Los valores para la temporada invernal
fueron desde 1,07 hasta 2,10 umol m? s, mientras que,
en primavera se encuentran entre 1,28 y 5,15 umol m? s,
Las tasas de respiracion del suelo en la temporada invernal
fueron mayores para el bosque de pino y menores para la
asociacion de pino y oyamel, mientras que, en la tempora-
da de primavera este bosque (BPO) fue el que presentd la
mayor respiracion del suelo y el bosque de pino, oyamel
y aile la menor.

Respiracion, temperatura y humedad. Se detectaron di-
ferencias significativas (P < 0,05*) en la temperatura y
humedad del suelo a una profundidad de 10 cm tanto en
diferentes coberturas como entre las dos temporadas del
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aflo. En invierno la temperatura del suelo registrd valores
medios de 6,64 °C, 6,65 °C y 5,91 °C para bosque de pino,
bosque de pino, oyamel y aile y bosque de pino y oya-
mel, respectivamente, mientras que para la temporada de
primavera los valores medios fueron 10,12 °C, 10,90 °C
y 10,57 °C para bosque de pino, bosque de pino, oyamel
y aile y bosque de pino y oyamel, respectivamente. Por
su parte, los valores medios de humedad edéafica oscilaron
entre 0,11 y 0,21 m3>m= (cuadro 2).

Los resultados mostraron que la variacion de la respi-
racion edafica se debio a los efectos de temperatura y hu-
medad del suelo, estos efectos son mas notorios compara-
dos entre las temporadas del afio, es decir, se observé que
mientras la humedad es estable y la temperatura incremen-
ta la respiracion aumenta notoriamente (figura 2). Las va-
riaciones en la respiracion del suelo estuvieron dominadas
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Figura 1. Diagramas de caja de variabilidad de la respiracion del suelo por cobertura vegetal [(bosque de pino (1), bosque de pino,
oyamel y aile (2) y bosque de pino y oyamel (3) en el eje X]) para la temporada de invierno (A), n= 51, CV: 19,53 %, primavera (B),
n=39, CV: 28,67 % y por temporada del afio [invierno (1) y primavera (2) en el eje X] (C), n =90, CV: 50,08 %.

Box diagrams of soil respiration variability by plant cover [(1) pine forest, (2) pine, fir, and alder forest and, (3) pine and fir forest on the
X axis] for the winter season (A), n =51, CV: 19.53 %, spring season (B), n = 39, CV: 28.67 %, and both seasons [winter (1) and spring (2) on the X

axis] (C), n =90, CV: 50.08 %.

Cuadro 2. Respiracion del suelo (Rs), temperatura del suelo (Ts) y humedad del suelo (Hs) segun la cobertura vegetal y época del afio.

Soil respiration (Rs), soil temperature (Ts) and soil humidity (Hs) by soil cover and season.

Rs (umol m?s™) Ts (°C) Hs (m*m?)
Temporada Cobertura vegetal

Valor medio Valor medio Valor medio
Invierno BP 1,85+0,13 a 6,64 +0,48 a 0,13 +£0,003 b
BPOA 1,55+0,18 b 6,65+0,09 a 0,110,002 ¢
BPO 1,20 + 0,06 ¢ 591+0,22b 0,21 +0,003 a
Primavera BP 3,84+043b 10,12+ 0,23 b 0,14+ 0,002 ¢
BPOA 2,25+0,43 ¢ 10,90+ 1,02 a 0,23 +0,002 a
BPO 4344044 a 10,57 £ 0,09 ab 0,21 £0,003 b

Nota: Para cada variable los valores medios con diferente letra son estadisticamente significativos para la prueba de Tukey (P = 0,05). BP: bosque de

pino; BPOA: bosque de pino, oyamel y aile; BPO: bosque de pino y oyamel.
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principalmente por la humedad, seguido de la temperatura
o incluso por la combinaciéon de ambas variables.

De acuerdo con Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)
normality test se rechazo el supuesto de que los datos son
normales (P < 0,05%*). Como ya se menciond, la respira-
cion edafica estd controlada por la temperatura y hume-

Respiracion de suelo

Temperatura del suelo

dad del suelo, sin embargo, la prueba de correlacion de
Spearman mostr6 que para el caso de la estacion primave-
ra la correlacion entre respiracion y temperatura edafica
es baja, a diferencia de la estacion invierno donde esta
correlacidn es alta (cuadro 3). Esta prueba también reveld
que las condiciones ambientales como la temperatura y

Humedad del suelo
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Figura 2. Variacion de la respiracion, la temperatura y la humedad del suelo por temporada y cobertura vegetal (bosque de pino (1),

bosque de pino, oyamel y aile (2) y bosque de pino y oyamel (3)).

Variation of soil respiration, temperature and humidity per season and plant cover (pine forest (1), pine, fir, and alder forest (2) and, pine

and fir forest (3)).

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion de Spearman para seis variables y temporada estudiada.

Spearman correlation coefficients from six variables and season.

Invierno Primavera
Variable Flujo (umol m?s)
Temperatura del suelo a 10 cm de profundidad 0,62 -0,10
Humedad del suelo a 10 cm de profundidad -0,55 -0,68
Temperatura ambiente 0,63 -0,57
Humedad ambiental 0,60 0,60
Radiacion solar -0,10 -0,32

n = 540 valores
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humedad ambiental estan altamente correlacionadas con
la respiracion del suelo, lo que muestra que la influencia
es alta a diferencia de la radiacion solar, que se ha previsto
que altera la medicion de la respiracion del suelo con el
uso de camaras.

DISCUSION

Comparacion espacial y temporal de la respiracion del
suelo. Los resultados de la presente investigacion arroja-
ron valores mas elevados de la respiracion del suelo en la
temporada de primavera a comparacion del invierno. Lo
anterior se debe a la mayor disponibilidad de agua y au-
mento en la temperatura del suelo, la cual a su vez aumenta
la actividad microbiana (Yan ef al. 2019). En la época de
invierno la respiracion edafica ejerce un papel relativa-
mente pequefio en la dindmica temporal en estos ecosiste-
mas, lo que se relaciona con la disminucion de procesos
bioldgicos como la fotosintesis de las plantas, la actividad
microbiana y el crecimiento de raices y micorrizas que
cambian de manera coherente con la dindmica estacional
de la temperatura (Oertel et al. 2016).

Estas variaciones concuerdan con otros estudios, en
ecosistemas similares (Oertel et al. 2016) y diferentes
(Campos 2014), que mencionan variacion sustancial en la
respiracion del suelo dentro y entre sitios, asi como por
estaciones, respondiendo a las condiciones ambientales
especificas del sitio (Bosque nuboso de montafia tropical y
de coniferas en el volcan Cofre de Perote, México).

El flujo promedio de la respiracion del suelo en la tem-
porada invernal en ecosistemas similares a los estudiados
en la presente investigacion oscila entre 0,32 y 0,71 pmol
m? s, atemperaturas debajo de los 0 °C con presencia de
capas de nieve de hasta 20 cm (Gao et al. 2018). En los re-
sultados obtenidos se observo valores mas elevados (1,07
- 2,10 pmol m? s). Lo anterior debido a que existe una re-
lacién directa con la temperatura del suelo que oscila entre
los 5y 7 °C. Por su parte, Cueva-Rodriguez et al. (2012)
detallan que en un matorral xerofilo del estado de Sonora
la respiracion edafica puede variar de 4 a 9 pmol m? s’
durante los periodos htimedos, mientras que en periodos
secos es menor a 0,5 pmol m? s. Asi mismo, Oertel et
al. (2016) establecen que los datos promedio para climas
templados durante la estacion de crecimiento varian en un
rango de 0,45 a 8,2 umol m? s!. Similar a lo encontrado
en este estudio durante la temporada de primavera donde
oscila de 1,28 a 5,15 umol m? s,

Lo anterior concuerda también con lo reportado por
Han et al. (2018) durante cinco afios de medicion (2011
- 2015), quienes encontraron que la respiracion del suelo
media anual varia de 1,40 hasta 2,44 pmol m? sy Arch-
Miller y Samuelson (2016), quienes mencionan una varia-
cion de 1,18 a 5,94 umol m? s!, ambos en ecosistemas
similares al del presente estudio.

Asi pues, la variacion en la respiracion edafica en bos-
ques templados se puede explicar en respuesta a factores
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bidticos y abiodticos como el tipo de vegetacion, edad de
las plantas, el tipo de suelo y las condiciones climaticas.
Ademas, el cambio de uso de suelo es uno de los princi-
pales factores que provocan aumentos considerables (Don
et al. 2011) como demostrado por Hu ef al. (2018) al estu-
diar el aumento en las emisiones de CO, en la conversion
de un bosque natural a plantaciones de Bambu, efecto que
se debio principalmente a la mineralizacién y consecuente
disminucion en secuestro de carbono al suelo.

De este modo, la influencia de la vegetacion es un
factor importante en la variacion de la respiracion edafi-
ca, aunado con la interaccion del tipo de bosque y la edad
(Oertel et al. 2016). Lo anterior por la variabilidad en la
fenologia de los arboles y sus caracteristicas fisiologicas
(Han et al. 2018), resultado en diferencia en la cantidad
de materia organica acumulada en la superficie del suelo,
que al someterse a los aumentos de temperatura, inicia el
proceso de oxidacion aumentando la respiracion del suelo
(Buchmann 2000), al mismo tiempo que aumenta la acti-
vidad enzimatica, lo que intensifica los procesos fisiologi-
cos (como la respiracion) de los organismos del suelo. El
mismo autor reporta que la respiraciéon microbiana domina
en el flujo total de CO, del suelo en mas del 70 %. Por otro
lado, Gao et al. (2018) mencionan que las diferencias en
las tasas de respiracion edafica son explicadas por la varia-
bilidad en los microbios presentes en el suelo que varian
de acuerdo con el tipo de vegetacion presente.

Correlacion entre respiracion, temperatura y humedad del
suelo. La temperatura y humedad del suelo varian signifi-
cativamente con la profundidad del suelo y depende de va-
rias caracteristicas del sitio, por ejemplo, la exposicion a la
radiacion y luz, la sombra o el viento (Oertel et al. 2016).
La variacion de la respiracion del suelo puede deberse a la
rehumectacion de suelos secos, que provoca la desgasifi-
cacion del suelo en donde el agua va sustituyendo al aire
que se encuentra en los micro y macro poros (Cueva ef al.
2012, Oertel et al. 2016).

Asi pues, los resultados de esta investigacion refuerzan
que la temperatura y humedad del suelo tienen efecto con
el comportamiento de la respiracion del mismo, al igual
que las diversas condiciones ambientales; coincidiendo
con ArchMiller y Samuelson (2016), Han ef al. (2018). Se
observo que la respiracion edafica en los diferentes rodales
sigui6 la tendencia estacional positiva de la temperatura
del suelo y aumentd exponencialmente con el aumento de
esta. De acuerdo con Han ef al. (2018) la humedad edafi-
ca presenta un fuerte impacto en la respiracion del suelo
durante las sequias, lo que explica la correlacion negativa
entre estos dos factores para ambas temporadas en este es-
tudio ya que no se observd gran variacion estacional en los
datos de esta variable.

Las condiciones climaticas durante la temporada de
crecimiento latente o temprana podrian determinar las ta-
sas anuales de respiracion del suelo en los ecosistemas de
bosques templados (Oertel ef al. 2016).
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CONCLUSIONES

El comportamiento de la respiracion del suelo de las
diferentes coberturas vegetales medidas es variable de
acuerdo con la temporada del afio. Sin embargo, se obser-
va que la respiracion del suelo es mayor durante la tem-
porada mas calurosa (primavera) en comparacion con la
temporada mas fria (invernal). Por lo que se asume una
variabilidad estacional y espacial en los tres ecosistemas
templados estudiados. En la temporada invernal el bosque
de pino tiene la tasa mas alta de respiracion edafica y el
bosque de pino y oyamel la menor. En primavera, el bos-
que de pino y oyamel es el que presentd mayor respiracion
edafica mientras que el bosque de pino, oyamel y aile re-
sulté con la menor. Por otro lado, los resultados muestran
que la variacion en las tasas de respiracion del suelo esta
influenciada principalmente por la combinacion de tempe-
ratura y humedad del suelo, ademads de la influencia de la
temperatura y humedad ambiental.

De acuerdo con los resultados presentados, los objeti-
vos planteados para la investigacion fueron cumplidos de
manera integral, mientras que la hipdtesis “a) la respira-
cion del suelo es mayor en coberturas vegetales mixtas en
comparacion de masas puras” se rechaza, debido a que
esto depende enteramente de la temporada del afio en la que
los datos fueron tomados ; mientras que la hipotesis “b)
la respiracion del suelo sera mayor durante la temporada
mds calurosa (primavera) en comparacion con la tempora-
da mas fria (invernal) ” se acepta, ya que los valores de res-
piracion del suelo mayores fueron los obtenidos durante la
época mas calurosa, como se expone en el parrafo anterior.

Con los resultados presentados en la presente investiga-
cion es posible contar una linea base para estimar las tasas
de emisiones de CO, por afio segin los tipos de ecosiste-
mas forestales. De modo que se puede considerar como un
primer acercamiento para incluir estas emisiones de CO,
a la cuantificacion total nacional y con ello, se permita ser
mas especificos en los factores de célculo de las emisiones.
Sin embargo, también es necesario continuar estudiando las
dindmicas de respiracion en comunidades vegetales a largo
plazo para contar con resultados mas estables y precisos.
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SUMMARY

Persea willdenovii is a native species popularly known for its high potential for medicinal use. Due to problems in low seed production
and germination, vegetative propagation appears promising. Thus, we seek with this work to evaluate techniques of vegetative rescue
and the potential use of shoots obtained in tissue culture. Adult trees of the species were used to apply total and partial girdling
treatments and obtain pruned branches as vegetative rescue techniques. Shoot production was monitored over time (90 to 240 days).
Sprouts were used for in vitro propagation, and disinfestation treatments were carried out using biocides such as NaClO and Plant
Preservative Mixture ™ (PPM™), changing the time and concentrations of the products. Multiplication was also tested using doses
of 6-benzylaminopurine (BAP) and media and the potential for callogenesis under combinations of BAP and Naphthalene Acetic
Acid (ANA). The vegetative rescue by complete or semi-girdling has the potential to produce shoots, though pruned branches proved
to be one of the best techniques for rescue. In the micropropagation, the use of biocides such NaOCl for a long period of time (2 %
for 20 min) with PPM™ added to the culture medium shows a potential for disinfestation in the in vitro establishment. For in vitro
multiplication, the usage of WPM and BAP (2 a 4 g L") promotes higher shoot length, shoot number and leaf number. For indirect
organogenesis by leaf segments, the cultivation with BAP and ANA was not responsive to the induction of callogenesis.

Keywords: vegetative propagation, girdling, pruned branches, micropropagation.

RESUMEN

Persea willdenovii es una especie nativa popularmente conocida por su uso medicinal. Debido a problemas en la baja produccion y
germinacion de semillas, la propagacion vegetativa parece promisoria. Consecuentemente, en este trabajo se evaluaron técnicas de
rescate vegetativo y el uso potencial de brotes obtenidos en cultivo de tejidos. Se usaron arboles adultos de la especie para realizar
tratamientos de anillo total y parcial, y obtener ramas podadas como técnicas de rescate vegetativo. La produccion de brotes se controld
a lo largo del tiempo (90 a 240 dias). Se utilizaron brotes para la propagacion in vitro, y los tratamientos de desinfestacion se llevaron
a cabo utilizando biocidas como NaClO y Mezcla Conservante de Plantas (PPM™), cambiando el tiempo y las concentraciones de los
productos. La multiplicacion también se prob¢ utilizando dosis de BAP y medios y el potencial de callogénesis en combinaciones de
6-Bencilaminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA). El rescate vegetativo mediante anillo completo o parcial tiene el potencial
de producir brotes, pero las ramas podadas demostraron ser una de las mejores técnicas. En la micropropagacion, el uso de biocidas
como el NaOCl durante un periodo prolongado (2 % durante 20 min) con PPM™ afiadido al medio de cultivo muestra un potencial de
desinfestacion en el establecimiento in vitro. Para la multiplicacion in vitro, el uso de WPM y BAP (2 a 4 g L) promueve una mayor
longitud y numero de brotes, y nimero de hojas. Para la organogénesis indirecta por segmentos de hojas, el cultivo con BAP y ANA
no respondieron a la induccion de callogénesis.

Palabras clave: propagacion vegetativa, anillo, ramas podadas, micropropagacion.

INTRODUCTION

Persea willdenovii Kosterm, popularly known as bush
avocado, macaranduba, pink cinnamon or pau de Andrade
belongs to the Lauraceae family. The species is known for
its diversity of uses in urban forestry, civil building, and
medical properties (Batista et a/. 2010). The local popula-
tion uses the bark of this species to make tea as treatment
of gastric ulcers and wound healing. These claims were

supported by pharmaceutical and phytochemical studies
due to the presence of mucilaginous structures that are
related to protective action on inflamed mucous (Rosa et
al. 2017).

Despite its high potential, Persea willdenovii is present
in several endangered species lists and is considered cri-
tically endangered in the Red List of Rio Grande do Sul
state’s flora (CNCFlora 2020), mainly due to the explora-
tory use in popular medicine through removal of the bark
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with the consequential death of individuals in the forests.
In addition to this problem, the species has an irregular
fruit maturation which can compromise the quality of
seeds and storage potential, making the species more vul-
nerable to human actions and therefore more susceptible
to the extinction process. The vegetative propagation of
species that present low seed germination and / or recal-
citrant seeds, such as Persea willdenovii, can ensure the
preservation of the species in addition to multiplying indi-
viduals with desirable traits for commercial purposes (Fior
et al. 2007).

Studies conducted on aspects of propagation of Per-
sea willdenovii by Fior et al. (2007) presented limitations,
mainly related to restriction in the morphogenic potential,
presence of endogenous contamination and high tissue
oxidation. There are many factors influencing the success
of the propagation such as genotype, maturation, type of
explant, age and size of the explant, and extrinsic factors
such as plant regulators and culture medium (Lee and Pijut
2017, Silva et al. 2020).

Few species are easily propagated using mature (old
material) propagules. In the case of tree species, this diffi-
culty is directly linked to the process of maturation, becau-
se the older the plant, the more reduced the cell division
rates and regenerative capacity (Nascimento et al. 2018),
necessary to rejuvenate the mother plant before starting
any propagation work. In addition, there is an increase of
inhibitors (anatomical barriers, lignification, gibberellins,
phenols) and consequently decrease of rooting as the age
of the plant increases (Bisognin et al. 2015). In woody fo-
rest species the gradient of youth grows towards the base
of the tree. The basal region of the tree is younger in the
ontogenetic age and this is due to the later formation of the
apical meristems (terminal regions) in relation to the basal
meristems in a tree. It is important to know this ontogene-
tic behavior of the different parts of the tree, since, depen-
ding on the location of the removal of vegetative material
(part of the plant), it will certainly interfere in the rooting
potential of the propagule and consequently in the produc-
tion of seedlings (Stuepp et al. 2018).

The in vitro culture may be an important strategy in sol-
ving problems not only in propagation but also in genetic
improving and plant biotechnology, especially in perennial
woody species (Warakagoda and Subasinghe 2013). The
in vitro culture of Persea willdenovii is still not well explo-
red and has potential among other techniques of asexual
propagation, however, there are hindrances related to low
morphogenic potential and explant contamination (Fior et
al. 2007). According to Oliveira et al. (2013), high conta-
mination of native tree species is common, since they have
superior lignification, endogenous microorganisms, often
adverse climatic conditions, and difficulty in carrying out
preventive treatment.

Various parts of the mother plant can be used as source
for the explant. The choice of material can be influenced
by factors such as: availability of the material, contamina-
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tion level, juvenility of the tissue, among others. The nu-
tritional requirements can also vary, as well as the type and
efficiency of the phytoregulators (Cid and Teixeira 2010).
However, it is important to highlight that the success of the
micropropagation, regardless of the explant used, is sub-
ject to the effect of the genotype from the mother plant in
response to the stimulus in vitro (Stein et al. 2009).

To identify and characterize relevant aspects in the pro-
duction of plants, we conducted a series of experiments
with vegetative rescue and in vitro propagation. We aimed
at verifying if the species has the possibility of vegetative
rescue by girdling or pruned branches and at assessing the
potential for establishment and cultivation in vitro. We are
looking for a new propagation alternative for the species
that has problems with seed germination. Our hypothesis
is that it is possible to use rescue techniques to produce ju-
venile shoots that will be used in in vitro propagation, and
that in this environment the species has the possibility of
establishment and multiplication, thus allowing to produce
clonal plants with sanitary quality, and still seek new stu-
dies exploring the medicinal characteristics of the species.

Thus, the objectives of the study are to determine the
best method for vegetative rescue in adult plants and eva-
luate various protocols of in vitro propagation of the res-
cue material of Persea willdenovii, a species with great
potential popular interest, mainly in medicinal functions.

METHODS

Vegetative rescue. To conduct the study, adult plants (re-
productive age) of Persea willdenovii located in a native
area in the municipality of Urupema, Santa Catarina state,
Brazil, were studied. The study area is located in the Cata-
rinense mountain range at approximately 1,400 m a.s.l., at
the coordinates of 28° 1738 S and 49° 55” 54 W.

This region has a humid temperate climate (Ctb), with
average annual precipitation around 1,800 mm, well dis-
tributed throughout the year. The average annual tempe-
rature is 13 °C, with a very distinct winter and summer.
The average temperature for these two seasons is 8 °C and
18 °C, respectively. As characteristics of the region, there
may be snow and minimum temperatures of up to -14 °C
(EMBRAPA, 1998).The region belongs to the altomonta-
na mixed ombrophilous forest, characterized by the pre-
sence of the species Araucaria angustifolia (Bertol) Kutze
(from 1,000 m a.s.l.), forming groupis in association with
other species.

The vegetative rescue was conducted in August 2015.
The treatments were: girdling (100 %), semi-girdling at
75 % of the trunk circumference, semi-girdling at 50 % of
the trunk and the induction of shoots from pruned bran-
ches. The trunk girdling and semi-girdling consisted in the
removal of an approximately 2 cm wide bark ring (figu-
re 1A) at a height of approximately 30 cm from the soil,
made by sectioning two transverse rows with a machete, to
break the bark without damaging the wood. A total of se-



ven trees were used in each treatment (girdling and semi-
girdling). The experiment was conducted in a completely
randomized system.

For the epicormic sprouts induction treatment from
pruned branches, branches were removed, from five
mother trees, in the lowest position of the canopy to mi-
nimize the effects of maturation and ontogenetic age. Ten
branches per mother trees were cut to an approximate size
of 1-meter-long and had their ends protected with plastic
bags to avoid water loss (figure 1B). The material was pla-
ced in a mini-tunnel under a greenhouse (33 % of light
blocking), with constant relative humidity (80 %) and an
average temperature of 25 °C, in the forest nursery of the
State University of Santa Catarina (city of Lages, Santa
Catalina state, Brazil).

The evaluations and harvesting of the sprouts were
held from the first signal of shooting onwards, at 90, 120,
150, 180, 210 and 240 days (December 2015 to May 2016)
after application of vegetative rescue treatments. After
each harvest, the number and size (length) of these sprouts
were registered, and afterwards the percentage of sprou-
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ting per harvest was calculated. For the pruned branches
technique, evaluations were made in relation to the length
of the branches (sprout number m™) as done by Nascimen-
to et al. (2018).

In the field, diameter at breast height (cm), height (m)
and the amount of incident light (lux) in the trunk base
of each tree were measured (table 1). An amount of light
was measured with a portable digital light meter (Minipa
MLM-1011), with three measures interspersed between
trees. The assessment was always carried out with a clear
sky, without the sun being covered by any cloud. This rea-
ding (incident light) was repeated in all harvests (90, 120,
150, 180, 210 and 240 days).

In vitro propagation. For the in vitro propagation of Per-
sea willdenovii, the sprouts originated from the vegetati-
ve rescue (pruned branches or girdling). Figure 2 shows
a summary of the micropropagation process carried out,
summarizing the experiments in each phase. During the
production and harvest of sprouts, the calcium oxychlori-
de based fungicide, bactericide and sporicide Frexus® was

Figure 1. Vegetative rescue and in vitro propagation of Persea willdenovii. A) girdling in an adult tree in the field, B) pruned branches
starting to sprout, C) sprouts in field trees submitted to girdling, D) sprouts on pruned branches, E) healing in the girdling region and

F) explant in vitro showing contamination.

Rescate vegetativo y propagacion in vitro de Persea willdenovii. A) anillo en un arbol adulto en el campo; B) ramas podadas que comienzan
a brotar; C) brotes en arboles de campo sometidos a anillo; D) brotes en ramas podadas; E) curacion en la region de anillo; y F) explante in vitro que

muestra contaminacion.
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Table 1. List of Persea willdenovii trees submitted to vegetative rescue treatments with their respective values: percentage of girdling
applied to the circumference of the trunk - treatment (%), tree height (m), diameter at breast height (DBH) (cm) and incident light (lux).

Arboles de Persea willdenovii sometidos a tratamientos de rescate vegetativo con sus respectivos valores: porcentaje de anillos aplicadas a
la circunferencia del tronco - tratamiento (%); altura del arbol (m); didmetro a la altura del pecho (cm) y luz incidente (lux).

Mother plant Treatment - % of girdling Height (m) DBH (cm) Average of incident light (lux)
1 100 7.9 24.8 230 (40)*
2 50 12.3 40.7 190 (30)
3 75 13.1 32.8 166 (30)
4 100 6.7 16.5 300 (50)
5 50 6.6 20.5 250 (40)
6 100 4.5 5.7 8,500 (1,200)
7 50 4.7 18.0 250 (30)
8 75 7.8 18.5 300 (30)
9 100 6.4 20.0 360 (50)
10 100 9.3 28.5 2,800 (300)
11 75 9.5 23.7 1,900 (240)
12 50 7.5 24.5 100 (20)
13 75 12.0 29.0 300 (40)
14 50 11.5 42.0 810 (90)
15 75 13.2 31.4 900 (110)
16 100 6.8 20.5 7,030 (900)
17 50 7.1 39.0 200 (30)
18 75 8.4 28.5 245 (40)
19 50 11.6 40.0 1,700 (200)
20 75 8.8 26.6 160 (30)
21 100 10.4 18.2 542 (60)

Average - 8.6 25.8 1,379.5

* Value in parentheses refers to the standard deviation of the evaluations performed at 90, 120, 150, 180, 210 and 240 days.

applied in the vegetative material, at 0.2 g L' concentra-
tion. The transportation of sprouts originated from pruned
branches or girdling was made inside a Styrofoam box,
with ice at the bottom and covered by paper sheets moistu-
rized with water. The transport to the material processing
site did not last more than 10 minutes (pruned branches)
and 40 minutes (girdling). The in vitro propagation expe-
riments took place in the vegetal micropropagation labo-
ratory at the Agroveterinary Science Center of the State
University of Santa Catarina during 2016.

First, the sprouts were superficially washed using neu-
tral detergent and immersed in running water for 15 mi-
nutes. Later the material was segmented in smaller sizes
(explants) with = 3 cm (only nodal segments) and taken to
a laminar flow cabinet where the explants were disinfec-
ted. The culture medium used was the MS (Murashige and
Koog 1962) with 50 % of the concentration of the original;
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30 g L! of sucrose, 0.1 g L' of myo-inositol, 6 g L' of
agar and 1.5 g L' of activated charcoal were also added
to the medium. The recipients were tubes (150 x 25 mm)
containing 15 mL of the medium. The pH of the medium
was adjusted to 5.8 = 0.1 before autoclaving at 120 °C and
1 atm for 20 minutes.

For the disinfestation, three methods for explant were
tested: experiment I — concentrations of the disinfectant
sodium hypochlorite (NaClO) in six concentrations: 1, 2,
2.5, 3,4 and 5 % of active chlorine in contact with the
explants for 15 minutes. Experiment II — use of PPM™
biocide in two concentrations: a) 1 mL L' added to the
medium and b) agitating the explants for four hours in con-
tact with 5 mL L' of the product. In the treatment with
the addition of the biocide in the medium, the asepsis was
carried out with NaClO 2 % (v v'!) for 15 minutes. And in
the treatment under agitation, there was no contact with
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Figure 2. Scheme of the micropropagation process used in Persea willdenovii, showing steps from the origin of the material to the

cultivation.

Esquema del proceso de micropropagacion utilizado en Persea willdenovii, mostrando las etapas desde el origen del material hasta el cultivo.

another disinfectant; the explants were directly introduced
to the medium. For experiments I and II, the vegetative
material was obtained exclusively from pruned branches.
Experiment III — the material was divided according to
the rescue method: coming from the forest (girdling) or
the mini-tunnel (pruned branches). These rescue materials
were tested at different times of immersion in sodium hy-
pochlorite (2 % active chlorine): 15 and 20 minutes of con-
tact with the explant (%) + PPM™ biocide (1 mL L' added
to the medium). All experiments used six repetitions, con-
taining three explants in each treatment.

The low number of repetitions and non-utilization of a
control treatment was established due to the limited num-
ber of nodal segments. Despite the technique that origina-
ted the material issued a considerable number of sprouts,
the space between them was relatively large, resulting
in a small sample of explants. After the asepsis, in all
experiments, except the agitation in PPM™ biocide, the
explants were washed three times in autoclaved distilled
water and incubated in the culture medium. The material
was kept in the dark for seven days, and after that period

cultivated in the culture room under temperature of 25 +
3 °C, in a 16-hour photoperiod and 20 umol m? s*! photon
flux density, provided by cold white fluorescent lamps.
The evaluations of all experiments were carried out in a
28-day period, in which, the incidence of fungal or bacte-
rial contamination, oxidation and survival rate of explants
were evaluated.

Shoot segments with previously established shoots
in vitro, 3 £ 0.5 cm in size, were used for multiplication.
Different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP)
(0, 2, 4 and 6 mg L") were analyzed in two culture media,
MS and Woody Plant Media WPM (Lloyd and Mccown
1980). All media were supplemented by 30 g L' of sucro-
se, 0.1 g L' of myo-inositol and 6 g L' of agar (Sigma Al-
drich®). The experimental design was completely rando-
mized in factorial scheme 4 x 2 (4 BAP concentrations and
2 culture medium), six repetitions containing six explants
in each treatment. Later, the material was incubated in the
culture room as previously described. After 60 days, the
main shoot length (mm), shoot number and leaf number
were evaluated.
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Due to the low number of multiplied shoots, it was not
possible to carry out tests involving rooting. However, it
was decided to conduct an experiment to induce calluses.
The leaves harvested from branches derived from the ve-
getative rescue were washed in running water and neutral
detergent and later segmented in smaller portions (1 cm?).
In a laminar flow chamber, the leaf segments were immer-
sed in ethanol 70 % (v v') for 1 minute and in sodium
hypochlorite solution (NaClO) at 2 % active chloride for
15 minutes, finally rinsed three times in autoclaved disti-
lled water.

The segments were later sectioned in explants of +1
cm? containing the central leaf nerve and inoculated in
abaxial and adaxial leaf positions in 100 mL flasks contai-
ning 30 mL MS medium. The mix was supplemented by
30 g L' of sucrose, 0.1 g L' of myo-inositol and 6 g L' of
agar and the treatments were various combinations of BAP
and ANA in concentrations of 0 to 12 mg L' (table 2). The
pH of the mix was adjusted to 5.8 + 0.1 before autoclaving
at 120 °C and 1 atm for 20 minutes. The explants were
kept in the dark for 10 days, and after this period, culti-

vated in the culture room. Evaluations of contamination,
oxidation and calluses growth were carried out weekly un-
til 120 days after the inoculation. The experimental design
was completely randomized, in factorial scheme 2 x 10 (A
x D), the factor A composed by leaf position and factor
D comprised by the combinations of ANA and BAP con-
centrations, composed by five repetitions, with four leaf
segments in each treatment.

To test the hypothesis that rescue by girdling or pru-
ned branches are good strategies to produce rejuvenating
sprouts that can be grown in vitro, we first checked the va-
riables to normal distribution (Shapiro’s test, P < 0.05) and
variance homogeneity (Barttlett’s test, P < 0.05). When
necessary, the data were transformed with a boxcox test.
After rechecking the data for their fit to the basic requi-
rements, we proceeded with ANOVA (F test, P < 0.05),
followed by Tukey’s mean comparisons test (P < 0.05) or
regression analysis. For the regression analysis, linear and
second order (quadratic) models were tested. Tree height
data, diameter at breast height and incident light were co-
rrelated by Pearson with the variables of vegetative rescue.

Table 2. Leaf face position and 6-benzylaminopurine (BAP) and Naphthalene Acetic Acid (ANA) concentrations tested in MS culture

medium in the induction of Persea willdenovii callogenesis.

Posicion de la cara de la hoja y concentraciones de 6-Bencilaminopurina (BAP) y acido naftalenacético (ANA) evaluadas en el medio de

cultivo MS en la induccion de la callogénesis de Persea willdenovii.

Phytoregulator (mg L
Treatment Leaf face position
BAP ANA

1 Abaxial

2 Abaxial

3 Abaxial 8 8
4 Abaxial 12 12
5 Abaxial 0 4
6 Abaxial 0 8
7 Abaxial 0 12
8 Abaxial 4 0
9 Abaxial 8 0
10 Abaxial 12 0
11 Adaxial 0 0
12 Adaxial 4
13 Adaxial 8 8
14 Adaxial 12 12
15 Adaxial 0 4
16 Adaxial 0 8
17 Adaxial 0 12
18 Adaxial 4

19 Adaxial 8
20 Adaxial 12 0
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RESULTS

Vegetative rescue. Despite the wide variation in dendrome-
tric values (height and DAP) and light intensity in the trunk
base, there was no significant Pearson correlation of data
from the mother trees with variables evaluated (percent,
number and height of sprouts). For all variables, there was
an interaction between the vegetative rescue methods and
harvests (days after application of the technique).

The percentage of sprouted trees (figure 3A) presen-
ted the major average in the pruned branches. This method
was the only one to show sprouts (69 %) 90 days after the
application of the treatment. There was sprouting in 100 %
of branches in the harvests at 120, 150, 180 and 210 days;
only at 240 days there was a decrease of sprouts (84 %).

The highest number of sprouts (12.2) was observed in
the pruned branches technique, at 150 days (January) (figu-
re 3B). This harvest date was also superior for girdling 50 %
of the trunk (4.1). For the techniques of 100 % girdling and
75 % girdling the larger number of sprouts was observed in
February after 180 days (3.5 and 4.6 respectively sprouts).
After 180 days there is a reduction in the number of sprouts
in all vegetative rescue techniques, and at 240 days there
are practically no more shoots. It should be noted that it was
decided to use the pruned branch technique in comparison
to girdling to verify the production potential of the techni-
que; however, the number of sprouts for pruned branches
refers to the number per linear meter (sprout number m'),
while the girdling ones refer to the amount per tree. The-
refore, an average test was not used and only a regression
analysis, showing a production behavior over time.

For the sprout length, in all rescue vegetative tech-
niques, the largest size was obtained between 150 and
180 days after application of treatments (figure 3C). The
treatments of complete girdling and pruned branches (figu-
re 1D) presented the largest sizes of the sprouted branches
with averages between 15 - 20 cm in height. Some indivi-
duals of the complete girdling generated sprouts of almost
50 cm (figure 1C). In the last evaluation, in addition to the
absence or small number of sprouts in many trees, the size
was very small. In this last evaluation, it was also possible
to observe an intense healing in most trees in the girdling
treatments (figure 1E).

In vitro propagation. For the in vitro establishment, expe-
riments I (concentrations of the disinfectant sodium hypo-
chlorite) and IT (PPM™ biocide in two concentrations) did
not have significant difference according to the Tukey test
(P < 0.05). High contamination rate was observed during
the four weeks following the removal of material from the
dark room to the illuminated environment, between 80 to
92 % of explants had fungal or bacterial contamination (ta-
ble 3). The oxidation varied between 18 and 33 % and the
maximum survival was 20 %.

In experiment III, testing the origin of the rescue ma-
terial and disinfestation treatments with different times of
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Figure 3. Percentage of sprouted trees (A), average number of
sprouts (B) and length of sprouts - cm (C) in Persea willdenovii
as a function of different vegetative rescue treatments. The days
after applying the technique, at which time the assessments took
place, correspond to from 90 days (December 2015) up to 240
days (May 2016).

Porcentaje de arboles brotados (A); ntimero promedio de brotes
(B) y longitud de los brotes - cm (C) en Persea willdenovii en funciéon
de diferentes tratamientos de rescate vegetativo. Los dias posteriores a la
aplicacion de la técnica, momento en el que se realizaron las evaluaciones,
corresponden a 90 dias (diciembre 2015) hasta 240 dias (mayo 2016).
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NaClO supplemented with PPM™ biocide (1 mL L"), we
observed a difference between treatments. The girdling
material presented higher fungal/bacterial contamination
(between 82 and 86 %), higher oxidation rate (between 38

and 41 %) and lower explant survival rates (39 to 45 %),
regardless of the time of exposure to the NaClO (figure 4).
However, the pruned branches material also showed infe-
rior results, similar to those of girdling. The treatment with

Table 3. Fungal / bacterial contamination (%), oxidation (%) and survival (%) in Persea willdenovii explants grown in vitro after

carrying out disinfestation experiments.

Contaminacion por hongos / bacterias (%), oxidacion (%) y supervivencia (%) en explantes de Persea willdenovii cultivados in vitro después

de realizar experimentos de desinfestacion.

Disinfestation/variables

Experiment Treatment Fungal/ Bacterial contamination (%) Oxidation (%)  Survival (%)
1% 92" (8) 33%(21) 10™ (20)
2% 88 (4) 24 (14) 15 (8)

experiment [ —

concentrations NaClO 2.5% 85010) 3117) 15(12)

3% 83 (9) 26 (19) 19 (10)

4% 89 (10) 30 (10) 7(8)

CV (%) (p-value) 35.3(0.843) 19.9 (0.441)  14.4(0.093)
Experiment IT - PPM™ 1 mL L' added to the medium  80™ (13) 18™ (11) 20™ (10)
biocide agitating with explants 82 (15) 22(12) 18 (12)

CV (%) (p-value) 26.4 (0.923) 153(0.192)  16.1(0.324)

- not significant. Values in parentheses represent the standard deviation of the mean.
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Figure 4. Percentage of fungal / bacterial contamination, oxidation and survival of Persea willdenovii explants depending on the rescue
method (girdling or pruned branches) and 15 and 20 minutes NaClO (2 %) + PPM™ biocide (1 mL L' added to the medium) in the in
vitro establishment. Fungal / bacterial contamination (CV % = 21.3 and p-value = 0.021), oxidation (CV % = 18.4 and p-value = 0.042)

and survival (CV % = 14.2 and p-value = 0.0328).

Porcentaje de contaminacion fuingica / bacteriana, oxidacion y supervivencia de explantes de Persea willdenovii en funcion del método de rescate
(anillado o ramas podadas) y 15 y 20 minutos NaClO (2 %) + biocida PPM™ (1 mL L' agregado al medio) en el establecimiento in vitro. Contaminacidn
por hongos / bacterias (CV % = 21,3 y valor-p = 0,021), oxidacion (CV % = 18,4 y valor-p = 0,042) y supervivencia (CV % = 14,2 y valor-p = 0,0328).
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the best response was pruned branches with exposure for
20 minutes in NaClO. This treatment obtained less con-
tamination (55 %), oxidation (23 %) and higher survival
(76 %).

For the in vitro multiplication, there was no interaction
between factors (P < 0.05) (culture medium and BAP con-
centrations) in the evaluated variables, nonetheless there
was a difference between the isolated factors (table 4). For
main shoot length (mm) there was a difference between
the culture media, in which the WPM presented the hig-
hest average (7.5 mm). The addition of BAP showed no di-
fference for this variable. For shoot number, the WPM me-
dium also showed better response (0.51) compared to the
MS medium (0.30). The addition of 4 mg L' represented
a larger number of shoots, not differentiating from 2 mg
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L. The absence or the highest concentration (6 mg L) of
BAP provided low number of shoots. The same behavior
(higher averages) was obtained for number of leaves using
the WPM medium (0.78) and the concentrations 2 and 4
mg L' of BAP (1.02 and 0.99).

There was no formation of calluses in the leaf calluses
exposed to the evaluated treatments. In general, it was ob-
served that leaves had light green coloration up to 15 days
after inoculation, becoming beige after 60 days of culti-
vation, and after this period, the color changed to brown.
After 120 days of in vitro cultivation, the explant tissue
died, probably due to the lack of favorable conditions for
development. The data are not presented because in the
evaluation of 120 days, there was no formation of calloge-
nesis or live leaf tissues, regardless of treatment.

Table 4. Main shoot length (mm), shoot number and leaf number depending on concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP) and

culture medium in Persea willdenovii explants multiplied in vitro.

Longitud de los brotes principales (mm), numero de brotes y niimero de hojas en funcion de las concentraciones de 6-bencilaminopurina
(BAP) y del medio de cultivo en explantes de Persea willdenovii multiplicados in vitro.

BAP (mg L") MS WPM Average
main shoot length (mm)
0 534 7.1(2.4) 6.2
2 5.1(2.9) 7.9 (2.0) 6.5
4 6.4 (3.8) 8.3(4.2) 7.1
6 6.0 (2.5) 6.9 (3.5) 6.4
Average 5.7 B* 75A
p-value interaction = 0.0963  p-value BAP = 0.094 p-value medium = 0.023
shoot number
0 0.20 (0.22) 0.40 (0.26) 0.30b
2 0.35(0.13) 0.55(0.27) 0.45 ab
4 0.52 (0.26) 0.73 (0.33) 0.62a
6 0.14 (0.22) 0.36 (0.15) 0.25b
Average 0.30B 0.51A
p-value interaction = 0.122  p-value BAP = 0.006 p-value medium = 0.0162
leaf number

0 0.24 (0.12) 0.41 (0.20) 032a
2 0.72 (0.23) 1.33(0.37) 1.02a
4 0.84 (0.31) 1.15(0.34) 0.99a
6 0.26 (0.12) 0.24 (0.21) 0.25b
Average 044 B 0.78 A

p-value interaction = 0.083  p-value BAP =0.001 p-value medium = 0.0093

* Means with different capital letters on the line (culture medium) and lower-case letters on the column (BAP) show a significant difference by the
Tukey test at 5 % error. Values in parentheses represent the standard deviation of the mean. ™ - not significant.
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DISCUSSION

Vegetative rescue. There was no record of the death of
trees subjected to girdling and semi-girdling treatments,
meaning that the species supports the removal of a par-
tial or complete girdling of the bark without damaging
tree survival. The pruned branches also survived until the
end of the evaluations (April 2016), showing a high en-
vironmental control of moisture and temperature inside
the mini-tunnel, and possession of endogenous reserves,
allowing the use of this technique to produce sprouts.

There was no correlation among number of shoots
with diameter, height of trees and light intensity. In a work
with Toona ciliata M. Roem., Pereira et al. (2015) did not
find correlation between diameter of the mother trees and
number of emitted sprouts through vegetative techniques,
either. In the same study, dead trees were not observed af-
ter vegetative rescue treatments. In contrast, the work of
Pinto et al. (2013) with Pterogyne nitens Tul. presented
a positive correlation with the increase in diameter of the
plant and increased number and strength of sprouts. The-
re are few published works available to try to understand
the influence of the degree of maturation in the growth in
diameter and plant height and, consequently, in the pro-
duction of sprouts. Studies point to some factors prevailing
on the regrowth capacity and survival of strains in woody
species, including age, level of allocated reserve substan-
ces, the genetics of the species and the effect of climate va-
riations throughout the year (Wendling ef al. 2013, Pereira
et al. 2017, Nascimento et al. 2018).

In relation to climate variations, January and February
are the months with a history of higher temperatures in the
region (Santa Catarina) and without water deficit problems,
which may have contributed to the development of new
sprouts. Higher averages of shoots in llex paraguariensis
A. St.-Hil. were also observed in the summer months by
Nascimento et al. (2018), and this work was carried out
in the same experimental area. The fifth and sixth harvests
in the field, held in March and April, lowered the produc-
tion of sprouts, probably the metabolic and physiological
cutback of plants due to the decrease in average tempera-
ture and temperature range in these months. Another factor
that may be responsible for the lower number of sprouts in
these harvests was the healing of the girdling part as a res-
ponse to the application of vegetative rescue (figure 2F).
This healing behavior has also been reported to Toona
ciliata in which the thickness of the bark checked in the
ring line may have interfered with the emergency rate of
sprouts in some trees (Pereira et al. 2015). According to
Dias et al. (2012), competition for water, nutrients, light
and space between sprouts over time may also be related
to this reduction.

In addition to the environmental conditions the highest
number of sprouts during January and February harvests
may be explained by the possibility that these shoots are
from gems that had remained dormant after the applica-
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tion of the treatments and did not generate any sprout after
the first harvest or, are the product of a morphogenesis,
when a cambial cell transforms over time, mainly by the
action of auxins (Zahadat et al. 2017). According to the
same authors, one effect of auxin is to make the bundles of
unspecialized stem cells, called cambium cells, which are
located near the vascular tissues, transform into vessels.
This is especially interesting considering the fact that limi-
ted common resources (e.g. water) need to be distributed
among different branches of a plant via their vessels.

Physiologically, the emission of basal sprouts benefits
from the partial or total rupture of apical dominance incre-
asing the cytokinin / auxin ratio (Hartmann et al. 2011).
Another factor that may have induced the emergence of
new sprouts, is stress by girdling, because it may have pro-
duced functional disturbances in the trees, which sprouted
as a survival strategy. In plants, stress happens by inte-
rrupting the transport of photosynthates and other organic
metabolites from the higher to the lowest parts in the plant,
which is executed by elements and riddled cells, located in
the phloem (Taiz and Zeiger 2013). The cut off techniques
and stem girdling also managed to induce the emission
of basal sprouts in many species such as Tectona grandis
Linn F. (Badilla et al. 2016), llex paraguariensis (Stuepp
et al. 2015, Stuepp et al. 2016, Nascimento et al. 2018),
Sequoia sempervirens (Pereira et al. 2017) and Toona ci-
liata (Pereira et al. 2015).

The sprouting ability can also be influenced by factors
such as light, thickness and depth of cut (Dinh et al. 2018).
In this work, we can see that the percentage of girdling
at the tree trunk also influences the formation of sprouts,
being practically directly proportional in the mother trees
of Persea willdenovii. For Toona ciliata the number of
sprouts by annealing is four times higher than those obser-
ved in semi-girdling (Pereira et al. 2015).

Similarly, vegetative rescue by pruned branches pro-
ved to be an effective technique in induction of epicormic
sprouts in Ilex paraguariensis trees kept in the mini-tun-
nel (Nascimento et al. 2018) and Eucalyptus cloeziana F.
Muell. trees, where all the pruned branches that were in the
greenhouse issued sprouts after 40 days of conditioning
(Almeida et al. 2007). According to the authors, the induc-
tion of epicormic sprouts from pruned branches should be
used carefully. Since the way the tissue samples it uses are
positioned in the tree, it may mean they are physiologically
mature, compromising the juvenility of the material. It is,
therefore, important to collect branches of the lower por-
tions of the plant, as these tend to give juvenile shoots. The
physiological principle of the method, as well as in stem
girdling, is based on shifting the balance between growth
regulators (auxin / cytokinin) in support of the issuance of
sprouts. Additionally, in most of the angiosperms trees, the
dormant epicormic gems, which can be present since the
formation of branches / trunk or be the product of morpho-
genesis, when a cambial cell transforms to yield the new
sprouts, are present in the outer bark (Hartmann et al. 2011).



The environmental conditions in the mini-tunnel may
have contributed to the success of the pruned branches te-
chnique. The conditioning in the greenhouse, or similar,
creates a favorable microclimate for their survival. In this
work, the mini-tunnel has a misting system that keeps
the relative humidity at about 80 % and the temperature
between 18 and 30 °C, which may have favored the early
sprouting (90 days). For the present study, the meteorolo-
gical variables of temperature and humidity were not cons-
tantly checked, whereas in the study by Nascimento et al.
(2018) conducted in the same structure, it obtained relative
air humidity above 90 % and average temperature between
15 °C (winter) and 26 °C (summer). The data was verified
with a datalogger. The plastic cover used in greenhouses
significantly changes the balance of radiation, when related
to the external environment due to the attenuation of inci-
dent solar radiation, resulting in a reduction of the internal
radiation balance and thus affecting temperature, humidity
and evapotranspiration. Vegetative growth is very intense
and the growth rate of the aerial part of the plant gradually
increases in accordance with increasing temperature.

With the pass of time, after 240 days, shoot emission
was reduced, which may be associated with exhaustion of
reserves present in the branches. The same was observed
in detached branches to induct shoots in Araucaria angus-
tifolia (Bertol.) Kuntze and in the experiments of Wend-
ling et al. (2009) and Ilex paraguariensis (Nascimento
et al. 2018). The vegetative rescue technique via pruned
branches, in addition to getting the best results compared
those applied in the field (girdling), has the advantages of
having the harvest of material at the plant production site
(nursery) and the possibility of higher phytosanitary con-
trol of these sprouts.

In vitro propagation. In our study, we found high contami-
nation by fungi / bacteria and oxidation in the first weeks
after removing the material that was in the dark at the be-
ginning of the cultivation. Woody plant tissues are quite
susceptible to in vitro browning, a direct result of stress
and chemical reactions induced by polyphenol oxidases
and other enzymes. The resulting phenol compounds react
with oxygen to form quinine compounds, generally inhibi-
tory of plant growth (Ahmad et al. 2013).

Between 80 and 90 % of explants showed contami-
nation in experiment I (NaOCI concentration) and in the
second study (PPM™ biocide in two concentrations). The
bacterial contaminants manifested after the first week of
evaluation, in the base of the explants cultivated in vitro,
and continued to appear afterwards. In general, the ve-
getative material survived this bacterial contamination.
However, these contaminations generated considerable
limitations in the development of the explants. Fior et al.
(2007) also reported high proportion of contamination by
microorganisms of fungal and bacterial origin (74 %) and
micropropagation of non-juvenile tissue of P. willdenovii
during in vitro sowing. According to these authors, after
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various subcultures, the endogenous contamination remai-
ned in parts of the material.

In experiment III (establishment) testing the material
according to the rescue method and different times of
immersion in NaOCl (2 %) + PPM™ biocide (1 mL L'
added to the medium), more promising results were ob-
tained for in vitro establishment, mainly of plant material
from pruned branches, which were kept in mini-tunnel and
presented phytosanitary control with fungicide applica-
tion. Control with fungicides in mother trees when pos-
sible is a good strategy to reduce contamination in vitro
(Hiti-Bandaralage et al. 2017). Better contaminant con-
trol in this experiment (III) may also have been due to the
addition of PPM™ in the culture medium. Similar results
regarding the benefit of using PPM™ were observed in
Calophyllum brasiliense Cambess., using nodal segments
as starting material, where the biocide added to the culture
medium reduced the contamination of explants (Silveira et
al. 2016). According to the same authors, very high con-
centrations of biocides such as PPM™ and NaOCl can lead
to oxidation and mortality.

The difficulties in the in vitro establishment of P. will-
denovii due to contamination and oxidation of the explants
continue despite the rejuvenation of the vegetative mate-
rial; this is probably related to the genetics of the species.
Other species of the Persea genus also found such obsta-
cles in micropropagation. Studies about the avocado tree
(Persea americana Mill.) published since 1987 with va-
rious cultivars report similar results to the ones found in
this (Osorio et al. 2018).

As for in vitro multiplication, the WPM medium shows
better results, with high results of main shoot length (mm),
shoot number and leaf number. This may be explained by
the difference in salt concentration in the medium. The
WPM has fewer salts concentrations (especially nitrogen
and potassium) when compared to the MS media, which
has high salt concentration, the nitrate and ammonium ions
specifically (Rathwell et al. 2016).

The use of 2 to 4 mg L' of BAP promoted higher
multiplication, with an increase in the number of sprouts
and mainly of new leaves. The absence of the regulator
promoted a low rate of regeneration. The same result was
obtained in Melanoxylon brauna Schott. where the use of
between 2 and 4 mg L' of BAP provided a higher num-
ber of shoots (Silva et al. 2020). According to Brum ef al.
(2002), the multiplication of sprouts with the use of BAP
may be related to the influence of the genetic charge from
the mother plant, of the growth regulator used to help with
cellular division and in the break of the dormant state of
axillary shoots, until then inhibited by apical dormancy.
The results obtained in the in vitro multiplication of Per-
sea willdenovii are promising and show viability of this
technique in multiplication and conservation programs of
this species. However, newer work must be done aiming
for the increase in number of sprouts, exploring, for exam-
ple, experiments about the influence of the environment
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(temperature, light, culture mix solidity, etc.) in the induc-
tion of new sprouts.

In the conditions of this work, BAP and ANA phytore-
gulators and their combinations, in doses of 0 to 12 mL L™,
did not contribute to the callogenesis induction of Persea
willdenovii, other types of phytoregulators and concentra-
tions pending future testing. Some studies, such as Encina
et al. (2014) in Persea americana, show success of the
callogenesis; however, the avocado is a cultivated species,
and that generally presents better results in vitro. Callus
culture is an important technique to increase the number of
secondary metabolites in medicinal species (Bansal ef al.
2013), consequently it should receive further studies with
Persea willdenovii considering the numerous medicinal
properties that the species has.

The rooting test was not possible due to the low num-
ber of explants multiplied, owing to the loss of regenera-
tive capacity. Thus, it is recommended to carry out further
studies, primarily aimed at improving the multiplication
capacity. However, in this experiment it was possible
to notice good results regarding the use of cured mate-
rial (mainly pruned branches), suggesting that these new
works follow this methodology.

CONCLUSIONS

The vegetative rescue by complete or semi-girdling
has the potential to produce shoots to be used in the vege-
tative propagation of Persea willdenovii. The technique of
pruned branches proved to be one of the best techniques
for rescue, because in addition to producing higher preco-
city and quantity of shoots, it enables higher phytosanitary
control.

The micropropagation of the species presents nume-
rous challenges, such as high fungal / bacterial contami-
nation and oxidation. The use of biocides such NaOClI for
a long period of time (2 % for 20 minutes) with PPM™
added to the culture medium shows a potential for disin-
festation in the in vitro establishment. For in vitro multipli-
cation, the usage of WPM and BAP (2 to 4 g L") promotes
higher shoot length, shoot number and leaf number. For
indirect organogenesis by leaf segments, the cultivation
with BAP and ANA was not responsive to the induction
of callogenesis.

ACKNOWLEDGMENTS
The authors thank FAPESC for funding the research

group Management of Planted and Natural Forests
(PAP2019031000055).

REFERENCES

Ahmad I, T Hussain, I Ashraf, I Nafees, RM Maryam, M Igbal.
2013. Lethal effects of secondary metabolites on plant tis-
sue culture. American-Eurasian Journal of Agricultural &

146

Environmental Sciences 13(1): 539-547. DOI: 10.5829/ido-
si.aejaes.2013.13.04.1975

Almeida FD, A Xavier, JMM Dias. 2007. Propagacdo vegetativa
de arvores selecionadas de Eucalyptus cloeziana f. Muell.
por estaquia. Revista Arvore 31(3): 445-453. DOI: 10.1590/
S0100-67622007000300010

Badilla Y, A Xavier, O Murillo. 2016. Resgate vegetativo de arvo-
res de Tectona grandis Linn F. pelo enraizamento de estacas.
Nativa 4(2): 91-96. DOI: 10.14583/2318-7670.v04n02a07

Bansal S, AJ Bharati, YK Bansal. 2013. In vitro callogenesis and
phytochemical screening of harsingar (Nyctanthes arbor-
tristis) a multipotent medicinal tree. International Journal
of PharmTech Research 5(4): 1786-1793.

Batista AF, GA Santos, LD Silva, FFA Quevedo. 2015. The
use of mini-tunnels and the effects of seasonality in the
clonal propagation of Eucalyptus in a subtropical en-
vironment. Australian Forestry 78(1): 65-72. DOI:
10.1080/00049158.2015.1039162

Batista ANL, JM Batista Junior, SN Lopez, M Furlan, AJ Caval-
heiro, DHS Silva, VS Bolzani. 2010. Aromatic compounds
from three brazilian Lauraceae species. Quimica Nova
33(2):321-323. DOI: 10.1590/S0100-40422010000200017

Bisognin DA, MG Bandinelli, P Kielse, H Fischer. 2015. Roo-
ting potential of mini-cuttings for the production of potato
plantlets. American Journal of Plant Sciences 6(2): 366-
371. DOI: 10.4236/ajps.2015.62042

Brum GR, AB Silva, M Pasqual. 2002. Efeito de diferentes concen-
tragcdes de BAP e ANA na propagagio in vitro da figueira (Fi-
cus carica L.). Ciéncia e Agrotecnologia 26(2): 1403-1409.

Cid LPB, JB Teixeira. 2010. Cultura in vitro de plantas. Brasilia,
DF: Embrapa Informagdes Tecnologica, 303 p.

CNCFlora. 2012. Persea willdenovii in Lista Vermelha da flora
brasileira versdo 2012.2 Centro Nacional de Conservacdo
da Flora. Consultado jun. 2020. Disponible en http://cncflo-
ra.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Persea willdenovii

Dias PC, A Xavier, LS Oliveira, HN Paiva, ACG Correia. 2012.
Propagac@o vegetativa de progénies de meios-irmdos de
angico-vermelho (Anadenanthera macrocarpa (Benth)
Brenan) por miniestaquia. Revista Arvore 36(3): 389-399.
DOI: 10.1590/S0100-67622012000300001

Dinh TT, Y Akaji, T Matsumoto, T Toribuchi, T Makimoto, M
Hirobe, K Sakamoto. 2018. Sprouting capacity of Quer-
cus serrata Thunb. and Quercus acutissima Carruth.
after cutting canopy trees in an abandoned coppice fo-
rest, Journal of Forest Research 23(5): 287-296. DOI:
10.1080/13416979.2018.1498288

EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, BR).
Mapa Convengao cartografica: escala 1:250.000. Rio de Ja-
neiro. 1998. 2 p.

Encina CL, A Parisi, C O’Brien, N Mitter. 2014. Enhancing so-
matic embryogenesis in avocado (Persea americana Mill.)
using a two-step culture system and including glutamine in
the culture medium. Scientia Horticulturae 165(1): 44-50.
DOI: 10.1016/j.scienta.2013.10.019

Fior CS, LR Rodrigues, AD Nilson, C Leonhardt. 2007. Aspec-
tos da propagacdo de Persea willdenovii Kosterm. (Lau-
raceae). Rodriguésia 58(1): 27-40. DOI: 10.1590/2175-
7860200758104

Hartmann HT, DE Kester, FT Davies Jr, RL Geneve. 2011. Plant
Propagation: principles and practices. 8. ed. New Jersey.
Prentice Hall. 915 p.



file:///C:\Users\usuario\Downloads\10.5829\idosi.aejaes.2013.13.04.1975
file:///C:\Users\usuario\Downloads\10.5829\idosi.aejaes.2013.13.04.1975
https://doi.org/10.1590/S0100-67622007000300010
https://doi.org/10.1590/S0100-67622007000300010
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=&ved=2ahUKEwievNyeqIfqAhXXK7kGHXHABdkQFjAAegQIAhAB&url=http%3A%2F%2Fwww.periodicoscientificos.ufmt.br%2Fojs%2Findex.php%2Fnativa%2Farticle%2Fdownload%2F3407%2F2563&usg=AOvVaw1T09mFFL4n57ZwPCy9-WY2
https://doi.org/10.1080/00049158.2015.1039162
https://doi.org/10.1590/S0100-40422010000200017
http://dx.doi.org/10.4236/ajps.2015.62042
https://doi.org/10.1590/S0100-67622012000300001
https://doi.org/10.1080/13416979.2018.1498288
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2013.10.019
https://doi.org/10.1590/2175-7860200758104
https://doi.org/10.1590/2175-7860200758104

Hiti-Bandaralage JCA, A HAyward, N Mitter. 2017. Micropro-
pagation of Avocado Persea americana Mill. American
Journal of Plant Sciences 8(11): 2898-2921. DOI: 10.4236/
ajps.2017.811197

Lee JM, PM Pijut. 2017. Adventitious shoot regeneration from
in vitro leaf explants of Fraxinus nigra. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture 130(2): 335-343. DOI: 10.1007/511240-
017-1228-1

Lloyd G, B Mccown. 1980. Commercially-feasible micropropa-
gation of mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot-
tip culture. Combined Proceedings, International Plant
Propagators’ Society, 30(1): 421-427.

Murashige T, FA Skoog. 1962. Revised medium for rapid
growth and bio assays with tobacco tissue cultures. Phy-
siologia Plantarum 15(1): 473-497. DOI: 10.1111/j.1399-
3054.1962.tb08052.x

Nascimento B, ACS Sa, LBD Lemos, DPD Rosa, MDO Pereira,
MC Navroski. 2018. Three epicormic shoot techniques in /.
paraguariensis mother trees and its cutting according to the
material rejuvenation degree. Cerne 24(3): 240-248. DOI:1
0.1590/01047760201824032584

Oliveira LS, PC Dias, GE Brondani. 2013. Micropropagagdo de
espécies florestais brasileiras. Pesquisa florestal brasileira
33(76): 439-453.

Osorio CR, FAG Velasquez, AG Correal, JMT Bonilla, AIU Tru-
jillo. 2018. In vitro propagation of avocado (Persea ame-
ricana Mill.) cv. Hass through morphogenesis. Acta Agro-
nomica 67(1): 160-167. DOI: 10.1s446/acag.v67n1.61474

Pereira MO, AC Angelo, MC Navroski, M Dobner Junior, LM
Oliveira. 2017. Vegetative rescue and rooting of cuttings
of different stock plants of Sequoia sempervirens. Cerne
23(4): 435-444. DOLI: 10.1590/01047760201723042452

Pereira MO, I Wendling, AC Nogueira, AN Kalil Filho, MC Na-
vroski. 2015. Resgate vegetativo e propagacdo de cedro-aus-
traliano por estaquia. Pesquisa agropecudria brasileira.
50(4): 282-289. DOI: 10.1590/S0100-204X2015000400003

Pinto HCA, PAB Barreto, AR Amaral, FGRB Oliveira. 2013. Re-
brota de cepas de arvores adultas de madeira nova (Ptero-
gyne nitens Tull). Enciclopédia Biosfera 9(17): 2287-2296.

Rathwell R, MR Shukla, AMP Jones, PK Saxena. 2016. In vi-
tro propagation of cherry birch (Betula lenta L). Canadian
Journal of Plant Science 96(1): 571-578. DOI: 10.1139/
¢cjps-2015-0331

Reinhold-Hurek B, T Hurek. 2011. Living inside plants: bacterial
endophytes. Current Opinion in Plant Biology 14(4): 435-
443. DOI: 10.1016/1.pbi.2011.04.004

Rosa SS, FO Santos, HG Lima, IMA Reis, DSA Cassiano, I Viei-
ra, R Braz-Filho, R Uzéda, MB Botura, A Branco, MJM

BOSQUE 43(2): 135-147, 2022
Vegetative propagation of P. willdenovii

Batatinha. 2017. In vitro anthelmintic and cytotoxic acti-
vities of extracts of Persea willdenovii Kosterm (Laura-
ceae). Journal of Helminthology 92(6): 1-7. DOI: 10.1017/
S0022149X17000979

Silva ER, IM Simdes, JO Baptista, ER Schmildt, JC Lopes,
EO Gongalves, MVW Caldeira, RS Alexandre. 2020.
In vitro of Melanoxylon brauna Schott. morphogenesis:
responsiveness of explants to permanent and temporary
immersion growth regulators. Cerne 26(1): 26-36. DOI:
10.1590/01047760202026012709

Silveira SS, R Cordeiro-Silva, ] Degenhardt-Goldbach, M Quoi-
rin. 2016. Micropropagation of Calophyllum brasiliense
(Cambess.) from nodal segments. Brazilian Journal of Bio-
logy 76(3): 656-663. DOI: 10.1590/1519-6984.23714

Stein VC, VL Bobrowski, DP Vargas, G Heiden, JRV Iganc.
2009. Efeito do genotipo na propagagdo in vitro de Planta-
2o spp. Revista Verde 4(2): 68-75.

Stuepp CA, J Bitencourt, | Wendling, HS Koehler, KC Zuftellato-
Ribas. 2015. Propagacao de erva-mate utilizando brotagdes
de anelamento e decepa em matrizes de duas idades. Cerne
21(4): 519-526. DOI: 10.1590/01047760201521041864

Stuepp CA, J Bitencourt, I Wendling, HS Koehler, KC Zuffella-
to-Ribas. 2016. Indugdo de brota¢des epicormicas por meio
de anelamento e decepa em erva-mate. Ciéncia Florestal
26(3): 1009-1022. DOI: 10.5902/1980509824230

Stuepp CA, I Wendling, A Xavier, KC Zuffellato-Ribas. 2018.
Vegetative propagation and application of clonal fores-
try in Brazilian native tree species. Pesquisa Agropecud-
ria Brasileira 53(9): 985-1002. DOI: 10.1590/s0100-
204x2018000900002

Taiz L, E Zeiger. 2013. Fisiologia Vegetal. Porto Alegre, Brasil,
918 p.

Warakagoda PS, S Subasinghe. 2013. In vitro propagation of Pte-
rocarpus santalinus L. (Red Sandalwood) through tissue
culture. Journal of the National Science Foundation of Sri
Lanka 41(1): 53- 63. DOIL: 10.4038/jnsfsr.v41i1.5325

Wendling I, GE Brondani, A Biassio, LF Dutra. 2013. Vegetati-
ve propagation of adult /lex paraguariensis trees through
epicormic shoots. Acta Scientiarum 35(1): 117-125. DOIL:
10.4025/actasciagron.v35i1.15958

Wendling I, LF Dutra, HA Hoffmann, G Bettio, F Hansel. 2009.
Indugdo de brotagdes epicormicas ortotropicas para a pro-
pagacdo vegetativa de arvores adultas de Araucaria angus-
tifolia. Agronomia Costarricense 33(2): 309-319.

Zahadat P, DC Hofstadler, T Schmickl. 2017. Vascular morpho-
genesis controller: a generative model for developing mor-
phology of artificial structures. Gecco 17(1): 15-19. DOI:
10.1145/3071178.3071247

Recibido: 28.04.21
Aceptado: 16.06.22

147


http://dx.doi.org/10.4236/ajps.2017.811197
http://dx.doi.org/10.4236/ajps.2017.811197
https://doi.org/10.1007/s11240-017-1228-1
https://doi.org/10.1007/s11240-017-1228-1
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1962.tb08052.x
https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1962.tb08052.x
https://doi.org/10.1590/01047760201824032584
https://doi.org/10.1590/01047760201824032584
http://dx.doi.org/10.1s446/acag.v67n1.61474
http://dx.doi.org/10.1590/01047760201723042452
https://doi.org/10.1590/S0100-204X2015000400003
https://doi.org/10.1139/cjps-2015-0331
https://doi.org/10.1139/cjps-2015-0331
https://doi.org/10.1016/j.pbi.2011.04.004
https://doi.org/10.1017/S0022149X17000979
https://doi.org/10.1017/S0022149X17000979
file:///C:\Users\usuario\Downloads\10.1590\01047760202026012709
http://dx.doi.org/10.1590/1519-6984.23714
https://doi.org/10.1590/01047760201521041864
https://doi.org/10.5902/1980509824230
https://doi.org/10.1590/s0100-204x2018000900002
https://doi.org/10.1590/s0100-204x2018000900002
http://dx.doi.org/10.4038/jnsfsr.v41i1.5325
https://doi.org/10.4025/actasciagron.v35i1.15958
http://dx.doi.org/10.1145/3071178.3071247




BOSQUE 43(2): 149-156, 2022  DOI: 10.4067/S0717-92002022000200149

Caracteristicas morfométricas del fruto y dasometria del avellano chileno (Gevuina avellana)
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SUMMARY

The Chilean hazelnut (Gevuina avellana) produces valuable timber and edible fruit in high demand. However, the development of the
crop is scarce in Chile, where the production is usually harvested from native forests. In plantations, quality arboriculture practices
are mainly aimed at increasing the value of timber, though their impact on fruiting is unknown. The objective of this work was to
evaluate the shape and size of trees in relation to fruit production, and fruit morphometry traits in relation to kernel yield in cultivated
trees. A 21-year-old plantation was evaluated, established with plants from two origins in the Araucania region, managed with quality
arboriculture techniques. Dasometric variables, production and morphometry of fruits and kernel yield in relation to the in-shell seed
were measured in 1,000 hazelnuts. Differences were found among origins for tree height though none for fruit morphometric variables.
On average, 20 kg of seeds were harvested per tree, with a kernel yield of 35 %, varying among seeds from 12 to 74 %. The trees with
the highest seed production had diameters over 18.2 cm and balanced shape (H / DBH ratio less than 0.413). The highest kernel yields
were obtained in lightweight in-shell seeds (less than 1.33 g) and with lengths under 18.5 mm. Gevuina avellana in managed plantations
far exceeds the seed production harvested in native forests, with higher kernel yield in smaller seeds.

Keywords: Chilean hazelnut, gevuin, native species plantation, fruit-forest management, fruiting.

RESUMEN

El avellano chileno (Gevuina avellana) produce madera y frutos comestibles, recolectandose la produccién principalmente desde
bosques nativos. Para determinar si el manejo mejora la productividad frutal, el presente trabajo evalud la forma y tamano de arboles,
la produccion de avellanas y su morfometria, y el rendimiento de semilla sin cascara en una plantacion de avellanos de 21 afios
provenientes de dos origenes de la Araucania, la cual es manejada con técnicas de arboricultura de calidad orientada a incrementar
el valor de la madera. Se midieron variables dasométricas, produccion y morfometria de frutos, y el rendimiento de pepa en relacion
al fruto con cascara en 1.000 avellanas. Se encontraron diferencias entre origenes para la altura de los arboles, pero no para la
morfometria del fruto. Se obtuvieron en promedio 20 kg de fruto por arbol, con un rendimiento en semilla sin céscara del 35 %,
variando entre avellanas del 12 % al 74 %. Los arboles mas productivos tenian diametros sobre 18,2 cm y forma equilibrada (relacion
H/DAP menor a 0,413). Los mayores rendimientos se obtuvieron en frutos con cascara de peso liviano (menores a 1,33 g) y con largos
bajo 18,5 mm. El avellano chileno en plantaciones manejadas supera ampliamente la produccion de avellanas recolectada en bosques,
con rendimientos de semilla sin cascara superiores en frutos de menor tamafio.

Palabras clave: avellana chilena, gevuin, plantacién de especie nativa, manejo fruto-forestal, fructificacion.

INTRODUCCION nut. Tiene un area de distribucion amplia, entre los 34
y 43 grados de Latitud Sur, desde el nivel del mar hasta

El avellano chileno (Gevuina avellana Mol.) es co- 700 m s.n.m. (Medel 2001), en zonas de clima templado
nocido localmente como gevuin, y en el extranjero como  mediterraneo en el norte y templado himedo o Iluvioso en
Chilean hazel, Chilean nut, Chilean wildnut y gevuina el sur de su distribucion, con precipitaciones anuales que
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varian entre 500 mm en el norte, y hasta 4.000 mm en el sur.
Se adapta a diferentes condiciones de luminosidad, pudien-
do comportarse como especie intolerante o semi tolerante a
la sombra, asocidndose en bosques nativos principalmente a
roble (Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst), rauli (Nothofagus
alpina (Poepp. et Endl.) Oerst) y coigiie (Nothofagus dom-
beyi (Mirb.) Oerst); raramente crece en formaciones puras.

La especie posee varios usos no madereros (frutal, me-
dicinal, ornamental, melifera) (Nahuelhual et al. 2008), y
madereros, siendo su madera de excelente calidad y gran
belleza, lo que la constituye en una alternativa productiva de
particular interés por la posibilidad de producir en forma si-
multanea fruta y madera (Loewe ef al. 2017). Su fruto es una
semilla comestible globosa o levemente ovalada, con apice
mas o menos protuberantes, de color verde, rojo o negro—
violaceo seglin el grado de madurez. Se consume principal-
mente tostado y salado como snack, y como harina. Su aceite
se exportd en pequefias cantidades los aflos 2016 y 2017, con
precios de hasta USD 20.647 por tonelada (INFOR 2020).
La cascara lefiosa rica en taninos puede emplearse como
combustible, con un poder calorifico entre 3.900 y 4.700
Kcal kg! segtin el contenido de humedad (INTEC 1982).

El ciclo de fructificacion de la especie dura dos afios (Do-
noso et al. 1993), ocurriendo la floracion cuando aun estan
madurando los frutos del afio anterior (desde enero a mayo).
En bosques nativos, la semilla del avellano esta compuesta
por un 65 % de cascara lefiosa, un 29 % de cotiledones, y
un 6 % de cuticula (INTEC 1982). Las semillas sin cascara
tienen un elevado valor energético, proteico, lipidico y de
carbohidratos. Entre los lipidos predominan los 4cidos gra-
sos insaturados (93 %), siendo el acido palmitoleico el mas
importante, poco comun en aceites vegetales, importante
para usos cosméticos. La avellana aporta siete de los ocho
aminoacidos esenciales, siendo el triptéfano la excepcion.
También posee cantidades significativas de tocotrienol (vi-
tamina E, 130 mg kg'), con propiedades anticoagulantes,
anticancerigenas y antiinflamatorias, y su aceite absorbe la
radiacion ultravioleta, actuando como filtro con un factor
de proteccion equivalente a 10 (Arriagada 2003). Se con-
sidera una fuente de compuestos que benefician la salud
(Pino-Ramos et al. 2019), lo que cobra importancia fren-
te al creciente interés por nuevos alimentos, sobre todo si
tienen un valor agregado para la salud (Halloy ef al. 1996).

La avellana chilena es un fruto seco de alto potencial
comercial, no solo en Chile, sino que también en otros
paises con caracteristicas similares, como Nueva Zelanda
(Holt y Murphy 2018), cuyo cultivo atn no se ha desarro-
llado, y que compite con otros frutos secos mas desarrolla-
dos productiva y comercialmente. Por ello, es deseable pa-
sar de la recoleccion del fruto silvestre en bosques nativos,
a la produccion en plantaciones o huertos que permitan
obtener fruta de calidad en un volumen elevado y constan-
te. Existen avances en relacion al mejoramiento genético
y manejo del cultivo, identificandose algunos cultivares y
clones aptos productiva y comercialmente en ciertas con-
diciones edafoclimaticas (Medel y Medel 2000).
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Actualmente existe un vacio legal que regule la reco-
leccion de avellanas, lo que ha permitido una extraccion
controlada del recurso (Alvarez et al. 2019), evidencian-
do la conveniencia de establecer huertos productivos que
contribuyan a disminuir la presion sobre el recurso nativo
y consolidar la oferta de avellanas. No obstante, en Chi-
le existen pocas plantaciones de avellano chileno, menos
aun con doble objetivo productivo, existiendo escasa in-
formacion productiva sobre las mismas. En ellas, el mane-
jo reportado para incrementar tanto el crecimiento como
la produccion frutal es practicamente inexistente (Medel
2001, Doll ef al. 2005), lo que evidencia la necesidad de
desarrollar conocimiento que permita mejorar la produc-
tividad de madera y fruta de la especie bajo cultivo. La ar-
boricultura de calidad busca producir, en periodos lo mas
breve posibles, madera con caracteristicas dimensionales,
estéticas y tecnologicas que permitan su colocacion en
segmentos altos del mercado. Se trabaja a nivel de arbol
individual debido a que el valor final depende de la cali-
dad de cada uno. Normalmente incluye técnicas intensi-
vas de establecimiento, que puede ser en plantacion pura
o mixta, como fertilizacién, podas y raleos. Este manejo
se ha aplicado en dos plantaciones de avellano chileno
(Loewe et al. 2017), con resultados interesantes en rela-
cién con su crecimiento.

Si bien las plantaciones también se hacen para obtener
madera, su objetivo principal es la produccion de avellanas.
Los programas de mejoramiento genético orientados al de-
sarrollo de nuevas variedades comerciales consideran la se-
leccidn por caracteristicas de importancia para el manejo y
la productividad, como el crecimiento vegetativo compacto
0 semi-compacto, y un elevado rendimiento de semilla sin
cascara. Dado que se ha reportado en nogal comun (Ju-
glans regia L.) una fuerte correlacion entre la forma de los
arboles y su produccion (Bayazit 2012), asi como entre las
caracteristicas de la nuez y de la semilla sin cascara (Kha-
divi-Khub y Ebrahimi 2015), el objetivo de este trabajo es
evaluar el impacto de la forma y tamaio del arbol sobre la
produccion de avellanas y de la morfometria del fruto en el
rendimiento de semilla sin cascara en un huerto con manejo
semi intensivo en condiciones de secano. Postulamos que
el manejo de la arboricultura en plantaciones especializa-
das puede inducir una forma de los arboles que favorezca
la productividad frutal, y que es factible identificar carac-
teristicas morfométricas del fruto que permitan seleccionar
variedades de elevado rendimiento en semilla sin céscara.

METODOS

Material y area de estudio. El afio 1998 en la comuna de
Villarrica, (UTM 18 H 752.078 m E, 5.642.671 m S), a
348 m s.n.m., se establecié un ensayo con 600 plantas de
avellano de dos origenes (Villarrica y Temuco), siguiendo
un disefio en bloques al azar con tres repeticiones y dos
parcelas de 64 arboles cada una por bloque, con un dis-
tanciamiento de 3 x 3 m entre arboles. Todas las parcelas



contaron perimetralmente con una hilera de borde. El sitio
del ensayo es caracterizado por una precipitacion anual
histoérica de 2.361 mm y una temperatura media anual de
11,1 °C; el suelo es un trumao tipico.

Las plantas de 1 afio de edad, una altura media de 53 cm
y diametro al cuello de 1,04 cm, se establecieron en agosto.
El sitio se prepar6 mediante casillas de 50 x 50 x 50 cm,
y la plantacion se realiz6 manualmente. Se manejé usando
criterios de arboricultura de calidad (Pelleri ez al. 2008) con
intensidad media, para producir una troza de madera de ca-
lidad al final de la rotacion y fruta anualmente. La arboricul-
tura incluy6 control de malezas (1, 2 y 3 afios de edad), ferti-
lizacion (acido fosforico 41,4 g planta™!, potasio 27 g planta’!
y boro 1,7 g planta’, en la plantacion y 1, 2 y 3 afios de
edad); podas de formacion (seleccion apical, y poda de ba-
lance en arboles inclinados a los 1, 3, 5 y 14 afios de edad);
podas de levante (6 y 7 afios), control de brotes basales (cada
afio) y raleo a los 17 afos, cuando se extrajo el 21 % de
los individuos y el 14 % del area basal. En la figura 1 se
pueden visualizar aspectos del arbol a los 21 afios de edad.

Evaluaciones. Para caracterizar la produccién, morfome-
tria y rendimiento del fruto del avellano chileno, se selec-
cionaron al azar tres a cuatro arboles desde cada bloque y
origen, totalizando 20 arboles. De cada arbol, se cosechd
manualmente toda la produccién de frutos (en el arbol y
caidos) en marzo del afio 2019. De la produccion de cada ar-
bol se selecciond una muestra aleatoria de 50 avellanas con
cascara, sobre las que se midieron las caracteristicas mor-
fométricas. Considerando la variabilidad del peso seco de
la avellana con céascara (caracteristica de mayor varianza),
este tamafio muestral se asocia con una potencia del 90 %
para detectar diferencias entre arboles.

Las avellanas cosechadas se mantuvieron a temperatu-
ra ambiente durante los primeros tres meses desde la cose-
cha, monitoreando la pérdida de humedad hasta obtener un
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peso constante. Estas 1.000 avellanas se pesaron y midieron
(diametro y largo), tanto con como sin céscara. La relacion
entre el diametro ecuatorial con céascara (DCC) y el largo
con cascara (LCC) se us6 como medida de la esfericidad del
fruto (Medel y Medel 2000). El rendimiento de semilla sin
cascara (RP) se determiné usando la siguiente ecuacion [1]:

RP (%) = (peso seco de la semilla sin cascara) / (1]
(peso seco de la semilla con cascara) x 100

Dos afios después del raleo, se realizé una medicion del
diametro a 1,3 m de altura (DAP) con huincha diamétrica,
y altura total (H) con hipsémetro, de cada arbol.

Andalisis estadisticos. Se realizd un ANOVA para evaluar
el efecto del origen sobre la morfometria del fruto, rendi-
miento de semilla sin cascara, DAP y H a los 19 afios (P
< 0,05). Se analiz6 la correlacion entre las variables medi-
das usando analisis de sendero (Johnson y Wichern 2007).
El analisis de sendero (path coefficient analysis) permite
descomponer las correlaciones entre dos variables (X e Y)
en una suma del efecto directo de X sobre Y, y los efectos
indirectos de X sobre Y via otras variables independientes
en un sistema de correlaciones, identificando posibles ex-
plicaciones causales de las correlaciones observadas entre
una variable respuesta (dependiente, en este estudio pro-
duccidn total por arbol y rendimiento de semilla sin cas-
cara) y una serie de variables predictoras (independientes,
en este estudio dasométricas y morfométricas). Se usaron
arboles de regresion (Breiman 2001) para identificar las
variables dasométricas que discriminan conjuntos de arbo-
les con diferencia estadisticamente significativa en la pro-
duccidn total de frutos, asi como variables morfométricas
que impactan el rendimiento de semilla sin cascara. Los
andlisis estadisticos se realizaron con el software InfoStat
y su interface con el software R.

Figura 1. Plantacion de avellano chileno a los 21 afios, Villarrica, region de La Araucania.

Chilean hazelnut plantation at age 21, Villarrica, Araucania region.
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RESULTADOS

La produccion media de frutos fue de 19,6 kg arbol’,
sin diferencias entre ambos origenes de plantas (cuadro 1).
Independientemente del origen, se observo una elevada
variabilidad de la produccion de frutos al momento de
cosecha entre arboles, con minimos de 3,8 y maximos de
55,9 kg arbol”!. Los frutos con cascara colectados y man-
tenidos a temperatura ambiente perdieron mas del 40 %
del contenido de humedad durante el primer mes después
de efectuada la cosecha.

No se observaron diferencias estadisticas entre origenes
(P >0,05) en ninguna de las variables morfométricas medi-
das, excepto en el peso de las avellanas sin cascara, con va-
lores inferiores en plantas del origen Villarrica. La semilla
cosechada midi6 en promedio 14,5 mm de didmetro, 18,4
mm de largo y peso 1,2 g, con 840 unidades por kilogramo.
Las avellanas sin céascara presentaron valores medios de
peso de 0,4 g, de diametro de 8,3 mm y largo de 10,1 mm,
siendo estadisticamente mas pesadas las del origen Temuco
(0,44 vs 0,38 g) (cuadro 1). El rendimiento medio de semilla
sin cascara en relacion al peso con céscara alcanzoé 34,5 %.

Se observaron diferencias significativas entre origenes
de plantas a los 19 afios de edad sdlo para la altura (H = 6,7
+ 0,5 para Temuco y 8,2 + 0,4 para Villarrica, P = 0,0194),
con un DAP medio = 18,1 + 0,8 cm, siendo el 95 % de los
arboles vigorosos.

El andlisis de sendero indicé que la produccion total
de avellanas por arbol presenta una correlacion positiva
con el DAP (R?= 0,46, P = 0,0415) y con la relaciéon H
/ DAP (R?*=-0,69, P < 0,001) (cuadro 2); y una correla-
cion negativa significativa entre el rendimiento de semilla
sin cascara y dos variables morfométricas de las avellanas
con cascara, peso (R?=-0,5376, P =0,0145) y largo (R*>=
-0,5971, P =0,0054) (cuadro 3).

El rendimiento de semilla sin cascara, como indicado,
fue afectado por el peso con céscara en forma directa y
negativa, y en forma indirecta por dos vias, positiva por
el didmetro con céscara y peso sin cascara, y negativa por
el largo con céscara y por la relacion H / DAP. El rendi-
miento de semilla sin cdscara también fue afectado por el
largo con cascara en forma directa y negativa, y en forma
indirecta por dos vias, positiva por el didmetro con cascara
y peso sin cascara, y negativa por el peso con cascara y
también por la relacion H / DAP (cuadro 3).

Las variables dasométricas que impactan la produc-
cion y las morfométricas que impactan el rendimiento de
semilla sin cascara, determinados mediante arboles de re-
gresion, fueron congruentes con el analisis de sendero. En
efecto, para arboles con DAP mayor y menor a 18,2 cm
se observaron valores promedio de produccioén total por
arbol significativamente diferentes (28,1 versus 12,7 kg
arbol™") (P = 0,0049) (figura 2A). De igual forma, para ar-
boles con relacion H / DAP mayor y menor a 0,413 los

Cuadro 1. Produccion de fruto, caracteristicas morfométricas de frutos y dasométricas de avellano chileno cosechados en plantacion

adulta establecida en Villarrica, Chile, con dos origenes de plantas.

Fruit production, fruit morphometry and dasometry of Gevuina avellana harvested in an adult plantation established in Villarrica, Chile,

with two plant origins.
Origen de las plantas
Variable Unidad Valor p Media
Temuco Villarrica
Produccion (PTOT) kg arbol! 21,3+4,7 a 17,943,7 a ns 19,6
Semilla con cascara
Peso (PCC) g 1,26+0,06 a 1,15+0,05 a ns 1,19
Diametro (DCC) mm 14,9+0,3 a 14,2+0,2 a ns 14,5
Largo (LCC) mm 18,6+0,3 a 18,4+0,3 a ns 18,4
Calibre namero kg 781 862 840
Semilla sin céscara
Peso (PSC) g 0,44+0,02 a 0,38+0,02 b HHE 0,40
Diametro (DSC) mm 8,5+0,2 a 8,1+0,2 a ns 8,3
Largo (LSC) mm 10,3+0,2 a 10,0+0,1 a ns 10,1
Rendimiento (RP) % 35,6£1,2a 33,5¢1,0a ns 34,5

PTOT: produccion total de la temporada de cada arbol estudiado; PCC: peso de avellana con cascara; DCC: diametro ecuatorial de avellana con
cascara; LCC: largo o diametro polar de avellana con cascara; PSC: peso de avellana sin cascara; DSC: diametro ecuatorial de avellana sin cascara;
LSC: largo o diametro polar de avellana sin cascara; RP: rendimiento de semilla sin cdscara en relacion a la semilla con céscara. Para cada variable,
valores medios con diferentes letras indican diferencias significativas entre origenes. Media + error estandar. *** = P < 0,001. ns: no significativo.
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valores promedio de produccion total fueron estadistica-
mente diferentes (12,1 versus 27,1 kg arbol ") (P =0,0061)
(figura 2B).

En relacion con el rendimiento de semilla sin cascara,
avellanas con peso mayor y menor a 1,33 g presentaron va-
lores significativamente diferentes (31,7 % versus 35,6 %)
(P <0,001) (figura 3A). Asimismo, las avellanas de lar-
g0 menor y mayor a 18,5 mm presentaron rendimientos
de semilla sin cascara estadisticamente diferentes (36,1 %
versus 32,9 %) (P <0,001) (figura 3B).

DISCUSION

En la plantacion estudiada se observo alta variabilidad
en la produccion entre arboles, hecho reportado también
en plantaciones por Donoso y Soto (1979) y en bosques
nativos por Donoso ef al. (1993) en la Region de los Rios,
y en bosques de la Region del Maule por Doll ez al. (2005).
Se observé abundante fructificacion a partir de la edad de
10 afos, en concordancia con el inicio temprano de la pro-
duccion frutal reportado por Donoso (1978).

Arriagada (2003) obtuvo una produccién media de
15,7 kg arbol™! con una densidad de 625 arboles ha'!, equi-
valente a 9,8 Mg ha''. En este estudio, la produccion media
de 19,6 kg arbol” con la densidad de 554 arboles ha' re-
presenta 10,7 Mg ha', mas de 20 veces superior a la pro-
duccioén media obtenida en bosques nativos dominados por
avellano (480 kg ha'!, Pognat 2001).

Cuadro 2. Variables dasométricas que inciden significativamente
en la produccion de frutos de arboles de G. avellana, segin
analisis de sendero.

Dasometric variables that significantly affect fruit production
of G. avellana trees, according to path analysis.

Efecto Via Coeficiente
DAP Directa 2,27
DAP PCC -0,01
DAP H -1,05
DAP H/DAP -0,72
DAP DCC/LCC -0,02
H/DAP Directa 1,26
H/DAP PCC -0,04
H/DAP H -0,62
H/DAP DAP -1,31
H/DAP DCC/LCC 0,02

DAP: diametro del arbol a 1,3 m; H: altura total del arbol; PCC: peso de
avellana con cascara; DCC: didmetro ecuatorial de avellana con céscara;
LCC: largo o diametro polar de avellana con céscara.
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El analisis de sendero indicé que la produccién por ar-
bol es afectada directa y positivamente por el DAP, lo que
ha sido reportado por varios autores en bosques, como
Doll et al. (2005) en la Region del Maule, y Donoso y
Soto (1979) en la Region de La Araucania. En efecto, los
individuos mas gruesos mostraron una produccion 2,2 ve-
ces superior (28,1 kg arbol ) que los mas delgados (12,7
kg arbol ). El analisis de sendero también indico que la
produccién por arbol es afectada directa y positivamente
por la relacion H / DAP, siendo la produccion mas del
doble en arboles gruesos y bajos, de forma esférica o glo-
bosa (H / DAP menor a 0,413) que aquellos alargados y
delgados.

La produccion de frutos también depende del tamafio
de la copa del arbol, determinada por el distanciamiento

Cuadro 3. Variables morfométricas de frutos de G. avellana
que inciden significativamente en el rendimiento de semilla sin
cascara, segun analisis de sendero.

Morphometry of G. avellana fruits that significantly affect
kernel yield, according to the path analysis.

Efecto Via Coeficiente
PCC Directa -0,8553
PCC DCC 0,7341
PCC LCC -0,8738
PCC DSC -0,0026
PCC LSC -0,0083
PCC DCC/LCC -0,1966
PCC PTOT 0,0194
PCC H/DAP -0,0398
PCC PSC 0,6852
LCC Directa -1,0974
LCC PCC -0,6810
LCC DCC 0,4744
LCC DSC -0,0010
LCC LSC -0,0088
LCC DCC/LCC 0,3088
LCC PTOT 0,0100
LCC H/DAP -0,0146
LCC PSC 0,4125

PCC: peso de avellana con céscara; LCC: largo o diametro polar de
avellana con cascara; DCC: diametro ecuatorial de avellana con céscara;
PSC: peso de avellana sin cascara; DSC: diametro ecuatorial de avellana
sin cascara; LSC: largo o diametro polar de avellana sin céscara; PTOT:
produccion total de la temporada de cada arbol estudiado; DAP: diametro
del arbol a 1,3 m; H: altura total del arbol.
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entre arboles. Medel y Medel (2000) indican que un dis-
tanciamiento de 4 x 6 m incrementa significativamente
la produccién de avellanas, y que altas densidades como
las usadas en plantaciones para producir madera (2 x 2 m,
2.500 arboles ha') reducen la produccion frutal. Para la
produccién combinada de madera y avellanas se us6 un
distanciamiento inicial de 3 x 3 m (1.111 arboles ha),
usada frecuentemente en plantaciones forestales. Poste-
riormente, mediante un raleo la densidad media se redujo
a 554 arboles ha!, obteniéndose una produccion equiva-
lente a la reportada por Medel (2001) con plantaciones a
baja densidad (6 x 6 m, 278 arboles ha'), que dichos auto-
res proponen para incentivar la produccion frutal a edades

Produccion total (kg)
?

<=18,2 >18,2
DAP (cm)

tempranas. En relacion con la productividad en funcion de
la superficie de la copa, Doll ef al. (2005) reportaron ma-
yor produccién de avellanas en arboles de copa grande, lo
que se explicaria por una mayor intercepcion de radiacion
solar. Por ello, el cultivo combinado de fruta y madera en
condiciones de semi sombra resultaria restrictivo para la
fructificacion.

La avellana cosechada presentdé un tamaiio relativa-
mente pequeio, ya que el nimero de frutos por kilo alcan-
zado fue superior al reportado por Medel y Medel (2000)
y Medel (2001) en Valdivia, y por Donoso (1978) en la
Regién de la Araucania. Si bien existen trabajos que ca-
racterizan los frutos del avellano (Doll ez al. 2005, Medel

Produccion total (kg)
2
[ g

<=0,413 >0,413

H(m) / DAP(cm)

Figura 2. Variables dasométricas que afectan la produccion total de avellanas por arbol. Cada umbral fue detectado mediante el
algoritmo de arbol de regresion (Breiman 2001) usando datos de los 20 arboles cosechados sin el condicionamiento de otras variables.
Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05).

Dasometric variables affecting the total seed production per tree. Each threshold was detected using the regression tree algorithm (Breiman 2001)
using data from the 20 trees harvested without the conditioning of other variables. Different letters indicate statistically significant differences (P < 0.05).
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Figura 3. Variables morfométricas del fruto que afectan el rendimiento de semilla sin cascara. Cada umbral fue detectado mediante el
algoritmo de arbol de regresion (Breiman 2001) usando datos de los 20 arboles cosechados sin el condicionamiento de otras variables.
Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,001).

Fruit morphometric variables affecting kernel yield. Each threshold was detected using the regression tree algorithm (Breiman 2001) using
data from the 20 trees harvested without the conditioning of other variables. Different letters indicate statistically significant differences (P < 0.001).
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y Medel 2000, Medel 2001, Arriagada 2003), ninguno de
ellos relaciona el impacto de la morfometria sobre el rendi-
miento de semilla sin cascara. En este trabajo observamos
una correlacion negativa entre dicho rendimiento y el peso
y el largo de las avellanas con céscara - el aumento de am-
bas variables no se traduce en un aumento del contenido
de semilla pelada sino que de la cascara -, las avellanas
con cascara mas pesadas (peso mayor a 1,3 g) y largas
(mayores a 18,5 mm) presentaron rendimientos inferiores
a 32 %. Consecuentemente, estas variables debieran ser
consideradas en la seleccion de variedades / clones para
optimizar la produccioén en huertos.

A base de los resultados obtenidos, se acepta la hipo-
tesis planteada, relevandose la importancia de estos carac-
teres en el rendimiento de semilla sin céascara, lo que lleva
a proponer que futuras lineas de investigacion genética
orientada a incrementarlo realicen seleccion inversa de
frutos grandes, pesados y con apices protuberantes, y que
el manejo aplicado se oriente a la formaciéon de arboles
equilibrados. Adicionalmente, dado que el riego es esen-
cial para la mayoria de los frutales cultivados (Xyloyannis
2014), recomendamos establecer ensayos que incluyan
esta técnica para evaluar su efecto en la produccion de
avellanas en el corto, mediano y largo plazo.

Finalmente, dado que esta evaluacion se realizo6 solo en
un ano, y que se ha reportado la incidencia del clima para
una abundante fructificacion (Murua y Gonzalez 1985),
es necesaria la cuantificacion de la produccién en forma
periddica para evaluar la variabilidad interanual de la pro-
duccidn, incorporando su relacion con variables climaticas
e intervenciones culturales, ya que, en general, las planta-
ciones existentes no se podan ni fertilizan, aun cuando el
manejo agronémico intensivo las incluye, con potenciales
ventajas productivas también en esta especie.

CONCLUSIONES

El avellano chileno en plantaciones manejadas me-
diante arboricultura de calidad supera ampliamente la
produccién de frutos recolectada en bosques. Dado que
el DAP y la relacion H / DAP son buenos indicadores de
la produccion de avellanas por arbol, se confirma que el
manejo de la arboricultura en plantaciones especializadas
permite inducir una forma de los arboles que favorece la
productividad frutal. Asimismo, las caracteristicas morfo-
meétricas del fruto permitirian seleccionar variedades de
elevado rendimiento en semilla sin céscara, ya que avella-
nas mas pesadas y largas presentan un menor rendimiento
de semilla sin céscara, siendo la forma del fruto marcada-
mente apiculada un caracter indeseable.
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SUMMARY

Land use/land cover (LULC) change has been one of the main drivers of landscape changes in the Mediterranean region where there
has been an increase in the forested lands. LULC change in the region has not only changed forest stand structure and composition but
also resulted in increase in the available combustible fuels. There have been few studies on fuel accumulation in relation to LULC,
however, no study explaining quantitatively the relationship between LULC change and canopy fuel load in the Mediterranean region.
The objective of this study is to evaluate the effects of LULC changes on overall crown fire hazard through examining stand structure,
composition, and canopy fuel loads in Eastern Mediterranean forests for 35 years. Forest stand type maps generated from the stereo
interpretation of aerial photographs and field survey data were used for the analyses. The results of the study showed significant changes
in LULC during the period of 1977-2012. There was a 16.6 % decrease in agricultural areas, 144.5 % increase in settlement areas
and 6.8 % increase in pine forests. As for the structural and compositional changes in forested lands, open pine stands that included
Mediterranean shrub communities decreased (77.2 %); nonetheless, closed pure pine stands increased (49.9 %), resulting in an increase
in the total canopy fuel load in pine stands (86.4 %). Results indicated that landscapes tended to become more homogeneous, fully closed
pine stands, resulting in an increase in the continuity and the buildup of fuels available for combustion.

Keywords: forest fires, agricultural abandonment, landscape changes, canopy fuel load, fire management.

RESUMEN

El cambio en el uso del suelo/cobertura del suelo (LULC) ha sido uno de los principales impulsores de los cambios en el paisaje en
la region mediterranea, donde ha habido un aumento de las tierras forestales. El cambio de LULC en la region no solo ha cambiado
la estructura y composicion de los rodales forestales, sino que también ha resultado en un aumento de los combustibles disponibles.
Ha habido pocos estudios sobre la acumulacion de combustible en relacion con LULC, sin embargo, ninglin estudio explica
cuantitativamente la relacion entre el cambio de LULC y la carga de combustible del dosel en la region mediterranea. El objetivo
de este estudio es evaluar los efectos de los cambios de LULC en el riesgo general de incendios de copas mediante el examen de la
estructura, la composicion y las cargas de combustible del dosel de los rodales en los bosques del Mediterraneo oriental durante 35 afios.
Para los analisis se utilizaron mapas de tipos de masas forestales generados a partir de la interpretacion estereoscopica de fotografias
acreas y datos de estudios de campo. Los resultados del estudio mostraron cambios significativos en LULC durante el periodo 1977-
2012. Hubo una disminucion del 16,6 % en las areas agricolas, un aumento del 144,5 % en las areas de asentamiento y un aumento
del 6,8 % en los bosques de pino. En cuanto a los cambios estructurales y composicionales de los terrenos forestales, disminuyeron
los rodales abiertos de pino que incluian comunidades de matorral mediterraneo (77,2 %), pero aumentaron los rodales cerrados
de pino puro (49,9 %), lo que se tradujo en un aumento de la carga total de combustible del dosel en los rodales de pino (86,4 %).
Los resultados indicaron que los paisajes tendian a volverse mas homogéneos, pinares completamente cerrados, lo que resultd en un
aumento en la continuidad y la acumulacion de combustibles disponibles para la combustion.

Palabras clave: incendios forestales, abandono agricola, cambios en el paisaje, carga de combustible del dosel, manejo de incendios.

INTRODUCTION

Land use/land cover (LULC) change is one of the main
drivers of global change and has many effects on landscape
structure in the Mediterranean Region (Viedma et al. 2006).
The decrease in firewood demand and grazing, and an increa-

se in land abandonment have changed LULC patterns (Mo-
reira et al. 2011, Pérez et al. 2003), significantly affecting the
structure and composition of forested lands (Falcucci et al.
2007). Stand structure and composition have also been affec-
ted by large scale afforestation efforts using pine species (Mo-
reno et al. 1998, Pausas et al. 2004) and transformation of
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some open pine/broadleaved mixed stands into more closed,
productive pure pine stands through management activities in
the region. As a result, landscapes tended to become more ho-
mogeneous (Pérez et al. 2003, Viedma et al. 2006) with large
continuous patches of even aged and fully closed pine stands,
thus resulting in an increase in the buildup of fuels available
for combustion (Moreira et al. 2001, Moreno et al. 1998).
This exacerbates the problem of forest fires and extreme fire
behavior over large areas in the Mediterranean Region.

Mediterranean forests have always been subjected to fo-
rest fires, and fires are the most important disturbance agents
in forested lands. Changes in stand structure, composition
and canopy fuel load directly affect fire hazard (Mitsopou-
los and Dimitrakopoulos 2007), fire behavior and vulnera-
bility of stands to intense and severe crown fires (Cruz et al.
2003). However, little information exists on the relationship
between LULC change and canopy fuel loads in pine stands
in the Mediterranean Region.

Many studies have analyzed LULC changes in diffe-
rent parts of the Mediterranean Region for different time
periods (Ales ef al. 1992, Debussche et al. 1999, Falcucci
et al. 2007). Studies have clearly indicated a dependen-
cy of biodiversity (Falcucci ef al. 2007), soil conservation
and forest fire hazard and occurrence (Viedma et al. 2006)
on LULC change. There have been few studies on fuel ac-
cumulation regarding land use/land cover change (Moreira
et al. 2001), and no study explaining quantitatively the re-
lationship between LULC change and canopy fuel load in
the Mediterranean Region.

The objective of this study is to evaluate the effects
of LULC changes on overall crown fire hazard through
examining stand structure, composition, and canopy fuel
loads in Eastern Mediterranean forests for 35 years. The
hypothesis of this study is: LULC has no major effect on
the flammability of the stands in the Eastern Mediterra-
nean Region. The results obtained from this study may be
invaluable in the understanding of the dynamics of Me-
diterranean forest lands and developing genuine manage-
ment strategies to reduce crown fire hazard in the future.

METHODS

Study site. The study site is located at Karabortlen State
Forest Enterprise in Mugla, southwestern Turkey. The site
is located at 37° 01’ 32" N, 28° 25’ 16” E and at sea level
with an average slope of 5 - 10° (figure 1). The site is cha-
racterized by typical Mediterranean climate with long hot
summers and mild short winters. Mean annual temperature
is 15.1 °C and annual rainfall on the site is 1,214.8 mm
with precipitation being mainly from December to May.
The fire season in Mugla Region generally lasts from late
May until mid-September. Turkish red pine (Pinus brutia
Ten.) stands dominate the forest canopy throughout the
study area. Also included in the canopy is Stone pine (Pi-
nus pinea L.) accompanied by such broadleaved species as
Liquidambar orientalis L. and Eucalyptus camaldulensis
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Dehn. Common understory woody species are Quercus
coccifera L., Pistacia terebinthus L., Laurus nobilis L.,
Arbutus andrachne L., Myrtus communis L. and Cistus
spp- Soil type is brown forest soil.

The land area of the study site is 14,640 ha of which
nearly 60 % is covered by Turkish red-pine dominated
stands. Turkish red pine is the most widely distributed fo-
rest conifer species in fire prone areas in Turkey. Most fires
occur in pure or mixed Turkish red pine stands. The study
site is near the Gulf of Gokova (figure 1), a major destina-
tion for summer tourism in the summer. The human po-
pulation peaks in the area during summer months (May to
September) contribute to human caused fires. Almost all
fires originate from human activities, resulting in a 1 %
area burn on average in the study area. There are 14 settle-
ments located within the borders of the study area with a local
population of 6,966 according to population census in 2007.

Data acquisition and processing. Geographic informa-
tion system (GIS) and remote sensing technologies were
used to acquire, build, and manage spatial database for
the study area. The stand type maps of the study area were
used to assess spatiotemporal land use/land cover, stand
structure and crown fuel load changes. Stand type maps
were obtained from forest management plans of Karabort-
len State Forest Enterprise. The stand type maps, used as
ground data, were originally generated from both the ste-
reo interpretation of aerial photographs with an average
1:25,000 scale and ground measurements with 300 x300
m sampling points for 1977, 1990, 2000 and 2012. This
intensive data gathering process was part of forest inven-
tory conducted by the Turkish Forest Service.

Coarse level stand structure and fuel load classifica-
tion approach was used in the study area. The coarse le-
vel approach refers to a broad classification of vegetation
covers in relation to major land use types such as agri-
cultural and settlement areas and stand types described
by species composition, development stages and canopy
closure. The stand volume (m?*), number of trees and stand
volume increment (m?®) were acquired from forest inven-
tory data for the years 1977, 1990, 2000 and 2012.

Stand type maps were first scanned and later geore-
ferenced using 1:25,000 scaled topographical maps with
UTM projection (ED50 UTM Zone 35 N Datum) using
first order nearest neighbor rules with a maximum root
mean square (RMS) error under 10 m in a GIS software
(ArcGIS 10.2). Rectified forest stand type maps were di-
gitized with a 1:3,000 to 1:5,000 screen view scale. Af-
terwards, associated attribute data were entered into the
computer to create a spatial database for the study area.

Classification of land use/land cover, stand structure and
composition. The landscape was divided into four ma-
jor land use categories (Gregorio and Jansen 2000) to
monitor LULC change for the study period. Categories
included: 7) forest, ii) agricultural areas, iii) settlements
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Figure 1. Geographic location of the study site near the Mediterranean Sea (Mugla, Turkey).

Ubicacion geografica del sitio de estudio cerca del mar Mediterraneo (Mugla, Turquia).

and iv) open areas (some swamp areas, dune fields and
other non-forested areas). The stand structure was clas-
sified according to the canopy closure of the stands.
Stands with canopy closure under 10 % were classified
as “Open stands” and the rest as “Closed stands” (fi-
gure 2A, B). The open stands were mainly covered by
Turkish red pine (Pinus brutia Ten.) with Mediterra-
nean shrub plant communities (i.e. Quercus coccifera
L., Pistacia terebinthus L., Arbutus andrachne L., Myr-
tus communis L., Cistus spp.) in the understory (figu-
re 2A). The stand composition was classified into two
major groups; i) pine stands dominated by Pinus brutia
Ten. and ii) eucalyptus stands Eucalyptus camaldulensis
Dehn.) and iii) broadleaved (Liquidambar orientalis L.)
and mixed stands (figure 2C, D, E).

Quantitative stand characteristics such as the number
of trees (trees ha'), stand volume (m?®ha') and stand vo-
lume increment (m*ha') were analyzed only in the closed
(productive) pine stands with an average diameter at breast
height (DBH) larger than 8 cm, as the inventory data were
only available for these stands. The quantitative stand cha-
racteristics of some eucalyptus, broadleaved and mixed
stands, for which no or little inventory data were available,
were not considered. To monitor temporal changes in the
quantitative stand characteristics, pine stands were classi-
fied into three groups regarding developmental stages as;
i) young (DBH = 8 - 19.9 cm), if) mature (DBH =20 -35.9
cm) and i7) over mature (DBH > 36 cm).

Evaluation and prediction of canopy fuel load. Within the
present study, the term ‘crown’ is used to describe aerial
fuels at tree level and ‘canopy’ at stand level in line with
literature (Cruz et al. 2003). The canopy fuel load in pine
stands was classified according to the standard fuel size
classes (Scott and Reinhardt 2002). Total canopy fuel load

(CFL, kg m) means the oven-dry mass of the canopy fuels
(needles, branches < 0.3 cm (very fine branch), 0.3 - 0.6 cm
(fine branch), 0.6 - 1 cm (medium branch) and 1 - 2.5 cm
(thick branch) in diameter) per unit ground area (figure 3).
However, it is known that only the fine fuels involving
needles and fine branches smaller than 0.6 cm in diameter
are considered available canopy fuel (Fernandez-Alonso
et al. 2013, Mitsopoulos and Dimitrakopoulos 2007) con-
sumed in a crown fire (Scott and Reinhardt 2002, Stocks
et al. 2004). Canopy fuels were assessed in pine stands as
available and total CFL in this study.

There are some models available in literature for the
estimation of crown fuel load for Turkish red pine using
tree (Gungoroglu et al. 2018, Kucuk and Bilgili 2008,
Kucuk et al. 2008) and stand characteristics. The models
developed by Gungoroglu et al. (2018) were used to pre-
dict crown fuel load of Turkish red pine. Limitations of
the inventory data allowed the use of Gungoroglu et al.
(2018) models only. Crown fuel loads (kg) were determi-
ned on a tree basis using mean diameter at breast height at
1.30 m (DBH). Available and total CFL for the stand were
calculated using stand density (trees ha'). The calculated
CFL (kg) were then converted into kg m™ with the area
(m?) of each stand. The CFL calculations were made only
for the pine stands with an average DBH larger than 8 cm,
as there is no inventory data available for younger stands
in the management plans.

RESULTS

The change in LULC, stand structure and composition bet-
ween 1977 and 2012. The landscape was dominated by
forest (56.7 - 60.6 %), followed by agricultural land (34.2
- 41.1 %), settlement (1.2 - 2.9 %) and open areas (1.0 -
2.2 %) (table 1, figure 4A). Results indicated an increase
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in forest, settlement, and open areas in the study area bet-
ween 1977 and 2012 (figure 4A, table 1). Increases were
6.8 % (567.7 ha), 144.5 % (255.1), 117.8 % (174.7 ha) in
forest, settlement, and open areas, respectively. However,
there was a 16.6 % (997.5 ha) decrease in agricultural land
area between 1977 and 2012 (figure 4A, 5A). There was
a gradual increase in human population in the study area

from 5,194 to 6,966 during the study period. The mean
population of the study area was 6,022 with a 34.1 % in-
crease (table 1).

Results indicated a 49.9 % increase in the closed and
a 77.2 % decrease in open stands between 1977 and 2012
(figure 4B, 5B, table 1 and 2). Most increases in the closed
stands were accounted for by the decrease in open stands

Stand Structure

Open stands

Pine stands

Eucalyptus stands .

Broadleaved & Mixed stands

Stand Composition

Figure 2. Classification of stand structure (A, B) and composition (C, D, E) in the study area.
Clasificacion de la estructura del stand (A, B) y composicion (C, D, E) del area de estudio.

Branch Size
Classes

Very fine
(<0.3 cm)

Fine
(0.3-0.6cm)

. Medium
(0.6-1.0cm)

Figure 3. Classification of crown fuel load of Turkish red pine according to the standard fuel size classes.

Clasificacion de la carga de combustible de corona de pino rojo de Turquia segln las clases de tamafio de combustible estandar.
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(2,080.7 ha), followed by agricultural land area (933,1
ha) between 1977 and 2012 (table 2, figure 4B and 5B).
There was a decrease in agricultural land area., Decreases
in these lands were accounted for by the increase in sett-
lement areas (335,3 ha) between 1977 and 2012 (table 2,
figure 4A).

The stands were dominated by pine (Pinus brutia Ten.)
(52.8 - 55.3 %), eucalyptus (Eucalyptus camaldulensis
Dehn.) (2.1 - 2.6 %) and broadleaved and pine - broad-
leaved mixed stands (B&M) (1.3 — 3.3 %) from 1977 to
2012. Results indicated an increase in both pure pine and
broadleaved-mixed stands, and the decrease in eucalyptus
stands (figure 4C, 5C and table 1). The total area of pine
stands increased by 4.7 % (365.7 ha), broadleaved-mixed
stands by 148.3 % (284.2 ha) and the total area of eucalyp-
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tus stands decreased by 21.4 % (82.2 ha) between 1977
and 2012 (table 1, figure 5C).

The change in stand characteristics between 1977 and
2012. Results indicated significant changes in stand cha-
racteristics throughout the study period. The number of
trees (trees ha') increased by 141.8 % (244) from 1977 to
2012 (figure 5D). The increase in the number of trees per
hectare was more pronounced in young stands (1,513.1 %
(194)) as compared to mature stands (58.2 % (66)). Howe-
ver, there was a decrease of 35.6 % (16) in over mature
stands.

Similar trends were observed in stand volume and vo-
lume increment (figure 5D, F). The increase in stand vo-
lume was 1086.8 % (22.5 m® ha') in young, and 64.9 %

Table 1. Evolution of LULC, stand structure, composition, and human population in the study area from 1977 to 2012.

Evolucion de LULC, estructura del rodal, composicion y poblacion humana en el area de estudio de 1977 a 2012.

LoLc 1977 1990 2000 2012 (19217“%“2%512)
ha % ha % ha % ha % ha %
Forest 83050 567 84972 580  8907.5 608 88727 60.6 5677 68
Agriculture 60102 411 55607 380 52252 357 50127 342 9975 -16.6
Settlement 1765 12 2561 17 2984 20 5316 29 2551 1445
Open Areas 1483 1.0 3259 22 2089 14 329 22 1747 1178
Total 14640 100 14,640 100 14,640 100 14,640 100 0
Year 1977 1990 2000 2012 ( 19(73;‘%“2‘5512)
Structure ha % ha % ha % ha % ha %
Closed stands 54903 375 67782 463  7.057.8 482 82313 562 27409 499
Open stands 28147 192 17190 117 18497 126 6415 44 21732 772
Other 63350 433 61428 420 57325 392 57673 394 5677 9.0
Total 14640 100 14640 100 14640 100 14640 100 0
Year 1977 1990 2000 2012 a 9%1%“2%12)
Composition ha % ha % ha % ha % ha %
Pine 77285 528 79598 544 78215 534 80942 553 3657 47
Eucalyptus Stands 3849 26 3272 22 3125 21 3027 21 822 214
B&M Stands' 1916 13 2103 14 7735 53 4759 33 2842 1483
Non-Forest 63350 433 61428 420 57325 392 57673 394 5677 9.0
Total 14640 100 14640 100 14640 100 14,640 100 0
e 1977 1990 2000 2012 (19%‘%“2‘%512)
No. PD’ No. PD No. PD No. PD No. PD
Population 5194 355 5600 383 6330 432 6966 476 1772 341

!B&M = Broadleaved and Pine - Broadleaved mixed stands. *The percent values indicate area distribution in each year in the study area. >PD = Population

density (inhabitants km™).
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(27.7 m* ha') in mature stands. However, there was an
18.5 % (7.3 m? ha!) decrease in over mature stands. Total
change in stand volume was 42.9 m* ha' (50.9 %) between
1977 and 2012 (figure 5E). The trend in stand volume in-
crement was similar to that of stand volume. There was an

increase in both young 1,171.1 % (1.16 m® ha!) and mature
stands 81.5 % (1.09 m® ha!'). However, there was a 6.0 %
(0.05 m® ha') decrease in over mature stands. Total chan-
ge in stand volume increment was 2.21 m® ha! (100.5 %)
between 1977 and 2012 (figure 5F).

Table 2. Transition matrix of land use/land cover change in the study area from 1977 to 2012.

Matriz de transicion de cambio de uso de suelo/cobertura de suelo en el area de estudio de 1977 a 2012.

2012 Change
band Cover o o0 ow oo o
Closed Stands (DS) 5,142.7 107.7 147.8 15.5 76.6 5,490.3 49.9
Open Stands (OS) 2,080.7 467.2 223.9 15.2 27.7 2,814.7 -77.2
1977 Agriculture (A) 933.1 657 45442 335.3 131.8 6,010.2 -16.6
Settlement (S) 19.7 0.9 91.0 64.8 0.0 176.5 144.6
Open Areas (O) 55.0 0.0 5.8 0.7 86.7 148.3 117.8
Total (ha) 8,231.3 641.5 5,012.7 431.6 3229 14,640.0 0.0
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Figure 4. Spatial distribution and transition maps of land use/land cover (A), stand structure (B) and composition (C) of Karabortlen

State Forest Enterprise in 1977, 1990, 2000 and 2012.

Mapas de distribucion espacial y transicion del uso de la tierra / cobertura del suelo (A), estructura (B) y composicion (C) del rodal de

Karabortlen State Forest Enterprise en 1977, 1990, 2000 y 2012.
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The change in canopy fuel load between 1977 and 2012.
Results indicated an increase in the canopy fuel load
(CFL) in pine stands between 1977 and 2012 (figure 6).
While the increase was more pronounced between 1977
and 2000, the rate of increase in the available and total
CFL (kg m?) diminished after 2000 (figure 6A). The in-
crease in the available CFL (needle and branches < 0.6 cm)
was 90.8 % (0.27 kg m?) and the total CFL was 86.4 %
(0.51 kg m?) between 1977 and 2012 (figure 6A). There
was also an increase in total available CFL and total CFL
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(tons) (figure 6B). Increases were 177.3 % (24,738.5 tons)
in available CFL and 171.0 % (46,438.5 tons) in total CFL
from 1977 to 2012 (figure 6B).

DISCUSSION

Change in Land use/land cover. Results showed a gradual
increase in forest, settlement, and open areas from 1977 to
2012 in the study area. However, there was a 16.6 % de-
crease in agricultural land area from 1977 to 2012 (table 1,
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Figure 5. State of land use/land cover (A), stand structure (B), stand composition (C) and stand characteristics: number of trees (trees ha™)
(D), stand volume (m? ha!) (E), and stand volume increment (m* ha™') (F) in pine stands (DBH > 8 cm) in 1977, 1990, 2000 and 2012.

Estado del uso del suelo / cobertura del suelo (A), estructura del rodal (B), composicion del rodal (C) y caracteristicas del rodal: nimero de
arboles (arboles ha') (D), volumen del rodal (m*® ha™') (E), e incremento de volumen del rodal (m? ha) (F) en rodales de pino (DAP > 8 cm) en 1977,

1990, 2000 y 2012.
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figure 5A). Similar findings were reported in the case stu-
dies from the Mediterranean Region (Ales et al. 1992, Mo-
reira et al. 2001). The decline was reported as 29 % from
1958 to 1995 and the possible reasons of decline were at-
tributed to the land abandonment and depopulation of rural
areas. The decline in the population and in the number of
farmers in the case area was accompanied by a sharp re-
duction in the farming activities (Moreira et al. 2001).

The decline in agricultural lands is correlated with the
increased job opportunities brought about by tourism in
the study area. The site is near the Gulf of Gokova which
is famous for its nature, beaches, and bays (figure 1). The
population of the region has significantly increased since
the 70s. The population increase was 34.1 % in the study
area from 1977 to 2012 (table 1). Moreover, parallel to the
population increase, settlement areas also increased in the
zone by 144.5 % from 1977 to 2012 (table 1). The transi-
tion matrix showed that most of the increase in settlement
areas was accounted for the decrease in agricultural land
area (335.3 ha) between 1977 and 2012 (table 2). The in-
crease in the spatial distribution of settlement areas was
more pronounced after 2000 (figure 4A).

There was a 6.8 % increase in forest areas from 1977
to 2012 in the study area (table 1). Similar results were
reported in the Mediterranean Region (Debussche et al.
1999), with up to 74 % increases in forest cover in some
areas (Falcucci et al. 2007). The increase in forested lands
could be attributed to the abandonment of agricultural
areas and a reduction in farming activities in the study
area (table 2). Inhabitants, particularly young generations,
prefer working at touristic places rather than considering
traditional sources of incomes such as grazing, wood har-
vesting and farming. This results in the abandonment of
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agricultural lands which in turn reduces social pressure
on forestlands.

The increase in the settlement areas accompanied by a
population growth near forestlands and the expansion of
forest areas may increase forest fire risk and hazard (Morei-
ra et al. 2011). Fires are strongly related to human activity
in the Mediterranean Region (Chergui et al. 2018). In Tur-
key, nearly 90 % of forest fires are caused by human acti-
vities. The trend in the land use/land cover change pattern
may contribute to the increase in fire problem in this region.

Recent observations made in the study area clearly in-
dicated a population influx into the region as a result of
the COVID-19 pandemic in 2020. People prefer living
in a separate house preferably far from city centers and
apartment complexes. This may further exacerbate fire
problem. The trend may help to understand possible in-
creases in forest fire occurrences, particularly in wildland/
urban interface, in the future.

Change in stand structure, composition, and characteris-
tics. The forest areas in the study area are dominated by
pine (Pinus brutia Ten.) (52.8 - 55.3 %), eucalyptus stands
(2.1 - 2.6 %) and broadleaved and pine - broadleaved mi-
xed stands (B&M) (1.3 — 3.3 %) (table 1). All stand types,
except eucalyptus stands, increased in area during the stu-
dy period (table 1, figure 4C, 5C). The increase percen-
tages in pine and B&M were 4.7 and 148.3, respectively.
The forest management plans indicated that the increase in
broadleaved stands resulted from plantations of broadlea-
ved species for essential oil production. Some areas were
also acquired through draining some swamp areas and
planting for pulp production. New Turkish sweetgum (Li-
quidambar orientalis L.) stands were established to increa-
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Figure 6. Changes in crown fuel load of pine stands over the study period (1977, 1990, 2000 and 2012). The dashed lines indicate
available crown and total crown fuel load (kg m?) and solid lines indicate available and total crown fuel load of pine stands (tons).

Cambios en la carga de combustible de la copa de los rodales de pino durante el periodo de estudio (1977, 1990, 2000 y 2012). Las lineas
discontinuas indican la corona disponible y la carga total de combustible de la corona (kg m?) y las lineas continuas indican la carga de combustible

disponible y la corona total de los rodales de pino (toneladas).
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se essential oil (crude levant storax) production in the stu-
dy area particularly in the 70 - 80s. In addition, Eucalyptus
camaldulenis Dehn. was used in afforestation activities to
drain some swamp areas and maximize wood pulp produc-
tion. Results indicated that there was a gradual decrease
in the land area of eucalyptus stands (figure 5C, table 1).
This may be a positive contribution to the decrease of the
flammability of the stands in the study area. As eucalyp-
tus is an extremely flammable species (Dimitrakopoulos
and Papaioannou 2001) containing excessive amounts of
essential oils. Although Fucalyptus camaldulensis Dehn.
may be a preferred plantation species for timber, it should
be kept in mind that it may significantly contribute to the
flammability of the stands in the study area.

Results showed a 49.9 % increase in closed and 77.2 %
decrease in open stands between 1977 and 2012 (Table 1, 2).
The open stands were mainly composed of Turkish red pine
(Pinus brutia Ten.) with Mediterranean shrub plant com-
munities (Maquis) (i.e. Quercus coccifera L., Pistacia te-
rebinthus L., Arbutus andrachne L., Myrtus communis L.,
Cistus spp.) in the understory. The possible reasons of decli-
ne in open stands could be ascribed to the land use/land co-
ver (LULC) and socioeconomic changes in the study area:

i) The availability of alternative energy sources (i.e.
natural gas) decreased the demand for fuelwood tradi-
tionally acquired from the forested lands.

ii) The decline in grazing might have contributed to the
reduction in open (degraded) stands. Overgrazing was
one of the main causes of forest degradation in the 70 -
80s in the Eastern Mediterranean Region (Arianoutsou
1985). However, subsequent reduction in grazing pro-
bably resulted in less pressure on pine forests in the
study area.

iii) Afforestation / reforestation efforts may have contri-
buted to the reduction in open stands. Open stands have a
priority for afforestation/rehabilitation activities in Tur-
kish forestry practices (GDF 2008) in managed forests.
Therefore, the open stands were subjected to rehabili-
tation programs using Turkish red pine with an overall
increase in stand density and productivity in the region.
The increase in stand productivity can be easily seen in
quantitative stand characteristics from 1977 to 2012 (fi-
gure 5). The number of trees (figure 5D), stand volume
(figure S5E) and stand volume raise (figure S5F) increased
during the study periods. The increase in the number of
trees was almost linear in mature (DBH = 20 - 35.9 cm)
stands and exponential in young (DBH = 8 - 19.9 cm)
stands. This increase was more pronounced between
2000 and 2012 (figure 5D). Similar trends were seen in
stand volume (figure 5D) and stand volume increment
(figure 5E) in pine stands between 1977 and 2012.

Large scale pine plantations promoted in the Mediterra-
nean Region have resulted in large, continuous, and homoge-
neous areas composed of even-aged pine stands supporting
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flammability (Pausas et al. 2004) and fire hazard (Moreira et
al. 2011). Fire hazard is associated with fuel condition. Fully
closed young pine stands with lower crown base constitute
high fire hazard areas (Ruiz-Gonzalez and Alvarez-Gonza-
lez 2011) and are more vulnerable to crown fire risk than
are mature pine stands (Mitsopoulos and Dimitrakopoulos
2007). The increase in young pine stands may, therefore,
contribute to the increased crown fire risk in the region.

Change in canopy fuel load of pine stands. Assessment
of canopy fuels is essential for fire management. Cano-
py fuels are the main fuel layer supporting crown fire
spread. Crown fuel load is essential for predicting crown
fire intensity, fuel consumption (Stocks et al. 2004) and
fire effects on ecosystems as well as carbon emission to
atmosphere (Amiro 2001). Results showed an increase in
available crown fuel load (CFL) (90.8 %) and total CFL
(86.4 %) from 1977 to 2012. The increase was more pro-
nounced between 1977 and 2000; however, the rate of in-
crease in available and total CFL (kg m) decreased after
2000 (figure 6A). The rate of decrease in available and
total CFL can be related to the changes in the quantita-
tive stand characteristics in mature and over mature pine
stands. As can be seen from figure SE, the stand volume of
mature pine stands was nearly stable, although there was
a decrease in stand volume in over mature stands between
2000 and 2012. Similarly, the number of trees in mature
pine stands increased slightly, whereas over mature pine
stands decreased after 2000 (figure 5D). The crown fuel
load of pines is linearly correlated with tree characteristics
such as diameter at breast height, tree height, crown length
and width (Gungoroglu ef al. 2018, Kucuk et al. 2008).
Moreover, an increase in stand basal area and tree density
results in an increase in CFL because of the higher fraction
of available crown fuel load (Cruz et al. 2003, Mitsopou-
los and Dimitrakopoulos 2007).

Total available CFL (needle and branches < 0.6 cm)
and total CFL increased in pine stands during 1977 - 2021
(figure 6B). This was related to the increase in both density
and land area of pine stands in the study area during the
study period (table 1). Results clearly indicated that pine
stands would become more vulnerable to crown fires in the
region, and increase in crown fuel loads would foster large,
intense, and catastrophic forest fires (Ferry et al. 1995) in
the future. Therefore, the hypothesis of this study “LULC
has no major effect on the flammability of the stands in the
Eastern Mediterranean Region” was rejected.

In this study, canopy fuel load (kg/m?) was only used
to evaluate crown fire potential in pine stands because of
the limited dataset for the stands. Indeed, Canopy bulk
density (kg m?) is also an important factor to assess and
compare crown fuel flammability and fire spread (Cruz
et al. 2003) among vegetation types, between and, even
within, the same forest species. Therefore, new studies are
needed to assess temporal changes in crown fire potential
in Mediterranean forests. Moreover, forest fires generally
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start in the surface fuels (i.e. fine dead fuels) and depen-
ding on the surface fuel load, properties and environmen-
tal conditions, grow in size and intensity and develop into
crown fires (Mitsopoulos and Dimitrakopoulos 2007).
Consequently, surface fuel load should be addressed along
with canopy fuels for the assessment of crown fire hazard.
In this study, due to the lack of the surface fuel load pre-
diction models for Turkish red pine stands, the effects of
LULC change on the surface fuel load of pine stands in the
study period were not evaluated. Thus, further studies are
necessary to assess crown fire hazard in pine stands with
all combustible fuels from surface to crown in the Eastern
Mediterranean Region.

CONCLUSIONS

Land use and land cover change has been one of the
main drivers shaping landscape in the Eastern Medite-
rranean Region during the last decades. Abandonment of
agricultural lands, decreased grazing, decreased fuelwood
utilization, increased reforestation / afforestation efforts
and increased human activities constitute the underlying
reasons for the landscape dynamics in the region. Results
revealed that landscape tends to become more homoge-
neous resulting in large and homogeneous areas covered
with fully closed and productive pine stands. This will
probably exacerbate forest fire problem and extreme fire
behavior over large areas in the Eastern Mediterranean Re-
gion. An appreciation of the emerging trends in land use/
land cover change in the dynamics of forest lands from a
social, economic, and ecological perspective in the Eastern
Mediterranean Region could help managers make sound
decisions concerning the sustainable management of fo-
rest resources. Information derived from this study may
be useful in developing genuine management strategies to
reduce crown fire hazard in the future.
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SUMMARY

Cordia trichotoma, popularly known in Brazil as ‘louro-pardo’, has numerous environmental and timber-related applications. This
species is naturally propagated by seeds; however, this form of propagation results in restricted seedling production due to high genetic
variability associated with a low degree of forest improvement. Thus, the cloning of selected adult trees is an alternative for producing
high-quality plants. The aims of this work were to evaluate the emission of epicormic shoots from pruned branches and to define a
protocol for the in vitro establishment of C. trichotoma selected adult trees. Propagules used in these experiments were derived from
the selection of four C. trichotoma adult trees. The branches were placed in a greenhouse to induce epicormic shoots. Number of shoots
according to the climatic season (autumn and spring) and shoot collection time were evaluated. Three sodium hypochlorite concentrations
were evaluated for five minutes (C, = 0.58 % active chlorine, C, = 1.12 % active chlorine, and C, = 2.12 % active chlorine) for in vitro
establishment. Results indicated that the epicormic shoot technique could be considered viable for shoot emission of C. frichotoma,
regardless of the climatic season (autumn or spring). Sodium hypochlorite solution applied for 5 minutes (1.12 % of active chlorine) was
effective for the in vitro establishment of nodal segments from epicormic shoots, resulting in 61.3 % of established explants. These results
are promising for the cloning of adult trees during the mature stage of development in the field without the need to cut the selected tree.

Keywords: louro-pardo, in vitro cultivation, plant propagation, plant cloning.

RESUMEN

Cordia trichotoma, conocida popularmente en Brasil como “louro-pardo”, tiene numerosas aplicaciones ambientales y madereras.
Esta especie se propaga naturalmente por semillas; sin embargo, esta forma de propagacion resulta en una produccion restringida
de plantulas por la alta variabilidad genética asociada con un bajo grado de mejoramiento forestal. La clonacion de arboles adultos
seleccionados es una alternativa para producir plantas de alta calidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar la emision de brotes
epicormicos de ramas podadas y definir un protocolo para el establecimiento in vitro de arboles adultos seleccionados. Los propagulos
utilizados se derivaron de la seleccion de cuatro arboles adultos y las ramas se colocaron en un invernadero para inducir brotes
epicormicos. Se evalud el nimero de brotes segun la época climatica (otofio y primavera), el tiempo de recoleccion de los brotes, y tres
concentraciones de hipoclorito de sodio durante cinco minutos (C1 = 0,58 % de cloro activo, C2 = 1,12 % de cloro activoy C3=2,12 %
de cloro activo) para el establecimiento in vitro. Los resultados indicaron que la técnica de brotes epicormicos podria considerarse
viable para la emision de brotes independientemente de la estacion climatica. La solucion de hipoclorito de sodio (1,12 % de cloro
activo) fue eficaz para el establecimiento in vitro de segmentos nodales de brotes epicérmicos, resultando en un 61,3 % de explantes
establecidos. Los resultados son prometedores para la clonacion de laureles durante la etapa madura de desarrollo en el campo sin
necesidad de cortar el arbol seleccionado.

Palabras clave: louro-pardo, cultivo in vitro, propagacion de plantas, clonacion de plantas.

INTRODUCTION ductive or environmental purposes, has been one of the fac-
tors preventing the development of propagation techniques,

Having little knowledge on the potential use of native  especially regarding the cloning of superior individuals
tree species and associated technologies, whether for pro-  (i.e. selected plants in the field). This includes not only the
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propagation process but also the appropriate selection of
genetic material with sufficient quality and genetic variabi-
lity levels to fulfil silvicultural needs (Stuepp et al. 2018).

Among the native species with great potential for affo-
restation is Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud., in
the family Boraginaceae, which is popularly known in Bra-
zil as ‘louro-pardo’ or ‘freijo’. This species occurs naturally
from Ceara to Rio Grande do Sul in the semi-deciduous
Atlantic rainforest and the Cerrado, and it is considered
important for environmental restoration and noble timber
production (Berghetti ez al. 2015).

Cordia trichotoma reproduces naturally by seed; howe-
ver, this form of propagation results in specific restrictions in
seedling production due to the high unevenness at the seed
germination stage and the fact that sexual propagation con-
fers high genetic variability to new generations, hampering
commercial plantations, in which homogeneity is highly im-
portant (Tambarussi et al. 2017, Bisognin et al. 2020).

The rescue of selected adult trees in the field may be
an alternative for vegetative propagation, in which the
selection of trees is based on phenotypic traits of interest
towards increasing forest productivity and improving the
quality of timber as raw material (Tambarussi et al. 2017,
Bisognin et al. 2020, Abiri et al. 2020). Among the various
existing techniques, the vegetative rescue method based on
epicormic shoots is an alternative for the cloning of adult
trees and is considered an excellent tool for vegetative pro-
pagation without the need to cut the selected tree (Baccarin
et al. 2015, Trueman et al. 2018, Avelar et al. 2020).

Studies that seek to improve large-scale vegetative pro-
pagation techniques of native species for use in homoge-
neous plantations, degraded area recovery, genetic improve-
ment and germplasm conservation have become fundamen-
tal from a strategic point of view, considering the increased
exploitation of natural resources (Avelar et al. 2020).

Micropropagation technique is considered an in vitro
vegetative propagation (e.g. microcutting technique), and
compared to other techniques, such as cutting and mini-cut-
ting, it has advantages in terms of tissue rejuvenation and
propagule rooting (Hartmann et al. 2011). Micropropaga-
tion consists of different stages, and in vitro establishment
is the most critical for most woody plants (Souza et al.
2020, Molinari et al. 2020) considering the high losses of
materials due to microorganism contamination (e.g. fungal
and/or bacterial contamination) or tissue oxidation. These
losses justify the need for studies seeking to minimize these
obstacles during native species propagation.

Considering the above context, the aims of the work
were to evaluate the epicormic shoot emission, and to de-
fine a protocol for the in vitro establishment of nodal seg-
ments from C. trichotoma selected adult trees.

METHODS

Study site and experimental material. The experiments
were conducted at the Forest Nursery and the Laboratory
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of in vitro Culture of Forest Species, both located in the
Department of Forestry Sciences of the Federal University
of Lavras (Universidade Federal de Lavras — UFLA) in the
municipality of Lavras, Minas Gerais, Brazil (21° 14”43
S and 44° 59° 59” W).

The experimental material used to conduct the tests
was derived from the selection of four C. trichotoma adult
trees, which were selected according to their trunk shape
(straight), diameter at breast height (21.4 to 23.9 cm) and
health (absence of diseases and pest attacks), that origina-
ted from a commercial stand belonging to the company
“Symbiosis Investimentos e Participacdes S.A.” in Tranco-
so, Distrito de Porto Seguro, Bahia, Brazil. The trees were
identified as tree A, B, C and D. Branch collection was
realized considering two seasons, autumn (06/08/2017)
and spring (10/10/2017).

Pruned branches were transported to the city of La-
vras, Minas Gerais, and standardized to a length of 45
cm without the presence of shoots (i.e. axillary or apical
shoot) and leaves. The branches were placed in a green-
house with controlled temperature (T <35 °C) and relative
humidity (RH > 80 %), maintained by an intermittent mist
system with high-pressure, low flow rate nozzles and au-
tomatically controlled by a humidistat and thermostat. The
branches were placed vertically in polyethylene pots (5 L)
containing washed medium sand according to Baccarin ef
al. (2015) (figure 1 A—D).

The branches remained in the greenhouse for 50 days
during the experimental period. The mean temperatu-
re was 16.4 °C in the autumn, and 21.9 °C in the spring.
Mean cumulative rainfall levels were 29 mm and 227.4
mm in the autumn and spring, respectively. Climatological
data were obtained from the website of the National Ins-
titute of Meteorology (Instituto Nacional de Meteorologia
— INMET) according to the meteorological station OMM:
83687 located in Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Epicormic shoot emission: genotype vs climatic season.
The experiment was set up in a completely randomized
factorial design (2 x 4), with two climatic seasons (autumn
and spring) and four selected trees (trees A, B, C and D).
The experiment consisted of eight treatments with 12 re-
plicates, in which each pot was considered an experimen-
tal unit. At 20 days after the start of the experiment, the
percentage of emitted epicormic shoots and the number of
shoots were evaluated.

Epicormic shoot emission: climatic season vs shoot collec-
tion time. The experiment was organized in a completely
randomized factorial design (2 % 4), which addressed the cli-
matic season (i.e. autumn and spring) and the shoot collec-
tion time (20, 30, 40 and 50 days). The experiment consisted
of eight treatments with 36 replicates, in which each pot was
considered one experimental unit. The percentage of epicor-
mic shoot emission and the number of shoots were evaluated
at 20, 30, 40 and 50 days after the start of the experiment.
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Figure 1. Detail for Cordia trichotoma branches under greenhouse conditions. A — transport of branches in a plastic bag, B —
standardization of pruned branches to 45 cm, C — filling of pots with sand, and D — placement of pruned branches vertically in pots
with medium sand, 48 hours after the branch collection. Bar = 10 cm.

Detalle de las ramas de Cordia trichotoma en condiciones de invernadero. A — transporte de ramas en bolsa plastica, B — estandarizacion
de ramas podadas a 45 cm, C — llenado de macetas con arena, y D — colocacion de ramas podadas verticalmente en macetas con arena media, 48 horas

después de la recoleccion de ramas. Bar = 10 cm.

In vitro establishment. The epicormic shoots of pruned
branches from four C. trichotoma individuals were used to
obtain explants. Prior to collection (72, 48 and 24 hours), a
dimethyl 4.4’ - (o-phenylene) bis (3-thioallophanate) fun-
gicide was applied at a concentration of 0.5 g L. Shoots
measuring 3 to 5 cm in length were collected after 30 days
in the greenhouse, stored in plastic bags moistened with
autoclaved water and transported to the laboratory.

Prior to in vitro inoculation, the explants (i.e. nodal seg-
ments) were standardized to contain two axillary buds and
no leaves and washed in running water for 10 minutes. Next,
the aseptic procedure was started, during which the explants
were washed in a 70 % (v / v) hydroalcoholic solution in
a horizontal laminar flow chamber. Subsequently, disinfec-
tion was initiated by immersion in a sodium hypochlorite
(NaClO) solution for five minutes at three different concen-
trations; namely C, = 0.58 % active chlorine, C, = 1.12 %
active chlorine and C, = 2.12 % active chlorine, followed by
triple washing with deionized and autoclaved water.

The explants were inoculated vertically, under aseptic
conditions, in 2 x 10 cm test tubes containing 10 mL of MS
culture medium (Murashige and Skoog 1962). The tubes
were sealed with polyvinyl chloride (PVC) - based plastic
film and placed in a growth room at 24 °C (+ 1 °C) for
a 16 - hour photoperiod and 40 umol m? s irradiance.
During the entire process, the equipment was disinfected
with 70 % hydroalcoholic solution. The culture medium
was supplemented with 30 g L of sucrose and 6 g L' of

agar and prepared in deionized water, and the pH value of
solution was adjusted to 5.8 (+ 0.05) with NaOH (0.1 M)
and HCI (0.1 M). The culture medium was autoclaved at
127 °C and 1.5 kgf cm? pressure for 20 minutes.

Twenty-eight days after the in vitro inoculation of the
explants, the percentage of fungal and bacterial contami-
nation, tissue oxidation and establishment were evaluated.
The experiment was conducted in a completely randomi-
zed design, with three treatments (i.e. active chlorine con-
centration: C,, C, and C,), 50 replicates and one explant
per replicate.

Data analyses. Data collected during the experiments
were analyzed for the homoscedasticity and normality
of the residual distribution using the Hartley (P > 0.05)
and Shapiro-Wilk (P > 0.05) tests, respectively. When
non-parametric, the data were Box-Cox transformed and
subjected to an analysis of variance (ANOVA, P < 0.05).
The quantitative data were subjected to a polynomial re-
gression analysis (P < 0.05), and the qualitative data were
compared using Tukey’s test (P < 0.05). The analyses were
performed in R (R Core Team, 2018) using the ExpDes
package, version 1.1.2 (Ferreira et al. 2013).

RESULTS

Epicormic shoot emission: genotype vs climatic season.
There was effect of the selected plant and climatic seasons
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on the shoot emission and the number of shoots on the pru-
ned branches. The highest mean shoot emission values in the
autumn were observed in tree A (100.0 %) and D (91.7 %).
In the spring, the highest means were observed for tree
C (66.7 %) and D (83.3 %); in contrast, tree B did not
produce shoots during the evaluated seasons (figure 2A).
This result demonstrates that the shoot emission is also
genotype-dependent and related to the season.
Considering tree A, the highest mean shoot
emission occurred in the autumn (100.0 %), and for B,
there was no shoot emission (0.0 %). Tree C had the highest
mean during the spring (66.7 %), and D showed no effect
from the interaction at the different evaluated seasons. The
observed means were 91.7 % in autumn, and 83.3 % in
spring. The highest mean number of shoots emitted in the
autumn were found in tree A (11.3 shoots per branch) and
D (8.3 shoots per branch). In the spring, the highest mean
was observed in tree D (12.8 shoots per branch) (figure
2B). For the interaction between seasons and selected
adult plants, in tree A, the highest mean number of emitted
epicormic shoots was observed in the autumn (11.3 shoots
per branch). For trees C and D, the highest means were
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observed in the spring, with mean values of 6.5 and 12.8
shoots per branch, respectively (figure 2B). The epicormic
shoots emitted in autumn and spring in trees A, C and D
were considered viable at 20 days after the start of the
experiment (figures 3A - F).

Epicormic shoot emission: climatic season vs shoot collec-
tion time. The percentage of shoot emission (53.3 %) and
the number of shoots (9.6 shoots) throughout the evaluation
time were highest at 20 days of evaluation (figures 4A — B).

The best time interval for collecting the shoots was
20 days after setting up the experiment in a greenhouse,
considering that the highest shoot emission and number
of shoots were recorded during this period. There was a
reduction in the percent shoot emission and number of
shoots over time and no viable shoots, and at the 50-day
evaluation, there was no emission of viable shoots for the
in vitro introduction.

In vitro establishment. Active chlorine treatments signi-
ficantly influenced the in vitro establishment of Cordia
trichotoma nodal segments at 28 days after inoculation
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Figure 2. Percentage of epicormic shoot emission and number of shoots from pruned branches of Cordia trichotoma at 20 days. A —
Percentage of shoot emission observed as a function of the selected plant and climatic season, and B — Number of shoots observed as
a function of the climatic season and selected plant. Means followed by the same uppercase letter show no effect of the interaction of
seasons and means followed by the same lowercase letters show no effect of the interaction of selected plant. The data are presented

as the means + standard error.

Porcentaje de emision de brotes epicormicos y nimero de brotes de ramas podadas de Cordia trichotoma a los 20 dias. A - Porcentaje de
emision de brotes observados en funcion de la planta seleccionada y estacion climatica, y B - Numero de brotes observados en funcion de la estacion
climatica y planta seleccionada. Las medias seguidas de la misma letra mayuscula no muestran ningun efecto de la interaccion de las estaciones y las
medias seguidas de las mismas letras mintsculas no muestran ningin efecto de la interaccion de la planta seleccionada. Los datos se presentan como

la media =+ error estandar.

172



Figure 3. Detail on the shoot emission in pruned Cordia
trichotoma branches at 20 days after placement in a greenhouse.
A - C —branch of tree A, C and D in the fall, and D - F — branch
of'trees A, C and D in the spring. Bar = 10 cm.

Detalle de la emision de brotes en ramas de Cordia trichotoma
podadas a los 20 dias de su colocacion en invernadero. A - C - rama de
un arbol, C y D en el otofio, y D — F — rama de los arboles A, Cy Den la
primavera. Bar = 10 cm.
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(C,=0.58 % active chlorine, C,=1.12 % and C, = 2.12 %)
(figure 5A - D).

The highest fungal contamination was 55.1 %, as ob-
served in treatment C, with 0.58 % active chlorine. In con-
trast, the lowest mean values were observed in treatments
C, and C, at active chlorine concentrations of 1.12 % and
2.12 %, respectively, which did not differ significantly (fi-
gure 5A). Regarding bacterial contamination, as shown in
figure 5B, the lowest means were found in treatments of
1.12 % to 2.12 % active chlorine (C, and C,); the lowest
mean for this variable was observed in treatment C, (0.58
% active chlorine). The pattern of tissue oxidation for the
explants (figure 5C), a direct relationship between active
chlorine concentration and percent oxidation is observed.
The highest value for this variable was 96.8 %, with a
concentration of 2.12 % active chlorine. The highest per-
centage of in vitro establishment (61.3 %) occurred in
the treatment in which 1.12 % active chlorine was used
(figure 5D), resulting in the emission of viable shoots to

be used for the other micropropagation stages (figures
6A - 6D).

DISCUSSION

Epicormic shoot emission. The results of the present stu-
dy suggest that epicormic shoots from the pruned branch
propagation technique was efficient regarding the shoot
emission and number of shoots for C. trichotoma. By de-
finition, epicormic shoots are branches that sprout from
dormant buds, which elongated over a previous growth
period (Andrew et al. 2012). These shoots can be used
for the vegetative propagation of forest species, to rescue
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Figure 4. Percentage of shoot emission and number of shoots in Cordia trichotoma branches over time. A — Percentage of shoot

emission over time, and B — Number of shoots over time.

Porcentaje de emision de brotes y nimero de brotes en ramas de Cordia trichotoma a lo largo del tiempo. A — Porcentaje de emision de

brotes a lo largo del tiempo y B — Numero de brotes a lo largo del tiempo.
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Figure 5. Variables evaluated during the in vitro establishment of Cordia trichotoma at 28 days. A - Percentage of fungal contamination,
B - Percentage of bacterial contamination, C - Percentage of tissue oxidation and D - Percentage of in vitro establishment. Means
followed by the same letter do not differ significantly according to Tukey’s test. Data are presented as the means + standard error.

Variables evaluadas durante el establecimiento in vitro de Cordia tricotoma a los 28 dias. A - Porcentaje de contaminacion por hongos; B
- Porcentaje de contaminacion bacteriana; C - Porcentaje de oxidacion tisular; y D - Porcentaje de establecimiento in vitro. Las medias seguidas de la
misma letra no difieren significativamente segin la prueba de Tukey. Los datos se presentan como la media + error estandar.

Figure 6. Details of matrix A of Cordia trichotoma explants
subjected to 1.12 % active chlorine, considered in vitro established.
A - D — nodal segments established at 28 days. Bar = 1.0 cm.

Detalles de la matriz A de explantes de Cordia tricotoma
sometidos a cloro activo al 1,12 %, considerados establecidos in vitro.
A - D: segmentos ganglionares establecidos a los 28 dias. Bar = 1,0 cm.
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the adult individuals selected in the field. This mechanism
was important for the study species C. trichotoma, which
is considered a species with high commercial potential,
given that during the seedling production stage, the use
of seeds results in certain restrictions, primarily because
sexual propagation confers high genetic variability to new
generations (Kielse ez al. 2015).

Several similar studies have indicated the efficien-
cy of this vegetative rescue method using epicormic
shoots, such as in llex paraguariensis (Wendling et al.
2013), Eucalyptus benthamii (Baccarin et al. 2015), E.
cloeziana (Oliveira et al. 2015) and E. pilularis (Avelar
et al. 2020). According to Kuppusamy et al. (2019) and
Esposito-Polesi et al. (2020), the use of this technique
is especially important for germplasm conservation and



the selection of superior individuals, in which a vegeta-
tive rescue is typically performed at the adult stage and
propagation may be limited due to the ontogenetic age.
Kratz et al. (2016) reported that in situations in which
vegetative rescues are performed in plants with high ge-
netic value, the application of this method is indicated,
considering the low interference of branch collection
from the selected plant and ensuring the highest possible
survival of the selected individuals.

However, the physiological principle for bud induc-
tion in epicormic shoots is related to changes in the ba-
lance of the plant growth regulation (auxin / cytokinin),
favoring shoot emergence (Trueman et al. 2018, Abiri
et al. 2020). The vegetative propagation of adult trees
may be facilitated by epicormic shoot induction to obtain
shoots with a higher degree of juvenility, usually with
good propagation potential (Oliveira ef al. 2015, Souza
et al. 2020). These changes may vary with the genoty-
pe, resulting in considerable shoot emergence by favo-
ring rejuvenation opposite to the base of the shoot from
the shoot collected from the tree branches. In the present
study on C. trichotoma, the selected tree directly influen-
ced the emission of epicormic shoots, and it is important
to account for the genotype factor of the selected plants,
which may influence the success of this technique.

The use of branches to obtain epicormic shoots has
also been employed as a source of explants for the mi-
cropropagation of E. benthamii (Baccarin et al. 2015),
llex paraguariensis (Wendling et al. 2013), E. cloezia-
na (Olveira et al. 2015) and E. pilularis (Avelar et al.
2020). According to Abiri ef al. (2020), there are many
gaps in our knowledge of epicormic shoots; therefore,
developing a larger understanding of the physiological,
ontogenetic and environmental factors that support the
development of these shoots is still necessary. However,
for C. trichotoma, regardless of the climatic season (au-
tumn or spring) in which the pruned branches were co-
llected, it is possible to obtain epicormic shoots, which
can be used in propagation techniques such as grafting,
cutting and micropropagation. In addition, it is possible
to use this method to rescue other native species without
the need to fell the selected tree, although the genotype
factor must be considered because it can also influence
the technique success.

In vitro establishment. The use of branches to obtain epi-
cormic shoots has been employed as a source of explants
for the micropropagation of several forest species, such
as, E. benthamii (Baccarin et al. 2015), E. cloeziana (Ol-
veira et al. 2015) and E. pilularis (Avelar et al. 2020).
For C. trichotoma, this technique has also been shown
to be efficient for the preparation and establishment of
explants and is recommended as an alternative for the in
vitro production of C. trichotoma propagules.

As previously reported, C. trichotoma showed appro-
priate behavior in terms of in vitro establishment; howe-
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ver, it is necessary to develop adequate measures for the
use of chemicals during disinfection, defining the factors,
time and ideal concentration for better success in obtai-
ning established explants (Salles et al. 2017, Zorz et al.
2020), especially when the sources of explants originate
from adult selected plants, selected in the field due to the
high percentage of contamination under these conditions
(Postemsky and Curvetto 2016).

The use of active chlorine in micropropagation is an
inexpensive and effective method for the disinfection of
explants and its use is widespread in several species, such
as E. cloeziana (Oliveira et al. 2015), Cochlospermum
regium (Gavilan et al. 2018) and E. grandis x E. uro-
phylla (Miranda et al. 2020). In the present study, the
lowest percentages of fungal and bacterial contamination
occurred with the use of active chlorine at concentrations
of 1.12 % and 2.12 %, showing the effectiveness of using
this disinfection agent for the successful initial in vitro
establishment of C. trichotoma from epicormic shoots.

For micropropagation to be successful, it is necessary
for only a few explants to emit shoots free of contamina-
tion, because the start of in vitro propagation is the pri-
mary limiting stage (Trueman et al. 2018). In addition,
the metabolic pathway of microorganisms may be subject
to regulation by the genotype through differential genetic
expression, in carotenoid biosynthesis and hyphal aggre-
gation (Abiri ef al. 2020).

Phenolic oxidation has been a problem that is associa-
ted with the micropropagation of woody species. In the
present study on C. trichotoma, the oxidation percentage
increased directly in relation to the use of sodium hypo-
chlorite; the higher the concentration of the disinfecting
agent, the higher the percentage of oxidation, thus indi-
cating that the tissues of this species exhibited high sen-
sitivity to chemical treatment. Similar results have been
reported in studies on E. cloeziana (Oliveira et al. 2015),
E. benthamii (Baccarin et al. 2015), Corymbia citriodora
x C. torelliana and C. torelliana x C. citriodora (Souza
et al. 2018), and E. grandis X E. urophylla (Molinari et
al. 2020).

The highest in vitro establishment percentage (61.3
%) at 28 days was observed when 1.12 % active chlo-
rine was used, which was considered an adequate value
denoting the importance of high rates of shoot induction.
Different results are found in literature, in which the res-
ponse varied according to plant material (genotype) and
culture conditions. In E. cloeziana, Oliveira et al. (2015)
obtained, on average, 51.2 % of established explants in
vitro with the use of sodium hypochlorite. Souza (2020)
studied the in vitro establishment of Eucalyptus grandis
x E. urophylla and achieved 95.0 % establishment by
this method. The results obtained here provide a source
of information for future research on C. trichotoma for
continuing on to the other micropropagation stages, in-
cluding bud multiplication, shoot elongation and adven-
titious rooting.
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CONCLUSIONS

The vegetative propagation technique of using epicor-
mic shoots in pruned branches was considered viable for
C. trichotoma, regarding the percent emission and number
of shoots, regardless of the collection season (autumn or
spring); however, the genotype factor should be conside-
red because it may influence the success of this technique.
The use of active chlorine at a concentration of 1.12 %
for five minutes was effective for in vitro establishment
of nodal segments derived from epicormic shoots of C.
trichotoma, resulting in 61.3 % establishment at 28 days.
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SUMMARY

The fruits of linaloe (Bursera linanoe) are collected to extract an aromatic oil and trees are cut to make crafts in the tropical region of
Mexico. Structural values of natural populations are unknown, therefore the objectives of this study were to evaluate the population
structure and to assess their horizontal distribution. In two biotic subprovinces twenty-four sampling units were established; in each
subprovince two altitudinal ranges were determined. In each sample unit, dasometric variables were measured and density, crown area,
index of structural value (IVE), indexes of Morisita (Is) and Ripley (L(t)) were calculated. In Balsasana on range < 900 m a.s.l. the
density and height of non-reproductive individuals were 560 individual ha' and 0.103 m, in > 900 m a.s.l. were 300 individuals ha™!
and 1.212 m. In the subprovince Cafadiana range < 900 m a.s.l., it was 33 individual ha! and 0.213 m, while in the range > 900 m
a.s.l. it was 260 individual ha' and 0.755 m in the lowest range. We recorded 313 reproductive individual ha'!, with 6.59 m of height,
0.247 m diameter and 205 m? ha'! crown area, while in the range > 900 m a.s.1., 320 individual ha! were recorded with 3.44 m, 0.061
m and 52 m* ha' respectively. Based on I = 69.56 % and L= 62.50 %, the common horizontal distribution pattern was aggregated.
The aggregate pattern dominates in Balsasana subprovince while the random pattern is present in the Cafiadiana subprovince.

Keywords: categories, altitudinal ranges, population, ripley, morisita.

RESUMEN

Los frutos de linaloe (Bursera linanoe) se recolectan para obtener un aceite aromatico y los arboles se cortan para elaborar artesanias
en el sur de México. Se desconocen valores estructurales de sus poblaciones naturales, por 1o que los objetivos de este estudio fueron
describir la estructura poblacional y conocer el patron de distribucion horizontal. En dos subprovincias bidticas se establecieron
veinticuatro unidades de muestreo (UM), en cada subprovincia se consideraron dos intervalos altitudinales. En cada UM se midieron
variables dasométricas y se calcularon densidad, area de copa, indice de valor estructural (IVE), indices de Morisita (Is) y de Ripley
(L(t)). En Balsasana intervalo < 900 m s.n.m. la densidad y altura de los individuos no reproductivos fue 560 individuos ha'y 0,103 m,
en>900 m s.n.m. fueron 300 individuos ha'y 1,212 m. En la subprovincia Cafiadiana intervalo < 900 m s.n.m. fueron 33 individuos ha™!
y 0,213 m, mientras que en el intervalo > 900 m s.n.m. fue de 260 individuos ha'y 0,755 m. En Balsasana se registraron 313 individuos
reproductivos ha’!, con 6,59 m de altura, 0,247 m diametro y 205 m? ha™' de cobertura de copa, mientras en el intervalo > 900 m s.n.m.
se registraron 320 individuos ha’', con 3,44 m, 0,061 m y 52 m? ha! respectivamente. Con base en Is = 69,56 % y L (t) = 62,50 %,
el patron de distribucion horizontal comun fue el agregado. El patrén agrupado domina en las subprovincia Balsasana mientras que el
patrén aleatorio esta presente en la subprovincia Cafadiana.

Palabras clave: categorias de tamafio, intervalos altitudinales, poblaciones, ripley, morisita.

INTRODUCCION para la elaboracion de esencias, jabones y artesanias en
Meéxico (Rzedowski ef al. 2004). Las poblaciones de esta

Es nula la informacién sobre estructura vertical y pa-  especie estan en declive debido al aprovechamiento indis-
tron de dispersion espacial para Bursera linanoe (La Lla-  criminado y el sobrepastoreo (Andrés y Espinosa 2002).
ve) Rzedowski, Calderon y Medina (‘linaloe’), una espe-  Los planes de manejo de la especie son pocos asi como
cie endémica del bosque tropical caducifolio que se usa la informacién que describa las caracteristicas con las que
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cuentan las poblaciones. De forma general el estudio de
la estructura vertical permite conocer las caracteristicas y
distribucion de las dimensiones de un conjunto de indivi-
duos de una especie en una comunidad vegetal (Gadow et
al. 2007).

El patrén de distribucion espacial indica las posiciones
de los arboles dentro del area que ocupa una especie en el
ecosistema (Ettema y Wardle 2002). El patron de disper-
sion espacial depende del sistema de reproduccion, tipo de
dispersion de semillas, tolerancia, tipos de perturbaciones,
competencia, mutualismo y mortalidad (Griffith y Peres-
Neto 2006). Los arboles de una especie pueden distribuirse
en un patron aleatorio, uniforme o agregados.

A través del estudio de la estructura vertical y patréon de
distribucion espacial se puede inferir el éxito reproductivo
de una especie y posible permanencia en el ecosistema a
largo plazo, por lo que la informacion sobre la estructura
vertical y el patron de distribucion espacial es importante
para planear las actividades de manejo forestal o imple-
mentar medidas de conservacion que promuevan la susten-
tabilidad de una especie (Velasco ef al. 2017).

Por consiguiente en el presente estudio se plantearon
los objetivos siguientes: determinar las caracteristicas
estructurales y patron de distribucion horizontal de B. /i-

nanoe en dos subprovincias bidticas y en dos intervalos
altitudinales. Se establecieron las siguientes hipotesis: 1)
la estructura de las poblaciones de B. linanoe difiere en-
tre subprovincias bidticas e intervalos altitudinales debido
principalmente a las condiciones ambientales; 2) el patron
de distribucion horizontal de B. linanoe es similar entre
subprovincias bidticas e intervalos altitudinales.

METODOS

Area de estudio y muestreo. Considerando la distribucion
natural de B. linanoe en México se eligieron las principa-
les areas donde se ha reportado la presencia de la especie.
El estudio se realizo en la subprovincia bidtica Balsasana
en los estados de Guerrero y Morelos, y en la subprovin-
cia bidtica Cafadiana en el estado de Oaxaca. La especie
crece en un intervalo altitudinal entre 600 y 1.200 m s.n.m.
(Rzedowski et al. 2004), los intervalos que se considera-
ron en este estudio fueron menor a 900 m s.n.m. y mayor
a 900 m s.n.m. En 2018 se establecieron doce unidades de
muestreo en dos intervalos altitudinales en la subprovincia
Balsasana. Otras doce unidades de muestreo se ubicaron
en dos intervalos altitudinales en la subprovincia Cafiadia-
na (figura 1 y cuadro 1).

Golfo de
Meéxico

Figura 1. Localizacion geografica de las unidades muestreo (m) en dos subprovincias bidticas y en dos intervalos altitudinales.

Geographical location of samplings units (m) in two biotic subprovinces and two altitudinal ranges.
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Muestreo y medicion de variables. El tamafio de cada una
de las 24 unidades de muestreo (UM) fue 10 x 25 m (250
m?). Estas se delimitaron con distancias compensadas de
acuerdo con la pendiente del terreno. En cada unidad de
muestreo, se contd el nimero de individuos de la especie y
la altura total de cada planta se midi6 con estadal topogra-
fico. El diametro normal (DN) de los individuos con altura
mayor a 1,30 m se midid con cinta diamétrica. El diametro
mayor y menor de la copa se obtuvo con longimetro de 30 m.
El area de copa se calcul6 con el diametro promedio del
diametro mayor y menor de cada individuo con la formula
del circulo.

Andalisis de la estructura poblacional. La distribucion de
los datos de cada variable se verificd para comprobar los
supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas con
las pruebas de Shapiro-Wilks y la prueba de Bartlett, res-
pectivamente. Un analisis de varianza y comparacion de
medias de Tukey se realizd para didmetro normal, variable
que present6 datos con distribucién normal. La altura total
y diametro promedio de copa no cumplieron con el supues-
to de normalidad, por tanto, se sometieron a una prueba
no paramétrica de varianza y comparaciones multiples de
Kruskal-Wallis. La comparacion de medias entre interva-
los altitudinales se hizo dentro de cada subprovincia.

De acuerdo con lo observado en campo, los individuos
se clasificaron como no reproductivos y reproductivos. Un
individuo no reproductivo es aquel carente de estructuras
reproductivas y con una altura hasta de dos metros. Los
individuos no reproductivos se ubicaron en dos categorias
con base en la altura: individuos menores de 30 cm (cate-
goria 1) e individuos entre 30 cm y 2 m (categoria 2). Los
individuos reproductivos se ubicaron en cuatro categorias
(también considerando su altura): mayores de 2 y hasta 4 m
(categoria 3), mayores de 4 m y hasta 6 m (categoria 4),
mayores de 6 m y hasta 8 m (categoria 5) e individuos
mayores de 8 m (categoria 6).

BOSQUE 43(2): 179-191, 2022
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Para cada una de las seis categorias anteriores se obtu-
vo el indice de valor estructural (IVE), el cual se basa en
los indices de valor forestal y el indice de valor de impor-
tancia. El indice de valor estructural (IVE) de las catego-
rias de tamafio se calcul6 con la siguiente ecuacion:

IVE =
Densidad relativa + Frecuencia relativa + Altura relativa [1]

La densidad relativa se calculd con la siguiente ecua-
cion:

Densidad relativa =
Densidad absoluta de la categoria de tamafio %100 [2]
Densidad de todas las categorias

donde,

Densidad =
Numero de individuos de una categoria [3]
Area muestreada

La frecuencia relativa se calculd:

Frecuencia relativa =
Frecuencia por categoria
Frecuencia de todas las categorias

x100  [4]

donde,

Frecuencia =
Numero de cuadros en los que se presenta esa categoria [5]
Numero total de cuadros muestreados

La altura relativa se calculo:

Frecuencia relativa =
sumatoria de altura de cada categoria de tamafio x100 [6]
sumatoria de altura absoluta de todas las categorias

donde,

Cuadro 1. Descripcion de las unidades de muestreo en dos subprovincias bidticas y dos intervalos altitudinales.

Description of samples unites in two biotic subprovinces and two altitudinal ranges

Caracteristicas Balsasana Cafiadiana Referencia

Int. altitudinal (m s.n.m.) <900 > 900 <900 > 900

Clima Aw (g) Aw(g) BS,w(g) BS,w(g) Garcia, 2004
Precip. (mm) 764,3 832,0 457,0 457,0 SMN, 2010

°T media 27.4 22.4 24,1 24,1 SMN, 2010

°T maxima 36,3 31,9 32,0 32,0 SMN, 2010

°T minima 18,4 16,7 16,9 16,9 SMN, 2010
Tipo de suelo RC FH RC RC Garcia y Ortiz, 2010

Tipo de vegetacion

Bosque tropical caducifolio

RC =regosol calcarico, FH = feozem haplico.
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Altura absoluta =
sumatoria de altura de una categoria [7]
Area muestreada

Los supuestos estadisticos de normalidad y homoge-
neidad de varianzas se verificaron con la prueba de Sha-
piro-Wilks. Estos datos fueron paramétricos por lo que se
realizé un analisis de varianza y comparacion de medias
por categoria de tamafio entre intervalos altitudinales den-
tro de subprovincias y entre subprovincias. El porcentaje
de individuos se obtuvo para cada categoria de tamaiio ela-
borando curvas de estructura poblacional por subprovincia
e intervalos altitudinales dentro de subprovincias.

Analisis del patron de distribucion horizontal. Se ubica-
ron todos los individuos de Bursera linanoe en un plano
cartesiano (x, y). Cada unidad de muestreo se dividié en
subunidades de 5 x 5 m, y se midi¢ la distancia y el angulo
interno entre el vértice y el individuo mas cercano. Esta in-
formacion sirvid para calcular las coordenadas cartesianas
de cada individuo mediante funciones trigonométricas. El
patrén de dispersion espacial se determino con base en los
indices de Morisita (Id y K de Ripley para cada unidad de
muestreo. El indice de K de Ripley se determin6 usando la
transformacion de L(t) de la funcion K(t). Las diferencias
en el patron de dispersion se determinaron con la funcion
L(t) con simulaciones de Monte Carlo (Ripley 1977). El
analisis de patron de dispersion espacial se complemento
con el indice de Morisita (Morisita 1959).

RESULTADOS

Estructura poblacional. Un total de 327 individuos
de Bursera linanoe se encontraron en las 24 unidades de
muestreo. En general, los individuos no reproductivos re-
presentaron el 58 % y 50 % en la subprovincia Balsasana
y Cafadiana respectivamente. La densidad absoluta de
individuos no reproductivos fue 60 % superior en la sub-
provincia Balsasana con respecto a la densidad de este tipo

de individuos en la subprovincia Canadiana (cuadro 2).
En la subprovincia Balsasana, el mayor porcentaje de indi-
viduos no reproductivos se encontré en la altitud menor a
los 900 m s.n.m., mientras que el menor porcentaje de este
tipo de individuos se encontrd en la altitud mayor a 900 m
s.n.m. (figura 2).

En la subprovincia Balsasana la densidad de indivi-
duos no reproductivos fue 54 % mayor en el intervalo
menor a 900 m s.n.m con respecto a la altitud mayor. En
la subprovincia Cafiadiana, el mayor porcentaje de indi-
viduos no reproductivos se registro en el intervalo altitu-
dinal > 900 m s.n.m, mientras que el menor porcentaje se
hallé en la altitud menor. En esta subprovincia la mayor
densidad se encontr6 en el intervalo altitudinal mayor a
900 m s.n.m.

La prueba de Kruskal Wallis indic6 diferencias
(P <0,001) entre subprovincias bioticas y entre intervalos
altitudinales dentro de subprovincias paralaalturade indivi-
duosnoreproductivos. Laaltura fue 25 % superior en la sub-
provincia Cafladiana con respecto a la subprovincia Balsa-
sana para estos individuos. En ambas subprovincias las ma-
yores alturas de individuos no reproductivos se registraron
en el intervalo altitudinal mayor a 900 m s.n.m (cuadro 2).

La densidad de individuos reproductivos fue 61 % ma-
yor en la subprovincia Balsasana que en la subprovincia
Canadiana. En la subprovincia Balsasana una mayor den-
sidad se presento en el intervalo altitudinal mayor a 900 m
s.n.m, mientras que en la subprovincia Cafiadiana la mayor
densidad de estos individuos se encontrd en el intervalo
menor a 900 m s.n.m.

La prueba de Kruskal Wallis indicé diferencias entre
subprovincias para altura (P < 0,001) pero no para diame-
tro normal y area de copa (P > 0,05). Los mayores valores
de altura y diametro normal de individuos reproductivos
se encontraron en la subprovincia Balsasana (cuadro 2).

En la subprovincia Balsasana, se encontraron diferen-
cias entre intervalos altitudinales para altura (P < 0,001),
diametro normal (P < 0,001) y didmetro de copa (P <
0,002) de individuos reproductivos. Los mayores valores

Cuadro 2. Comparacion de medias de las variables evaluadas en individuos no reproductivos de Bursera linanoe por subprovincia

bidtica e intervalo altitudinal.

Comparison of means of the evaluated variables in non-reproductive individuals of Bursera linanoe by biotic subprovinces and altitudinal range.

Subprovincia biotica Intervalo altitudinal (m s.n.m) Densidad (individuos ha™') Altura (m)
<900 560 0,103 a
Balsasana
>900 300 1,212b
Media 430 0,490
Cafiadiana <900 33 0,213 a
> 900 260 0,755b
Media 147 0,655

Medias con distintas letras representan diferencias a una P < 0,05.
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en estos tres atributos estructurales se encontraron en el
intervalo altitudinal menor a 900 m s.n.m (cuadro 3).

En la subprovincia Cafiadiana se encontraron diferen-
cias entre intervalos altitudinales para altura (P < 0,07); sin
embargo, no existieron diferencias a la P > 0,05 para dia-
metro normal y area de copa de individuos reproductivos.
En la subprovincia Cafiadiana la altura fue 30 % superior
en el intervalo altitudinal menor a 900 m s.n.m.

En la subprovincia Balsasana los mayores valores es-
tructurales (IVE) se encontraron en las categorias 1 y 5
(altitudes menores a 900 m s.n.m), en contraste con la sub-
provincia Cafiadiana donde los mayores valores de IVE
se registraron en las categorias 4 (altitud menor a 900 m
s.n.m) y 2 (altitud mayor a 900 m s.n.m) (cuadro 4).

En general, en la subprovincia Balsasana se presento
una curva tipo IV de acuerdo a Velasco ef al. (2017), en
la altitud menor a 900 m s.n.m se present6é una curva de
estructura poblacional tipo II (e.g. Bongers et al. 1988),
caracterizada por un mayor porcentaje de individuos en las
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categorias 1 y 5. En el intervalo menor a 900 m s.n.m de
la subprovincia Cafiadiana, se presentd una curva tipo IIb
(Velasco et al. 2017) caracterizada por un bajo porcentaje
de individuos en las dos categorias mas pequefias y un alto
porcentaje en las dos categorias intermedias. En el inter-
valo altitudinal mayor a 900 m s.n.m de ambas subpro-
vincias, se encontraron curvas poblacionales tipo III (e.g.
Martinez y Alvarez 1995) representadas por bajos porcen-
tajes de individuos tanto en las categorias mas pequefias
como en las mas grandes (figura 3).

Patron de distribucion horizontal. En la subprovincia Bal-
sasana el patron de distribucion agrupado se present6 en el
75 % de las UM y el porcentaje restante presento distribu-
cion regular de acuerdo al indice de Ripley, en contraste
con el indice de Morisita el 17 % de las UM presento dis-
tribucion regular y el 8 % aleatoria. Dentro de esta sub-
provincia en la altitud menor a 900 m s.n.m. se encontrd
un patron agrupado (83 %) y regular (17 %) con el indice

Reproductivos ' No reproductivos
100
& 80
3
>
3 60
g
3 40
(]
g
g 20
£ 0
<900 >900 <900 > 900
Intervalo altitudinal
Balsasana Cafiadiana

Figura 2. Porcentaje de individuos no reproductivos y reproductivos de Bursera linanoe en dos subprovincias bidticas e intervalo

altitudinales dentro de estas.

Percent of non-reproductive and reproductive individuals in two biotic subprovinces and two altitudinal ranges.

Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables estructurales en individuos reproductivos de Bursera linanoe en dos subprovincias

bidticas y dos intervalos altitudinales.

Comparison of means of the evaluated variables in reproductive individuals of Bursera linanoe in two biotic subprovinces and two

altitudinal ranges.

Balsasana Cafiadiana
Variable .
<900 > 900 Media <900 > 900 Media
Densidad (ind. ha') 313 a 320 a 317a 220 a 173 a 197 b
Altura (m) 6,59 a 3,44 b 5,00 a 4,37 a 3,770 4,04 b
Diametro normal (m) 0,247 a 0,061 b 0,15a 0,094 a 0,101 a 0,09 a
Area copa (m? ha) 205 a 52b 128 a 112a 137 a 126 a

Medias con distinta letra en la misma fila son estadisticamente diferentes (P < 0,05).

183



BOSQUE 43(2): 179-191, 2022
Atributos poblacionales de B. linanoe

Cuadro 4. indice de valor estructural (IVE) de las categorias de tamafio de Bursera linanoe por subprovincia e intervalo altitudinal.

Index of structure value (IVE) of the categories of the size of Bursera linanoe by biotic subprovinces and altitudinal range.

Balsasana Canadiana
Categorja de Altitud (m s.n.m) Altitud (m s.n.m)
tamano’
<900 > 900 General <900 > 900 General
1 107,93 27,43 66,51 12,82 12,84 19,88
2 5,29 79,81 53,41 12,02 104,08 89,06
3 6,13 56,57 54,14 59,82 51,52 68,89
4 51,86 57,34 40,13 149,46 94,19 98,72
5 107,19 60,81 66,15 15,87 37,33 23,65
6 21,57 18,04 19,67 0,00 0,00 0,00
Total 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0 300,0

TCategorias de tamafo en altura: 1: <0,3m,2:>03m<2m,3:>2m<4m,4:>4m<6m,5>6m<8m,y6:>8m.

Balsasana

70

60
8
% 50 Intervalo
E altitudinal
E 40 (m s.n.m)
3 —=— <900
% 30 5900
=}
320 —a— General
s

10

0 S
1 2 3 4 5 6
Categorias de tamafio
Cafadiana

70

60
,,% 50 Intervalo
= altitudinal
E 40 (m s.n.m)
3 —— <900
% 30 =900
= o
S 20 —a— General
&

10

0 A
1 2 3 4 5 6

Categorias de tamafio

Figura 3. Curva de estructura poblacional de Bursera linanoe en dos subprovincias bidticas e intervalos altitudinales (categorias de
tamafio en altura: 1: <0,3m,2: 203 m<2m,3:>2m<4m,4:>4m<6m,5:>6m<8m,y6:>8m).

Curves of population structure of Bursera linanoe in two biotic subprovinces and two altitudinal ranges. (Height categories: 1: <0.3 m, 2:
>03m<2m,3:>22m<4m,4:>4m<6m,5:>6m<8m,y6:>8m).
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de Ripley, mientras que con indice de Morisita la mayoria
de UM (66 %) presentd un patron agrupado, seguido de
regular (17 %) y aleatorio (17 %). En la altitud mayor a
900 m s.n.m., de acuerdo a los indices de Ripley y Morisita
se presento distribucion agrupada (67 %y 83 %) y regular
respectivamente (33 % y 17 %).

En la subprovincia Canadiana el 50 % de las UM tie-
nen un patron agrupado, el 33 % aleatorio, y 17 % regular
usando el indice de Ripley. Con el indice de Morisita, el 64
% presento patron agrupado y el restante regular. Dentro
de esta subprovincia en el intervalo menor a 900 m s.n.m.
se encontraron los siguientes patrones agrupado (50 % y
67 %), aleatorio (50 %y 0 %) y regular (0 % y 33 %) usan-
do los indices de Ripley y Morisita. En el intervalo mayor
a 900 m s.n.m. se encontro patron agrupado (50 %y 60 %),
regular (33 % y 40 %) y aleatorio (17 % y 0 %) con los in-
dices anteriormente mencionados. No fue posible calcular
el valor del indice de Morisita en una de las unidades de
muestreo en esta subprovincia debido a que solo se presen-
taba un individuo de la especie (figuras 4, 5,6y 7).

DISCUSION

Estructura poblacional. El porcentaje de individuos no re-
productivos de Bursera linanoe en el presente estudio fue
mayor al porcentaje (9 %) de arboles no reproductivos que
menciona Cruz et al. (2009). Sin embargo, los resultados
para lindloe en la presente investigacion coincidieron con
los porcentajes (> 50 %) de individuos no reproductivos
que se reportan en otras especies del género Bursera tales
como B. palmeri S. Watson y B. fagaroides Eng. El alto
porcentaje de individuos no reproductivos garantiza la per-
manencia de la mayoria de las poblaciones de B. linanoe
al tener la posibilidad de sustituir a los individuos adultos
para que se asegure la reproduccion y permanencia de la
especie en estos ecosistemas en el largo plazo como se in-
dica para otras especies de arboles (Figueroa et al. 2009).
Sin embargo, las poblaciones pueden estar en riesgo en
el intervalo altitudinal menor a 900 m s.n.m., en la sub-
provincia Cafiadiana, debido a la presencia casi nula de
individuos no reproductivos.

El mayor porcentaje de individuos no reproductivos
en la subprovincia Balsasana con respecto a la Cafadia-
na se puede deber a condiciones ambientales favorables.
Por ejemplo, la precipitacion promedio anual es 341 mm
mayor en la subprovincia Balsasana que en la subprovin-
cia Cafiadiana (SMN 2010). La mayor precipitacion puede
promover una producciéon abundante de semillas e influir
en la germinacion de estas y establecimiento de las plantu-
las de lindloe (Ramirez y Arroyo 1990).

El menor desarrollo en altura de los individuos no re-
productivos en la subprovincia Balsasana puede ser la con-
secuencia de la mayor densidad de individuos reproduc-
tivos, debido a que doseles densos afectan el crecimien-
to de los individuos no reproductivos (Garcia y Azocar
2004). Por otra parte, los individuos no reproductivos en
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la subprovincia Balsasana en las altitudes mayores a 900
m s.n.m. presentaron mayor altura. Esto se puede deber a
una mayor precipitacion y tipo de suelo en este intervalo
altitudinal (SMN 2010). El suelo feozem se encuentra en
la altitud mayor a 900 m s.n.m., mientras que el tipo rego-
sol calcéreo es caracteristico en el intervalo menor a 900 m
s.n.m. Las plantas pueden alcanzar un mejor desarrollo en
un suelo feozem debido al mayor contenido nutrimental,
materia organica y profundidad que el suelo regosol calca-
rico (Sotelo y Ortiz 2001).

En la presente investigacion, la mayor densidad de ar-
boles reproductivos de linaloe se encontrd en la subpro-
vincia Balsasana. Esto se puede deber a las condiciones
ambientales favorables como una mayor precipitacion me-
dia anual en la subprovincia Balsasana como se mencion6
lineas arriba (SMN 2010).

En ambas subprovincias, el nimero de arboles repro-
ductivos promedio fue mayor que el niimero que Cruz et
al. (2009) reportan para la misma especie (42 arboles ha'').
Incluso, fue mayor que el numero de arboles de otras es-
pecies que crecen en el tropico seco como Bursera simplex
Rzed. y Calderoén (267 individuos) (Luna ef al. 2018).

El valor promedio de altura de los arboles de lindloe
que se encontrd en la presente investigacion fue similar en
promedio (5,45 m) que Cruz et al. (2009) reportan en una
investigacion previa. En relacion a las subprovincias, la
mayor altura en la subprovincia Balsasana en comparacion
con la Cafiadiana puede ser consecuencia de diferencias en
las condiciones climaticas. En relacion a las altitudes, los
mayores valores en altura en las altitudes menores a 900 m
s.n.m. pueden estar relacionadas a que en estas condicio-
nes el efecto del viento en los arboles es menos agresivo
debido a que la velocidad y frecuencia del viento afectan
menos al brote principal (Wilcke et al. 2008).

El menor diametro normal de los individuos reproduc-
tivos en la subprovincia Cafadiana se pudo deber a que los
arboles en esta subprovincia presentaron mayor numero de
tallos, por lo que el diametro normal del tallo principal es
menor que en los arboles que tienen tallos monopddicos
(Cruz et al. 2009). El menor didmetro es caracteristico del
comportamiento arbustivo en zonas subtropicales (Maza
et al. 2014). En el presente estudio, el diametro normal
de los arboles reproductivos de linadloe fue menor (0,21
m) que el valor para esta variable reportado en un estudio
previo para esta especie (Cruz ef al. 2009).

La mayor area de copa de los individuos reproductivos
en la subprovincia Balsasana puede estar influenciada por
el clima calido subhumedo que caracteriza la subprovin-
cia Balsasana, en comparacion al tipo de clima arido de la
subprovincia Cafiadiana (Garcia 2004). La precipitacion
mas abundante dentro del grupo climatico calido subhti-
medo aumenta el crecimiento de la copa de los indivi-
duos al sufrir menor estrés por la mayor disponibilidad de
humedad (Azoécar et al. 1999). De acuerdo a lo anterior-
mente descrito, se acepta la hipdtesis planteada de que la
estructura de las poblaciones difiere entre subprovincias
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Figura 4. Valores de indice de Ripley L(t) en las Unidades de Muestreo (UM) de la subprovincia Balsasana.

Ripley L(t)’ index values for the sampling units (UM) of the Balsasama subprovince.
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bioticas e intervalos altitudinales por efecto de las condi-
ciones ambientales.

Los valores estructurales mencionados demuestran que
son mayores en las poblaciones localizadas en el intervalo
menor (<900 m s.n.m.). Esto puede indicar que en el extre-
mo altitudinal inferior de la distribucion de esta especie exis-
ten las condiciones ideales para mayor crecimiento y éxito
(Cruz et al. 2009). También, Wilcke et al. (2008) reportan
mayores valores en variables como altura, didmetro del tallo
y didmetro de la copa en el extremo inferior de la distribu-
cion de Graffenrieda emarginata (Ruiz & Pav.) Triana.

Entre subprovincias, las diferencias entre el IVE se
puede deber al clima y a que algunas categorias de tamafio
son mas susceptibles a niveles bajos de precipitacion. En
la subprovincia Cafiadiana los valores bajos de IVE de las
categorias correspondientes a individuos no reproductivos
puede ser consecuencia del dificil establecimiento de la re-
generacion por efecto de la sequia (Rey y Alcantara 2000).
El IVE, al ser un indice estructural, permitio evaluar a los
individuos por categoria de tamafio, asignandole un valor
a cada estadio y poder conocer su representatividad en las
diferentes condiciones. Cuando se utiliza el IVE los indi-
viduos de menor tamafio pueden ser evaluados mediante
medidas no invasivas (altura y conteos).

La curva poblacional tipo II que se encontro en la sub-
provincia Balsasana al nivel altitudinal menor a 900 m
s.n.m. indica la presencia de regeneracion e individuos
adultos y una ausencia de individuos jovenes. Esta au-
sencia puede estar relacionada al efecto del pastoreo en la
zona, dichas categorias pueden estar siendo afectadas por
el ramoneo, en donde los animales alcanzan las hojas de
los individuos de menor tamafio danandolos fuertemente.

La curva tipo IIb en la altitud menor a 900 m s.n.m. en
la subprovincia Cafiadiana significa que la regeneracion es
escasa, y se presenta en las especies que tienen problemas
para establecerse en etapas tempranas por baja precipita-
cion. En la subprovincia Cafiadiana se presentan condicio-
nes mas secas, donde la regeneracion puede verse afectada
por la falta de agua, desencadenando una alta mortalidad
en la ya escasa cantidad de plantulas que han logrado ger-
minar. Este tipo de curva poblacional se ha registrado en
arboles de Bursera simaruba y Dioon holmgrenii De Luca,
Sabato & Vézq. Torres (Martinez y Alvarez 1995, Velasco
etal. 2017).

La curva poblacional tipo II que se observo en los inter-
valos altitudinales menor a 900 m s.n.m. de ambas subpro-
vincias se caracterizd por baja proporcidén de individuos
de la categoria 1, mayor proporcion de las categorias 2 y
3 y una caida en el porcentaje de individuos a partir de la
categoria 4 (Martinez y Alvarez 1995). Esta curva se docu-
menta en Bursera palmeri S. Watson (Suzan et al. 2017).

Patron de distribucion horizontal. Se rechaza la hipdtesis
planteada ya que se presentaron diferentes patrones de dis-
tribucion horizontal en subprovincias bioticas e intervalos
altitudinales. El patréon de distribucion agrupado para B.
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linanoe en la presente investigacion fue semejante al de B.
graveolens y B. glabrifolia en el bosque tropical caducifo-
lio (Linares 2005). Este patrén es comun en especies del
género Bursera que crecen en suelos pedregosos (Guevara
y Rzedowski 1980). Los suelos pedregosos contribuyen al
establecimiento de plantulas debido a la mayor disponibi-
lidad de agua.

En algunas subprovincias se presentaron otros tipos de
patrones de distribucidon espacial pero en menor porcen-
taje, esto puede deberse al indice utilizado y ser conse-
cuencia de la densidad de los individuos en la unidad de
muestreo. Es importante mencionar que las variaciones en
el tipo de patrén de distribucion puede estar relacionado a
la construccion propia del indice de dispersion.

Es asi como el patrén de distribucion aleatorio obser-
vado en la subprovincia Cafiadiana (indice de Ripley) pue-
de deberse a la baja densidad de los individuos en la zona,
como Linares (2005) reporta para B. graveolens.

CONCLUSIONES

Las subprovincias bioticas y los intervalos altitudina-
les donde se desarrolla el lindloe presentan poblaciones
con caracteristicas estructurales distintas a consecuencia
de factores ambientales como la precipitacion anual y el
tipo de suelo. Los individuos de la subprovincia Balsasana
presentaron mayores valores en altura, diametro normal, y
area de copa. La menor densidad de individuos en Cafa-
diana puede estar relacionada a las condiciones de aridez
y suelos mas pedregosos. Las categorias de tamafio inter-
medias pueden estar favorecidas por una mayor cantidad
de humedad ambiental en las altitudes mayores a 900 m
s.n.m. El patron agrupado domina en las poblaciones es-
tudiadas, sin embargo, otros patrones de distribucion pue-
den presentarse en menor porcentaje de acuerdo al indice
considerado.
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SUMMARY

Dispersion is a key element in plant life, allowing them to colonize and establish in new environments. The morphological traits
involved in structures specialized in species dispersal play an important role in this process. In this work, the relationship between
samara size and the distance and dispersion speed of Gallesia integrifolia in an enclosed environment and one with the presence of wind,
at two experimental heights, was analyzed and compared. Results showed high variation and correlation among the morphological
samara traits. Positive and significant relationships between the samaras dimensions were evident with the distance and speed of flight
at one and two meters high in the open environment. On the other hand, a defined pattern for the enclosed environment was not found,
resulting in negative relationships in the size of samaras with the distance and speed of flight at the height of one meter. Knowing
the effect of morphological traits on dispersal contributes to a better understanding of seed ecology based on the morphological traits
of samaras, understanding current species dispersal and distribution processes, and knowing the ability of forest plants to cope with
potential future climate change scenarios in dry forests.

Keywords: wind dispersal, dry forest, dispersal distance, intra-specific variation, dispersion speed.

RESUMEN

La dispersion es un elemento ecologico clave que posibilita a las plantas colonizar nuevos ambientes, existiendo varios componentes
morfologicos en las semillas que tienen incidencia en los patrones de dispersion. En el presente estudio se analiz6 la relacion del
tamafo de la samara en el comportamiento de dispersion de Gallesia integrifolia, distribuida en un bosque seco. Se midi6 diferentes
rasgos morfologicos en las samaras y se las liberd desde dos alturas experimentales ex situ dentro de un ambiente con presencia de
viento y en otro sin viento, procediendo a medir la velocidad de descenso y distancia de dispersion. Los resultados mostraron alta
variacion morfoldgica de la samara, encontrando correlaciones significativas entre el tamafo de la simara con la distancia y velocidad
de dispersion. En condiciones de viento, las samaras mas grandes se dispersaron a mayor distancia en las dos alturas de liberacion.
En cambio, en el ambiente sin viento se encontr6 una correlacion negativa cuando fueron expuesta a menor altura. La velocidad de
caida de las samaras fue mas lenta cuando se liber6 la samara a una mayor altura en los dos tipos de ambiente. Conocer el efecto de
la morfologia en la dispersion, contribuye a comprender mejor la ecologia de semillas basado en rasgos morfoldgicos y a entender los
procesos actuales de dispersion y distribucion de las especies vegetales.

Palabras clave: anemocoria, bosque seco, distancia de dispersion, variacion intraespecifica, velocidad de dispersion.

INTRODUCCION

Las semillas, son el componente mas complejo y el mé-
todo exitoso de la reproduccion sexual en plantas vascula-
res. Presentan alta diversidad morfologica en sus atributos
cuantitativos y cualitativos; determinados por diferentes
componentes genéticos, condiciones ambientales y por los
recursos que la planta madre asigna para la produccion de

las semillas (Leishman et al. 2000). La variabilidad de los
rasgos morfologicos presente en las semillas ha tenido un
efecto en la germinacion, establecimiento de plantulas y
en las estrategias que usan las plantas para su dispersion
en tiempo y distancia.

Las especies dispersadas por el viento han desarrollado
estructuras morfoldgicas que ayudan a reducir la veloci-
dad de descenso de las semillas y viajar por corrientes de
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aire por un determinado tiempo. Entre estas estructuras
constan; la presencia de pelos y sdmaras, que permiten a
las plantas mejorar su capacidad de dispersion y coloniza-
cion de nuevos sitios, reducir la presion por competencia
y alcanzar nichos que favorezcan la regeneracion (Wenny
2001), lo que, a su vez, permite dar forma a las comunida-
des, determinando patrones de distribucion, configuracion
del paisaje, invasiones de plantas y procesos evolutivos
(Howe y Miriti 2004, Planchuelo et al. 2016).

Por su parte, las samaras son unos frutos tipicos estruc-
turalmente adaptado a la dispersion anemocora, caracteri-
zados por una gran variabilidad morfoldgica que influye
en los patrones de dispersion de las diferentes especies;
encontrandose presentes en 25 o6rdenes, 45 familias y 140
géneros de angiospermas (Der Weduwen y Ruxton 2019).
En este contexto, algunos estudios han documentado que
no hay una relacion entre el tamafio de la samara y proce-
sos de dispersion (Delgado et al. 2009, Augspurger et al.
2016), mientras que, otros estudios mencionan que hay un
efecto positivo en la velocidad de descenso con las estruc-
turas dispersadas por el viento, incluidas las samaras (Sipe
y Linnerooth 1995, Planchuelo ef al. 2016). Un ejemplo
de esto se da en la especie Ailanthus altissima (Miller)
Swingle, donde las variables morfologicas tienen un efec-
to significativo en la determinacion de las capacidades de
vuelo de la samara (Planchuelo ef al. 2016). Siguiendo
este mismo patrén, Vander (2003) identifica en semillas
aladas de pinos que el tamafio grande disminuye la dis-
persién por el viento. Por lo tanto, una mejor compren-
sion de los rasgos de las sdmaras de las especies forestales
es esencial para poder predecir el destino de la semilla
(Der Weduwen y Ruxton 2019), conocer su capacidad de
adaptarse, recuperarse y recolonizarse después de even-
tos climaticos cambiantes o desfavorables (Der Weduwen
y Ruxton 2019), especialmente en zonas aridas donde
las condiciones de estrés ambiental pueden jugar un rol
importante en el establecimiento de las especies vegetales.

Gallesia integrifolia (Spreng.) Harms (Phytolacca-
ceae), es un arbol caducifolio de 18 a 20 m de altura, con
frutos tipo samara de aproximadamente 3 cm y con una
sola semilla en su interior (Rajput et al. 2012, Romero-
Saritama y Draper 2017). No obstante, en el presente estu-
dio se encontr6 samaras de uno a mas de tres cm de largo.
La samara de G. integrifolia posee glandulas productoras
de esencias con olor caracteristico similar al ajo que puede
percibirse a varios metros de distancia. El aceite esencial
de los frutos tiene un excelente desempefio en el control
fungistatico y fungicida de varios hongos, considerandose
una alternativa potencial para reducir el uso de fungicidas
sintéticos (Raimundo et al. 2018). En cambio, la especie
tiene un alto potencial forestal y su madera es duradera
(Carvalho 1994), siendo utilizada en carpinteria, construc-
ciones y lefa, las hojas son buen forraje para el ganado
(Aguirre 2012). En zonas degradadas ayuda a la regenera-
cion natural debido a la intensa produccion y dispersion de
frutos anemocoricos (Barbosa y Pizo 2006).
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En Ecuador, G. integrifolia se encuentra distribuida
en los bosques secos de las provincias de Loja, El Oro y
Guayas entre 0y 1.000 m s.n.m. (Aguirre 2012). Estos bos-
ques han sido altamente intervenidos y fragmentados debi-
do a presiones antropicas (Romero-Saritama y Pérez Ruiz
2016). Estudios sobre la dispersion anemocora de especies
forestales presentes en el pais han sido escasos. El conoci-
miento de como la estructura y tamafio de la sdmara influye
en la dispersion de la especie, mejoraria enormemente nues-
tra comprension sobre el potencial de dispersion, la dindmi-
ca de la poblacion, los cambios en el rango geografico, las
invasiones y las respuestas de la especie a los cambios en el
habitat y el clima (Horn ef al. 2001). Ademas, dado el futuro
incierto de cambios climaticos globales, se hace necesario
acelerar estudios sobre la ecologia de la dispersion de las es-
pecies vegetales forestales en ambientes de estrés ambien-
tal. No obstante, estudios controlados con samaras en am-
bientes naturales han resultado dificiles de realizar (Nathan
et al. 2008), ya sea por la presencia de turbulencia de viento
(Ladera y Pineda 2009), altura de las plantas o vegetacion
circundante. Si bien, se han realizado esfuerzos para me-
dir directamente la dispersion a través de experimentos de
campo marcando las didsporas con pintura (Von der Lippe
et al. 2013, Cabra-Rivas et al. 2014) o utilizando trampas
a distintas distancias del arbol parental (Bullock y Clarke
2000), los propios autores mencionan que, los experimentos
de campo han presentado variables dificiles de controlar.

En tal virtud, esta investigacion explora ex sifu, los
efectos del tamano de la samara de Gallesia integrifolia
sobre la dispersion en dos escenarios experimentales, con
presencia y ausencia de viento y en dos alturas de libera-
cion. Proponiendo las siguientes preguntas; a) ;Las saima-
ras de mayor tamailo favorecen a una mayor distancia de
dispersion con una tasa de descenso menor? b) ;Existe un
efecto de la altura de lanzamiento y la presencia de viento
sobre la distancia y velocidad de dispersion en funcién del
tamafio de las samaras? En este marco, nuestra hipotesis
estd enmarcada en que las samaras de mayor tamafio ten-
dran mayor superficie de contacto con el aire circundante
permitiéndoles permanecer mas tiempo suspendidas, lo
que provocaria una mayor distancia de dispersion a una
velocidad mas lenta, posibilitando que la samara se aleje
mas de la planta madre en condiciones de viento.

METODOS

Recoleccion de samaras. Durante julio de 2019 se reco-
lectaron al azar aproximadamente 2.000 sdmaras maduras
(en procesos de dispersion) de 10 individuos distribuidos
en un remanente de bosque seco al sur occidente de la pro-
vincia de Loja — Ecuador (4°2° 12,2 S, 79°46° 2,3” E). El
area presenta una temperatura media anual de 20 a 26 °C,
se caracteriza por una estacion lluviosa desde diciembre
a abril y una estacion seca de mayo a noviembre, con una
precipitacion media anual de 500 mm (Espinosa et al.
2011). Las samaras, luego de su recoleccion se mezclaron



para formar un solo lote que, posteriormente, se almacend
en recipientes herméticos a temperatura ambiente hasta su
uso. Los frutos dafiados fueron descartados en el estudio.

Tamario de samara. Del total de lote recolectado se utilizo
una muestra al azar de 200 samaras y se las separ6 indivi-
dualmente en recipientes herméticos. Las samaras fueron fo-
tografiadas frontalmente y se us6 una regla como escala para
la referencia del tamafo. Posteriormente, mediante el pro-
grama de acceso libre ImageJ del Instituto de Salud Nacio-
nal de EE. UU. (NIH 2021), se procedi6é a medir el tamaiio
que incluyo; largo total de la sdmara (parte alada mas estruc-
tura correspondiente a la semilla - Lt), largo (La) y ancho de
la parte alada (Aa), largo (Ls) y ancho de la estructura con-
siderada semilla (As) (figura 1). Adicionalmente, se calcul6
el area (A) y determind el peso (P) de la sdmara mediante
una balanza de precisién (marca Sartorius de cinco digi-
tos). Todos los ensayos fueron realizados en el laboratorio
de Botanica de la Universidad Técnica Particular de Loja.

Ensayo de dispersion. Primeramente, se seleccionaron dos
escenarios experimentales ex sifu; A) un ambiente cerrado
(AC) en ausencia de viento y B) un ambiente abierto (AA)
con influencia de viento. Los ensayos en ambiente cerrado
se realizaron en el laboratorio de Botanica de la Universi-
dad Técnica Particular de Loja - Ecuador, donde se evito la
presencia de corrientes de aire. El ambiente abierto consis-

Ala

Lt

Semilla

Figura 1. Vista de la estructura, forma y variables medidas en
la samara de G. integrifolia. Lt= Largo total de la sdmara (parte
alada + estructura correspondiente a la semilla). Aa = Ancho del
ala, La = Largo ala, Ls = Largo semilla y As = Ancho semilla.

View of the structure and asymmetrical samara shape.
Morphological traits measured in the Gallesia integrifolia samara. LT =
total samara length (winged part + structure corresponding to the seed). L
= Length, A = wide of both wing and seed.
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tié en un lugar con presencia de viento dentro del campus
universitario donde se registraron velocidades de viento
entre 3,2 y 4,2 m s, durante el experimento. Posterior-
mente, se utilizaron dos alturas controladas de lanzamien-
to de las samaras; a uno y dos metros (Moussa et al. 2014).
Identificados los escenarios y las alturas correspondientes,
se procedio a soltar cada sdmara por dos ocasiones, proce-
diendo a medir con un crondémetro el tiempo (segundos)
de descenso (caida libre) de las saimaras hasta la llegada al
suelo (Greene y Johnson 1993). Asi mismo, se registrd en
metros, la distancia horizontal de recorrido desde el pun-
to de lanzamiento hasta el punto de caida. Este proceso
se lo realizd para toda la muestra de sdmaras previamente
medidas. El tiempo trascurrido entre el primer y segundo
lanzamiento de la samara vario6 entre 1,5 a 5 minutos.

Andalisis de datos. Previo al modelo y correlacion se verifi-
c6 la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wi-
1k (P <0,05). En cuanto a la correlacion, todas las variables
independientes (Largo total (Lt), Largo del ala (La), Ancho
del ala (Aa), Largo semilla (Ls), Ancho de semilla (As),
Peso (P) y Area (A) presentaron un coeficiente de correla-
cion de Spearman alto y significativo (rho > 0,30), por ello,
se selecciond la variable largo total de la simara para ejecu-
tar los modelos estadisticos. Para determinar los efectos de
las variables independientes largo de la simara, ambiente y
altura sobre las variables dependientes velocidad y distan-
cia de dispersion se realizé un Modelo Lineal Generaliza-
do Mixto (GLMM) de medidas repetidas (Pinheiro y Bates
2000, Norden et al. 2007) con la funcion “Ime”, debido a
que las semillas estuvieron anidadas a las variables altura
y ambiente. En el modelo se incluy6 velocidad / distancia
en funcion de largo total, distancia y altura como factores
fijos y semilla como factor aleatorio. El ajuste del modelo
se realizé con maxima verosimilitud restringida (REML) y
la seleccion del mejor modelo en base al criterio de infor-
macion de Akaikei (AIC). Finalmente, se realizo una prue-
ba de comparaciones multiple entre pares de ambientes y
alturas relacionadas con la distancia y velocidad utilizando
la funcién “Ismeans” del paquete estadistico “lsmeans”.
Todos los analisis se realizaron con el entorno de progra-
macion R Project (R Development Core Team 2011).

RESULTADOS

Las samaras de G. infegrifolia presentaron un rango de
variacion de 11,4 a 30,9 mm de largo con 3,41 a 12,1 mm
de ancho, siendo el largo total (Lt), largo (La) y ancho del
ala (Aa) y area, los rasgos que presentaron mayor variacion
(> 23 %) (cuadro 1). En cambio, dentro de las variables de
dispersion, los valores en la distancia a uno y dos metros en
un ambiente cerrado mostraron altas variaciones (cuadro 2).

Los andlisis mostraron que existe correlaciones signifi-
cativas (P < 0,005) entre el tamano de las simaras y la dis-
tancia de dispersion (figura 2). En el ambiente con presen-
cia de viento (AA), las simaras mas grandes se dispersan
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Cuadro 1. Media + desviacion estandar y coeficiente de variacion de los diferentes rasgos morfoldgicos estudiados. n = 200.

Average + standard deviation and coefficient of variation of morphological traits recorded in samaras. n = 200.

Variable Media y desviacion estandar Coeficiente de variacion %
Largo total (mm) 21,22 £5,60 26,41
Largo ala (mm) 16,31 +£5,19 31,80
Largo semilla (mm) 490 +0,75 15,32
Ancho ala (mm) 7,32 £ 1,69 23,13
Ancho semilla (mm) 4,88 +£0,63 12,83
Area (mm?) 101,36 + 47,80 47,15
Peso (g) 0,04 +£0,01 21,75

Cuadro 2. Media = desviacion estandar (coeficiente de variacion - %) de los pardmetros de dispersion estudiados en los dos ambientes

experimentales. n = 200.

Average + standard deviation (coefficient of variation - %) of the studied dispersion parameters in both experimental environments. n = 200.

Distancia (m) Velocidad (m/s)
Altura 1m 2m Im 2m
Cerrado 0,34+ 0,31 0,27 £0,25 0,60 = 0,08 1,21 £0,19
) (90,60) (92,09) (13,96) (16,03)
Ambiente
Abierto 0,47 +0,18 0,67 +0,16 0,95+0,17 1,56 £ 0,19
(37,41) (23,88) (18,02) (12,39)

@ Ambiente abierto
1m
1,00-

Distancia (mm)

0,75-

0,25 -

0,00-

30 15

Largo (mm)

Ambiente cerrado
1m

20 25

30

Figura 2.Correlacion del largo total (Lt) con la distancia de dispersion de las samaras en los ambientes experimentales

y segun las dos alturas utilizados en el estudio.

Relationship of the size and dispersal distance of the samaras in the two environments studied and in the experimental heights.
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a una mayor distancia y aquellas liberadas a mayor altura
su distancia de dispersion aumento6 (figura 2B), aunque,
con una menor fuerza de correlacion (12 = 0,48) que las li-
beradas a un metro (> = 0,81). En cambio, en un ambiente
cerrado (AC) (figura 2C, 2D), se evidencid una correla-
cion negativa entre el tamafio de la sdmara y la distancia
de dispersion a un metro (r* = - 0,56). A diferencia de las
liberadas a mayor altura, donde las sdmaras mas grandes
se dispersaron a una mayor distancia. En ambas alturas del
ambiente cerrado, los coeficientes de correlacion fueron
menores y las distancias de dispersion mas cortas que las
identificas en el ambiente abierto.

Con respecto a la relacion del tamafio de la sdmara con
la velocidad de dispersion (figura 3), se encontr6 correla-

@ Ambiente Abierto
im

2,00-

1,50-

2m

Velocidad (s)

1,50-

1,00-
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ciones altas positivas entre estas dos variables (P < 0,005),
a excepcion de las sdmaras liberadas a un metro en el am-
biente cerrado (figura 3C), donde, no se evidenci6 ninguna
correlacion (r? = 0,12). En cambio, las sdmaras mas gran-
des caen mas despacio cuando son liberadas a mayor altura
y en presencia de viento (figura 3Ay 3B)

El GLMM seial6 que el tamaiio y el ambiente cerrado
influyeron negativamente en la distancia de recorrido de
las samaras, mientras que, la altura, ya sea de uno o de dos
metros y el ambiente abierto influyd positivamente en la
distancia de dispersion (cuadro 3).

Por otra parte, los analisis mostraron que la velocidad
de dispersion fue afectada positivamente por el tamafio de
las samaras cuando fueron expuestas a las dos alturas y

© Ambiente cerrado
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Figura 3. Correlacion del largo total (Lt) con la velocidad de dispersion de las samaras en los ambientes y alturas utilizados en el estudio.

Relationship of the size and dispersion speed of the samaras in the two environments studied and in the experimental heights.

Cuadro 3. Resultados del LMM de la distancia en funcidn del tamafio, altura y ambiente.

GLMM results of distance based on size, range, height and environment.

Factores Estimador Error estandar Estadistico T Valor-p
Largo Total -0,001 0,002 -0,50 0.616
Altura Im 0,555 0,036 15,57 0,001
Altura 2m 0,616 0,036 17,30 0,001
AC 20,264 0,017 -15,46 0,001
AA 0,555 0,036 15,57 0,001
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al ambiente abierto. A diferencia del escenario sin viento
donde se evidencio6 una influencia negativa en la velocidad
de dispersion de las samaras (cuadro 4).

Asimismo, al realizar las comparaciones multiples
entre las dos alturas de lanzamiento de las samaras y los
ambientes abierto y cerrado se identific la existencia de
diferencias significativas (P < 0,05) con respecto a la velo-
cidad y distancia de dispersion de las samaras (cuadro 5).

DISCUSION

El estudio de rasgos morfoldgicos regenerativos permite
entender la capacidad de adaptacion, dispersion, germina-
cidn, colonizacion y establecimiento de plantas en diferen-
tes ecosistemas (Romero-Saritama 2016), los mismos que,
han sido poco analizados en los bosques secos tropicales
sudamericanos. Nuestros resultados aportan con informa-
cién para entender la anemocoria basada en rasgos morfolo-
gicos de las samaras de especies forestales en zonas aridas.

Gallesia integrifolia presenta alta variacion intraespe-
cifica en la samara; caracteristica similar a la encontrada
en otras especies como en Ailanthus altissima (Delgado
et al. 2009) y Platypodium elegans J. Vogel (Augspurger
et al. 2016). La variacion morfoldgica en la sdmara posi-
blemente asegura diferentes patrones de vuelo para su dis-

persion. Adicional, para la especie en estudio, se encontrd
una correlacion positiva entre todas las variables morfo-
logicas medidas en la samara, lo que sugiere una relacion
isométrica dentro de los rasgos morfologicos de la sama-
ra de G. integrifolia, es decir, un cambio en la longitud
conduce necesariamente al mismo cambio proporcional en
otros pardmetros morfoldgicos (Greene y Johnson 1993).
Relaciones isométricas se ha evidenciado en sdmaras de
Hopea hainanensis Merrill y Chun (Song et al. 2020).
Dentro de los rasgos morfologicos estudiados en sama-
ras, la masa y el area han sido generalmente los mas utili-
zados para calcular el potencial de dispersion por el vien-
to, aunque, como lo menciona Minami y Azuma (2003)
no siempre han sido los mas influyentes. En el caso de G.
integrifolia el peso y el area, bajo modelos de regresion
lineal presentan escasa estimacion del potencial de dis-
persion, situacion similar a la encontrada por Planchuelo
et al. (2016), donde, esos dos rasgos no fueron grandes
predictores en la estimacion de la dispersion de Ailanthus
altissima. Siendo importante que los analisis de los rasgos
en la simara deben extenderse mas alla del fuerte enfoque
tradicional que se tiene en el peso (Saatkamp et al. 2019).
Al evaluar el tamaio de las samaras con la velocidad y
distancia de dispersion, en el ambiente abierto con presen-
cia de viento, observamos que, las sdmaras mas grandes a

Cuadro 4. Resultados del LMM de la velocidad en funcion del tamaiio, altura y ambiente.

GLMM results of dispersal velocity based on size, range, height and environment.

Factores Estimador Error estandar Estadistico T Valor-p
Largo Total 0,022 0,001 30,88 0,001
Altura 1m 0,484 0,017 29,21 0,001
Altura 2m 1,095 0,017 66,15 0,001
Ambiente cerrado -0,353 0,008 -44 45 0,001
Ambiente abierto 0,484 0,017 29,21 0,001
Cuadro 5. Comparaciones entre los ambientes en estudio y la altura en funcién de la velocidad y distancia.
Multiple comparisons between studied environments and height as a function of speed and distance.
Velocidad Distancia
Comparaciones Estimador Error estandar Valor-p Estimador Error estandar Valor-p
AA Im-AC Im 0,347 0,017 0,001 0,124 0,023 0,001
AA Im-AA2m -0,618 0,016 0,001 -0,201 0,023 0,001
AA Im-AC2m -0,259 0,017 0,001 0,203 0,023 0,001
AC Im-AA2m -0,965 0,016 0,001 -0,326 0,023 0,001
AC Im-AC2m -0,606 0,016 0,001 0,079 0,023 0.004
AA2m-AC2m 0,359 0,016 0,001 0,404 0,023 0,001

AA = ambiente abierto, AC = ambiente cerrado.
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diferencia de las pequefias caen a una velocidad mas len-
ta con una distancia de dispersion mas larga, sobre todo,
cuando son liberadas a una mayor altura. Esto puede de-
berse a que la samara de G. integrifolia, al incrementar su
tamafio aumenta la superficie de contacto con su entorno
que, ante la presencia de viento, la simara queda atrapada
en corrientes de aire, lo que favorece a un mayor tiempo de
suspension (Buitrago y Lopez 2015). En cambio, el tama-
o de la sdmara se vuelve menos explicativo con respecto
a la velocidad y distancia de dispersion en un ambiente
cerrado, especialmente a una menor altura de liberacion.
Sin embargo, al liberar la sdmara a dos metros de altura, se
evidencia que las sdmaras mas grandes presentan una tasa
de velocidad similar a aquellas que fueron liberadas a me-
nor altura en el ambiente abierto. Que las samaras grandes
caigan mas lentamente en un ambiente sin viento a mayor
altura de liberacion; puede implicar que, tanto, la asime-
tria como el perfil morfologico de la samara, le permitan,
durante una mayor distancia de caida, rotar lo suficiente
para mantenerse mas tiempo suspendida en un ambiente
estatico, asi, como lo demuestra Green (1980) en samaras
del género Acer, donde, la asimetria de las samaras juega
un rol importante en la velocidad de dispersion, influyendo
en la tasa de descenso (McCutchen 1977).

Nuestros resultados muestran que en un escenario con
presencia de viento favorece a una menor velocidad de
caida y mayor distancia de dispersion, este mismo efecto
se presenta cuando las sdmaras se sueltan a una mayor
altura a excepcion del ambiente en calma donde la altu-
ra presenta un efecto nulo o negativo en la distancia de
dispersion. En la especie Jacaranda copaia (Aubl.) D.
Don, que produce semillas aladas, aunque con caracte-
risticas morfologicas diferentes a G. integrifolia, Wright
et al. (1992), en un estudio de simulacion, también de-
terminaron que la altura mejora la elevacion de semillas
dispersadas por el viento (Wright et al. 1992). A pesar de
que, esta relacion puede tener implicaciones logicas, hay
que tomar en cuenta que, en un ambiente natural, des-
pués de la liberacion de las samaras la variacion vertical
y horizontal de las corrientes de aire y la colision con la
vegetacion circundante puede anular el efecto de la va-
riacion de los rasgos de las sdmaras (Augspurger et al.
2016) como se ha evidenciado en Pinus halepnsis Mill.
(Nathan et al. 2001).

Asimismo, el efecto positivo en la dispersion en fun-
cion de la altura y tipo de ambiente con respecto al tama-
fo de la samara, a diferencia de samaras pequefias, las
mas grandes se ven favorecidas cuando son liberadas a
una mayor altura y en presencia de viento. En un ambiente
natural, las sdmaras mas grandes que se encuentran en el
dosel del arbol, por lo tanto, a una mayor altura de libera-
cion, tendrian mayor posibilidad alejarse mas de la planta,
no solo por la misma presencia del viento, sino, porque la
velocidad promedio del viento aumenta cerca de la parte
superior del dosel, pudiendo impulsar a las sdmaras fuera
del dosel (Nathan ez al. 2008).
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CONCLUSIONES

En especies que producen alta variacion morfoldgica
en sus componentes de dispersion, como es el caso de la
sdmara en G. Integrifolia, nuestros resultados respaldan la
importancia de incorporar rasgos morfoldgicos mas alla
del peso o el area de las samaras para ayudar a prede-
cir de la mejor manera el potencial de dispersion de las
especies forestales, sobre todo, en los bosques donde las
condiciones de aridez ambiental son desfavorables para el
establecimiento, sobrevivencia y desarrollo de las plan-
tas. Los datos experimentales obtenidos en G. integrifolia
predicen que las simaras mas grandes, al tener mayor su-
perficie de contacto con el entorno se ven favorecidas para
una mayor distancia de dispersion, especialmente cuando
las sdmaras son liberadas a mayor altura y con presencia
de corrientes de viento.

Finalmente, el efecto positivo del tamafio de las sama-
ras en la dispersion de G. integrifolia permite un acerca-
miento a la ecologia de la dispersion de especies lefiosas
que producen samaras como su medio de dispersion en los
bosques secos; ecosistemas que, por su alta vulnerabili-
dad ecologica y proceso de cambio climatico, la distribu-
cion natural de las especies se vea afectada. Por lo tanto,
conocer los mecanismos por las cuales G. integrifolia se
dispersa, podra ayudar a mejorar los modelos que predi-
cen la dispersion de semillas para otras especies dispersa-
das por el viento en las zonas aridas.
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hipotesis si compete, objetivos, alcances del trabajo y
limitaciones para su desarrollo, si es que las hubo. En
este capitulo se realizard una sintesis e interpretacion
de la literatura relacionada directamente con el titulo y
objetivos del trabajo.

Meétodos. Redactados en tiempo pasado, proveen
informacién suficiente y concisa de manera que el
problema o experimento pueda ser reproducido o fa-
cilmente entendido por especialistas en la materia.
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Deberan sefialarse claramente las especificaciones
técnicas y procedencia de los materiales usados, sin
describir materiales triviales. Los organismos bioti-
cos deberan ser convenientemente identificados de
acuerdo con las normas internacionales que corres-
pondan. En los métodos empleados se debera senalar
claramente el procedimiento experimental o de cap-
tacion de datos y los métodos estadisticos, asi como
los programas computacionales. Si el método no fuese
original, se indicara bibliograficamente; si fuera origi-
nal o modificado se describira convenientemente. En
cualquier caso, la presentacion de varios métodos sera
cronologica.

e Resultados. Redactados en tiempo pasado, incluyen
la presentacion sintética, ordenada y elaborada de la
informacion obtenida. Entrega resultados en forma de
texto escrito con apoyo de cuadros y figuras, si corres-
ponde, conjuntamente con analisis e interpretacion de
los datos. Se debera evitar tanto la repeticion de deta-
lles dados en otros capitulos como la descripcion de
aquello que sea evidente al examinar los cuadros o fi-
guras que se presenten.

e Discusion. Redactada en tiempo presente, incluye la
interpretacion integrada de los resultados y, cuando
corresponda, la comparacion de ellos con los de publi-
caciones previas. Consiste en un analisis critico de los
resultados de acuerdo con los objetivos y/o hipotesis.
Debe comentarse el significado y la validez de los re-
sultados, de acuerdo con los alcances definidos para el
trabajo y los métodos aplicados. En este capitulo no
deberan repetirse los resultados obtenidos.

e Conclusiones. Redactada en tiempo presente, podran
ser incluidas en una seccion Unica o integradas en la
discusion, con la correspondiente indicacion en el ti-
tulo de la seccion. En caso de presentarlas como una
seccion aparte, se incluiran alli en forma precisa y
concisa aquellas ideas mas relevantes que se deriven
directamente de lo aportado por el trabajo. Deben dar
respuesta a las hipdtesis o a los objetivos planteados
en la introduccion. Deben redactarse en forma clara y
objetiva sin incluir citas bibliograficas. Pueden incluir
recomendaciones para trabajos futuros.

o Contribucion de autores. Se debe especificar la contri-
bucion de cada autor del estudio.

e Financiamiento. En esta seccion se debe indicar la
fuente de financiamiento. Cuando corresponda, se debe
mencionar la agencia, programa, y cédigo del proyec-
to. Alternativamente, se debe mencionar que el finan-
ciamiento proviene de fuente interna mencionando la
institucion/universidad, o bien indicar que el estudio
no conto con financiamiento interno/externo.

e Agradecimientos. En esta seccion opcional se deberan
mencionar brevemente a personas ¢ instituciones que
contribuyeron con financiamiento u otro tipo de cola-
boracion para la realizacion del trabajo.

e Referencias. Se indicaran las referencias de todas las
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citas bibliograficas sefaladas en el texto, ordenadas
alfabéticamente. La precision y la veracidad de los
datos entregados en las referencias bibliograficas son
responsabilidad del o los autores de las contribuciones
y deben corresponder a publicaciones originales. El
nimero maximo de referencias sera de 40 para articu-
los, notas y opiniones, y de 60 para revisiones. Utilice
literatura moderna, relevante y directamente relaciona-
da con su trabajo. Por lo menos 75 % de las referencias
deberan corresponder a revistas cientificas de corriente
principal.

Para las modalidades de revision y opinion no se exige
seguir la estructura indicada anteriormente. Sin embargo,
deben contener las secciones de titulo, autores, resumen,
palabras clave, introduccion, el desarrollo del trabajo ade-
cuadamente dividido en secciones, contribucion de auto-
res, financiamiento, agradecimientos y referencias.

El nombre de cada seccion debe estar escrito con ma-
yuscula, centrado, y tamafio 16 puntos, con la excepcion
de las secciones de contribucion de autores, financiamien-
to, y agradecimientos, que deben tener tamafio 12 puntos.

Estilo y formato

En general, el resumen, métodos y resultados del ma-
nuscrito deberan estar redactados en tiempo pasado, y la
introduccién, discusion y conclusiones en tiempo pre-
sente. Use tiempo presente cuando se refiera a resultados
publicados previamente, esto ayuda a diferenciar entre
los hallazgos de su estudio (tiempo pasado) y los hallaz-
gos de otros estudios. En el texto no utilice acronimos ni
abreviaturas, escriba el nombre completo de las cosas; las
excepciones que se pueden utilizar son aquellas de do-
minio global como, por ejemplo, ADN, pH, CO, y muy
pocas otras. Tampoco utilice en el texto los simbolos de
los elementos quimicos. Acate las reglas gramaticales en
todo el manuscrito, incluidas las descripciones de cuadros
y figuras.

El trabajo debe estar escrito en hojas tamafio carta
(279 x 216 mm), con margenes de 2 cm por lado, interli-
neado a espacio y medio (1,5 espacios), letra Times New
Roman, tamafio 12 puntos, con numeracion de pagina en
el extremo inferior derecho y nimero de linea correlativo
para todo el trabajo, a la izquierda. Separar los parrafos a
renglon seguido y con sangria de 0.8 cm a la izquierda en
la primera linea. Debe presentarse en archivos electronicos
con procesador de texto Word.

El titulo principal se escribira con letras minusculas,
tamafio 14, negrita, y centrado. En ¢l debera omitirse la
mencion de los autores de nombres cientificos, los que, sin
embargo, se presentaran la primera vez que se mencionen
en el texto a partir de la introduccion.

En el encabezado superior derecho de cada pagina
debe incluirse un titulo abreviado con un maximo de 40
caracteres y espacios.



Las ecuaciones se numeraran en el margen derecho con
paréntesis cuadrados “[ ]”; en el texto se mencionaran de
acuerdo con esta numeracion y deberan estar elaboradas
con el editor de ecuaciones, no insertas como imagen.

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

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

Debe indicarse el nombre cientifico de todos los orga-
nismos bioldgicos que aparezcan en el texto, de acuerdo
con la nomenclatura internacional respectiva. Si un nom-
bre comun es usado para una especie, la primera vez que
cite en el texto, a partir de la introduccion, se debe dar a
continuacion su nombre cientifico en cursiva entre parén-
tesis, por ejemplo, coihue (Nothofagus dombeyi (Mirb.)
Oerst.). Citas posteriores pueden aparecer con el nombre
del género abreviado seguido del adjetivo del nombre
cientifico (por ejemplo, N. dombeyi), siempre y cuando
no produzca confusiones con otras especies citadas en el
manuscrito. Se sugiere mencionar el apellido del autor de
forma abreviada y con un punto, como se menciona en el
ejemplo anterior. Al iniciar una oracion con el nombre de
una especie, escriba su género completo y no lo abrevie
con su inicial. En el resumen y en el titulo no mencione los
autores de nombres cientificos.

En los cuadros se deben incluir los datos alfanuméricos
ordenados en filas y columnas, escritos con fuente Times
New Roman de 12 puntos (minimo 9 puntos de tamafio),
sin negritas. So6lo los encabezamientos de las columnas y
los titulos generales se separan con lineas horizontales; las
columnas de datos deben separarse por espacios y no por
lineas verticales. En las figuras se incluyen otras formas
de presentacion de datos o informacién, como graficos,
diagramas, fotografias y mapas. En cuadros y figuras se
deben incluir las descripciones auto explicativas en cas-
tellano e inglés numerados en forma consecutiva. Todas
las figuras y cuadros deben ser citados en el texto de la
siguiente forma: (cuadro 1), (cuadro 2), ...; (figura 1), (fi-
gura 2). Las figuras llevan el titulo en el margen inferior
y los cuadros en el margen superior. Los cuadros y figuras
deben tener una resolucion tal que permitan ser reducidos
sin perder legibilidad. Se sugiere incluir una maximo de
cuatro cuadros y cuatro figuras, sin embargo, se deja sujeta
la posibilidad de incluir cuadros y figuras adicionales si es
pertinente para la correcta presentacion de la informacion.

Cuadros y figuras deben ir insertos en el manuscrito, con
sus respectivas descripciones, ubicandolas lo mas proximo
posible después de haberlos citado por primera vez en el
texto. Los cuadros deben estar en el formato de tablas (edi-
tables, no como imagenes).

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

Los manuscritos en castellano deben contener insertas
las respectivas traducciones al inglés de:

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

e Keywords: equivalentes a las palabras clave en castella-
no.

e Descripciones de cuadros y de figuras.

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

Citas y referencias

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

e Citas bibliograficas de uno y dos autores:
- De acuerdo con Santamaria (2010), el crecimiento
se mantiene constante durante ...
- ...estaninfluidos por el sitio en cuestion (Santamaria
2010, Lopez y Castro 2011).

e (itas bibliograficas de mas de dos autores:
- Segln Barria et al. (2009), el factor mas importan-
te...
- ... entre otros, el diametro y la altura (Barria et al.
2009, Moran et al. 2010).

e C(itas bibliograficas de un mismo autor, publicadas en
un mismo afio:
- En el estudio de Rodriguez (2009abd), se observa
que en cada unidad de muestreo...
S lo que es coincidente con estudios anteriores
(Rodriguez 2009ab, Moran et al. 2010acd).
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e (itas de mas de una publicacion a la vez, se ordenan
cronolégicamente:

- Ceron (2007), Garciay Villanueva (2009), y Sudrez
et al. (2010) analizan los componentes edafoclima-
ticos...

- ...la altura ha sido identificada como el atributo
mas importante (Cerén 2007, Garcia y Villanueva
2009, Suarez et al. 2010).

En el capitulo de referencias, las referencias bibliogra-
ficas deben incluir apellido paterno e inicial del o los nom-
bres de todos los autores, el afio de publicacion, el titulo
y la informacién complementaria que permita localizar la
fuente del documento en cuestion. Incluya el DOI de cada
referencia al final. Algunos ejemplos de los formatos de las
referencias bibliograficas mas frecuentes son:

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

Jones J, A Almeida, F Cisneros, A Iroum¢, E Jobbagy,
A Lara, W de Paula Lima, C Little, C Llerena, L
Silveira, JC Villegas. 2016. Forests and water in
South America. Hydrological Processes 31(5): 972-
980. DOI: https://doi.org/10.1002/hyp.11035

Jones Kogan M, C Alister. 2010. Glyphosate use in forest
plantations. Chilean Journal of Agricultural Research
70(4):652-666. DOI:  http://dx.doi.org/10.4067/
S0718-58392010000400017.

Karzulovic JT, MI Dinator, ] Morales, V Gaete, A Barrios.
2009. Determinacion del diametro del cilindro cen-
tral defectuoso en trozas podadas de pino radiata
(Pinus radiata) mediante atenuacion de radiacion
gamma. Bosque 26(1):109-122. DOI: http://dx.doi.
0rg/10.4067/S0717-92002005000100011

e Referencias de libros como un todo:

Morales EH. 2005. Disefio experimental a través del ana-
lisis de varianza y modelo de regresion lineal. 3 ed.
Santiago, Chile. Andros. 248 p.

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

e Referencias de partes o capitulos de libros:

Gutiérrez B, R Ipinza. 2010. Evaluacién de pardmetros
genéticos en Nothofagus. In Ipinza R, B Gutiérrez,
V Emhart eds. Domesticacion y mejora genética de

rauli y roble. Valdivia, Chile. Exion. p. 371-390.

e Referencias de memorias, tesis, seminarios de titula-
cion o trabajos de titulacion:
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Emhart V. 2006. Diseflo y establecimiento de un huer-
to semillero clonal de Eucalyptus nitens (Deane et
Maiden) con fines de produccién, investigacion y
docencia. Tesis Ingeniero Forestal. Valdivia, Chile.
Facultad de Ciencias Forestales, Universidad Austral
de Chile. 79 p.

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

e Referencias de documentos en internet:

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

e Referencias de documentos en internet o sitios web sin
autor:

MOP (Ministerio de Obras Publicas, CL). 2019. Mesa
Nacional del Agua. Santiago, Chile. Consultado
13 sept. 2022. Disponible en https://www.mop.cl/
MesaAgua/index.html..

Para mas informacidn respecto de otros casos especi-
ficos relacionados con las citas y referencias bibliografi-
cas, se pueden consultar los documentos que a continua-
cion se sefialan. No obstante, el orden y la tipografia de
los elementos constituyentes de las citas y referencias bi-
bliograficas deberan ajustarse al reglamento de la revista
Bosque.

Biblioteca Conmemorativa Orton (IICA/CATIE). 2011.
Normas para citar referencias bibliograficas en
articulos cientificos 4 ed. Consultado 13 abr. 2011.
Disponible en http://biblioteca.catie.ac.cr/index.php?
option=com_content&task=view&id=18&Itemid=50

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

Carta de envio

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



Envio de documentos

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

- Texto.doc: texto principal del trabajo (incluye fi-
guras y cuadros, ademas del titulo, summary, ke-
ywords, y descripciones de figuras y cuadros en
inglés).

- Carta.pdf: carta de presentaciéon y envio del ma-
nuscrito que debe contener la mencion de: el tipo
de trabajo, declaracion de no conflicto de interés,
declaracion de que el manuscrito, de forma parcial
o total, no ha sido previamente publicado y que no
estd siendo considerado para ser publicado en otro
medio.

Los envios de deben realizar a través de la plataforma
OJS (Open Journal System) de la revista Bosque, dispo-
nible en www.revistabosque.org. Si presenta dificultades
para el envio, puede remitirlo por correo electronico a re-
vistabosque@uach.cl. El autor de correspondencia recibi-
ra una carta de acuse de recibo del editor.

Proceso de publicacién

El cabal cumplimiento de las instrucciones para los
autores se refleja en menores tiempos del proceso edito-
rial. Durante el primer paso del proceso editorial, el comité
editor revisa el manuscrito para verificar la pertenencia al
ambito de la revista y el cumplimiento de las instrucciones
para los autores. Cuando no se cumplen tales condiciones,
el manuscrito es devuelto al autor de correspondencia,
informandole su situacién y mencionando las faltas de
formato. Cuando se ha verificado el cabal cumplimiento
de las instrucciones para los autores, se registra esa fecha
como recepcion del manuscrito y el comité editor envia el
manuscrito a un editor asociado, seleccionado acorde a la
tematica del trabajo. El editor asociado envia el manuscri-
to a un minimo de dos arbitros o revisores externos, en un
sistema de doble ciego. A los arbitros se les solicita decli-
nar la revision de un manuscrito cuando sientan que pre-
sentan conflictos de interés o que no podran realizar una
revision justa y objetiva. Los arbitros evaliian el manuscri-
to de acuerdo con la pauta que proporciona la revista. Si
los arbitros o el comité editor lo estiman pertinente, podran
solicitarla los autores, a través del editor asociado, infor-
macioén adicional sobre el manuscrito (datos, procedimien-
tos, etc.) para su mejor evaluacion. La evaluacion de los
arbitros puede ser: publicar con modificaciones menores,
publicar con modificaciones mayores, o no publicar. Las
evaluaciones y observaciones de los arbitros son revisa-
das por el editor asociado, quien las toma en consideracion
para hacer una recomendacion de publicacion (revisiones

menores, revisiones mayores, o no publicar) al comité edi-
tor, el cual informa por escrito al autor de correspondencia
la decision de continuar o no en el proceso de publicacion
y si su manuscrito debera ser nuevamente evaluado por ar-
bitros. Cuando el manuscrito es aceptado, el comité editor
envia al autor de correspondencia una carta de aceptacion
de su manuscrito, indicando el tipo de modificaciéon nece-
saria. En no mas de tres semanas el autor de correspon-
dencia debe devolver una version modificada a la revista,
para que el comité editor analice el manuscrito corregido.
El comité editor decide el orden en que apareceran los tra-
bajos publicados en cada nimero. Una contribucion puede
ser rechazada por el comité editor en cualquiera de las ins-
tancias del proceso de publicacidn, ya sea por cuestiones
de fondo o de forma que no cumplan con las instrucciones
para los autores. Ante sospecha de conducta poco ética o
deshonesta por parte de los autores que han sometido su
manuscrito al proceso de edicion, el editor se reserva el de-
recho de informar a las instituciones patrocinadoras u otras
autoridades pertinentes para que realicen la investigacion
que corresponda.

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

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

La version electronica de libre acceso de los trabajos
completos publicados por Bosque se encuentran en los
siguientes sitios: www.revistabosque.org, http://revistas.
uach.cl/index.php/bosque/index, y http://www.scielo.cl/
scielo.php?script=sci_serial&pid=0717-9200.

Politicas para los arbitros

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

El editor y/o editores asociados envian cada manuscri-
to a por lo menos dos arbitros considerados idoéneos para
evaluar el tema y asi el comité editor puede considerar
diversas opiniones de especialistas para decidir sobre el
proceso editorial.

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

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

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

El editor y/o editor asociado podra difundir informes
de arbitrajes entre los revisores (conservando el anonima-
to) para promover el buen desempefio, resolver controver-
sias y mejorar el proceso de edicion.

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