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Resumen

La capacidad de los ecosistemas boscosos, en especial los bosques templados, para satisfacer
necesidades de los seres humanos de manera directa e indirecta es 1o que se denomina una funcién
ecosistémica. Una de estas funciones es la regulacion gaseosa, donde constituye la principal fuente
fijadora de carbono (C). Una manera indirecta de participar en la acumulacion de C seria a través de
la glomalina, definida metodologicamente como glomalina asociada a las proteinas del suelo
(GRSP), producida por hongos micorricicos arbusculares (HMA), que se caracterizan por obtener
todo el C necesario de su planta hospedera. Muchas de las especies de los bosques templados de
América del sur presentan esta asociacion con HMA, por lo que se planted estudiar las
caracteristicas de la GRSP como un indicador del secuestro de C, en las asociaciones forestales
siempreverdes de: Nothofagus dombeyi, Laurelia philippiana y Saxegothaea conspicua, y
caducifolias secundarias de: N. alpina, N. obliqua, en distinto estadio sucesional (con y sin manejo
silvicola) y en una plantacion forestal de Pseudotsuga menziesii, en la Cordillera de los Andes,

centro- sur de Chile.

En la presente investigacion se estudio la relacion de la diversidad vegetal y abundancia de HMA
con los niveles de GRSP y la capacidad de acumulacion de ella en el suelo. La diversidad vegetal se
realizé por medio de un inventario fitosocioldgico y la abundancia de HMA a través de un estudio
de muestras de suelo. Esto permitio determinar que la mayor cobertura de especies hospederas de
HMA se encuentra en el bosque siempreverde, pero sin que se presentaran diferencias en el
contenido de micelio extrarradical entre lo sitios. Se observd una disminucion en el numero de
esporas al aumentar el porcentaje de cobertura de especies hospederas de HMA. La presencia tanto
de esporas como de micelio activo en la plantacion forestal hace replantear la calidad de no

hospedero de HMA de P. menziesii.

Se cuantifico la fraccion de GRSP, asi como su aporte de C y N al C y N total del suelo y se
compard con el aporte que hacen los acidos hiimicos y fulvicos, a dos profundidades de suelo.
Ademas, se determind si existe una relacion de la GRSP en la formacion de agregados estables al
agua. La GRSP fue la fraccion que mas contribuyé a la MOS en todos los sitios estudiados,
representando hasta un 19% del C y un 20% del N total del suelo, que al formar parte de la materia
organica mas estabilizada, constituye una importante forma de secuestro de C en diferentes
ecosistemas. La GRSP no present6 correlacion con los agregados estables al agua. Los factores que

determinan el contenido de GRSP en el suelo no estan muy claros aun; no obstante, el manejo



silvicola produjo una disminucion en su contenido en el corto plazo en los bosques de Nothofagus

estudiados.

Mediante un ensayo in situ de acumulacion de GRSP se observé que no todos los bosques acumulan
la misma cantidad de GRSP en un periodo de tiempo determinado y estas diferencias no tienen
relacion con la diversidad vegetal o el porcentaje de cobertura de especies hospederas de HMA. La
descomposicion de la GRSP se estudio mediante la incubacion de suelo en condiciones controladas
de temperatura y humedad. La fraccion mas 14bil de GRSP disminuy6 hasta en un 36% después de
400 dias de incubacion, mientras que la fraccion GRSP aument6 hasta en un 87%. Por otra parte, no
se presentaron diferencias en la descomposicion de la GRSP al aumentar la temperatura de
incubacion. Mediante un analisis del contenido de metales de la GRSP, se observd un alto
porcentaje de aluminio y hierro, que tendrian una funcién en la estabilizacion de la GRSP y
permitiria que se encuentre en altos contenidos en los suelos forestales del centro-sur de Chile.
Finalmente, se comparé el perfil de °C y '°N de la GRSP con el perfil del suelo. GRSP registro un
enriquecimiento significativo de °C y "N respecto del suelo. De esta manera, la acumulacion en el
suelo, contribuiria al enriquecimiento de °C y "*N en suelos de ecosistemas boscosos. Sin embargo,
mayor informacion respecto a la relacion entre HMA y GRSP, permitiria comprender la magnitud

exacta de este proceso.

A pesar de que no es posible relacionar con precision a los HMA con el contenido de GRSP, es
interesante estudiar esta fraccion por el alto porcentaje de carbono que representa en el suelo, su
relacion con la formacion de agregados estables en algunos ecosistemas y el potencial que tienen los
suelos volcanicos para acumular esta glicoproteina. Ademdas es importante conocer su funcion y
cantidad en otro tipo de ecosistemas forestales como los bosques australes y pantanosos, con

diferente dependencia de HMA.



Summary

An ecosystem function is the capacity of forest ecosystem, specially temperate forest, to satisfy
requirement of human been in a direct and indirect way. One of these functions is gas regulation,
where forest ecosystem constitute the major carbon (C) sink. An indirect way to contribute in the C
accumulation would be through glomalin, defines methodologically as glomalin related soil protein
(GRSP), which is produce by arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) that obtain all their C from the
host plant. Many species from the temperate forests in South America have this association with
AMF. For that reason it was proposed to study the GRSP characteristic as an indicator of C
sequestration, in evergreen forests of Nothofagus dombeyi, Laurelia philippiana and Saxegothaea
conspicua, and deciduous secondary forests of: N. alpina, N. obliqua, with different succession
pattern, with and without forest management, and in a forest plantation of Pseudotsuga menziesii, in

the Cordillera de los Andes, southern Chile.

In the present research, it was studied the relationship between the vegetal diversity and AMF
abundance with the levels of GRSP and the accumulation capacity of GRSP in soil. Vegetal
diversity was measured by a forest inventory and the AMF abundance by the study of soil samples.
These made possible to determine that the highest host cover percentage of AMF was found on the
evergreen forest, but no differences on the hyphae content among sites was found. The number of
spores decreased with the increase in host cover percentage of AMF. The presence of spores and
active mycelium in the forest plantation make redefine the non host of AMF condition of P.

mencziesii.

The GRSP fraction and the contribution of C and N to total soil C and N were quantified and they
were compared with the input of humic and fulvic acid at two depth of soil. Furthermore it was
studied if GRSP has a relationship with the soil aggregation. GRSP was the most abundant fraction
in soil organic matter in all sites. It represents up to 19% of total soil C and 20% of total soil N. It
represents a more stabilized fraction of soil organic matter that constituted an important way of C
sequestration in different ecosystems. There was not correlation between GRSP and soil
aggregation. The factors that determine the GRSP content in soil are not very clear, but forest

management in Nothofagus forest reduced it content in a short time.



In an in situ assay of accumulation of GRSP was observed that not all forests have the same
capacity to accumulate GRSP in a determine period. These differences have no relationship with
vegetal diversity or host cover percentage of AMF. The decomposition of GRSP was studied by a
soil incubation assay at controlled temperature and moisture. The labile fraction of GRSP decreased
up to 36% after 400 days, while the GRSP fraction increased up to 87%. By other side, there was no
difference on the decomposition of GRSP when the incubation temperature increased. The analysis
of metal content in GRSP showed a high content of Al and Fe, which can have a role on the
stabilization of GRSP and on the high content of GRSP found in forest soils of southern Chile.
Finally, it was compared the °C and ""N patterns GRSP with the soil pattern. GRSP showed
significant BC and N enrichment relative to bulk soil. Hence, cumulative accumulation in soil,
likely contributes to °C and "N enrichment in soils of forest ecosystems. Further research on the

relationship between GRSP and AMF should clarify the exact extent of the process.

Although today is not possible to relate AMF with the GRSP content with precision, it is very
interesting to study it because the high percentage of C that represent in soils, their relationship with
soil aggregation in some ecosystems and the potential for accumulate this protein that have volcanic
soils. It is also important to know their function and amount in other type of forest ecosystems as

austral forests and wetland forest, with different dependence of AMF.
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Capitulo 1

Antecedentes generales



Resumen

Una funcidn ecosistémica se define como la capacidad de ciertos procesos y componentes naturales
de proveer bienes y servicios que satisfacen las necesidades de los seres humanos de manera directa
e indirecta. Los ecosistemas boscosos, especialmente los bosques templados, constituyen la
principal fuente fijadora de C. En estos bosques, ademas de la biomasa viva, otras forma de aporte a
la materia organica del suelo (MOS) lo constituyen el material lefioso muerto, la hojarasca y la
biomasa radical. La glomalina, definida metodoldégicamente como glomalina asociada a las
proteinas del suelo (GRSP), es producida por los hongos micorricos arbusculares (HMA). Estos
hongos obtienen todo el carbono (C) necesario para su desarrollo de la planta hospedera. Muchas de
las especies del los bosques templados de América del Sur presentan esta asociacion con HMA. Sin
embargo, el aporte que el bosque hace a través de la simbiosis con HMA no esta considerado y
puede llevar a subestimar el aporte que hace al momento de estimar un balance de C. El contenido
de GRSP es variable de acuerdo al ecosistema de origen, pero los niveles mas altos han sido
registrados en suelos con bosque nativo. Con estos antecedentes, se plantearon cuatro hipotesis. (1)
Los eventos disruptivos producen cambios en la diversidad y dominancia de las especies vegetales
que pertenecen a un ecosistema determinado. Lo que a su vez, altera la abundancia de los hongos
micorricicos arbusculares presentes. (2) La cantidad de C contenido en la GRSP corresponde a la
fraccion mas importante del C organico total del suelo, obtenidas en un fraccionamiento quimico,
en diferentes sucesiones del bosque templado y una plantacion de P. menziesii en la Cordillera de
Los Andes. (3) Bosques siempreverdes presentan una gran diversidad de especies vegetales que
establecen asociaciones simbidticas con HMA, por lo que deberian presentar una mayor cantidad de
GRSP que un renoval caducifolio de Nothofagus, ya que este género solo forma simbiosis con
hongos ectomicorrizicos. Ambas tipos de bosque presentaran un contenido de GRSP mas alto que
una plantacion monoespecifica de P. menziesii, especie caracterizada por establecer simbiosis con
hongos ectomicorrizicos y presentar una nula diversidad de especies vegetales en el sotobosque. (4)
El manejo forestal del bosque nativo favorece el crecimiento de los mejores individuos y de las

especies del sotobosque, lo que permite un aumento del contenido de GRSP del suelo.

Palabras claves: Funciones ecosistémicas, bosques templados, Pseudotsuga menziesii, secuestro de

carbono, GRSP.



Abstract

Ecosystem functions are defined as the capacity of natural processes and components to provide
goods and services that satisfy human needs, directly or indirectly. Forest ecosystems, specially
temperate forests, are a major carbon (C) sink. The input to soil organic matter (SOM) in these
forests are coarse woody debris, leaf litter and root biomass, besides the living biomass. Glomalin,
defined methodically as glomalin related to soil protein (GRSP), is produced by arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF). These fungi obtain all the C that they need from the host plant. Many
species in the temperate forests of South America have association with AMF. Nonetheless, the
forest contribution through AMF symbiosis is not considered and can underestimate the
contribution of forest in a C balance. The amount of GRSP changes according to the ecosystem, but
the highest level have been found in native forest soil. With these data, four hypothesis were
formulated. (1) Disruptive events cause changes in diversity and dominance of vegetal species in a
determine ecosystem, which leads to change in the AMF density. (2) The amount of C in the GRSP
is the major fraction of total organic C in soil, from a chemist fractionation, in different successions
of temperate forest and a Pseudotsuga menziesii plantation in the Los Andes Mountains. (3)
Evergreen forests have a high diversity of vegetal species that have symbiotic association with
AMF. Then, they should have a bigger amount of GRSP that a Nothofagus deciduous secondary
forest, which has symbiosis with ectomycorrhizal fungi. The temperate forests should have more
GRSP than a monospecific plantation of P. menziesii, which is characterized for having symbiosis
with ectomycorrhizal fungi and does not have understory. (4) Forest management of native forests
increase the growth of best trees and understory species and that can increase the amount of GRSP

in soils of these forests.

Key words: Ecosystem functions, temperate forest, Pseudotsuga menziesii, carbon sequestration,

GRSP.



1.1 Introduccion

Una funcion ecosistémica se define como la capacidad de ciertos procesos y componentes naturales

de proveer bienes y servicios que satisfacen las necesidades de los seres humanos de manera directa

e indirecta (Norberg 1999; de Groot et al. 2002). Los bienes y servicios generados por los bosques

templados pueden tener una enorme importancia medio ambiental a nivel local y global, asi como

un significativo impacto econémico (Nahuelhual et al. 2007). De acuerdo a de Groot et al. (2002),

las funciones sostenidas por el ecosistema pueden ser clasificadas en cuatro categorias:

- Regulacion, se refiere a la mantencion de los procesos esenciales y soporte para la biocenosis.

- Habitat, provee un medioambiente para el crecimiento y reproduccién de plantas, animales,
hongos y microorganismos en general.

- Produccion, donde a través de la energia solar ocurre la fijacion del CO, para ser transformada en
alimento y oxigeno, materia prima, recursos genéticos y medicinales.

- Informacion, genera espacios para el aprendizaje, la recreacion y el desarrollo cognocitivo.

Los bosques tienen una funcion importante dentro del ciclo global del carbono (C), ya que el C
contenido en los ecosistemas forestales representa el 80% de todo el C sobre la superficie terrestre y
mas de un 70% de todo el C organico del suelo (Batjes 1996). Pero un aumento en la respiracion del
suelo, producto del incremento en la temperatura podria aumentar las emisiones de CO, desde estos

ecosistemas (Jandl ef al. 2007).

Una de las medidas para mitigar el cambio climatico es favorecer el secuestro de C en ecosistemas
forestales, ya que los bosques tienen una mayor densidad y capacidad de fijacion de C que otros
tipos de ecosistemas terrestres. (Bolin et al. 2000; Davis et al. 2003), y desarrollar estrategias de
manejo silvicultural adecuadas, que tiendan a aumentar las fracciones mas estables de la materia

organica del suelo (MOS) (Jandl et al. 2007).

De los ecosistemas boscosos, los bosques templados constituyen la principal fuente fijadora de C
(Grove 2001). En estos bosques, ademas de la biomasa viva, el material lefioso muerto tanto sobre
como bajo el suelo (detrito lefioso) provee un aporte significativo de materia organica (MO) al suelo
y representa un importante reserva de C en el ecosistema (Harmon et al. 1986), el cual puede
permanecer en un ecosistema por mas de mil afios (Stevens 1997). Ademas, este material es un
componente relevante para la diversidad estructural de los bosques, para la dinamica de nutrientes y

MO, para el proceso de regeneracion, como habitat para insectos, hongos y microorganismos (Lara



et al. 2003), y una fuente de nutrientes para los ecosistemas boscosos y acuaticos interconectados

(Harmon et al. 1994; Stewart y Burrows 1994; Stevens 1997).

La hojarasca y el material lefioso grueso (troncos y ramas) constituyen el principal aporte de materia
organica y nutrientes al suelo. La acumulacion de restos organicos en la superficie del suelo
(mantillo) posee una estructura y composicion caracteristica en cada ecosistema. Un alto ingreso de
litera mejora la estructura del suelo y su capacidad de retener humedad, condicion basica para el
potencial productivo de un bosque (Stevens 1997). Este material lefioso grueso tiene fases de
degradacion, cuya duracion varia con la zona biogeoclimatica, el tipo de alteracion, las condiciones
de humedad y los organismos descomponedores asociados (Stevens 1997), y puede permanecer en

el bosque durante décadas (Harmon y Sexton 1996).

La produccion de hojarasca (litera fina) para bosques templados de Chile, flucttia entre 1,7 y 7,3 Mg
ha™ afio”(Donoso 1992; Pérez et al. 1998; Leiva y Godoy 2002). La economia de nutrientes tiene
un rol preponderante en plantas adaptadas a sitios de baja fertilidad, donde una de las estrategias
consiste en minimizar el contenido de nutrientes en las hojas, previo a la absicion (Eckstein ef al.
1999). Pérez et al.(1998) estiman que la hojarasca aporta de 10,7 a 22,6 Kg de N ha™ afio”, en
bosques dominados por Fitzroya y Nothofagus, respectivamente. La calidad de la hojarasca en
bosques de N. betuloides es pobre en nutrientes, con una muy alta relacion C/N (Leiva y Godoy

2002)

El material lefioso muerto grueso (CWD: coarse woody debris) constituye el componente mas
masivo de todo el detrito muerto sobre el suelo. Sin embargo, el suelo forestal y los horizontes
superiores del suelo mineral de estos bosques, también constituyen importantes reservorios de C. En
bosques templados de Chile, la biomasa radical fina es de 8,6 y 17,2 Mg ha™ para N. pumilio y N.
betuloide, respectivamente (Godoy y Opitz 1998). El conocimiento acerca de la distribucion
(frecuencia y abundancia) de las raices de las plantas de un ecosistema permite una mejor
comprension del funcionamiento ecosistémico, especialmente sobre los flujos de agua y nutrientes
(Canadell et al. 1996; Jackson et al. 1996). La profundidad de enraizamiento tiene gran importancia
para el balance hidroldgico del ecosistema, como también para el ciclo del C y nutrientes en general
(Jackson et al. 1996). En ecosistemas boscosos templados, caracterizados por suelos de pH acido y
de baja fertilidad, el horizonte organico constituye la mayor fuente de nutrientes en el suelo y con
una alta densidad de raices finas, aproximadamente un 70% de la biomasa en los primeros 30 cm de

profundidad (Godoy y Opitz 1998).



Antecendes cientificos de varias décadas permiten hoy en dia desarrollar estrategias de manejo
silvicola en diversos tipos forestales chilenos (Donoso y Lara 1998). El manejo adecuado de los
ecosistemas forestales, que incluyen el manejo territorial, debieran estar orientados a obtener bienes
madereros, no madereros y servicios ecosistémicos, incluyendo la regulacion de los regimenes
hidrologicos y la adecuada proteccion de la diversidad biologica (Franklin 1995; Lara 1996). Es asi
como es necesario impulsar manejos silviculturales de cubierta continua y de composicion mixta, de
tal manera que se pueda reducir la erosion, la pérdida de nutrientes y de la microbiocenosis del
suelo, causantes de la disminuciéon de la productividad boscosa y de la pérdida de servicios

ecosistémicos (Lara et al. 2003).

La glomalina es una glicoproteina producida por los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
(Wright et al. 1996). Se encuentra en el suelo, recubriendo esporas, hifas y en raices con arbusculos
(Treseder y Turner 2007). La fraccion que se obtiene desde el suclo esta definida
metodoldgicamente como glomalina asociada a las proteinas del suelo (GRSP) (Rillig 2004).
Corresponde a una fraccion de la materia organica del suelo abundante y diferente de los acidos
humicos y falvicos (Nichols 2003a; Lovelock et al. 2004a), que se caracteriza por estar presente en
diversos ecosistemas y presentar una gran adhesividad, como también resistencia a la degradacion
(Haddad y Sarkar 2003). Su relacion con los HMA, ha sido objeto de numerosos estudios, sobre
todo por su participacion en el almacenamiento de C. La simbiosis con HMA, es la mas abundante
y de mayor distribucion en todos los ambientes terrestres, ya que aproximadamente dos tercios de
las especies vegetales forman esta asociacion (Newsham et al. 1995), obteniendo todo el C
necesario de su hospedero (Fitter ef al. 2000). Se estima, que tienen una gran capacidad para
secuestrar C en forma indirecta, debido a la baja tasa de degradacion de sus productos (Rillig ef al.
2001b) y a su participacion destacada en la estabilidad de los agregados del suelo (Miller y Jastrow
1990; Rillig et al. 2002a; Rillig 2004; Rillig y Mummey 2006). A los HMA se les atribuye un rol
clave en numerosos fendomenos que determinan la estructura y dinamica de una comunidad,
influyendo en el funcionamiento de un ecosistema (Newsham et al. 1995; Van der Heijden et al.
1998), y en la capacidad de las plantas para responder a cambios ambientales (Fitter et al. 2004).
Los HMA normalmente incrementan la fotosintesis del hospedero y utilizan una fraccidon
importante de la produccion primaria neta (Bago et al. 2000), favoreciendo el secuestro de carbono

al aumentar la produccion primaria neta (Allen 1991; Zhu y Miller 2003).

Muchas de las especies vasculares en los bosque templados del sur de América del Sur, presentan

micorrizas arbusculares (Carrillo ef al. 1992; Godoy et al. 1994; Castillo et al. 2006). Sin embargo,



el aporte del bosque al secuestro de carbono a través de la simbiosis con HMA, no esta considerado
y puede llevar a subestimar su capacidad de secuestrar este elemento al momento de estimar un
balance del carbono. Sin embargo, el descubrimiento de la GRSP como producto relacionado a los
HMA puede cambiar este escenario y servir de estimador del aporte de los HMA al carbono del
suelo. Los altos niveles de GRSP encontrados en suelos de bosques tropicales en Hawaii »100 mg g’
'suelo (Rillig et al. 2001b) y templados de Chile (Seguel ef al. 2008), y la importancia que se le ha
atribuido a los bosques en el secuestro de carbono, hace necesario determinar el rol que tiene el
carbono contenido en la glomalina dentro de la fraccion de carbono organico total del suelo, asi

como determinar su importancia en funciones de los ecosistemas forestales.

1.2 Bosques templados de Chile

En el mundo, los bosques templados se encuentran en latitudes superiores a los 30° en ambos
hemisferios, entre el nivel del mar y el limite arboreo de las montafias (Armesto et al. 1995;
Quintanilla 2001). Si bien estos bosques son menos diversos que los bosques tropicales, tienen una
gran importancia por su extension y alta productividad, que es similar a la de muchos bosques

tropicales.

En Chile, el bosque templado se ubica entre el rio Maule (35° S) y Tierra del Fuego (55° S)
(Armesto et al. 1994), y representa aproximadamente un tercio del total de bosques templados
pristinos que existen en el mundo (Neira et al. 2002; Wilson et al. 2005), con un importante
significado genético, fitogeografico y ecologico. El clima de la region, se caracteriza por presentar
bajas temperaturas invernales, lo que muchas veces limita el crecimiento de los bosques. Debido a
la geografia del pais, el bosque templado del sur de América del Sur ha tenido un prolongado
aislamiento, que se refleja en un alto endemismo de la biota, y una baja diversidad de especies de

vertebrados, como es el caso de las aves frugivoras (Armesto ef al. 1995).

Los bosques australes se caracterizan por presentar algunas formas de vida raras o ausentes en otros
bosques templados, como son enredaderas y epifitas, y una gran diversidad de musgos y liquenes
(Rozzi et al. 2008). Ademads, existe una dominancia de angiospermas sobre gimnospermas, a
diferencia de muchos bosques en el hemisferio norte. Del total de especies presentes, existen 28
géneros endémicos, que representa aproximadamente un 34% del total de las especies (Arroyo et al.

1995).



El clima se caracteriza por una fuerte influencia maritima, que regula las temperaturas (Veblen et al.
1983), excepto en los sectores mas altos de las montafas, y por presentar precipitaciones limpias de
contaminacion antropogénica (Armesto et al. 1995; Hedin et al. 1995; Oyarzun et al. 2004;

Huygens et al. 2007; Huygens et al. 2008).

En Chile, aproximadamente 13,5 millones de hectareas estan cubiertas con bosques nativos, de las
cuales el tipo forestal siempreverde es el mas extenso, con una cobertura superior al 31% de la
superficie total del bosque nativo nacional. El tipo forestal coigiie- rauli-tepa ocupa una superficie
aproximada de 560.000 hectareas (CONAF-CONAMA 1999). Ambos tipo forestales se caracterizan
por tener un dosel con una alto grado de estratificacion (Schlegel y Donoso 2008). Estos tipos
forestales, en la Cordillera de Los Andes, son los mas productivos y valiosos desde un punto de
vista comercial, tanto por la superficie que cubren como por el alto valor maderero y/o el buen

mercado de varias de sus especies.

1.2.1 Amenazas sobre el bosque nativo

El bosque nativo chileno ha sufrido constantes alteraciones naturales a través de su historia, debido
a erupciones volcanicas, terremotos, deslizamientos de tierra, principalmente (Veblen et al. 1977,
Veblen ef al. 1980; Veblen 1995) y en los tltimos 200 afios ha sido sometido a fuertes cambios por
la accidon antrépica (Echeverria et al. 2007). Si bien las catastrofes naturales inciden en que el
bosque no se encuentre en un estado estable, la accion del hombre ha llevado a una seria
destruccion del bosque templado en el centro-sur de Chile. Se ha producido un gran reemplazo del
bosque nativo por especies exoticas, eliminacion del bosque para aumentar la superficies de tierras
agricolas, lo que ha llevado también, a la fragmentacion del bosque (Echeverria et al. 2007) y a un
aumento en el riesgo de la invasion de especies aloctonas (Armesto et al. 2009). Debido a esto, la
superficie que aiin permanece con bosque nativo a los 35°S es menor al 1% (Region del Maule) y

alrededor del 32% en la region Valdiviana (40° S) (Armesto ef al. 2009).

Otra amenaza importante es el uso del bosque para combustible. El uso selectivo de algunas
especies vegetales, tiene asociada una pérdida en la calidad del bosque, aparecen especies de menor
valor comercial, impidiendo que se alcancen estados sucesionales avanzados y se genera una

pérdida en la biodiversidad (Armesto et al. 2009).



Como consecuencia de la pérdida de los bosques nativos maduros, se ha producido una reduccion la
capacidad de almacenar carbono (C) (Harmon ef al. 1990). Si bien, las plantaciones de rapido
crecimiento, o bosques en estados se sucesion primaria, pueden acumular C rapidamente, su
importancia en el largo plazo es limitado, ya que los periodos de rotacion son cortos (Harmon et al.

1990).

Finalmente, los incendios forestales, en su mayoria causados por descuidos humanos, son otra seria

amenaza para el bosque nativo en el centro-sur de Chile (Armesto et al. 2009).

1.2.2 Manejo silvicultural del bosque templado
De acuerdo a Jandl et al. (2007), el manejo de bosques puede producir un aumento en el secuestro

de C. Sin embargo, diferentes experimentos han encontrado resultados heterogéneos respecto a los

efectos de las actividades del manejo forestal sobre el secuestro de C (Post y Kwon 2000).

Una de las técnicas de manejo utilizadas en los bosques es el raleo. En el largo plazo, el raleo de los
bosques tiene escasos efectos sobre el secuestro de C (Hyvonen et al. 2007). El objetivo principal es
el incremento radial y no maximizar el secuestro de C. Se producen cambios en el microclima, que
favorecen momentaneamente la descomposicion de la litera. Por otra parte, se reduce el aporte de
litera y de C al suelo (Jandl et al. 2007). En experimentos realizados en Austria y Noruega, se
observo una disminucion en el C del suelo, independiente de la intensidad de raleo (Jandl et al.
2007). Parece no haber resultados consistentes del efecto de las diferentes técnicas de manejo
forestal sobre la fraccion de C en el suelo, ya que se han obtenido tanto aumentos como
disminuciones, pero la fertilizacion con N generalmente tiene un efecto positivo en la acumulacion
de C en el suelo (Hyvonen et al. 2007), ya que retardaria la descomposicion de la MOS
recalcitrante, al suprimir las enzimas lignoliticas de los microorganismos del suelo. El nitrogeno
estimula la descomposicion de la materia orgénica mas fresca, pero suprime la del humus (Jandl et
al. 2007). Esto concuerda con los resultados obtenido por Vesterdal et al. (2002), quienes

encontraron una mayor capacidad de almacenamiento de C en suelos mas fértiles.

Estudios realizados en bosques templados lluviosos han demostrado que bosques mixtos,
estratificados, mejoran la produccion de madera gracias a la distinta tolerancia a la luz de las

especies arboreas (Donoso y Lusk 2007).



Por otra parte, se ha observado que los bosques degradados son capaces de secuestrar mas C y N en
el suelo que bosques manejados, lo que genera un conflicto entre los objetivos de secuestro de

carbono y manejo del bosque (Jandl ez al. 2002).

1.3 Micorrizas y el bosque templado
Muchos bosques que se desarrollan en suelos con limitaciéon de nutrientes, como nitrogeno y

fosforo, son capaces de crecer en estas condiciones gracias a una estrecha relacion con hongos
micorricicos (Perry 1994). Es asi, como en condiciones naturales las coniferas forman siempre
micorrizas. De las mas de 6500 especies de angiospermas que han sido estudiadas, el 70% forman
simbiosis y un 12% parece ser micorricico-facultativo (Trappe 1987). La importancia de las
micorrizas para algunas especies arboreas ha sido demostrada al no ser capaces de crecer
adecuadamente o de sobrevivir en ausencia del hongo simbionte adecuado. Por otra parte, se ha
considerado que una comunidad de hongos micorricicos débil puede estar relacionado con la

degradacion del paisaje y/o los efectos de la contaminacion sobre el bosque (Perry 1994).

De los diferentes tipos de micorriza, las mas abundantes son ectomicorrizas (ECM) y micorrizas
arbusculares (MA). Las ECM predominarian en ecosistemas forestales (Read 1991; Perry 1994),
con una acumulacion superficial de litera, a altitudes y latitudes intermedias (Allen 1991). Muchas
de las especies que se encuentran en los bosques templados forman asociaciones con hongos
ectomicorricicos, como por ejemplo las familias Pinaceae, Fagaceae, Myrtaceae y Betulaceae.

(Palfner 2001).

De acuerdo a la distribucion planteada por Read (1991), las micorrizas arbusculares predominarian
en suelos minerales, donde la disponibilidad de N inorganico no es la principal limitante,
estableciendo simbiosis con especies herbaceas, principalmente. La gran mayoria de las especies
vegetales forma micorrizas arbusculares, incluyendo especies de los bosques tropicales (Janos 1980;
Zangaro et al. 2000), de los bosques templados (Godoy y Mayr 1989; Carrillo et al. 1992) y algunas
coniferas (Perry 1994), asi como especies del sotobosque, arbustivas, herbaceas epifitas y helechos
del bosque templado lluvioso (Castillo et al. 2006). En bosques templados, es comlin encontrar
tanto ECM como MA en arboles como arbustos. Algunas familias de especies arboreas que
establecen simbiosis con HMA en el bosque templado del sur de Sudamérica, son Monimiaceae,
Myrtaceae, Podocarpaceae, Aetoxicaceae, Asteraceae, Winteraceae, Eucryphiaceae, Celastraceae,

Cunoniaceae (Castillo et al. 2006) y Cupresaceae (Godoy y Mayr 1989; Fontenla ef al. 1998).
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El estudio de la dependencia de HMA de los bosques templado 1luviosos del cono Sur de América
no ha sido muy desarrollado y existen pocos trabajos al respecto (Godoy y Mayr 1989; Carrillo et

al. 1992; Fontenla et al. 1998; Castillo et al. 2006).

1.4  Glomalina asociada a las proteinas de suelo (GRSP)

La glomalina es una abundante glicoproteina producida por los HMA, pertenecientes al phylum
Glomeromycota (Wright et al. 1996). A medida que el micelio deja de ser funcional, la glomalina es
depositada y acumulada en el suelo (Driver et al. 2005), por lo que es posible de encontrar en las
paredes de las hifas (Wright y Upadhyaya 1996; Driver et al. 2005), recubriendo esporas, en raices
y en agregados de suelo colonizadas por HMA (Wright y Upadhyaya 1999; Comis 2002). Debido a
que es extraida desde el suelo, ha sido definida metodologicamente como glomalina asociada a las
proteinas de suelo (GRSP) (Rillig 2004). Esta fraccion de la MOS se caracteriza por ser de color

café rojizo, que se debe a la asociacion con hierro (Fe).

La metodologia para obtener la GRSP consiste en un extraccion en autoclave con una solucion de
citrato de sodio (Wright et al. 1996; Wright y Upadhyaya 1998). De acuerdo a la concentracion y
pH de la solucién de citrato y al tiempo sometido a calor, es posible diferenciar dos fracciones. Una
fraccion facilmente extraible (EE-GRSP) se obtiene al usar citrato de sodio 20 mM a pH 7.0 y
extraer en autoclave por 30 minutos a 121°C. La segunda fraccion corresponde a la maxima
cantidad de GRSP que se puede extraer usando citrato de sodio 50mM a pH 8.0, en ciclos sucesivos
de 60 min en autoclave a 121°C, hasta que el sobrenadante quede de color amarillo palido (Wright y

Upadhyaya 1998; Nichols 2003a).

A pesar de la numerosa investigacion realizada desde su descubrimiento en 1996 (Wright et al.
1996; Wright y Upadhyaya 1996), los principales factores que controlan su distribucion y

acumulacion en los ecosistemas son pocos claros, asi como su bioquimica (Rillig 2005).

1.4.1 Caracteristicas de la glomalina extraida del suelo

La GRSP se caracteriza por ser una glicoproteina insoluble, resistente a la degradacion por calor y
enzimas proteoliticas, lo que sugiere que se trata de una macromolécula muy estable (Haddad y
Sarkar 2003; Nichols 2003a). Ademas, posee una gran adhesividad. Estas propiedades hacen que

sea un constituyente importante de la materia organica del suelo (Lovelock et al. 2004a).
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Esta glicoproteina tiene una composicion elemental de C, N ¢ H diferente a la de acidos humicos y
falvicos. A medida que aumenta la edad de la GRSP, disminuye el contenido de C y N. Sin
embargo, el contenido de H permanece constante, alrededor de 4,1 a 4,5 %. El contenido de C
fluctia entre un 40% y 30% en GRSP recién producida y mas antigua, respectivamente (Nichols
2003a; Lovelock et al. 2004a). El porcentaje de N varia de 5% a un 3% en GRSP recién producida y
mas antigua, respectivamente (Lovelock et al. 2004a). La GRSP se caracteriza por poseer un
contenido importante de Fe, el que fluctua desde 0,8 a 8,8% (Wright y Upadhyaya 1998; Rillig et
al. 2001b). Este porcentaje puede aumentar con el tiempo, ya que el hierro no es un componente

importante en la glomalina extraida de las hifas (< 0,3% de Fe) (Rillig e al. 2001b; Nichols 2003a).

A través de electroforesis, se observo que la glomalina extraida del suelo, tiene un perfil similar al
de la glomalina extraida desde micelio de los HMA (Wright et al. 1996; Wright et al. 1998), donde
se ha sugerido que la molécula tiene una funcion directa en el ciclo de vida del hongo. Entre ellas,
se ha mencionado la proteccion contra patégenos, disminucion de la pérdida de agua y nutrientes
durante el transporte de substancias hacia la planta (Nichols 2003b) y por tltimo, reduccion de la

palatabilidad de las hifas, por la biota del suelo (Driver et al. 2005).

1.4.2 Niveles de la GRSP en diferentes ecosistemas

Nichols (2003a) registré que la GRSP es la principal fraccion de la materia organica del suelo
(MOS), ya que la mayor cantidad de glomalina se encuentra recubriendo la superficie de las hifas de
los HMA, y el largo total de hifas en el suelo puede llegar a 2000 m g de suelo (Emhart y Kjoller
1987; Bardgett 1991; Miller et al. 1995).

Nichols (2003a) encontr6 niveles de GRSP cercanos al 20% del C organico del suelo en EEUU,
mientras que Rillig et al. (2003) estimaron que el aporte de la GRSP al carbono organico del suelo
variaba entre 3,8 y 7,8%. Al considerar la profundidad, las concentraciones de la glicoproteina

disminuyen, independiente del uso de suelo (Rillig ez al. 2003).
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Tabla 1.1. Contenido de GRSP en suelos de diferente origen y con distinto uso.

Suelo

Concentracion de GRSP

(mg g'suelo)

Referencia

Suelos forestales de EEUU
Suelos agricolas , Texas, EEUU

Suelos agricolas, Chile

Suelos con bosque templado de Quercus-
Carya, Ohio,EEUU

Suelos con bosque de Nothofagus,
Region de la Araucania, Chile

Suelos expuestos a elevado CO, ,Nueva
Zelanda.

Suelo con bosque templado, Cordillera
de Piuché, Chile

Suelos con bosque templado, Carolina
del Norte, EEUU.

Praderas semiaridas, Nuevo México,
EEUU

Suelos de bosques tropicales, Hawaii,
EEUU.

Suelos de bosque tropical La Selva,
Costa Rica

Suelos con bosque de Pinus ponderosa,

Montana, EEUU

44148
2
1,8-3,6

1,3

27-46

49"

*

5,8

0,25-0,55

> 100

3,9

1,2-3,0

(Wright et al. 1996)
(Wright y Anderson
2000)

(Borie et al. 2000)

(Knorr et al. 2003)

(Seguel et al. 2008)

(Rillig et al. 2000)

(Treseder y Turner
2007)
(Treseder y Turner
2007)

(Bird et al. 2002)

(Rillig et al. 2001b)

(Lovelock et al. 2004a)

(Steinberg y Rillig
2003)

E3N . . . .
indica concentraciones de GRSP inmunoreactivas.

“ concentracion expresada en mg cm” de suelo.

1.4.3 Descomposicion de la GRSP

Los contenidos de GRSP encontrados en el suelo, son el resultado de la produccion y

descomposicion de esta glicoproteina. Diferentes condiciones medioambientales pueden favorecer

alguno de los dos procesos de manera independiente (Rillig 2004).
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Ensayos de incubacion de suelo, han permitido determinar que aproximadamente el 50% de la
GRSP, permanecen en el suelo después de un periodo de incubacion de suelo mayor a un afio,
indicando que una porcion pertenece a la fraccion recalcitrante de C (Rillig ef al. 2003). Halvorson
y Gonzalez (2006), observaron pequefias disminuciones en el contenido de GRSP (< 10%) después
de una incubacion de 395 dias. A pesar de que la GRSP tiene una lenta descomposicion en el suelo,
existe una pequena fraccion mas labil, lo que podria relacionarse con los cambios estacionales

observados (Lutgen ef al. 2003).

Lovelock et al. (2004a) observaron que en los suelos del bosque tropical de Costa Rica, los altos
niveles de GRSP eran comparables a suelos agricolas y praderas nativas de regiones templadas
(Wright y Upadhyaya 1998; Rillig et al. 1999); sin embargo, los niveles de GRSP inmunoreactiva
encontrados en los bosques de Costa Rica, son de los mas altos registrados, sugiriendo una rapida
descomposicion y evitando una acumulacion a los niveles registrados en loa suelos tropicales de
Hawaii (Rillig et al. 2001b). Estos resultados sugieren que la descomposicion de la GRSP se ve
favorecida en suelos mas fértiles. Steinberg y Rillig (2003), plantean que existe una degradacion
parcial que disminuye la adsorcion de la GRSP a las particulas del suelo, aumentando su

solubilidad.

1.4.4 Factores relacionados con los niveles de GRSP en el suelo

Uno de los factores que primero se debe considerar, es la capacidad para producir glomalina de las
distintas especies de HMA (Wright et al. 1996, Wright et al. 1998; Lovelock et al. 2004b).
Experimentos realizados con diferentes especies de HMA, mostraron que Gigaspora spp. puede
producir mas proteina por miligramo de hifa que Glomus spp (Wright er al. 1996). Ademas, la
cantidad de glomalina obtenida puede ser afectada por factores ambientales (Rillig y Steinberg

2002).

Las especies de HMA presentan respuestas diferentes al estar en asociacion con hospederos
distintos (Bever ef al. 1996; Klironomos 2003), con distintas tasas y formas de colonizacion (Hart et
al. 2001; Klironomos et al. 2004), y asi, diferentes necesidades por carbono del hospedero
(Klironomos et al. 2004). Esto podria explicar el amplio rango de resultados obtenidos por
diferentes investigadores (Borie ef al. 2000; Rillig et al. 2002a; Lutgen et al. 2003; Lovelock et al.
2004b) y la falta de correlacion en otros casos (Auge et al. 2003).
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Otro factor importante a considerar, es la disponibilidad de plantas hospederas. Knorr ef al.(2003)
encontraron una correlacion positiva entre proteinas de suelo inmunoreactivas (IRSP) y la densidad
y diversidad de especies hospederas de HMA. Lutgen et al. (2003) y Treseder y Cross (2006)
sefalan una disminuciéon de la GRSP, al disminuir la biomasa de raices finas. La produccion
primaria neta, puede poner un limite a la disponibilidad de C a las MA para la biosintesis de

glomalina (Treseder y Turner 2007).

La fertilidad de suelo estd muy relacionada con la concentracion de GRSP. Altas concentraciones de
calcio, fosforo y potasio ha sido relacionado con bajas concentraciones de GRSP (Lovelock et al.
2004a). Por el contrario, suelos menos fértiles, con una alta relacion C:N, alta disponibilidad de
aluminio y hierro disponible, se relacionan con altas concentraciones de GRSP. El hierro parece ser
un factor importante en la estabilizacion de la glicoproteina (Nichols 2003a; Staunton et al. 2008).
Diferentes estudios han encontrado una correlacion negativa entre pH y GRSP (Wright y

Upadhyaya 1996; Haddad y Sarkar 2003; Rillig et al. 2003).

Otros factores que también han sido correlacionados con la acumulacion de GRSP, es el contenido
de materia organica (Wright y Upadhyaya 1998; Bird et al. 2002; Borie ef al. 2002), el contenido de
arcillas (Haddad y Sarkar 2003; Nichols y Wright 2005) y disponibilidad de nitrégeno (DeMars y
Boerner 1995; Knorr et al. 2003; Rillig et al. 2003).

El clima ha sido mencionado como un factor de gran importancia (Wright y Upadhyaya 1996;
Rillig et al. 2001a). Asi también, se ha observado que el tipo de régimen de humedad determina la

acumulacion de GRSP en el suelo (Knorr ef al. 2003).

1.4.5 Rol de GRSP en el secuestro de carbono del suelo

La GRSP cumple un rol directo en el secuestro de carbono, a través del C contenido en la molécula
y que es de lenta degradacion, y otro indirecto, al participar en la formacion de agregados de suelo
estables al agua (Rillig et al. 2002b). Ella puede secuestrar importantes cantidades de C y N a escala
global (Treseder y Allen 2000; Treseder et al. 2003; Treseder y Turner 2007).

Trabajos previos al descubrimiento de la GRSP, habian sefialado la importancia de los HMA en la

formacion de agregados de suelo (Miller y Jastrow 1992; Jastrow et al. 1998). Desde 1979, se ha

descrito una correlacion positiva entre la biomasa del micelio extraradical y el porcentaje de
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agregados de suelo estables al agua (Tisdall y Oades 1979). GRSP, como producto de los HMA,
también ha sido positivamente correlacionado con la agregacion de suelo, que de esta forma protege
a la materia organica, de una rapida degradacion (Wright y Upadhyaya 1996; Wright y Upadhyaya
1998; Wright y Anderson 2000; Rillig y Steinberg 2002; Rillig et al. 2002a; Rillig et al. 2002b).

1.5 Relacion de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) con la
GRSP

La cuantificacion de la GRSP estd basada en la reactividad del extracto de suelo al reactivo de
Bradford o al anticuerpo monoclonal 32B11. El anticuerpo fue desarrollado a partir de esporas de
Glomus intraradices FL208 y se probo sobre extractos de diferentes hongos, no encontrandose

reaccion significativa fuera de los HMA (Wright et al. 1996).

En un principio, se plante6 como hipdtesis que la metodologia de extraccion, basada en el uso de
buffer citrato y calor, era capaz de destruir todas las proteinas excepto la glomalina, producto de la
expresion de uno o varios genes en los HMA (Rillig 2004) por lo que la cuantificacion por medio de
la metodologia de Bradford solo se referiria a la glomalina. Sin embargo, Rosier et al. (2006),
observaron que tanto el suero de albimina bovina (BSA), de tamafio similar que la glomalina, y la
mezcla de proteinas con compuestos fenolicos, contenidos en la litera, no eran eliminados en el
proceso de extraccion. Estos compuestos fueron detectados con la metodologia de Bradford,
sobreestimando su cantidad (Halvorson y Gonzalez 2006; Rosier et al. 2006; Schindler et al. 2007;
Whiffen et al. 2007) y por otra parte, generan interferencia en la prueba de ELISA. La co-
extraccion de proteinas y acidos humicos ya habia sido reportada por Nichols y Wright (2005).

Sin embargo, Schindler et al. (2007) observaron que existe una correlacion directa entre el
contenido cuantificado por Bradford y por la técnica de ELISA, indicando la eficacia de la
metodologia de Bradford en entregar una estimacion relativa del contenido de glomalina. Whiffen
et al.(2007), senalan que no es posible relacionar directamente la glomalina cuantificada por medio
de Bradford, con los HMA, lo cual so6lo seria posible con la prueba inmunoldgica. A través de
electroforesis Bolliger et al.(2008), observaron la presencia de una unica molécula proteica en la
fraccion de GRSP facilmente extraible y mediante cromatografia liquida (LC-MS/MS),

distinguieron solo trazas de proteinas ajenas a HMA, en la fraccion GRSP.
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Con estos resultados se concluyd que, la metodologia de extraccion permitia la co-extraccion de
proteinas de diferente origen y que la cuantificacion por la metodologia de Bradford no permitia
distinguir el origen de éstas, donde la GRSP seria una mezcla compleja de compuestos proteicos y
polifenolicos (Schindler et al. 2007). Pero que la mayor proporcion de la GRSP estéa constituida por
proteinas de origen HMA (Rillig 2004; Bolliger et al. 2008) y que esta fraccion responde a aquellas
condiciones que favorecen la actividad y biodiversidad de los HMA (Ryan y Graham 2002), como

son la baja fertilidad de suelo y técnicas de labranza conservacionista en suelos agricolas.

Finalmente, considerando la importancia que tienen los bosques templados a nivel global y
regional, es relevante destacar los servicios que prestan en el secuestro de C y la produccion de
agua. Estas funciones van a depender de la productividad y de la biomasa del ecosistema, la cual
cambia con la sucesion forestal (Lara er al. 2003). Estos bosques presentan especies dominantes
colonizadas por HMA, como también lo son una gran diversidad de especies del sotobosque. En
investigaciones anteriores, se encontrd que en algunos ecosistemas forestales el contenido de GRSP
es alto, lo que hace interesante conocer la importancia de esta fraccion de la MOS, producida

principalmente por los HMA, en los bosques templados y plantaciones forestales de Chile.

1.6  Hipotesis

Para evaluar los aspectos mencionados anteriormente, se plantearon la siguientes hipdtesis:
1. Los eventos disruptivos, ya sean de origen antropico o natural, producen cambios en la
diversidad y dominancia de las especies vegetales de un ecosistema, que consecuentemente,

altera la abundancia de los hongos micorricicos arbusculares involucrados.

2. La cantidad de carbono contenida en la GRSP corresponde a la fraccion mas importante del
carbono organico total del suelo, obtenida en un fraccionamiento quimico, en diferentes
sucesiones de bosques templados y una plantacion de P. menziesii en la Cordillera de Los

Andes, centro-sur de Chile.

3. Bosques siempreverdes presentan una gran diversidad de especies vegetales que establecen
simbiosis con HMA, por lo que deberian presentar una mayor cantidad de GRSP que un renoval
caducifolio de Nothofagus, ya que este género so6lo forma simbiosis con hongos
ectomicorrizicos. Ambos tipos de bosques deberian tener un contenido de GRSP mas alto que

una plantacion monoespecifica de Pseudotsuga menziesii, que es caracterizada por establecer
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simbiosis con hongos ectomicorrizicos y no presentar sotobosque.

4. El manejo forestal del bosque nativo favorece el crecimiento de los mejores individuos
arboreos y produce la liberacion de sitios e ingreso de luz, que favorece la proliferacion de

especies del sotobosque y el aumento del contenido de GRSP del suelo.
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Capitulo 2

Objetivos y descripcion del area de estudio



2.1 Objetivo general

El objetivo general planteado para la presente tesis fue:

Comparar las caracteristicas de la glomalina asociadas a las proteinas de suelo (GRSP) como un
indicador del secuestro de carbono, en las asociaciones boscosas siempreverdes de: Nothofagus
dombeyi (Mirb.) Oerst., Laurelia philippiana Looser y Saxegothaea conspicua Lindl., y
caducifolias secundarias de: Nothofagus alpina (Poepp. et Endl.) Oerst., Nothofagus obliqua (Mirb.)
Oerst., en distinto estadio sucesional (con y sin manejo silvicola) y una plantacion forestal de

Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco, en la Cordillera de los Andes, centro- sur de Chile.

2.1.1 Objetivos especificos

1. Determinar la biodiversidad vegetal y abundancia fingica, en bosques templados
siempreverdes y caducifolios (con y sin manejo silvicola) y en una plantacion forestal de P.
menziessi, en condiciones edafo-climaticas similares.

2. Cuantificar el aporte de carbono de la GRSP al carbono total del suelo y compararlo con el
aporte que hacen los acidos humicos y fulvicos por separado, en los bosques templados y en
una plantacion de P. menziesii, a dos profundidades de suelo.

3. Cuantificar la acumulacion de GRSP de los bosques templados con y sin manejo forestal, y de
una plantacion forestal de P. menziesii, in situ.

4. Evaluar en condiciones controladas, la estabilidad de la GRSP producida en suelos bajo

bosques templados y en la plantacion forestal de P. menziesii.

2.2 Descripcion del area de estudio

2.2.1 Ubicacién geografica

El predio San Pablo de Tregua se encuentra en la Provincia de Panguipulli , Region de Los Rios, en
la Cordillera de Los Andes, sobre la ribera norte del Lago Panguipulli (Veblen ef al, 1980), 39°30" y
39°38’S y 72°02° y 72°09°0 y a una altitud que varia entre los 600 y 1600 msnm. Comprende una
superficie de 2184 ha., propiedad de la Universidad Austral de Chile (Figura 2.1). La topografia del
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lugar es de caracter montafioso (Donoso y Lusk 2007). Aproximadamente la mitad del predio

presenta una pendiente de 10° a 25°, existiendo zonas con pendientes inferiores a 10°.

Lago Calafquén

-

470 km TS © 000 “"""Google'-
I . 2] )

Punlero 39°36'08.43"'S  72:10'243 " secuencia ||]]|||]]] 100% {  Altioje 16,26 km

Figura 2.1. Ubicacion geografica del predio San Pablo de Tregua, Provincia de Panguipulli,

en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.

2.2.2 Clima

El clima es clasificado como oceanico con una suave influencia mediterranea, que se caracteriza por
presentar las precipitaciones concentradas en los meses de invierno (Veblen et al. 1980). Los
veranos son cortos y relativamente secos, y los inviernos lluviosos, con una precipitacion promedio
anual que varia entre 4.000 mm y 5.500 mm y una temperatura media de 11°C (Godoy, 2004
#206;0yarzun, 2008 #471). La temperatura minima promedio se registra en el mes de agosto (5°C),
y la maxima promedio en febrero (20°C). Los meses mas lluviosos son mayo, junio, julio y agosto,

los cuales concentran el 50% de las precipitaciones anuales.
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2.2.3 Suelo

El predio presenta suelos de origen volcanico de diferentes edades, clasificado como Andisol (FAO,
2007). El primer estrato de cenizas finas tiene una profundidad de 0,5 — 1,2 m, el segundo estrato
corresponde a material pumicitico con particulas de gran diametro sobre sedimentos andesiticos
basalticos (Veblen er al. 1980). Aproximadamente el 90% del la superficie del predio esta
clasificado dentro de la serie Liquifie (Acrudoxic Hapludand) (CIREN 1999), que se caracteriza por
ser suelos profundos, con buena capacidad de infiltracion y drenaje, tanto como una alta capacidad
de retencion de agua. La textura del suelo es de naturaleza franco limosa a franco arenosa, rico en
materia organica (> 20%), con pH acido a moderadamente acidos. Las capas superficiales de suelo
pueden secarse rapidamente, facilitando la erosion edlica y también puede ser susceptible a la
compactacion (Lara et al. 2002). En la Tabla 2.1 se presentan algunas propiedades fisicas y

quimicas de los suelos en los sitios experimentales de San Pablo de Tregua.

La caracterizacion quimica de los suelos se realizd en el Laboratorio de Suelos del Instituto de
Agroindustrias, Universidad de La Frontera, Chile. El analisis de textura de suelo, segun el sistema
U.S.D.A (40” y 120”), se realizo en el Laboratorio de Diagnostico Nutricional de Suelo y Plantas,
de INIA Carillanca, Temuco, Chile.

2.2.4 Vegetacion

La mayor parte de la vegetacion en el predio San Pablo de Tregua, estd constituida por bosques
pristinos de altura con Nothofagus pumilio (P. et E.) Krasser. Estos bosques dominan sobre los 1100
m s.n.m. Entre los 700 y 1.100 m s.n.m. se encuentran los bosques siempreverdes de N. dombeyi
(Mirb.) Oerst, Laurelia philippiana Looser y Saxegothaea conspicua Lindl.. Bajo los 700 m s.n.m.,
los renovales deciduos (bosques secundarios) de N. alpina y N. obliqua. De acuerdo a Veblen et al.
(1980), los bosques corresponderian al tipo forestal N. pumilio, N. dombeyi y N. alpina,

respectivamente.

El bosque siempreverde se encuentra en una etapa sucesional muy avanzada, que queda bien
representada por los escasos y grandes ejemplares de Nothofagus dombeyi y una gran cantidad de
individuos de diversas edades de Laurelia philippiana, Saxegothaea conspicua y Dasyphillum

diacanthoides (Less.) Cabr., por debajo de la linea de las copas de N. dombeyi (Donoso 1998).
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Tabla 2.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos (0 — 20 cm de profundidad), en cuatro

bosques templados y una plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de

Chile. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval

caducifolio; RCM: renoval caducifolio con manejo forestal; ORG: plantacion de P. menziesii.

Sitio SV SVA RC RCM ORG
Densidad (g cm” ) 0,37 0,39 0,43 0,44 0,49
Materia organica (%) 19 21 21 16 18
pH 4,87 5,41 5,16 5,45 4,83
P (mg/Kg) 6 3 5 2 7
Mg (cmol+ kg™) 0,37 0,43 0,65 0,39 0,33
Ca (cmol+ kg-1) 0,76 0,8 2,02 0,89 0,46
K (cmol+ kg-1) 0,28 0,34 0,19 0,18 0,23
Na (cmol+ kg-1) 0,05 0,09 0,11 0,05 0,09
Al (cmol+ kg-1) 1,57 0,87 1,39 0,49 1,45
Saturacion de Al (%) 51,82 34,39 31,88 24,5 56,64
CICE (cmol+ kg-1) 3.03 2,53 4,36 2 2,56
S. Bases (cmol+ kg-1) 1,46 1,66 2,97 1,51 1,11
Fe (ppm) 204 111 128 52 143
Al Ext. (ppm) 3669 4284 3258 3258 4218
Textura Franco Franco Franco Franco Franco/franco
arenoso arenoso arenoso arenoso

Arcilla (%) 8,0 8,0 4,0 10,0 12,0
Limo (%) 30,0 26,0 26,0 44,0 36,0
Arena (%) 62,0 66,0 70,0 46,0 42,0

2.2.5 Sitios experimentales

1. Bosque siempreverde (SV). Corresponde a un bosque adulto pristino donde las especies

dominantes del dosel son Nothofagus dombeyi, Laurelia philippiana y Saxegothaea conspicua

(Oyarzun et al. 2008).

2. Bosque siempreverde alterado (SVA). En este bosque se realizé hace 50 afios la extraccion de los

mejores individuos de N. dombeyi, N. alpina, por lo que las especies dominantes son Myrceugenia
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planipes, L. philippiana y S. conspicua. Como especie acompaiante aparece Dasyphyllun

diacanthoides.

3. Renoval caducifolio (RC). Corresponde a un bosque secundario deciduo de N. alpina (Poepp. et

Endl.) Oerst y Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst., de aproximadamente 55 afios.

4. Renoval caducifolio con manejo forestal (RCM). Corresponde a parte del bosque secundario de
N. alpina y N. obliqua , que en el afio 2002 fue sometido a un manejo silvicola con raleo de copas,

reduciendo en un 35% el area basal, del componente arboreo dominante.

5. Plantacion monoespecifica de Pseudotsuga menziesii (ORG). La plantacion de pino Oregon (P.
menziesii) se realizo en una superficie aproximada de 1 ha., hace 25 afios. El rodal no ha recibido

manejo forestal hasta la fecha.

Las principales caracteristicas de los sitios usados en este estudio se presentan en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Caracteristicas de cuatro bosques templados y una plantacion de P. menziesii, en la
Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque
siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio con manejo forestal;

ORG: plantacion de P. menziesii.

SV SVA RC RCM ORG
Edad (afios) >200 > 200 50 50 25
Densidad 501 873 1300 1030
Areabasal (m*ha') 1269 95,7 50 30,1
Superficie 72,1 5,0 1,8 4,6 1
microcuenca (ha.)
Pendiente (%) 12 26 13 27 10
Altitud (m.s.n.m.) 805 734 630 637 700
Precipitacion (mm) 4635 4323 3999 4115 4057
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Capitulo 3

Caracteristicas vegetacionales y abundancia de
HMA de cuatro bosques nativos y una
plantacion de Pseudotsuga menziesii en la

Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.



Resumen

La participacion de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) en procesos tales como la
competencia intra e inter-especifica de plantas y sobre la diversidad de especies vegetales, ha sido
demostrada por varios autores. Sin embargo, la importancia de la simbiosis en los bosques
templados, asi como su participacion en procesos de sucesion, no ha sido plenamente abordada. A
nivel global, se ha observado en bosques templados un patréon micotréfico dominantes, donde las
especies arboreas forman simbiosis preferentemente con hongos ectomicorricicos y el sotobosque
formaria asociacion con HMA. No obstante, se ha observado que en Chile, algunas familias de
especies arboreas que predominan en el bosque templado forman simbiosis con HMA; por lo que se
planted estudiar la diversidad vegetal y la abundancia de propagulos de HMA en dos bosques
siempreverdes, dos renovales de Nothofagus (con y sin manejo forestal) y una plantacion de
Pseudotsuga menziesii y establecer si existe relacion entre la abundancia de HMA y la diversidad
vegetal. A través de un inventario fitosociologico, se observo que la mayor cobertura de especies
hospederas de HMA se encuentra en el bosque siempreverde, comparado con el renoval caducifolio,
pero sin que se presentaran diferencias significativas en el contenido de micelio extraradical. Se
observo una disminucion en el numero de esporas al aumentar el porcentaje de cobertura de
especies hospederas de HMA. La presencia tanto de esporas como de micelio activo en la
plantacion forestal, hace replantear la calidad de no hospedero de HMA de la pinacea Pseudotsuga

menziesii.

Palabras claves: Bosque siempreverdes, renoval caducifolio, Riqueza especifica, propagulos

hongos micorricicos arbusculares.

Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) have an important role in processes as intra and inter-specific
plant competition and vegetal diversity. Nonetheless their presence and participation of succession
process in temperate forests is unclear. Worldwide, these forests have a dominant mycotrophic
pattern, in which trees species are inform symbiosis with ectomycorrhizal fungi and the understory
is in symbiosis with AMF. However, in Chile there are trees families that are capable to establish
symbiosis with AMF. For that reason the first aim of this study was to determine the vegetal
diversity and propagules AMF abundance in two evergreen forests and two secondary deciduous
forests of Nothofagus (with and without forest management), and a forest plantation of Pseudotsuga

menziesii. The second aim was to check a correlation between plants diversity and mycorrhizal
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fungi abundance. After a forest inventory it was observed that evergreen forests had the highest host
cover percentage but no differences were found at the extraradical mycelium level. A negative
correlation was observed between spores number and host cover percentage. The forest plantation
had spores and active mycelium which make us to think about the no host condition of pinaceae

Pseudotsuga menziesii.

Key Words: Evergreen forests, deciduous secondary forests, specific richness, propagules

arbuscular mycorrhizal fungi.
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3.1 Introduccion

La simbiosis entre especies vegetales y hongos micorricos arbusculares (HMA) es ampliamente
difundida a nivel global, donde mas del 70% de las especies de plantas forman este tipo de
asociacion micorricica (Allen 1991). Debido al escaso niumero de especies de HMA en relacion al
nimero de especies vegetales involucrados, se ha sugerido que se trata de una relacion poco
especifica (Eom et al. 2000; Burrows y Pfleger 2002b; Rillig 2004). Sin embargo, al ser simbiontes
obligados y obtener todo el carbono (C) necesario de su hospedero (Jakobsen y Rosendahl 1990;

Jennings 1995), los HMA tienen una funcién muy importante en la translocacion de C al suelo.

A nivel de comunidad vegetal, se ha demostrado que los HMA participan en la competencia vegetal
y son co-determinantes en la diversidad de especies vegetales (Van der Heijden et al. 1998; Piischel
et al. 2008). Por ejemplo, una especie vegetal determinada cuando es inoculada con una especie de
HMA puede responder con un mayor incremento en su biomasa que cuando lo es con otra, dando
como resultado una alta especificidad. Por su parte, la estructura de la comunidad de HMA puede
ser fuertemente afectada por una sola especie vegetal, cambiando el crecimiento de las hifas y la
tasa de esporulacion (Bever et al. 1996; Bever 2002). Burrows y Pfleger (2002a) observaron una
reducida esporulacion y crecimiento de las hifas en parcelas con una baja diversidad vegetal,
comparado con los sitios de alta diversidad. Van der Heijden et al.(1998) sugieren que alteraciones
en comunidades de HMA con una baja diversidad, puede traducirse en una mayor variabilidad en la
estructura y composicion de la comunidad de plantas, que cuando existe una alta diversidad de

HMA.

La baja disponibilidad de fésforo (P) y de otros nutrientes como nitrogeno (N), otorgan las
condiciones apropiadas para el desarrollo de micorrizas en los bosques templados desarrollados
sobre andisoles. La mayoria de los estudios se ha centrado en los bosques tropicales, donde la
dependencia de las especies vegetales por los HMA es variable (Janos 1980b; Zangaro ef al. 2000;
Lovelock et al. 2004; Gehring y Connell 2006). Gehring y Connell (2006) observaron una mayor
colonizacion en especies de bosque tropical que en el bosque subtropical. Mientras que en los
bosques templados lluviosos a nivel global, se ha observado que las especies arboreas forman
simbiosis con hongos ectomicorricicos (ECM) y el sotobosque, formaria predominantemente

simbiosis con HMA (Smith y Read 2008).
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Se ha planteado que en el inicio de una sucesidon hay una evolucion desde especies no micotroficas a
micotroficas obligados (Janos 1980a; Allen 1991). Sin embargo, Zangaro et al. (2000) y Siqueira et
al. (1998) postulan lo contrario, que las especies pioneras son micotroficas obligadas, mientras que
las especies del estadio de climax son facultativas, aspecto que estaria fuertemente relacionado con

el tamafio de sus semillas.

Las ECM predominan en ecosistemas forestales con acumulaciéon de hojarasca en superficie,
mientras que plantas HMA dominarian comunidades de plantas herbaceas y arboreas, en suelos
minerales a bajas latitudes (Read 1991). La dependencia de HMA de los bosques templado
lluviosos del cono Sur de América no ha sido muy estudiada, existiendo pocos trabajos al respecto
(Godoy y Mayr 1989; Godoy et al. 1994; Fontenla et al. 1998; Castillo et al. 2006), considerando
que en Chile, existen aproximadamente 4,1 millones de hectareas cubiertas con bosque lluvioso
siempreverde y alrededor de 1,5 millones de hectareas con bosque secundario de Nothofagus
(CONAF-CONAMA 1999). De las familias de plantas vasculares que componen estos bosques, las
especies pertenecientes a Fagaceae (Nothofagus sp.), establecen simbiosis con hongos
ectomicorricicos (ECM) (Read 1991; Palfner 2001; Smith y Read 2008). Los bosques nativos
chilenos, dominados por especies de Nothofagus son de baja diversidad en especies arboreas, pero
soportan una muy diversa flora fingica con la cual forman ECM, con un gran potencial para su
utilizacién mediante programas de produccion de plantas en vivero (Garrido 1988; Valenzuela et al.

1999; Palfner 2001; Castillo et al. 2006)

Aunque en los bosques templados del centro-sur de Chile, la descripcion de comunidades fingicas
se ha realizado casi exclusivamente de acuerdo a la sistematica micologica tradicional, mediante la
colecta de carpdforos para el caso de los hongos ECM (Palfner 2001). Los estudios relacionados
con los HMA son escasos y estan basados en la clasificacion morfologica de esporas (Castillo et al.
2006). Solo en los ultimos afios se ha producido un desarrollo de técnicas moleculares en HMA, que
ha permitido observar que los hongos mas abundantes no forman esporas o lo hacen muy
escasamente. En el bosque lluvioso siempreverde predominan las familias Podocarpaceae,
Monimiaceae, Myrtaceae, Asteraceae, Proteaceae, donde sélo esta Ultima familia no forma

simbiosis con HMA, por lo tanto, es designada como no-micotréfica (Castillo ef al. 2006).
Teniendo cuatro bosques templados diferentes y una plantacion de P. menziesii (Pinaceae), se

planted como hipotesis que los eventos disruptivos, de origen antropico o natural, producen

cambios en la diversidad y dominancia de las especies vegetales de un ecosistema, que
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consecuentemente, altera la abundancia de los HMA involucrados. Para comprobar esta hipdtesis,
se plantearon tres objetivos:

- Determinar la biodiversidad vegetal en bosques templados siempreverdes y caducifolios ( con y
sin manejo silvicola) y en una plantacion forestal de P. menziesii, en condiciones edafo-climaticas
similares en el area de estudio.

- Cuantificar la presencia de HMA a través de propagalos (esporas y micelio) en bosques templados
siempreverdes y caducifolios (con y sin manejo silvicola) y en una plantacion forestal de P.
menziesii, en condiciones edafo-climaticas similares en el area de estudio.

- Correlacionar la diversidad vegetal con los propagulos de HMA evaluados.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Descripcion de los sitios de estudio

El sitio experimental esta localizado en el bosque experimental San Pablo de Tregua (39°38’S;
72°10°W), en la precordillera de la Provincia de Panguipulli, centro-sur de Chile. El suelo es un
Andisol moderadamente profundo, de la serie Liquifie (Acrudoxic Hapludand), derivado de cenizas

volcanicas recientes (Veblen et al. 1980).

Se seleccionaron cuatro bosques templados distintos y una plantacion forestal: (1) Bosque
siempreverde pristino (SV), donde las especies arboreas dominantes corresponde a Nothofagus
dombeyi, Laurelia phillipiana y Saxegothaea conspicua. (2) Bosque siempreverde alterado (SVA),
compuesto por L. philippiana, S. conspicua y Myrceugenia planipes, como especies dominantes y
Dasyphyllum diacanthoides, como especie acompaifiante. (3) Renoval caducifolio (RC),
corresponde a un bosque secundario de N. alpina, complementado por pocas especies acompaifiantes
(N. obliqua, N. dombeyi, L. phillipiana). (4) Renoval caducifolio con manejo forestal (RCM), es un
bosque secundario compuesto por N. alpina, al igual que RC, pero que fue sometido a un raleo de
copas, para reducir el area basal en un 35%. (5) Plantacion de pino oregon (P. menziesii)(ORG), de

25 afios de edad.

Las caracteristicas fisico quimicas de los suelos de los diferentes sitios, asi como las caracteristicas

climaticas y dasométricas de las parcelas en estudio, se indican en el Capitulo 2.
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3.2.2 Inventario fitosociologico e indices de diversidad.

El inventario fitosociologico se realizo en febrero de 2006 en cada uno de los sitios en estudio. En
un area representativa de 50 x 50 m se determiné las especies vasculares presentes en los estratos
arboreos, arbustivos y herbaceo. El porcentaje de cobertura vegetal se determiné de acuerdo a una
estimacion visual del diametro de copas (Steubing et al. 2002), considerando sélo los estratos

arbéreo y arbustivo.

Las especies vasculares hospederas y su grado de colonizacion, fue determinada de acuerdo al
analisis de raices hecho por Castillo et al.(2006) en los sitios en estudio y a reportes previos hechos

en literatura para bosques templados (Fontenla et al. 1998).

Los indices de diversidad, riqueza de especies (S’), Simpson (D’) y Shannon-Wiener (H’) fueron
calculados con los datos obtenidos del inventario fitosocioldgico y los porcentajes de cobertura

vegetal.

indice de Simpson

9~=Zp,-2

donde p; : abundancia proporcional de la especie i (Moreno 2001).

Indice de Shannon- Wiener

H =-% piInp;

3.2.3 Cuantificacion de la abundancia de HMA

Largo total de hifas contenido en el suelo, fue medido por medio de la metodologia de filtracion
modificada por Rubio ef a/.(2003). Para esto, una muestra de 3 g de suelo himedo se colocaron en
matraces que contenian glicerol: HCI: agua en una relacion 12:1:7, y se agitaron por 30 min a 80°C.
La suspension se filtro a través de tamices de 250 y 38 um. El material retenido en el tamiz de 38
um fue resuspendido en agua destilada, agitada por 30 segundos y se dejo reposar. Una submuestra

de la suspension se filtrd y se tifié con Azul de Tripan 0,05%, dejando reposar por 10 min.

El largo total de hifas se cuantificado mediante el método de interseccion de lineas (Giovannetti y

Mosse 1980).
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Se utilizd otra submuestra de 3 mL para la cuantificacion del micelio activo. La alicuota se tifio con
iodonitrotetrazolio (INT), NADH y buffer Tris pH 7,4 (1:1:1) (Kabir et al. 1997). Se consider6 la
division dicotomica y la distribucion irregular de los septos en las hifas, como criterio para
diferenciar el micelio de los hongos micorricicos arbusculares de muestras de suelo (Rillig et al.

2002).

La extraccion de esporas de HMA desde el suelo se realizé por el método de tamizado humedo y
decantacion descrito por Sieverding (1991). La cuantificacion se realizo en placas Doncaster donde
se contaron y separaron por tamafio, color y caracteristicas de la pared. La cuantificacion se realizo

en quintuplicado.

3.2.4 Analisis estadisticos

Todas las variables fueron analizadas para determinar la normalidad de los residuales y la
homogeneidad de varianza. Para medir el efecto del bosque sobre parametros fungicos se realizoé un
analisis de varianza (ANDEVA) de una via, y las comparaciones entre promedios se hicieron con la
prueba diferencia minima significativa (DMS), a un p < 0,05. Se realizaron correlaciones con la
prueba de correlacion Producto- Momento de Pearson y con la prueba Rho de Spearman (p) para las
variables que no cumplieron con todos los supuestos estadisticos. Los analisis estadisticos se

realizaron con el programa computacional SPSS 10.0.

3.3 Resultados

Los cuatro bosques templados y la plantacion de P. menziessi presentaron diferente riqueza y
especies hospederas de HMA, y por lo tanto, una diferente cobertura de especies hospederas de
HMA (Tabla 3.1). La plantacion de P. menziesii (ORG) presentd la menor diversidad, lo que
caracteriza a este tipo de plantaciones monoespecificas y que se refleja en el Indice de Simpson.
Ademas, en la plantacion no se encontrd especies que establecieran simbiosis con estos hongos. El
bosque siempreverde (SV) es el que presenta la mayor cobertura de especies hospederas,

principalmente en el bosque alterado hace 50 afios (SVA).

El micelio total y activo no fue afectado por la interaccion del tipo de bosque y la profundidad. La
profundidad afect6 la cantidad de micelio total y activo. En los primeros 20 cm de profundidad el
micelio total se redujo de 1,27 = 0,45 m cm’ a so6lo 0,81 £ 0,45 m cm’® de 20 a 40 c¢cm de
profundidad, lo que significa una reduccién del 36,2%. Mientras que el micelio activo disminuyo

desde 0,53 + 0,24 m cm’ en los primeros 20 cm a 0,25 £ 0,18 m cm’, ala profundidad mayor.
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Tabla 3.1. Caracterizacion de la biodiversidad vegetal a través de Indices de dominancia (indice de
Simpson), de equidad (Indice de de Shannon-Wiener) y riqueza especifica (S’), en cuatro bosques
templados y en una plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.
SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio;

RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. Menziesii.

-3

Riqueza Especies Cobertura Indice de Indice de
especifica hospederas especies Simpson Shannon-
Bosque
) de HMA hospederas (%) o) Wiener (H’)
SV 21 3 47,2 0,242 1,380
SVA 16 6 83,0 0,395 1,301
RC 30 6 32 0,737 1,668
RCM 26 7 12,5 0,382 0,914
ORG 2 - - 1 0
o 2,14 — -
3 | (@) 2 107 (b) BN 0-20cm
? 4g. 7 097 [ 20 - 40 cm
€ ] @
S €
1,51 (5}
£ E
1,21
0,9
0,6+
0,3
0,0-

SV SVA RC RCM ORG ' SV SVA RC RCM ORG

Figura 3.1. Densidad de micelio de HMA (m cm’ de suelo) a dos profundidades, en cuatro bosques
templados y una plantacion de P. menziesii, ubicados en condiciones edafo-climaticas similares, en
el predio San Pablo de Tregua, Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. (a) Micelio total. (b)
Micelio activo. SV: bosque siempreverde; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval

caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.

Por otra parte, el micelio activo fue significativamente mas abundante en el renoval caducifolio

(RC) y la plantacion de P. menziesii (ORG), respecto al bosque siempreverde.
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La interaccion de la profundidad y del tipo de bosque, afectd la abundancia de esporas registradas
en los diferentes sitios (Figura 3.2). Se puede observar que la mayor cantidad de esporas se encontro
en la plantacion de P. menziesii en los primeros 20 cm de profundidad, mientras que el bosque
siempreverde alterado y pristino, y el renoval caducifolio con y sin manejo silvicola, no presentaron

diferencia estadistica entre ellos ni con la profundidad.

[ 0-20cm
I 20 - 40 cm

400-
350
300
250-
200

150 -

Esporas (n° por 100 cm3)

100~
50

0-
SV SVA RC RCM ORG

Figura 3.2. Abundancia de esporas de HMA por 100 cm’ de suelo a dos profundidades en cuatro
bosques templados y una plantacion de P. menziessi, ubicados en condiciones edafo-climaticas
similares en el predio San Pablo de Tregua, Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. SV:
bosque siempreverde; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval

caducifolio con manejo; ORG: plantacion de P. menziessi.

De los datos obtenidos se encontrd que el porcentaje de cobertura de especies hospederas de HMA
estuvo negativamente correlacionado con la abundancia de esporas y el micelio activo. Otros
parametros que presentaron correlacion con los parametros fungicos evaluados se presentan en la

Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Correlaciones entre parametros quimicos de suelo, climaticos y vegetacionales, y
parametros fungicos de los cuatro bosques templados y la plantacion de P. menziesii, en la

Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.

Micelio total Micelio activo Numero de esporas
Riqueza - - r=-0,35"
Cobertura especies . .
- r=-0,29 R=-0,45
hospederas HMA (%)
Precipitacion - Rho=-0,39"" Rho=-0,41"
Contenido de MO r=0,42" r=0,44" -
Fosforo total - - r=0,3 1"

r: Coeficiente de correlacion de Pearson; Rho: Coeficiente de correlacion de Spearman, n=5.

** significativo p<0,01; " significativo p<0,05.

3.4 Discusion

Las diferencias tanto en la riqueza de especies vegetales como en el numero de especies hospederas
entre el bosque siempreverde pristino y alterado, se debe principalmente a la extraccion de los
mejores ejemplares de N. dombeyi, permitiendo que otras especies puedan desarrollarse. El raleo de
copas en el bosque secundario deciduo, permitié que el sotobosque esté dominado por Chusquea
sp., ademas de la aparicion de un mayor nimero de especies herbaceas. Los indices de dominancia
y equidad, muestran sitios forestales con diferente estructura, por lo que permiten realizar las

comparaciones establecidas.

Las esporas son uno de las componentes principales en el ciclo de vida de los HMA, le permiten
dispersarse y son importantes para la colonizacién de habitats (Allen 1991). De los factores que
tienen un efecto sobre la produccion de esporas e hifas, las especies hospederas son uno de los mas
importantes. Esta dependencia ha sido demostrada en varios experimentos de maceta (Bever et al.
1996; Douds y Millner 1999; Eom et al. 2000; Bever 2002). Los resultados obtenidos por Burrows
y Pfleger (2002b) muestran un correlacion positiva entre cobertura de Lespedeza sp. y nimero de
esporas, y una correlacion negativa entre cobertura de Schizachyrium sp. y numero de esporas.
Estos mismos autores (2002a), encontraron una reducida esporulacion y crecimiento de hifas en
parcelas con una baja diversidad especifica de plantas vasculares, lo cual es opuesto a lo encontrado
en los bosques del presente estudio, con un alto contenido de MO y elevada precipitacion anual. La
biomasa radical es otro factor relacionado con la abundancia de HMA (Treseder y Cross 2006), ya

que estaria relacionado con la disponibilidad de C. De acuerdo a datos sobre biomasa radical fina,
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en los sitios con bosque nativo (R. Godoy, datos no publicados), no hay correlacion entre la
biomasa radical y la abundancia fingica. La mayor biomasa radical se registré en el bosque
siempreverde alterado, donde el micelio activo y numero de esporas son las mas bajas después del

bosque siempreverde pristino.

Los resultados obtenidos presentaron un patron opuesto a lo observado en la literatura, ya que al
aumentar la riqueza o la cobertura de especies hospederas, el nimero de esporas disminuyd
significativamente (Tabla 3.3). Esta tendencia también se observd entre micelio activo y la
cobertura de especies hospederas. No se encontré una disminucion en los parametros fungicos
medidos en la plantacion de P. menziesii, como se esperaba, debido a que corresponde a una
plantacion monoespecifica, asociada con hongos ectomicorrizicos, lo que reduciria el potencial
infectivo de los HMA (Koide y Schreiner 1992; Giovannetti y Sbrana 1998; Vestberg et al. 2005;
Piischel er al. 2008; Violi et al. 2008). Si no existe un hospedero disponible, HMA solo pueden
persistir como propagulos dormantes (Miller et al. 1985). Esto podria explicar, en parte la presencia
de esporas producto de la colonizacién de plantas endomicorizicas en los primeros estadios de
establecimiento de la plantacion de P. menziessi, pero no la de micelio activo, la cual no difiere de
los bosques siempreverde ni deciduo (Tabla 3.2). Matsumura et al. (2007) observd en plantas de
rabanito (Paphanus sativus L. Midoribijin) la formacion de esporas e hifas, sin la formacion de
arbusculos. Este mismo comportamiento fue observado por Cazares y Trappe (1993) en plantas de
vivero de Pseudotsuga menziesii. La presencia de HMA en Pinaceae parece ser un fenémeno
bastante mas comun a lo que se pensaba; sin embargo, su importancia ecoldgica es aun desconocida
(Smith et al. 1998). Esto transformaria a esta especie de un hospedero de ECM a hospedero de
HMA y ECM, sin que se precise la calidad de este hospedero.

La baja produccion de esporas en ambos bosques siempreverdes, que corresponden a bosques
maduros, con el mayor porcentaje de cobertura de especies hospederas, se podria deber a que las
especies presentes, en estados avanzados de sucesion, son consideradas micotroficas facultativas,
como ha sido sefialado por lo menos en praderas (Newsham et al. 1995) y en bosques tropicales

(Zangaro et al. 2000).
Frecuentemente, la esporulacion de estos hongos es considerada como una medida de éxito (Bever

et al. 1996; Smith y Read 2008). Sin embargo, también podria ser en respuesta a un severo estrés

medioambiental y ser por tanto un bioindicador (dispersion en tiempo y espacio) (Allen 1991). Esta
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idea concuerda con los resultados de Gemma et al. (1989), donde la esporulacion es frecuentemente

asociada con la muerte de las plantas en ecosistemas agricolas.

El micelio total y activo en estos sitios es bastante bajo, menor a 2 m de micelio total por mL™" de
suelo y a 1,2 m de micelio activo, muy inferior a lo reportado por Seguel ef al. (2008) en suelos
forestales del tipo Roble-Rauli- Coigiie, de la Region de la Araucania (39°S), centro- sur de Chile.
En este sitio el micelio total varié entre 3 y 5 m mL™, y el micelio activo entre 1,5y 4 m mL", en
los primeros 20 cm de profundidad. En agroecosistemas, se han reportados densidades de micelio
de 19,3 m cm™ en condiciones de cero labranza (Borie et al. 2000). Allen y Allen (1986) sefiala que
el 25% de la biomasa microbiana en la rizoésfera puede deberse al micelio de HMA. Esta baja
abundancia de esporas y micelio, podria ser reflejo de la calidad micotrofica y estado fenoldgico de

los hospederos.

3.5 Conclusiones

En los sitios estudiados no existe relacion entre la diversidad o disponibilidad de hospedero de
HMA y la densidad de micelio extraradical y contenido de esporas de HMA. Existe una
disminucién en el nimero de esporas al aumentar el porcentaje de cobertura de especies hospederas

de HMA, en estos bosques templados de la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.

La densidad de esporas y micelio de HMA encontrado en la plantacion de P. menziesii, nos hace
replantear su calidad de no hospedero de HMA; asi como los mecanismos de dispersion y
supervivencia de propagulos, sobre todo al considerar su importancia en eventuales programas de

restauracion del paisaje.

La intervencion del bosque nativo produce cambios estructurales y de composicion de las especies
vegetales, sin que esto represente una variacion significativa en la densidad de esporas y micelio de
HMA medidos. De esta forma, una disminucion en la disponibilidad de carbono en estos bosques
templados, ya sea en el nimero o porcentaje de cobertura de especies hospederas de HMA, seria
compensada mediante algin mecanismo que permite un crecimiento similar del hongo bajo

diferentes condiciones vegetacionales.
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Capitulo 4

Aporte de la fraccion GRSP a la materia
organica del suelo y comparacion con las
fracciones acidos humicos y fulvicos, en bosques
templados y una plantacion forestal de

Pseudotsuga menziesii



Resumen

La materia organica del suelo (MOS) representa la mayor reserva de carbono (C) en la biosfera. La
glomalina asociada a las proteinas del suelo (GRSP) puede constituir una fraccion importante de
esta MOS. La GRSP tiene una funcion directa en el secuestro de C a través del contenido de este
elemento en la molécula y otra indirecta en la formacion de agregados de suelo estables al agua. Por
lo que se estudio la participacion de la GRSP en el secuestro de C, cuantificando su aporte de Cy N
al C y N total del suelo y se compar6 con el aporte que hacen los acidos himicos y fulvicos, en
cuatro bosques templados y en una plantacion forestal de Pseudotsuga menziesii, a dos
profundidades de suelo. Para establecer su aporte indirecto se plante6 determinar si existe una
relacion de la GRSP en la formacion de agregados estables al agua. La GRSP fue la fraccion que
mas contribuy6 a la MOS en todos los sitios estudiados, representando hasta un 19% y un 20% del
C y N total del suelo, respectivamente. Por lo que al formar parte de la MOS mas estabilizada,
constituye una importante forma de secuestro de C en los diferentes ecosistemas. El aporte indirecto
al secuestro de carbono no fue significativo; sin embargo, no se puede descartar, ya que tuvo una
correlacion negativa con el contenido de arcillas. Finalmente, los factores que determinan el
contenido de GRSP en el suelo no estan muy claros ain. Sin embargo, el manejo silvicola produjo
una disminucion en el contenido de GRSP, en el corto plazo para los bosques de Nothofagus

estudiados.

Palabras claves: Bosques templados, Pseudotsuga menziesii, Materia organica del suelo, GRSP,

acidos himicos, acidos fualvicos.

Abstract

Soil organic matter (SOM) is the major reserve of carbon (C) in the biosphere. Glomalin relates soil
protein (GRSP) is a major constituent of SOM. GRSP has a direct role in the C sequestration
because the carbon in the moiety and an indirect role through the participation in the water stable
soil aggregates formation. Then, the aims were to study the relationship with C sequestration by the
quantification of C and N GRSP contribution to C and N soil and to compare it with the
contribution that made humic and fulvic acids, in four temperate forests and in a forest plantation of
Pseudotsuga menziesii, at two soil depth; and to determine the indirect contribution through the
participation of GRSP on the water stable soil aggregates formation. The GRSP was the most
abundant fraction in all the study sites. It represented up to 19% and 20% of C and N of total soil,
respectively. Hence it forms part of very stabilized SOM and constitutes an important way to

sequester C in the ecosystems. Its indirect role was not significant. However, it is not possible to
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reject it because the negative correlation with clay content. Finally, the factors involve in soil GRSP
amount are not clear until now. Nonetheless forest silvicultural management decreased the GRSP

amount in the Nothofagus studied forests in a short time.

Key words:Temperate forests, Pseudotsuga menziesii, soil organic matter, GRSP, humic acid, fulvic

acid
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4.1 Introduccion

La materia organica del suelo (MOS) representa la mayor reserva de carbono (C) en la bidsfera, la
que se estima en aproximadamente 1600 Pg C (Schlesinger 1997; Batjes 1998; Hedges et al. 2000).
Esta involucrada en multiples procesos como la estructura y fertilidad del suelo, capacidad de
infiltracion de agua, resistencia a la erosion, adsorcion y degradacion de contaminantes (Grinhut et

al. 2007).

La MOS consiste en una mezcla heterogénea de particulas y moléculas con propiedades fisicas y
quimicas variables (Baldock et al. 2004). Ella es el reflejo de la vegetacion, microorganismos de
suelo, clima, material parental, tiempo de equilibrio y alteraciones antropicas como naturales (Paul
et al. 1997). Los componentes mas estudiados han sido las sustancias hiimicas, que incluyen a los
acidos humicos, acidos fulvicos y huminas. Estas fracciones han sido metodoldgicamente definidas,
donde los acidos humicos son el componente soluble en soluciones alcalinas pero que precipita en
condiciones acidas. Los acidos fulvicos son solubles bajo cualquier condicion de pH, y las huminas
son insolubles en soluciones a cualquier pH (Tan 1995). Se forman por reacciones de sintesis
secundarias (humificacion) durante los procesos de degradacion y transformacion de residuos de
plantas y animales y organismos muertos en general (Stevenson 1994; Hayes y Clapp 2001),
obteniendo una mezcla compleja de moléculas heterogéneas y quimicamente muy reactivas

(MacCarthy 2001).

Las sustancias humicas, principalmente acidos humicos y huminas, son extremadamente resistentes
a la degradacion y comprenden sobre el 80% del carbono orgénico del suelo (Hayes y Graham
2000; Hayes y Clapp 2001). Sin embargo, su estabilidad esta relacionada con la mineralogia del
suelo, observandose que disminuye con la profundidad (Paul et al. 1997; Torn et al. 1997). Los
acidos fulvicos se caracterizan por poseer un menor contenido de carbono (C) y nitrégeno (N) y ser
mas jovenes que los acidos humicos (Campbell et al. 1967). En los suelos volcanicos acidos, donde
predominan el alofan y minerales tipo alofan, la microflora estd dominada por hongos con una alta
capacidad de sintesis de humus (Zunino et al. 1982). Esto ha permitido la acumulacion de
macromoléculas con una alto contenido de C, N, P y S, en ecosistemas no disturbados (Borie y

Zunino 1983; Aguilera et al. 2000).

La MOS también esta constituida, en ocasiones en cantidades significativas, por glomalina (Nichols

2003; Lovelock et al. 2004), definida metodologicamente como glomalina asociada a las proteinas
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del suelo (GRSP). GRSP es una glicoproteina producida principalmente por los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) (Wright et al. 1996; Wright 2000), los que son simbiontes
obligados, obteniendo todo el C necesario de su hospedero (Jakobsen y Rosendahl 1990; Allen
1991; Fitter et al. 2000; Smith y Read 2008). Esta proteina se caracteriza por poseer una gran
adhesividad, hidrofobicidad, resistencia a la degradacion, un alto contenido de hierro y a su
interaccion con la fraccion inorgédnica del suelo (Haddad y Sarkar 2003a), lo que permite su
acumulacion en el suelo (Nichols y Wright 2005). Estas caracteristicas permiten su extraccion so6lo
al ser expuesta a un buffer alcalino (Citrato de sodio pH 7,0 u 8,0) y altas temperaturas (autoclave a
121°C).

Se ha sefialado que la GRSP es una fraccion tnica y distinta de las sustancias hiimicas, dentro de la
MOS, la cual posee contenidos de C, N y H distintos a los acidos himicos y falvicos (Nichols
2003). Se le ha asociado una funcién directa y otra indirecta en la acumulacion de C del suelo
(Rillig et al. 2001a). Su rol directo es a través del C contenido en la molécula, por lo que representa
un importante sumidero de C (Treseder et al. 2003). Su participacion indirecta es mediante la
participacion en la formacion de agregados de suelo estables al agua, protegiendo a la materia
organica de una rapida degradacion (Rillig y Steinberg 2002). GRSP ha sido positivamente
relacionada con el formacion de agregados de suelo (Wright y Upadhyaya 1996; Wright y
Upadhyaya 1998; Wright et al. 1999; Franzluebbers et al. 2000; Wright y Anderson 2000). Los
niveles de GRSP mas altos se han encontrado en suelos volcanicos tanto con bosques tropicales en
Hawaii (>100 mg g 'suelo) (Rillig et al. 2001b) como con bosques templados en el sur de Chile (90-
113 mg g'suelo) (Morales et al. 2005), lo que podria estar relacionado con la mineralogia de estos

suelos.

Los HMA se encuentran caracteristicamente en ecosistemas con una gran diversidad vegetal, como
son los bosques templados. Sin embargo, su contribucion al ciclo del C en estos ecosistemas ha sido
largamente ignorada (Fontenla ef al. 1998; Smith y Read 2008). Los bosques templado I1luviosos del
sur de Chile, que se han desarrollado sobre suelos de diferente origen como metamorficos,
volcanicos y fiadis (Donoso y Ramirez 2000), se caracterizan por presentar una dominancia de
especies arboreas hospederas de HMA, como las familias Cupresaseae, Myrtaceae,
Podocarpaceae, entre otras (Godoy et al. 1994a; Godoy et al. 1994b; Godoy et al. 1994c). Por otra
parte, el potencial de secuestro de carbono en suelos forestales ha adquirido una particular
importancia, especialmente por la relacion que tiene con el cambio climatico global. Esto ha llevado
a desarrollar estrategias que permitan un manejo sustentable del bosque. Las estrategias de manejo

aplicadas a los bosques ya existentes pueden producir un incremento en el carbono del suelo; sin
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embargo, los resultados han sido contradictorios (Jandl et al. 2007). Estos autores sefialan que los
esfuerzos deberian centrarse en incrementar la fraccion de C recalcitrante del suelo, lo cual es un
cambio mucho mas lento que las ganancias en biomasa vegetal, que toma décadas hasta que ocurran

ganancias netas.

En los bosques templados lluviosos del sur de Chile, donde se encuentran especies de plantas
vasculares hospederas de HMA, se esperaria encontrar un alto contenido de GRSP, respecto a una
plantacion monoespeifica de la conifera introducida P. menziessi. Por lo tanto, los objetivos
planteados en este estudio fueron cuantificar el aporte de carbono y nitrogeno de la GRSP al
carbono y nitrogeno total del suelo y compararlo con el aporte que hacen los acidos himicos y
falvicos por separado, en los bosques templados y en la plantacion de P. menziesii, a dos
profundidades de suelo. Por otra parte, se planted determinar si existe una contribucion indirecta a
la acumulacion de carbono a través de su participacion en formacion de agregados de suelo estables

al agua.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Area de estudio

El estudio se realizo en el predio San Pablo de Tregua, (9°38’S; 72°10°W), en la Cordillera de Los
Andes, Provincia de Panguipulli, centro-sur de Chile. Se seleccionaron cuatro bosques templados,
un bosque siempreverde pristino (SV), bosque siempreverde alterado (SVA), un renoval caducifolio
(RC) y un renoval caducifolio con manejo forestal (RCM), mas una plantacion forestal de P.
menziesii (ORG), que se encuentran en similares condiciones edafo-climaticas. Las caracteristicas

de los sitios seleccionados se encuentran descritas en el Capitulo 2.

4.2.2 Extraccion y cuantificacion de glomalina relacionada a las proteinas de suelo
(GRSP)

La fraccion GRSP del suelo se extrajo utilizando la metodologia propuesta por Wright y Upadhyaya
(1996; 1998). La glomalina facilmente extraible (EE-GRSP) se obtuvo con buffer citrato 20 mM,
pH 7 a 121°C por 30 minutos. La glomalina total (GRSP) se extrajo en ciclos sucesivos en
autoclave (121°C), en buffer citrato 50 mM, pH 8.0 por 60 minutos, hasta que el sobrenadante no

presentara color. Los sobrenadantes obtenidos fueron almacenado a 4°C. Para la cuantificacion se

57



utilizo6 la prueba de medicion de proteina total de Bradford (Wright er al. 1996). La fraccion de
glomalina total determinada por la metodologia de Bradford se denomina proteinas de suelo

reactivas a Bradford (BRSP). La fraccion facilmente extraible lleva el prefijo EE- BRSP

La purificacion de GRSP se realizé con la metodologia de Wright et a/.(1998), la cual consiste en
una precipitacion con HCI 0,1 M a pH 2.0, seguido de una resuspension en un minimo volumen de
NaOH 0,1 M. Posteriormente se realiza una dialisis con agua desionizada y se liofiliz. La

glomalina purificada fue cuantificada en forma gravimétrica.

La glomalina purificada fue resuspendida en buffer fosfato (PBS) y cuantificada por medio de la
prueba de ELISA. (Wright ef al. 1996). Para esto se utilizé 50 pL. de muestra en cada pozo de la
placa de lectura y se dejo secar durante la noche. Posteriormente se incubd con el anticuerpo
monoclonal 32B11 disuelto en PBS, en una relacion 1:3, por 1 hora. Después se incubo por 1 hora
con el anticuerpo IgM. La enzima fosfatasa alcalina ExtrAvidin pH 9,4 se agrega posteriormente y
se incuba por 60 minutos mas. Finalmente, se disolvid una tableta (5 mg) de sustrato para fosfatasa
Sigma 104 en buffer diethanolamina, se agregd a la placa, se incub6d 30 minutos y se midio el
contenido de glomalina inmunoreactiva por espectrofotomefria a 410 nm en un lector de microplaca
BioRad. Como estandar se utiliza suelo 100% inmunoreactivo, determinado de acuerdo a su valor

Bradford y ELISA.

4.2.3 Extraccion de acidos humicos y fulvicos

Se utilizé la metodologia propuesta por Tan (1995) para la extraccion de las sustancias humicas del
suelo. Esta consiste en una extraccion con NaOH 0,1 M, a temperatura ambiente. La solucion
obtenida se agita por 24 horas y se centrifuga, descartando el precipitado que contiene las huminas y
las arcillas del suelo. El sobrenadante se acidifica con HCl pH 2,0 para precipitar los acidos
htmicos (AH). Se separa el sobrenadante que contiene los acido fulvicos (AF) y los AH
precipitados por centrifugacion. Los AH se disuelven en NaOH 0,1 M y posteriormente se
precipitan con HCl y HF. Finalmente se lavan con agua destilada y se centrifugan, descartando el
sobrenadante. Los AF se purificaron, eluyéndolos a través de una columna de amberlita XAD-8.

Los AF retenidos fueron eluidos de la columna con NaOH 0,1 M vy se liofilizaron.

4.2.4 Analisis elemental de Cy N

La concentracion de C y N del suelo y las fracciones GRSP, 4acidos humicos y acidos fulvicos fue
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determinado en duplicado en un analizador elemental Elementar Vario EL del departamento de

Quimica Inorgénica y Analitica, de la Universidad de Chile.

4.2.5 Determinacion del porcentaje de agregados estables al agua.

Para la determinacion del porcentaje de agregados estables al agua, de cada una de las cinco
repeticiones de los sitios en estudio, se tomo 20g de suelo de los primeros 20 cm de profundidad, se
dejé secar por 48 horas a temperatura ambiente y se tamiz6 a 1 mm. Posteriormente, se pesé 4 g del
suelo retenido en el tamiz de 1 mm y se sumergié en agua destilada a una frecuencia de 35 ciclos
por minuto. Los agregados estables son sumergidos en una solucion dispersante de polifosfato de
sodio hasta que solo quedaron particulas de arena en la capsula. Ambas fracciones, los agregados no

estables y estables al agua, se secaron a 110°C por 12 horas (Kemper y Rosenau 1986)

4.2.6 Analisis estadisticos

Todas las variables fueron analizadas para comprobar la normalidad de residuales y homogeneidad
de varianza. Para conocer si existia un efecto de la interaccion entre sitios forestales y profundidad
de muestreo o entre los sitios forestales, se realizoé un analisis de varianza de una via (ANDEVA),
seguida de la prueba de comparacion multiple de promedios Diferencia Minima Significativa
(DMS) o contrastes ortogonales para la comparacion de grupos cuando la interaccion entre las

variables fue significativa.

Se utilizo la prueba de correlacion de Pearson para determinar la correlacion entre las variables

analizadas.

Para todos los analisis se us6 un nivel de significancia de 5%. Los andlisis se realizaron con el

programa estadistico SPSS 10.0.

4.3 Resultados

4.3.1 Contenido de GRSP

La concentracion de la fraccion de EE-BRSP no fue afectada significativamente por la interaccion
sitio forestal y profundidad de suelo. Sin embargo, la concentracion varid significativamente de
acuerdo al sitio forestal de procedencia y profundidad de suelo. En los primeros 20 cm de

profundidad hubo un promedio de 11,73 + 0,37 mg g, mientras que entre 20 y 40 cm se encontrd
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8,03+ 0,31 mg g'l, lo que significa una disminucion del 31, 6% con la profundidad.

El renoval caducifolio no manejado tuvo el mayor contenido de EE-BRSP, 10,96 + 2,43 mg g,
junto con el bosque siempreverde alterado (SVA) y la plantacion de P. menziesii (ORG) 10, 57 +
2,8 y 10,38 + 2,3 mg g, respectivamente (Figura 4.1). Todos ellos fueron diferentes del renoval

caducifolio con manejo forestal (RCM), el cual presento el contenido de EE-BRSP mas bajo (8,17 +

2,2 mg g'l).
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Figura 4.1. Contenido de EE-BRSP en cuatro bosques templados y en una plantacion de P.
menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile, a una profundidad de 0 — 40 cm.
Letras distintas indican diferencia significativa (p< 0,05) de acuerdo a la prueba de comparacion
multiple de promedios Diferencia Minima Significativa (DMS). SV: bosque siempreverde pristino;

SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado;

ORG: plantacion P. menziesii.

A diferencia de la fraccion EE-BRSP, la interaccion de sitio forestal y profundidad de suelo fue
significativa para el contenido de BRSP (Figura 4.2). El mayor contenido de BRSP se encontr6 en
los primeros 20 cm de profundidad del renoval caducifolio sin manejo forestal y es diferente de

todos los demas sitios forestales y profundidades.

En el bosque siempreverde pristino (SV) la concentracion de BRSP no disminuyo
significativamente al aumentar la profundidad, mientras que todos los demas sitios forestales
presentaron una disminucion que fluctué entre 19,0% y 34,4% en el renoval caducifolio con manejo

forestal (RCM) y en el bosque siempreverde alterado (SVA), respectivamente.
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Al cuantificar la fraccion inmunoreactiva de GRSP (IRSP), no se observaron diferencias

significativas entre los sitios forestales ni entre profundidades. Se observo una tendencia en los

promedios de esta fraccion a aumentar con la profundidad (Tabla 4.1.). Sin embargo, los valores

obtenidos no superaron el 1,9% del total de BRSP en promedio.

[0
o
-

70+

607 bed
50

40

BRSP (mg gss'1)

30+
20+
10

cde

bc

[ 10-20cm
I 20 - 40 cm

bcd

bcd

de

SV

SVA

RCM

ORG

Figura 4.2. Contenido de BRSP en cuatro bosques templados y en una plantacion de P. menziesii,

en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile, a dos profundidades de suelo. Letras distintas

indican diferencia significativa (p< 0,05) de acuerdo a la prueba de comparacion multiple de
promedios Diferencia Minima Significativa (DMS). SV: bosque siempreverde pristino; SVA:

bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG:

plantacion de P. menziesii.
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Tabla 4.1. Contenido de proteina de suelo inmunoreactiva (IRSP) (mg g') en cuatro bosques
templados y en una plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.
SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio;

RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.

IRSP (mg g)
0-20cm 20-40 cm
SV 0,96 = 0,73 1,16 +0,79
SVA 0,69 + 0,51 0,95 + 0,32
RC 0,85 + 0,64 0,74 + 0,22
RCM 0,25+0,13 0,54 + 0,36
ORG 0,59 + 0,42 0,90 + 0,52

Al expresar el contenido de BRSP por unidad de superficie de bosque, se observa que el aporte
maximo fue hecho en el renoval caducifolio (RC), donde alcanzé 66,4 + 6,0 Mg ha™ de BRSP en
los primeros 20 cm y 52,1 + 8,6 Mg ha" de BRSP entre 20 y 40 cm de profundidad. Mientras que
los menores aportes fueron hechos por el renoval caducifolio con manejo silvicola (RCM) y el
bosque siempreverde alterado (SVA) entre los 20 y 40 cm, donde aportaron 30,1 + 7,1 Mg ha y
28,1+ 7,5 Mg ha" de BRSP, respectivamente.
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Figura 4.3. Aporte de BRSP (Mg ha ) a dos profundidades de suelo, en cuatro bosques templados
y una plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. Letras distintas
expresan diferencia significativa (p< 0,05) de acuerdo a la prueba de contrastes ortogonales para la
comparacion de grupos. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde alterado;

RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.
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4.3.2 GRSP, acidos humicos y acidos fulvicos de la materia organica del suelo:

aportes de carbono y nitrégeno.

Al comparar el aporte de las fracciones BRSP, acidos hiimicos y fllvicos a la materia organica del
suelo, se observo que la contribucion a la materia organica tuvo el siguiente orden: BRSP > acidos
htmicos > acidos fulvicos, en todos los sitios forestales, excepto en el renoval caducifolio con
manejo forestal. En este bosque se encontré que en profundidad, el aporte hecho por los acidos
himicos y fulvicos fue igual entre si e inferior al producido por BRSP (Tabla 4.2). A mayor
profundidad, la cantidad de acidos hiimicos disminuy6 un 48,3% en promedio, siendo el renoval
caducifolio con manejo forestal donde se cuantificé el menor contenido de acidos hiimicos a ambas
profundidades. Al comparar la cantidad de acidos fulvicos se encontr6 que no varid con la

profundidad de suelo.

Tabla 4.2. Contenido de materia organica y las fracciones BRSP, acidos humicos y falvicos (mg
g")a0—20cmy 20 —40 cm de profundidad, en cuatro bosques templados y en una plantacion de
P. menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. SV: bosque siempreverde pristino;
SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio

manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.

Sitio Materia organica BRSP Acidos Hiimicos Acidos Fulvicos

forestal ~ ¢ _7¢ 20-40 0-20 20-40 0-20 20-40 0-20 20-40

SV 192,9 143,1 48,5° 44,9 30,68 18,46°  13,33™%  15,72™
SVA 206,8 154,0 54,9° 36,0 31,45° 10,62 15,50 16,22

RC 212,8 189,2 72,9° 57,9° 27,02° 17,09° 16,44 12,43
RCM 156,2 106,7 45,2° 36,6° 14,91° 7,25° 15,69 14,84
ORG 185,3 135,9 53,2 39,9 34,67 16,67 13,53 13,54

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre sitios forestales, para una misma fraccion de materia

organica y profundidad, de acuerdo a la prueba de Diferencia minima significativa (DMS).

En el analisis elemental no se encontro un efecto significativo de los sitios forestales sobre el
porcentaje de carbono (C) y nitrogeno (N) (Tabla 4.3), excepto sobre el porcentaje de N de la
GRSP. Tanto el bosque siempreverde pristino como el renoval caducifolio con manejo forestal
presentaron el mayor contenido de N, los que fueron estadisticamente diferente solo de la plantacion

de P. menziesii.

Por otra parte, a mayor profundidad se encontré un menor porcentaje de C y N solo en la fraccion

proteica. El C disminuy6 de 31,4 = 3,7 % a 24,2 + 3,4 % entre 0 — 20 cmy 20 — 40 cm, y el N
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disminuy6 de un 2,8 £ 0,4 % a un 2,0 £ 0,7 %, respectivamente.

El porcentaje de C y N en los acidos humicos fue en promedio de 40,7 + 4,3% de Cy 3,3 + 0,6% de
N. Los écidos fulvicos presentaron un porcentaje de C y N menor al de los acidos hiimicos, con

26,9 +5,3%de Cy 0,8 £0,5% de N.

Al considerar el aporte que cada fraccion hace al C total del suelo (Figura 4.4), se obtuvo que la
GRSP representa un 12,1 = 4,6 % del C total del suelo en los primeros 20 cm y un 9,2 £ 3,7% a la
mayor profundidad. En las profundidades de 0- 20 cm y 20 — 40 cm, la fraccién proteica fue
significativamente mayor en el renoval caducifolio, donde aport6é un 18,7 + 4,6% y un 14,0 + 3,9%
del C total del suelo, respectivamente. El menor aporte fue hecho en el renoval caducifolio con

manejo forestal, donde alcanzé un 8,1 £2,2% y 7,1 = 1,5%, respectivamente.

El aporte de los acidos hlimicos disminuy6 al aumentar la profundidad de 7,6 + 3,9% a 3,9+ 2,3 %
del C total del suelo. Mientras que el aporte de C y N hecho por los acidos fulvicos no presentd
variacion entre los sitios forestales a ninguna de las profundidades estudiadas (Figura 4.4 y Figura

4.5).

El aporte de N de los acidos humicos al N total del suelo disminuyé al aumentar la profundidad, de
8,4 £4,0% a 4,9 £ 1,9%. El sitio forestal que tuvo el menor aporte de N proveniente de los acidos
himicos fue el renoval caducifolio con manejo forestal, mientras que no hubo diferencias
significativas entre los demas sitios. En el aporte hecho por la GRSP se encontré diferencia tanto
entre sitios forestales como con la profundidad de suelo. En el renoval caducifolio se observd un
aporte significativamente mayor de N proveniente de la GRSP respecto de los demas sitios, siendo
de un 17,5 = 4,6% del N total del suelo. Con el aumento en la profundidad de suelo, el aporte de la
GRSP disminuy6 de un 14,4 4,2 % aun 10,2 + 4,3% (Figura 4.5).
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Tabla 4.3. Contenido de C y N (%) en GRSP, acidos humicos y acidos fulvicos, a dos profundidades de suelo en cuatro bosques templados y en
una plantacion de P. menziesii de la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde

alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.

Sitios  Profundidad Suelo GRSP Acidos hiimicos Acidos fulvicos
forestal (cm) N (%) C (%) C/N N (%) C (%) C/N N (%) C (%) C/N N (%) C (%) C/N
0-20 ,L1£0,1 14,4+0,8 12,94 3,1+04  31,0+£3,6 10,1 34+0,5 40,1+£28 11,9 1,0+0,5 29,1 +£5,1 36,6
SV 20-40 0,8+0,1 10,4+0,4 11,86 2,1+0,3 21,5+19 10,4 30+0,7 364+28 12,6 0,6 £0,6 254+72 48,3
0-20 1,2+0,1 16,6+1,3 14,07 3,0+£0,5 30,4+4,0 10,2 32+0,3  40,3+6,0 12,9 0,7+0,3 28,9+4,1 53,4
SVA 20-40 09+0,1 157+1,2 18,54 1,9+03 222+22 10,7 3,7+0,7  40,7£6,2 11,1 0,6 +£0,3 29,2 +5,1 50,0
0-20 1,2+0,1 17,8+1,5 14,65 25+0,5 332+£53 13,5 36+0,6 44,0+3,1 12,6 0,8+0,2 28,5+0,8 38,6
RC 20-40 09+0,1 134+1,1 14,89 22+0,2 262+29 12,1 27+1,0 41,8+£4,6 12,9 0,3+0,3 234+74 60,7
0-20 1,0+£0,1 143+14 14,44 28+0,2 294+22 10,4 34+£0,6 41,6+09 12,4 1,2+£0,6 234+44 23,0
ReM 20-40 08+0,1 11,0+0,8 14,04 28+0,5 27,1+£22 9,9 3,7£0,9 429+6,2 11,7 0,6 £0,2 26,934 43,0
ORG 0-20 ,L1+0,1 132+1,6 12,3 2,5+0,3 332+28 134 3,6+0,5 42,6+£28 12,0 1,0+0,5 27,4+78 33,6

20-40 0,9+0,0 10,4+0,1 11,3 1,2+0,7 233+4,1 14,4 32+0,5 351+45 11,1 1,2+0,3 26,6 £3,5 23,3
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Figura 4.4. Aporte de C (%) hecho por las fracciones GRSP, acidos himicos y acidos fulvicos al C
total del suelo, en cuatro bosques templados y en una plantacion de P. menziesii en la Cordillera de
Los Andes, centro-sur de Chile. (a) 0 — 20 cm de profundidad y (b)20 — 40 cm de profundidad. SV:
bosque siempreverde; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval

caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.
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Figura 4.5. Aporte de N (%) hecho por las fracciones GRSP, acidos htimicos y acidos fulvicos al N
total de suelo, en cuatro bosques templados y en una plantacion de P. menziesii en la Cordillera de
Los Andes, centro-sur de Chile. (a) 0 — 20 cm de profundidad y (b)20 — 40 cm de profundidad. SV:
bosque siempreverde; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval

caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.
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4.3.3 Contribucion indirecta de la GRSP al secuestro de carbono del suelo.

La contribucion indirecta de la GRSP al secuestro de carbono en el suelo, se midio a través de la

relacion entre el porcentaje de agregados de suelo estables al agua y el contenido de BRSP o EE-
BRSP.

Se observo que la plantacion monoespecifica de pino Oregdn (P. menziesii), presentd un porcentaje

significativamente menor de agregados de suelo estables al agua (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Porcentaje de agregados de suelo estables al agua, en los primeros 20 cm de
profundidad, en cuatro bosques templados y una plantacion forestal de P. menziesii, en la Cordillera
de Los Andes, centro-sur de Chile. Letras distintas indican diferencia significativa (p< 0,05) de
acuerdo a la prueba de comparacion multiple de promedios Diferencia Minima Significativa
(DMS). SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde alterado; RC: renoval

caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P. menziesii.

La correlacion entre los agregados estables de suelo y el contenido de BRSP (r = 0,20; p=0,38) o el
contenido de EE-BRSP (r = 0,04; p = 0,87), fue bastante débil y sin significancia estadistica. El
contenido de materia organica de suelo tampoco presentd una correlacion significativa con el
porcentaje de agregados de suelo estables al agua. El porcentaje de arcillas del suelo correlaciono
negativa y significativamente con el porcentaje de agregados estables de suelo (r = -0,60; p=0,004;
n=5). A su vez, el aluminio extraible también presentd una correlacion negativa, aunque no

significativa (r = -0,39; p=0,078; n=5).
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4.3.4 Correlaciones entre parametros fungicos y de suelo con las fracciones de
materia organica.

Al considerar las fracciones de GRSP, se encontr6 una estrecha correlacion con la materia organica
del suelo, las fracciones acidos himicos, EE-BRSP o BRSP, pero no asi con los acidos fulvicos
(Tabla 4.4). El nitrégeno del suelo, asi como los parametros fungicos (Capitulo 3), también
correlacionaron positivamente con ambas fracciones de GRSP. Solo pH presentd una correlacion
negativa con el contenido de EE-BRSP. Los 4cidos humicos mostraron un comportamiento muy
similar a BRSP. Contrariamente a lo esperado, los acidos humicos correlacionaron positiva y
significativamente con el micelio activo, aunque esta correlacion fue baja. Asi también, se observo

que el porcentaje de arcillas tuvo una correlacion negativa con la BRSP

Tabla 4.4. Coeficientes correlacion de algunos parametros de suelo y fingicos con las fracciones de
materia organica BRSP facilmente extraible (EE-BRSP), BRSP, acidos himicos y acidos fulvicos,
en cuatro bosques templado y una plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-

sur de Chile.(n=10).

EE-BRSP BRSP Acidos himicos  Acidos falvicos
Materia organica  r: 0,803** r: 0,807** r: 0,640** n.s
pH (agua) r:-0311" n.s. n.s. n.s
N suelo r: 0,699 r:0,507" 0,621 n.s
C suelo n.s. r:0,466"" n.s. n.s
EE-BRSP r: 1,00 r:0,724" r: 0,745 n.s
BRSP r: 0,724 r:1,00 r: 0,523 n.s
Ac. hiimicos r:0,745" r:0,523" r:1,00 n.s
Ac. falvicos n.s. n.s n.s r:1,00
Micelio total r:0,405" R: 0,338 n.s. n.s
Micelio activo r:0,483" r: 0,537 r: 0,290 n.s
Arcillas (%) n.s r:-0,486" n.s n.s

™ significativo p<0,001;
* significativo p<0,05.

4.4 Discusion

El contenido de EE-BRSP y BRSP sobre 8 mg g y 45 mg g respectivamente, fue superior a los
obtenidos en otros ecosistemas de climas templados. En bosques templados de EEUU, Wright et a/

(1996) encontraron entre 4,4 y 14,8 mg g de BRSP, mientras Steinberg y Rillig (2003) obtuvieron
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sobre 7 mg g de BRSP en bosques de Pinus ponderosa en Montana. Los niveles encontrados en
agroecosistemas son menores a los obtenidos en ecosistemas forestales, variando entre 1,2 — 3,6 mg
g (Wright et al. 1999; Borie et al. 2000; Nichols 2003). Sélo en suelos volcanicos de bosque
tropical en Hawaii (Rillig et al. 2001b), se han obtenido concentraciones de BRSP similares a las
obtenidas en los bosques templados y en la plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los

Andes, mayores a 100 mg g de suelo.

Los altos contenidos de las fracciones de GRSP encontrados en el renoval caducifolio, donde las
especies dominantes del género Nothofagus establecen simbiosis con hongos ectomicorricicos
exclusivamente (Fontenla et al. 1998; Palfner 2001), se deberia a la presencia de un diverso y
abundante sotobosque. Ambos renovales, al ser deciduos, permiten el crecimiento de otras especies
arboreas y arbustivas que forman micorrizas arbusculares, como Dasyphyllum diacanthoides (Less.)
Cabr., Weinmannia trichosperma Cav., Chusquea culeou Desv. y Ribes magallanicum Poir.
(Castillo et al. 2006), que serian las responsables del alto contenido de GRSP encontrado en estos
sitios. La densidad de estas especies es diferente en ambos renovales, lo que explicaria en parte la
variacion en el contenido de GRSP entre el renoval caducifolio con y sin manejo forestal,
respectivamente. Por otra parte, el raleo de copas realizado recientemente en el renoval caducifolio
pudo haber acelerado la descomposicion de la GRSP en este sitio al producir cambios en el
microclima (Hyvonen et al. 2007) y estructura vegetacional. Por otra parte, se produce un menor

aporte de C y litera al suelo (Jandl et al. 2007).

La EE-BRSP, considerada como una fraccion recién depositada, mas 1abil de la GRSP (Wright y
Upadhyaya 1998; Lovelock et al. 2004) fue diferente solo entre los renovales con y sin manejo
forestal (Figura 4.1). Aqui el manejo silvicola se reflejo6 en una disminucién del contenido de
carbono total del suelo, asi como de las fracciones EE-BRSP, BRSP y acidos htimicos (Tabla 4.2).
Esto podria deberse a que uno de los principales factores que controla la acumulacion de materia
organica es la produccion primaria neta (Baldock et al. 2004), la que se observo reducida en este
renoval, al eliminar especies acompanantes y ejemplares de Nothofagus. Se ha sefialado que los
procesos de cosecha forestal van acompaiiados por una reduccién de la materia organica, cambios
en la cobertura de plantas y modificacion del microclima (Marshall 2000), todos aspectos
observados en el renoval con manejo silvicola en estudio (Tabla 3.1; Tabla 4.1). Por otra parte, el
bosque siempreverde pristino no se diferencié del bosque siempreverde alterado en cuanto a
contenido de EE-BRSP, BRSP, acidos htimicos o materia organica. Solamente entre 20 y 40 cm de

profundidad se pudo apreciar una diferencia significativa en el contenido de acidos humicos. Sin
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embargo, no es posible atribuir esta diferencia a la intervencion del bosque ocurrida hace 50 afos
aproximadamente, ya que en el largo plazo los ecosistemas tienden a recuperarse y aparecen otros
factores ejerciendo presion, como es la invasion de especies exodticas y cambios sucesionales
(Marshall 2000). De acuerdo con Jandl et a/l. (2007), una manera de minimizar el riesgo de pérdidas
de carbono es minimizando las alteraciones tanto en el bosque como en el suelo. También destacan
que bosques mixtos incrementan la estabilidad del bosque y de esta manera pueden evitar altas tasas
de descomposicion de la materia orgénica del suelo. Por lo que el renoval caducifolio, al presentar
una mayor diversidad vegetal (Tabla 3.1), podria acumular potencialmente mas GRSP que los

demas sitios forestales.

No se esperaba encontrar un contenido de GRSP alto en la plantacion monoespecifica de P.
menziesii, como en los bosques nativos. Sin embargo, se encontrd que el contenido de EE-BRSP fue
similar al de los demas sitios, tendencia que se repitié con BRSP, que se diferencio sélo del renoval
caducifolio (RC). En los bosques templados existen especies hospederas de hongos micorricicos
arbusculares (HMA) (Tabla 3.1), a diferencia de la plantacion de P. menziesii, que se caracteriza por
ser una especie que forma simbiosis con ectomicorrizas (Harley y Smith 1983; Read 1991; Smith y
Read 2008), por lo que se esperaba encontrar la concentracion mas baja de BRSP y EE-BRSP en
este sitio. Sin embargo, en los trabajos realizados por Cazares y Trappe (1993) y Cazares y Smith
(1996) han observado que P. menziesii forma simbiosis con HMA en la etapa de vivero. En las
muestras obtenidas de campo se observé micelio intraradical sin la presencia de arbusculos,
mientras que en las muestras obtenidas del ensayo de invernadero también fue posible observar
arbusculos. De acuerdo a Cézares (comunicacion personal), a medida que se desarrolla la especie,
las ectomicorrizas desplazarian a los HMA por competencia. Si bien en este estudio no se
observaron estructuras de HMA en las raices de P. menziesii, no se puede descartar que existan.
Esto podria explicar la presencia de EE-BRSP y BRSP, asi como de esporas y micelio activo en este

sitio.

La cuantificacion de GRSP usando el anticuerpo monoclonal contra glomalina 32B11 permite una
medicion de la GRSP bastante especifica, permitiendo separarla de los acidos htimicos (Nichols y
Wright 2005; Rosier et al. 2006). Los valores obtenidos en todos los sitios son bastante bajos, no
superando el 1,9% de BRSP, en promedio. Knorr ef al.(2003) encontraron valores de 1,28 mg g™ de
GRSP inmunoreactiva (IRSP) en bosques deciduos de EEUU. Treseder y Turner (2007)
encontraron 4,9 mg g en la bosques templados del sur de Chile (Cordillera de Piuchué) y entre 9,2

y 13,5 mg g’ en bosques tropicales de Hawaii (Rillig ef al. 2001b; Treseder y Turner 2007). El
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porcentaje de IRSP en praderas de climas templados varié entre 25 y 50% de BRSP (Wright y
Upadhyaya 1998; Rillig et al. 1999; Wright y Anderson 2000) y menores a 50% en suelos forestales
de Hawaii (Rillig et al. 2001b).

De acuerdo a las limitaciones que presenta la metodologia de cuantificacion de ELISA, el bajo
contenido de IRSP encontrado en todos los sitios estudiados puede ser consecuencia de una
degradacion de la proteina o interferencia con otros compuestos durante la medicion (Rosier et al.
2006; Janos et al. 2008). Es posible que exista una degradacion del sitio inmunoreactivo de la
GRSP que se encuentra en el suelo y aumenta con el tiempo de permanencia (Janos et al. 2008) o
cambios en estos sitios productos de la presencia de metales como Fe, Al u otros cationes (Nichols
2003). La co-extraccion de sustancias humicas, otros compuestos fenolicos como taninos
(Halvorson y Gonzalez 2006; Schindler et al. 2007; Whiffen et al. 2007) y un alto contenido de
materia organica en el suelo pueden impedir la unidén de la glomalina al microplato de PVC,
disminuyendo la cuantificacion de IRSP (Rosier et al. 2006). Condiciones que estan presentes en

estos sitios.

Otros factores que pueden interferir en la cuantificacion de la IRSP podrian estar relacionados con
una excesiva exposicion al calor durante el proceso de extraccion (Nichols 2003; Bolliger et al.
2008), reacciones con el citrato, exposicion a pH extremos durante el proceso de purificacion o la
congelacion de la solucion para la liofilizacion de la GRSP (Nichols 2003). Esto también explicaria
por qué no se encontrd diferencias en el contenido de IRSP al aumentar la profundidad de suelo. Sin
embargo, Nichols (comunicacion personal) plantea que esta metodologia permite determinar de
manera segura la presencia de material de origen HMA, pero la cuantificacion es complicada por

los factores antes mencionados.

Comparacion de las fracciones GRSP, dcidos humicos y dcidos filvicos

En todas las fracciones se observd una disminucion en el concentracion, con la profundidad,
excepto en los acidos fulvicos. Sin embargo, la disminucién que experimentaron los acidos humicos
fue mayor que la encontrada en BRSP. Esto concuerda con lo reportado por Gramss et al. (1999),
quienes encontraron que los acidos htimicos son mas facilmente degradados que los acidos fulvicos.
Por otra parte, diferentes estudios han demostrado que la estabilidad de esta fraccion disminuye con
la profundidad (Paul et al. 1997; Torn et al. 1997). Halvorson y Gonzalez (2006) encontraron una
disminucidn significativa en el contenido BRSP al aumentar la profundidad de muestreo, en suelos

con diferente uso de EEUU. Los acidos fulvicos, al representar una fraccion mas movil (Stevenson
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1994; Dai et al. 2006), permitiria una distribucion mas homogénea en el perfil de suelo. Incluso se
ha observado un aumento en el contenido de 4cidos fulvicos a medida que aumenta la profundidad

(Lopez et al. 2008).

Independiente de la profundidad del suelo, la fraccion mas abundante correspondio a la BRSP en
los cinco sitios forestales estudiados, al igual que en diferentes suelos con vegetacion nativa de los
EEUU (Nichols y Wright 2005). Los suelos de la tundra &rtica corresponden a ecosistemas
limitados en nitrogeno, al igual que los bosques templados del sur de Chile (Huygens et al. 2007;
Huygens et al. 2008), donde la forma predominante de N organico es en compuestos proteicos
(Weintraub y Schimel 2005), lo que concordaria con los altos niveles de GRSP encontrados en estos

suelos.

Stevenson (1994) sefiala que los suelos forestales se caracterizarian por presentar un mayor
contenido de acidos fulvicos que humicos, lo cual no se cumpliéo en la mayoria de los sitios
estudiados. La relacion entre ambos fracciones varid 0,5 a 2,6 veces la cantidad de 4cidos humicos
sobre acidos fulvicos (Tabla 4.3). Schulten y Schnitzer (1997) indican que los acidos fulvicos son
una pequefia fraccion de la MOS, donde los acidos himicos representan aproxidamente el 23% y
los acidos fulvicos solo el 7% (Schnitzer 1978). Esta relacion es aun mayor en suelos forestales

acidos de Galicia, donde se encontr6 que esta relacion llega a ser de 10/1 (Lopez et al. 2008).

Composicion quimica de las fracciones GRSP, dcidos humicos y dcidos fulvicos.

Los porcentajes de C y N en la GRSP concuerdan con los reportados en estudios previos (Lovelock
et al. 2004; Nichols y Wright 2005), pero superiores a los encontrados por Rillig et al. (2001b) para
los primeros 10 cm de profundidad en suelos volcanicos de Hawaii. En los primeros 20 cm de
profundidad se observo una gran homogeneidad en el porcentaje de C y N, que fue inferior al
porcentaje de C que se obtuvo en los acidos humicos. Nichols y Wright (2005) encontraron que el
porcentaje de C, N, H y Fe en la GRSP, es similar dentro de una misma region geografica y

diferente de los acidos hiimicos, que contienen un mayor porcentaje de C y N.

La variacion en el porcentaje de C de los acidos humicos es bastante amplia y va desde un 22% a un
67% de C en diferentes ecosistemas (Schulten y Schnitzer 1997; Nichols y Wright 2005; Spaccini et
al. 2006). Sin embargo, la mayoria de los acidos hiimicos analizados posee un porcentaje de C
superior al 50% (Stevenson 1994; Trubetskaya et al. 1998; Nichols 2003; Filip y Tesarova 2004;
Allard 2006; Schindler et al. 2007; Lopez et al. 2008). El porcentaje de C obtenido para esta
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fraccion se encuentran en el rango descrito para los acidos htimicos, no presentandose diferencias
entre sitios forestales y no superando el 44% de C. Spaccini et al.(2006) tampoco encontraron
diferencias en la caracterizacion elemental en sitios con diferente uso de suelo. El porcentaje de N
en los acidos hiimicos varia entre 2 y 5,6% (Schulten y Schnitzer 1997; Nichols y Wright 2005;
Schindler et al. 2007; Lopez et al. 2008), mientras que Borie et al. (2002) reportaron contenidos de
N muy inferiores a los citados anteriormente en andisoles y ultisoles del sur de Chile, los cuales no
superaron el 0,2 % de N. De acuerdo a los modelos presentados por Schulten y Schnitzer (1997), el
porcentaje de N varia segun la cantidad de material proteinico que esta ocluido en los acidos
htmicos, el cual representa aproximadamente un 3,1% de N. Este valor es muy cercano al 3,3 +

0,6% de N encontrados en los suelos forestales del sur de Chile.

Los acidos fulvicos tuvieron un porcentaje de N y C mas bajo que las otras dos fracciones, con
valores similares a obtenidos por Nichols (2003). El porcentaje de C no superé el 30% y el de
nitrégeno fue como maximo 1,2%. Valores similares a los encontrados en los acidos himicos, sobre
un 45% de C y hasta un 3,9% de N han sido encontrados en diferentes tipos de suelo (Dai et al.
2006; Lopez et al. 2008). Mientras que Schulten y Schnitzer (1997) sefialan que los acidos fulvicos
poseen un porcentaje de C menor al de los acidos humicos ya que poseen un mayor contenido de

grupos carboxilicos y carbohidratos.

Se puede observar en la Tabla 4.3 que la relacion C/N de la GRSP fue alrededor de 10 en los
ecosistemas forestales nativos, excepto en el renoval caducifolio y en la plantacion de P. menziesii.
Sobre todo en este ultimo sitio se encontrd una relacion C/N cercanaa 13y 14a0—-20 cmy 20 —
40 cm, respectivamente. Esto podria significar que se trata de una glicoproteina de diferente
procedencia y explicaria la alta concentracion de BRSP en este lugar. Rillig et al. (2007) destacan

que la fraccion BRSP incluye proteinas de origen distinto a los HMA.

Al observar el aporte que hace cada fraccion al carbono del suelo (Figura 4.4) se obtuvo que la
fraccion mas importante, tanto a 0 — 20 cm como a 20 — 40 cm, correspondid a la GRSP. Este aporte
vari6 entre un 5,7% y un 18,7% del C total del suelo. Otros estudios han encontrado que el aporte
puede variar entre un 3 y un 8% del C total del suelo (Rillig er al. 2001b; Rillig et al. 2003;
Lovelock et al. 2004), llegando hasta un 30% al considerar la GRSP gravimétrico (Treseder y Allen
2000). El aporte de N de GRSP, entre un 5,0 y 19,5%, es superior al 5% reportado por Lovelock et
al. (2004) y Rillig et al. (2001b), el cual corresponderia a una fraccion de nitrégeno recalcitrante, al

menos una parte de él.
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La falta de correlacion entre los agregados estables de suelo y BRSP o EE-BRSP también ha sido
reportada por Borie et al. (2000). Una de las razones para esta observacion es el alto contenido de
agregados estables al agua y de MOS, encontrados en los agroecosistemas estudiados (Borie et al.
2000). Por otra parte, en andisoles uno de los principales factores relacionados con la estabilidad de
los agregados de suelo es la presencia de arcillas no cristalinas y Fe y Al (Torn et al. 1997; Bronick
y Lal 2005), ya que un aumento en el contenido de MOS, en la superficie de las arcillas y la
capacidad de intercambio cationico, estdn positivamente correlacionado con la estabilidad de los
agregados. La estabilidad de los agregados es influenciada por numerosos factores, entre los cuales
la GRSP no seria uno de los mas importantes en este tipo de ecosistemas, caracterizados por un alto
contenido de materia orgénica y presencia de arcillas no cristalinas. Por otra parte, la correlacion
negativa encontrada entre BRSP y el porcentaje de arcilla, no nos permite descartar que exista una
relacion entre el contenido de GRSP y la estructura del suelo, y de este modo, que tenga una
participacion indirecta en el almacenamiento de carbono en el suelo. Correlaciones negativas entre
estos factores fueron encontradas por Haddad y Sarkar (2003b) y Rillig y Steinberg (2002) en
diferentes tipos de suelos de EEUU. Estos resultados sugieren que la GRSP tendria una
participacion mas importante en la formacion de agregados estables cuando no existe una buena
agregacion de suelo (Rillig y Steinberg 2002) y que su importancia, disminuiria al existir una buena
agregacion de suelo. Por otra parte, la cobertura vegetal, la densidad y diametro radical y el micelio

extraradical, también son factores importantes de considerar (Rillig ef al. 2002)

Diversos cuestionamientos ha sufrido la metodologia de extraccion y cuantificacion de la GRSP. Se
ha sefialado que existe una co-extraccion de GRSP y acidos humicos en los procesos de extraccion
(Rosier et al. 2006; Schindler et al. 2007). Sin embargo, Nichols (2003) determind que existe una
co-extraccion importante de GRSP en los acidos hiimicos, mientras que la co-extraccion de acidos
himicos en la GRSP es bastante baja. Esto contribuyd a que los &cidos hiimicos fueran
considerados, junto con la huminas, las principales fracciones de la materia organica. Las
correlaciones positivas y significativas entre micelio activo y acidos humicos, y de los acidos
himicos con ambas fracciones de GRSP, confirmarian que existe una co-extraccion con las
metodologias de extraccion actualmente usadas. Ademas, el menor contenido de C de los acidos
htumicos obtenidos en este estudio podria deberse a la presencia de GRSP en esta fraccion. Por otra
parte, no es factible que se presenten en los acidos fulvicos, que son solubles a pH 2, mientras que
GRSP precipita. Esto reafirma la importancia de las proteinas del suelo como una forma de
almacenar C y N en el sustrato. Asi también, las limitantes que existen en las metodologias de

extraccion y cuantificacion (Janos et al. 2008).
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4.5 Conclusiones

La GRSP es una fraccion de la materia organica, presente en diversos ecosistemas, incluso sin la
presencia de especies vegetales hospederas de HMA, por lo que estarian incluidas proteinas de
diferente origen. Su aporte al contenido de carbono y nitrogeno del suelo es mayor, comparado con
el de los acidos humicos y fulvicos. Representa hasta un 19% del C y un 20% del N total del suelo,
que al formar parte de la materia organica mas recalcitrante, constituye una importante forma de

secuestro de C en diferentes ecosistemas terrestres.

La participacion de la GRSP en el secuestro de carbono en el suelo, a través de la formacion de
agregados estables de suelo, es dificil de determinar en estos suelos volcanicos, ya que poseen un
porcentaje de agregados de suelo estables altos y con un alto contenido de materia organica. Es
posible que existan pequefios cambios en el porcentaje de agregados de suelo estables al agua que
se deban a la accion cementante de la GRSP, pero que no es posible detectar con la metodologia

utilizada.

Los factores que determinan la concentracion de GRSP en el suelo no estan muy claros aun, pero el
manejo silvocultural en los bosques de Nothofagus estudiados, produce una disminucion en la

concentracion de GRSP, en el corto plazo.
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Capitulo 5
Acumulacion y estabilidad de GRSP en bosques
templados y una plantacion de Pseudotsuga

mencziesii, en la Cordillera de Los Andes, centro-

sur de Chile.



Resumen
La cantidad de glomalina asociada a las proteinas del suelo (GRSP) depende tanto de la produccion

de esta glicoproteina como de su velocidad de descomposicion, donde las condiciones
medioambientales pueden alterar ambos flujos de manera independiente. Considerando que los
suelos forestales son especialmente sensibles a los disturbios y pueden transformarse de reservas a
fuentes de carbono (C), se desarrolld un experimento para cuantificar la produccion de GRSP
mediante el uso de bolsas de incubacion in situ, en cuatro bosques templados y en una plantacion
forestal de P. menziessi, en el centro-sur de Chile. Ademas, se evaluo la descomposicion de la
GRSP en los suelos de bosques templados y la plantacion forestal mediante la incubacion de suelo
en condiciones controladas de temperatura y humedad, en ausencia de plantas y raices. Por otra
parte, se determino el contenido de metales en la GRSP. En la incubacion in situ se observo que no
todos los bosques acumulan la misma cantidad de GRSP en un periodo de tiempo determinado y
que estas diferencias no tienen relacion con la diversidad vegetal o el porcentaje de cobertura de
especies hospederas de hongos micorricicos arbusculares. La fraccion mas labil de GRSP presento
una disminucion de hasta un 36% después de 400 dias de incubacion, mientras que la fraccion
GRSP aumenté hasta en un 87% al término de la incubacion. No se encontraron diferencias
significativas en la descomposicion de la GRSP al aumentar la temperatura de incubacion, lo que
permite concluir que se trata de una fraccion altamente estabilizada, de gran importancia en el
secuestro de carbono. El alto porcentaje de aluminio y hierro en la GRSP tendrian una funcioén en su
estabilizacién y permitiria que se encuentre en altos contenidos en los suelos de ecosistemas

forestales del centro-sur de Chile.

Palabras claves: acumulacion, descomposicion, GRSP, aluminio, hierro, bosques templados, P.

menziesii.

Abstract

The amount of glomalin related to soil protein (GRSP) in soil depends on production as on
decomposition rate of glomalin. Both fluxes can be affected in a different way by environmental
conditions. Considering that forest soils are specially sensitive to disturbance and can be
transformed from sink to carbon (C) source, it was designed an experiment to quantify the
production of GRSP in situ by incubation bags in four temperate forests and a forest plantation of P.
menziesii, in southern Chile. Furthermore, the decomposition of GRSP in different temperate forests
and forest plantation was measured by incubation of soil under controlled temperature and moisture

conditions in the absence of plants and roots. The percentage of metals in purify GRSP were also
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measured. After incubation in situ, it was observed differences among the forests in the amount of
GRSP accumulated. Those differences were not related to vegetal diversity nor host cover
percentage of AMF. The labile GRSP decreased as much as 36% after 400 incubation days. While
the GRSP fraction increased until 87% at the end of incubation period. No differences were found
in GRSP decomposition at different temperatures of incubation, which can conclude that this
fraction is very stabilize with a major importance for carbon sequestration. The high percentage of
aluminum and iron in GRSP should have a role in their stabilization and could make that the high

level of GRSP found in forest soils possible.

Key Words: Accumulation, decomposition, GRSP, aluminum, iron, temperate forests, P. menziesii.
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5.1 Introduccion

La materia organica del suelo es un reflejo de la vegetacion, organismos de suelo, clima, material
parental, alteraciones antropogénicas y naturales, entre otros (Paul et al. 1997). Los ecosistemas
forestales representan una gran reserva de carbono (C), ya que almacenan sobre el 70% de todo el C
organico del suelo (Batjes 1998). Con el objetivo de mitigar los efectos del cambio climatico, se han
estado desarrollando estrategias para que el manejo silvicola pueda aumentar el secuestro de C en el
suelo e incrementar su capacidad de almacenar carbono (Jandl er al. 2007). Sin embargo, se
requiere entender los mecanismos que participan en la determinacion del tiempo de residencia de la

MOS (Mikutta et al. 2006).

Para lograr una materia organica con un alto tiempo de residencia es necesario que ésta se encuentre
estabilizada en el suelo. Se han identificado tres factores que contribuyen a la estabilizacion de la
MOS.

1.- Estabilizacion fisica relacionada con la acumulacion de MO debido a una proteccion fisica, que
impide el acceso a los microorganismos (Jastrow et al. 1998; Six et al. 2000; Rillig 2004; Mikutta
et al. 2006; Kogel-Knabner et al. 2008). Este proteccion solo retardaria la descomposicion de
compuestos labiles, mientras que compuestos mas recalcitrantes serian indiferentes a la proteccion
fisica, ya que se descompondrian lentamente de todas maneras (Marschner et al. 2008).

2.- Estabilizacion quimica, a través de interacciones intermoleculares entre compuestos organicos e
inorganicos u organico y organicos, que disminuye la disponibilidad de compuestos organicos
(Sollins et al. 1996; Mikutta et al. 2006; Kdgel-Knabner ef al. 2008).

3.- Estructuras de la MO muy estables contra la degradacion bioquimica, definidos como
compuestos recalcitrantes (Mikutta et al. 2006), que involucra caracteristicas a nivel molecular,
incluyendo la composicion elemental, presencia de grupos funcionales y conformacion molecular

(Sollins et al. 1996).

La glomalina asociada a las proteinas del suelo (GRSP), es una fraccion importante dentro de la
materia organica del suelo (Rillig y Allen 1999; Nichols 2003; Lovelock et al. 2004a), que puede
contribuir en forma significativa a secuestrar una gran cantidad de C y N a escala global (Treseder y
Turner 2007). Ella va a estar sujeta a los mismos procesos de estabilizacidon que las otras fracciones
de MO. Asi, la cantidad de GRSP de un suelo va a depender de la produccion de esta glicoproteina
y de su velocidad de descomposicion, donde condiciones medioambientales pueden alterar ambos

flujos en forma independiente (Rillig 2004).
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La produccion de glomalina deberia ser directamente controlada por la abundancia y la composicion
de la comunidad de HMA, e indirectamente por la biomasa radical, disponibilidad y calidad de la
especie hospedera y el balance nutricional de la planta (Treseder y Turner 2007). Por su parte, estas
caracteristicas de las especies hospederas son influenciadas por la disponibilidad de sustancias
inorganicas como CQO,, fosforo, nitrogeno, microelementos y agua. Su descomposicion ha sido poco
estudiada, pero al igual que la MO en general, puede ser afectada por la disponibilidad de
nutrientes, textura y estructura del suelo y caracteristicas climaticas, entre otras. Es aqui donde la
temperatura tiene un papel fundamental, sobre todo al considerar los posibles efectos del cambio
climatico (Kirschbaum 2006) y sus potenciales consecuencias en el secuestro de C y N. Los suelos
forestales son especialmente sensibles frente a eventos de disturbio y pueden pasar de ser
considerados reservas de C a fuentes de C en el ciclo biogeoquimico de ambientes terrestres (Jandl

et al. 2007).

Diferentes estudios han mostrado que las especies de HMA tienen distinta capacidad para producir
glomalina (Wright y Upadhyaya 1999; Lovelock et al. 2004b). Estos estudios indican que las
especies del género Glomus derivan menos recursos para la produccion de glomalina que de
Gigaspora o Acaulospora. Esto tendria una posible explicacion al considerar que Glomus produce
menos micelio extraradical que los otros géneros mencionados (Klironomos et al. 1998; Smith y
Read 2008). Metodologias para cuantificar la produccion de glomalina en maceta fueron
desarrolladas por el equipo de Wright (1999) y Lovelock et a/ (2004b) desarrollaron una técnica
para cuantificar la produccion de glomalina en terreno, con buenos resultados en la produccion de la
glicoproteina, pero con un error estandar muy grande en la cuantificacion del micelio de HMA. Atn
asi, en este estudio se observod una tendencia negativa entre la produccion de glomalina y el largo
total de hifas de HMA (Lovelock et al. 2004b). Otro factor importante que afecta la produccion de

glomalina es la estructura y textura de suelo (Rillig y Steinberg 2002).

A través de radioisotopos se ha estimado que la GRSP tiene una vida media entre 6 y 42 afios
(Rillig et al. 2001); sin embargo, de acuerdo a lo sehalado por Rillig (2004), este tiempo es
escasamente usado y se prefiere la metodologia de incubacion para determinar la vida media de
GRSP. Los resultados obtenidos con esta ultima metodologia, muestran un compuesto de lenta
descomposicion, lo que explicaria que exista en grandes cantidades en el suelo. Otro factor
importante que podria estar determinando los altos contenidos encontrados en suelos de diferentes

ecosistemas es el mecanismo de estabilizacion de la materia organica involucrado.
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Se planted como hipdtesis que bosques con una mayor disponibilidad de plantas hospederas de
HMA poseen una mayor capacidad para acumular GRSP. Para probar esta hipotesis, se disefio un
experimento de campo que permitiera determinar si estos sitios forestales tienen distinta capacidad
de produccion, sin que el factor de textura de suelo pudiera estar interfiriendo. A su vez, se
desarroll6 una incubacion de suelo para cuantificar la descomposicion de GRSP en suelos forestales

con diferente composicion vegetal.

Por lo tanto se plantearon dos objetivos:

- Cuantificar la produccion in situ de GRSP de bosques templados con y sin manejo forestal, y una
plantacion forestal de P. menziesii.

- Evaluar la estabilidad de la GRSP producida en suelos de bosques templados y en la plantacion

forestal de P. menziesii en condiciones controladas.
5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Descripcion de los sitios experimentales

El sitio experimental esta localizado en el bosque experimental San Pablo de Tregua (39°38’S;
72°10°W), en la precordillera de la Provincia de Panguipulli, centro-sur de Chile. El suelo es un
Andisol moderadamente profundo, de la serie Liquifie (Acrudoxic Hapludand), derivado de cenizas

volcanicas recientes (Veblen et al. 1980).

Se seleccionaron cuatro bosques templados distintos y una plantacion forestal: (1) Bosque
siempreverde pristino (SV), donde las especies arboreas dominantes corresponde a Nothofagus
dombeyi, Laurelia phillipiana y Saxegothaea conspicua. (2) Bosque siempreverde alterado (SVA),
compuesto por L. philippiana, S. conspicua y Myrceugenia planipes, como especies dominantes y
Dasyphyllum diacanthoides, como especie acompaifiante. (3) Renoval caducifolio (RC),
corresponde a un bosque secundario de N. alpina, complementado por pocas especies acompaiiantes
(N. obliqua, N. dombeyi, L. philippiana). (4) Renoval caducifolio con manejo forestal (RCM), es un
bosque secundario compuesto por N. alpina, al igual que RC, pero que fue sometido a un raleo de
copas, para reducir el area basal en un 35%. (5) Plantacion de pino oregdn (Pseudotsuga

menziesii)(ORG), de 25 afios de edad.

Las caracteristicas fisico quimicas de los suelos de los diferentes sitios, asi como las caracteristicas

climaticas, estan descritas con mayor detalle en el Capitulo 2.
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5.2.2 Acumulaciéon de GRSP in situ

Primer ensayo temporada 2005 — 2006.

Para desarrollar una metodologia de cuantificacion de la acumulacion de glomalina in situ, se
realizd un ensayo piloto durante la temporada 2005 — 2006. Este se basé en la metodologia usada
por Lovelock et al. (2004b) en bosques tropicales de Costa Rica, la cual consistia en usar camaras
de incubacion de PVC selladas con mallas de abertura igual a 45 pm, de modo de evitar el paso de
las raices, generando una camara de exclusion hifal. Se us6 un sustrato libre de GRSP, que permitio

cuantificar la acumulaciéon de GRSP en un tiempo determinado.

Las camaras de incubacion fueron de tres tamafios, usando tubos de PVC de 5; 7,5 y 10 cm de
diametro por 10 cm de longitud, con dos sustratos libres de glomalina: a) vermiculita y arena de
cuarzo en una relacion 2:1, y b) pumicita: corresponde a una ceniza volcanica porosa, de color
naranjo palido a café-rojizo y descrito como el material parental de la mayoria de los Andes
Valdivianos (39°25° — 40°40° S)(Veblen et al. 1980) (Anexo 1. Propiedades quimicas de la
pumicita). Se usé tres repeticiones por cada combinacion de sustrato y didmetro de camara de

incubacion.

Figura 5.1. Microfotografia electronica de la pumicita, ceniza
volcanica usada en bolsas de incubacion y obtenida del suelo
del bosque de San Pablo de Tregua, Provincia de Panguipulli,

centro-sur de Chile.

En la parcela experimental del bosque siempreverde alterado, se deposité horizontalmente en el

suelo las camaras de incubacion, a una profundidad de 10 cm. Las camaras de incubacion
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permanecieron tres meses en el suelo, de enero a marzo de 2006. Pasado el periodo de incubacion,
las camaras fueron extraidas del sitio y transportadas en bolsas plasticas, independientes, en caja
refrigerada hasta el laboratorio. Posteriormente, se cuantificoé el contenido de GRSP con la
metodologia de extraccion en base a buffer citrato y calor propuesta por Wright y Upadhyaya
(1996; 1998). La cuantificacion se realizé con la metodologia para la medicion de proteinas totales

de Bradford, de acuerdo a Wright y Upadhyaya (1996; 1998).

Figura 5.2. Camaras de incubacion de PVC con sustrato de pumicita (café)
y arena de cuarzo y vermiculita, en una relacion 1:2 (gris), utilizadas para
el ensayo experimental in situ en el bosque siempreverde alterado, San

Pablo de Tregua, Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.

Segundo ensayo temporada 2006 — 2007.

Con los resultados obtenidos en el primer ensayo se optd por disefiar bolsas trampas basadas en
modelos usados para la estimacion del micelio extrarradical en ectomicorrizas por Kjoller (2006).
Las trampas consistieron en sacos de una malla de 45um, de un tamafio aproximado 6 X 6 cm y con
pumicita como sustrato. (Anexo 1: propiedades quimicas del sustrato). Las caimaras permanecieron
in situ por un periodo de 92 dias en cada uno de los cuatro bosques y la plantacion forestal, desde el
30 de octubre 2006 hasta el 31 de enero 2007, a una profundidad de 10 cm. Se utilizaron 10
repeticiones por sitio. Como control, 10 bolsas trampas fueron guardadas en el laboratorio, el cual
fue analizado junto con las demas bolsas trampas, posteriormente. Al término del periodo, se
extrajo la GRSP y se cuantifico su contenido con la metodologia para proteinas totales de Bradford,

descrita por Wright y Upadhyaya (1996; 1998).
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Figura 5.3. Bolsas trampas para incubacion en suelo, usadas para la
cuantificacion de la GRSP en cuatro bosques templados y en una
plantacion forestal de P. menziessi en la Cordillera de Los Andes,

centro-sur de Chile.

5.2.3 Estudio de la estabilidad de 1a GRSP in vitro

5.2.3.1 Ensayo de descomposicion de GRSP
La metodologia usada para estudiar la estabilidad de la GRSP se baso en las usadas por Steinberg y
Rillig (2003) y Rillig et al.(2003) para cuantificar la descomposicion de la GRSP, la cual se

fundamenta en la falta de capacidad saprofitica de los HMA.

Se montaron frascos de 1 L de capacidad, con 250 g de suelo proveniente de los primeros 20 cm de
profundidad, de los diferentes sitios forestales de San Pablo de Tregua, Provincia de Panguipulli.
Previamente, el suelo se tamiz6 a 2mm, para poder homogenizarlo, y luego se llevo a un porcentaje

de humedad igual a 65%.

El suelo fue incubado por un periodo de 400 dias, en oscuridad, en ausencia de plantas y raices
gruesas, y en condiciones de humedad y temperatura controlada. Los suelos de los cinco sitios
fueron incubados a 9°C (temperatura media anual del predio) y a 20°C, temperatura usada por

Steinberg y Rillig (2003).

Las fracciones EE-GRSP y GRSP se cuantificaron cada 100 dias, tomando una submuestra de 50 g
de suelo. La primera medicion se realizd antes de comenzar la incubacion, tiempo cero. La
metodologia usada para la cuantificacion de las fracciones EE-GRSP y GRSP correspondi6 a las

usadas por Wright y Upadhyaya (1996; 1998), descritas en el capitulo 4. Algunas muestras fueron
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analizadas con la prueba de ELISA (Wright y Upadhyaya 1996; Nichols 2003). Tanto EE-GRSP
como GRSP liofilizada, fueron resuspendidas en buffer fosfato (PBS). Se us6 30 pL. de muestra en
cada pozo de la placa de ELISA y el anticuerpo monoclonal 32B11 disuelto en PBS, en una relacion

1:3.

5.2.3.2 Contenido de metales en la fraccion GRSP

A la GRSP purificada y liofilizada, obtenida de los cuatro bosques templados y de la plantacion
forestal y a dos profundidades (0 — 20 cm y 20 — 40 cm ) (Capitulo 4), se le midi6 el contenido de
hierro (Fe), aluminio (Al), manganeso (Mn), cobre (Cu) y zinc (Zn) a través de espectrofotometria

de absorcion atomica. Para esto se utilizaron 5 mg de muestra y cinco réplicas.

5.2.4 Analisis estadisticos

Para analizar los datos obtenidos del ensayo de produccion de GRSP en la primera temporada, se
realizd un analisis no paramétrico de los datos, al no cumplir con los supuestos estadisticos. En la
segunda temporada, al aumentar el nimero de repeticiones a 10, los datos obtenidos cumplieron con
los supuestos estadisticos y se usé un analisis de varianza (ANDEVA) seguido de la prueba de

comparacion multiple de promedio de diferencia minima significativa (DMS), p<0,05.

Las incubaciones de suelo se realizaron con 5 réplicas para cada tratamiento. Para comparar las
diferencias entre los contenidos finales e iniciales de GRSP, se utilizé la prueba de comparacion de
promedios T-Student, p<0,05. Para comparar los valores de GRSP entre los sitios forestales en los
diferentes momentos de la incubacion se realizo un ANDEVA, seguido de la prueba de
comparacion multiple de promedios diferencia minima significativa (DMS). Para determinar
diferencias en los contenidos de metales de la GRSP se realizd6 un ANDEVA, luego de determinar
que cumplian con los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Al encontrar diferencias
significativas entre los grupos, se aplicd la prueba de comparacion multiple de promedios DMS.
Para determinar si existia diferencias estadisticas por efecto de la profundidad, se aplico la prueba

T- Student. Todos los analisis fueron realizados con el programa SPSS 10.0 (SPSS, USA).
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5.3 Resultados

5.3.1 Acumulacion de GRSP in situ.

Ensayo temporada 2005 — 2006.

En los dos sustratos libres de GRSP utilizados se encontré GRSP al cabo de 90 dias (Figura 5.3).
Sin embargo, las camara de exclusion con vermiculita mas arena de cuarzo presentaron resultados
muy heterogéneos, mientras que pumicita presentd mayores concentraciones, con un menor error
estandar y con una menor variacion, entre los diferentes didmetros de camara de incubacion

utilizados.
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Figura 5.4. Contenido de GRSP (mg gsustmto'l) en camaras de incubacion, con diametro de
5.0; 7.5 y 10 cm, y dos sustratos, después de una incubacion in situ de 90 dias, en un bosque

siempreverde alterado, en la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile.
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Ensayo temporada 2006 - 2007

GRSP (mgg,.”)

SV SVA RC RCM ORG Control

Figura 5.5. Estimacion de la acumulacion de GRSP (mg g ) en suelo de los diferentes bosques
templados y una plantacion de P. menziesii durante un periodo de 90 dias, en la Cordillera de Los
Andes, centro-sur de Chile. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde

alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantacion de P.

menziesii.

En la segunda temporada, fue posible detectar diferencias entre los bosques en cuanto a su
capacidad para producir GRSP. Ambos renovales caducifolios, con y sin manejo, presentaron la
mayor acumulacion; sin embargo, no fueron diferentes de bosque siempreverde alterado y la
plantacion de P. menziesii. Solamente el bosque siempreverde pristino registr6 una menor

acumulacion y no presentd diferencia significativa respecto del control (Figura 5.5).

No se encontrd correlacion entre la acumulacion de GRSP y la riqueza especifica del sitio (=

0,114; p= 0,855; n=5), ni el niimero de especies hospederas (r= 0,535; p= 0,353; n=5).
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5.3.2 Estabilidad de la GRSP proveniente de suelos con diferente vegetacion.

5.3.2.1 Descomposicion de la GRSP

Las curvas obtenidas de la incubacién de GRSP, muestran una disminucion de EE-GRSP al término
de la incubacién (Figura 5.6). Sin embargo, esta disminucion no fue constante durante el periodo de
incubacion. Fue posible observar que a 9°C existid un aumento en la cantidad de EE-GRSP
cuantificada a los 300 dias en todos los sitios, excepto en el renoval caducifolio con manejo forestal.

A 20°C este aumento en la cantidad de EE-GRSP se observo a los 200 dias, a excepcion del renoval

caducifolio
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Figura 5.6. Variacion en el contenido EE-GRSP de suelos de cuatro bosques templados y de
una plantacion de P. menziesii de la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile, a dos
temperaturas. (A) 9°C y (B) 20°C. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque

siempreverde alterado; RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio manejado; ORG:

plantacion de P. menziesii.

El renoval caducifolio sin manejo no sufrié una disminucién significativa al cabo de 400 dias, en
ambas temperaturas, mientras que los demas sitios forestales presentaron una disminucion
significativa. El renoval caducifolio con manejo present6 la mayor disminucion en el contenido de
EE-GRSP, un 36% a 9°C y a 20°C. El bosque siempreverde pristino presentd una disminucion de
25 % a 9°Cy 31% a 20°C. En el bosque siempreverde alterado y en la plantacion de P. menziesii la
disminucion a 9°C fue de un 19% y un 17% y a 20°C fue de 27% y 22%, respectivamente. A pesar

de las diferencias observadas con la temperatura de incubacion, éstas no fueron significativas

(p<0,05).
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Figura 5.7. Variacion en el contenido de GRSP en suelos de cuatro bosques templados y una
plantacion de P. menziesii de la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile, incubados a dos
temperaturas. (A) 9°C (B) 20°C. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde
alterado; RC: renoval caducifolio;, RCM: renoval caducifolio manejado; ORG: plantaciéon de P.

menziesii.

Contrario a los esperado, al término del periodo de incubacion el contenido de GRSP aument6 en
todos los sitios forestales (Figura 5.7). El mayor aumento se registr6 en el renoval caducifolio, con
un 86% y un 87% a 9°C y 20°C, respectivamente. El menor aumento se encontr6 en el renoval

caducifolio con manejo forestal, con un 23% a 9°C y 30% a 20°C, respectivamente.
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A diferencia de la fraccion GRSP, que aumentd durante la incubacidn, la fraccion de proteina

inmunoreactiva no sufrid variacion, excepto en el bosque siempreverde alterado donde se registro

una disminucion de un 84% (Figura 5.8). A pesar de no haber una disminucion significativa en los

demas sitios forestales, si se observo esta tendencia. La plantacion forestal de P. menziesii

disminuy6 en promedio un 44%, mientras los renovales caducifolios (con y sin manejo forestal)

tuvieron una disminuciéon de un 77% y un 48%, respectivamente.
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Figura 5.8 Comparacion entre los cambios producidos en las fracciones GRSP y proteina de suelo
inmunoreactiva (IR-SP) luego de 400 dias de incubacion a 9°C. (A) bosque siempreverde alterado.

(B) renoval caducifolio. (C) renoval caducifolio con manejo forestal. (D) plantacion de P. menziesii.
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Tabla 5.1. Concentracion de metales en GRSP extraida a dos profundidades de suelo
provenientes de cuatro bosques templados y una plantacion de P. menziesii, en la Cordillera de Los
Andes, centro-sur de Chile. SV: bosque siempreverde pristino; SVA: bosque siempreverde alterado;
RC: renoval caducifolio; RCM: renoval caducifolio con manejo forestal; ORG: plantacion de

Pseudotsuga menziesii.

Sitio Profundidad

Al (%) Fe (%) Mn (%)  Cu (%o) Zn (%o)
(cm)

N 0-20 45+1,7 39+08 04+02 02+02  0,15+0,07
20 — 40 72406  60+1,1  03+02  03+0,1  0,14+0,06

0-20 45+1,1  53+05  04+02  05+02  023+0,09

YA 040 79413  55+0,5 04+02  06+02  028+0,18
0-20 6,1+£08 34+07 05+02 07+0,1 029006

RE 20 — 40 6,6+08  37+09 04+02 03+02  031+021
0-20 42416  51+08 0201  02+0,1  0,09+0,02

REM 040 75412  3,0+19 02401 04+02  0,16+0,07
0-20 43+1,1  53+09 05+02 04+02  0,14+0,03

ORG 0 a0 70£1,9  61+09 05+02  05+02  0,14+0,03

El contenido promedio de hierro que se registré en la GRSP aumento significativamente con la
profundidad de un 4,2% a 0 — 20 cm a un 5,0% entre 20 — 40 cm. Por otra parte, el origen de GRSP
también influyd en su contenido de Fe. La GRSP proveniente del renoval caducifolio present6 el
menor contenido de Fe 3,6%, la cual fue distinta solo de la GRSP del bosque siempreverde alterado,

que tuvo en promedio un 5,4% de Fe.

El aluminio representd un porcentaje tan importante o mas que el Fe. Aunque no se observaron
diferencias segun el origen de la GRSP, si se registrd una diferencia significativa al aumentar la
profundidad. Entre los 0 — 20 cm, esta glicoproteina presentd en promedio un 4,7% de Al el cual

aument6 a 7,3% entre 20 y 40 cm de profundidad.
El contenido de Mn, Cu y Zn no varid con la profundidad o con el origen de la GRSP y representa

una proporcion muy baja, ya que en promedio la GRSP tuvo 0,0036%0 de Mn, 0,0040%0 de Cu 'y
0,0018%o de Zn.
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5.4 Discusion

5.4.1 Acumulaciéon de GRSP in situ

La metodologia usada permiti6 la cuantificacion de la acumulacion (produccion y descomposicion)
de GRSP en el periodo de 90 dias. Un estudio similar fue desarrollado por Lovelock et a/ (2004b)
en un bosque tropical de Costa Rica. En el estudio se midi¢ proteina inmunoreactiva (IRSP) y se
encontro diferencias entre suelos mas fértiles (Inceptisoles) y menos fértiles (Oxisoles). Los valores
obtenidos tuvieron una media de 0,044 + 0,013 ug m" de hifa. En maceta, las concentraciones
encontradas fueron menores y variaron entre 0,0068 a 0,036 ug m™. En este estudio no fue posible

determinar la correlacion con el contenido de hifas, por el limitado volumen de sustrato disponible.

Las concentraciones cuantificadas en los sitios forestales no son comparables a las reportadas por
Lovelock et al.(2004b), ya que en este estudio se cuantifico GRSP con la metodologia para
proteinas totales de Bradford. Las diferencias encontradas en la acumulaciéon de GRSP entre los
sitios no tuvieron correlacion con parametros vegetales tales como riqueza especifica, diversidad de
especies hospederas o porcentaje de cobertura de especies hospederas, por lo que la acumulacion
podria tener relacion con parametros climaticos como las precipitaciones y temperatura y podria ser
la causa de las diferencias encontradas por Lovelock ef al. (2004b) entre los contenidos obtenidos

desde el terreno y desde ensayos en macetas.

No se esperaba encontrar una acumulacion de GRSP en la plantacion de P. menziesii, ya que esta
especie esta clasificada se caracteriza por presentar simbiosis con hongos ectomicorricicos. (Read
1991). Sin embargo, la presencia de una gran nimero de esporas de HMA y micelio activo
encontrados en este sitio (Figura 3.1 y Figura 3.2) y los resultados obtenidos en plantulas obtenidas
de vivero y de campo con la presencia de vesiculas, arbusculos e hifas en sus raices (Cazares y
Trappe 1993; Cazares y Smith 1996; Smith et al. 1998), hace suponer que esta especie es hospedera
de HMA en algin momento de su vida o a lo largo de ella. Estos antecedentes explicarian la

presencia de GRSP en las bolsas de incubacion in situ colocadas en el suelo de la plantacion.

5.4.2 Estabilidad de la fraccion GRSP proveniente de suelos con diferente vegetacion

Algunos autores han sefialado que la GRSP es una fraccién muy resistente a la degradacion dentro
de la materia organica del suelo (Haddad y Sarkar 2003; Lutgen et al. 2003; Nichols 2003), pero

poco se sabe de la tasa de descomposicion de esta glicoproteina o cuales son las enzimas y
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microorganismos involucrados. Rillig ef al. (2001) de acuerdo a estudios de '“C, determinaron un
tiempo minimo de residencia de 6 afios, variando hasta 42 afios, llegando a un maximo aproximado
de 92 afios (Preger et al. 2007). Steinberg y Rillig (2003) observaron una disminucion en el
contenido de GRSP de un 25% y en la fraccion IR-SP fue de un 46% al cabo de 150 dias de
incubacion. Sin embargo, en los muestreos que realizaron después de los 100 dias se observd un
incremento progresivo en el contenido de GRSP, como se observo en la incubacion a 20°C en este
estudio. En la Figura 5.7 se puede observar que a los 200 dias de incubacion se registré el menor
contenido de GRSP a ambas temperaturas de incubacion, disminuyendo en promedio un 18,6% a
9°C y un 12,6% a 20°C, menor a lo registrado por Steinberg y Rillig (2003). Sin embargo, al
termino del periodo de incubacion, la concentracion de GRSP aumentd. Halvorson y Gonzalez
(2006), observaron pequeiios cambios en el contenido de GRSP, menores al 10% en los primeros 5
cm de profundidad, pero al aumentar la profundidad (10 — 20 cm) observaron un incremento
significativo del 7% al cabo de 395 dias, sin entregar alguna explicacion del suceso. Contrario a lo
obtenido por Halvorson y Gonzalez (2006) o Steinberg y Rillig (2003), Rillig et al. (2003)
encontraron una disminucién de hasta el 57% de la GRSP, al realizar una incubacién a 25°C por

413 dias.

Los resultados obtenidos en el ensayo de incubacion podrian deberse en las siguientes causas:

a) Artefacto en la incubacion o en la cuantificacion de la proteina, ya sea por la presencia de
taninos, acidos hiimicos u otro tipo de materia organica que pueda interferir en la cuantificacion por
Bradford (Halvorson y Gonzalez 2006; Rosier et al. 2006; Whiffen et al. 2007), y que se estarian
liberando a diferente velocidad que la GRSP.

Los suelos volcanicos del sur de Chile se caracterizan por presentar altos contenidos de materia
organica en el suelo (Tabla 2.1), donde acidos hiimicos y otros compuestos fendlicos, con distinta
forma de estabilizacion, podrian ser extraidos con la metodologia propuesta para la GRSP, luego de

un periodo de incubacion, y sobreestimar la cuantificacion para proteinas totales de Bradford.

b) Los hongos saprofitos, patdogenos y ectomicorricicos también producen proteinas, llamadas
hidrofobinas (Nichols 2008), las cuales podrian aumentar al proliferar estos hongos, produciendo
proteina positiva en la prueba de Bradford. Dentro de estos dos grupos de hongos, se ha medido la
respuesta inmunologica al anticuerpo monoclonal 32B11, no encontrando una cantidad de la

magnitud obtenida con la glomalina de hifas de HMA (Wright et al. 1996). Sin embargo, como
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estos hongos y sus productos metabodlicos interfieren en la cuantificacion de Bradford no ha sido

determinada.

c) GRSP altamente estabilizada y/o recalcitrante (Lovelock et al. 2004a), ya sea formando
complejos con sustancias fenolicas (Janos et al. 2008), metales (Fe, Al) o arcillas (Nichols 2008),
que no es extraida en un principio, es liberada producto de la incubacion. Esto aumentaria la

concentracion de GRSP extraida y cuantificada.

Si bien las condiciones de incubacion in vitro, son condiciones artificiales, que no representan en su
totalidad las condiciones de campo, la fraccion inmunoreactiva podria estimar de manera mas
efectiva la descomposicion de la GRSP, ya que la fraccion IRSP, incubada a 9°C, no varid
significativamente en los sitios forestales al cabo de 400 dias. No se puede dejar de considerar que
el aumento de compuestos fendlicos, que sobreestiman la cuantificacion por medio de Bradford,
tienen el efecto contrario en la cuantificacion por el test de ELISA. Estos resultados reafirmarian lo
propuesto por diferentes autores (Halvorson y Gonzalez 2006; Rosier et al. 2006; Purin y Rillig
2007; Schindler et al. 2007; Whiffen et al. 2007), quienes sefialan que GRSP corresponderia a una
mezcla de acidos himicos y material proteinico o una mezcla con taninos, pero que se trataria

principalmente de proteina de HMA (Bolliger ef al. 2008; Janos et al. 2008).

A pesar de la disminucion registrada en la concentracion de EE-GRSP, no se observaron diferencias
entre las temperaturas de incubacion. Esto mostraria que GRSP corresponde a una fraccion estable y
de una estructura bastante compleja dentro de la materia organica, porque su descomposicion seria
independiente de la temperatura, como sefialan Liski et al. (1999), Giardina y Ryan (2000), y
Davidson y Janssens (2006). Por otra parte, Lutgen et al.(2003) sehalan que una parte de GRSP
seria labil y otra seria bastante recalcitrante, por lo que es posible observar cambios estacionales en
el contenido total. Si bien fue posible observar cambios en el contenido de EE-BRSP al cabo de 400
dias de incubacion, no se encontraron diferencias con la temperatura y estos resultados no permiten
hacer estimaciones de la participacion de la GRSP en la fraccion activa del C del suelo o en la

fraccion estabilizada.
Las fluctuaciones observadas en las curvas de la EE-GRSP concuerdan con los resultados obtenidos

por Steinberg y Rillig (2003). La EE-GRSP no corresponderia solo a una fraccidon de reciente
depositacion en el suelo (Wright y Upadhyaya 1998; Lovelock et al. 2004b), sino mas bien a una
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fraccion mas 1abil, menos estabilizada en el suelo, ya sea porque ha sido recientemente depositada o

porque ha sido liberada por un proceso de desestabilizacion o descomposicion.

Las diferencias entre las curvas de EE-GRSP y GRSP sugieren diferentes formas de estabilizacion
de la proteina en el suelo entre los sitios estudiados. En el analisis de metales de GRSP se observo
un porcentaje de Al mayor que de Fe en la GRSP proveniente de todos los sitios forestales
evaluados (Tabla 5.1). No existen antecedentes previos sobre el contenido de Al en la GRSP, pero
el contenido de hierro puede variar entre un 0,2 y 8,8% de la GRSP (Nichols 2003). Esta variacion
en el porcentaje de Fe en la GRSP se ha relacionado con una glicoproteina mas antigua, ya que
glomalina obtenida de medios de cultivo tiene un porcentaje de hierro muy bajo (0,2- 07%)
(Nichols 2003). Esta incorporacion de Fe, posiblemente mediante formacion de complejos puede
afectar la actividad enzimatica, impidiendo su degradacion (Mikutta et al. 2006). Posiblemente el
Al estaria cumpliendo la misma funcion que el Fe. Sin embargo, estos valores no se relacionaron
con una mayor o menor variacion en el contenido de GRSP terminada la incubacién. Staunton et
al.(2008) mencionan que tanto 6xidos de aluminio y hierro podrian proteger a la GRSP y disminuir
asi su descomposicion. Ademas, estos autores encontraron una buena correlacion entre el contenido
de alofan y de GRSP en el horizonte A de suelos volcanicos de las islas Martinica. Por lo tanto, el
aluminio y hierro presente en la GRSP y la presencia de arcillas no cristalinas como el alofan e
(hidr)oxidos de Fe y Al en los suelos volcanicos donde se desarrollan estos bosques, estarian
participando en la estabilidad de la molécula, permitiendo una alta acumulacion de GRSP y de
materia organica en general (Zunino et al. 1982; Torn et al. 1997; Six et al. 2000; Mikutta ef al.
2006).

Mikutta et al. (2006) encontraron que la estabilizacion de la materia orgénica con minerales no
cristalinos e (hidr)oxidos de metales, era la mas importante en suelos forestales acidos, tanto
templados como tropicales. Este mecanismo parece ser el mas importante en la acumulacion de
GRSP en suelos forestales templados del sur de Chile. Los mecanismos fisicos de proteccion serian
menos importante, ya que la GRSP se ha localizado cubriendo agregados estables al agua y
fluctuaciones importantes en la fraccion EE-GRSP se han observado en ensayos de incubacion
como en muestras de campo (Lutgen et al. 2003), por lo que podria ser liberada con relativa
facilidad. Resultados obtenidos por Mikutta ef al. (2006) indican que el N encontrado en los suelos
estudiados, permanecia principalmente en asociaciones érgano-minerales y no en MO recalcitrante,
sugiriendo una abundancia significativa de compuestos proteinicos, lo que estaria avalado por una

baja relacion C/N. La GRSP representa hasta un 17% del N total del suelo, con una baja relacion
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C/N, excepto en la plantacion forestal, lo que concuerda con Mikutta et al. (2006) y confirmaria que

la principal forma de estabilizacion de esta fraccion mediante la formacion de complejos.

La disminucion observada en los contenidos de IRSP en los cuatro sitios forestales analizados
concuerda con lo esperado luego de una incubacion en ausencia de HMA. Steinberg y Rillig (2003)
realizaron un ensayo de descomposicion de GRSP con suelo proveniente de un bosque de Pinus
ponderosa y Festuca idahoensis, en el cual observaron una disminucion de la fraccion IRSP del
46% al cabo de 150 dias de incubacion de suelo a 18°C, por lo que después de 400 dias de
incubacion el porcentaje de esta fraccion seria muy cercano a cero. Al realizar la incubacion a 9°C,
la maxima disminucioén se registré en el bosque siempreverde alterado, registrando un 84% de
disminucion pasado 400 dias y la menor se obtuvo en la plantacion de Pseudotsuga menziesii. De
acuerdo a K. Nichols (comunicacion personal), la prueba de ELISA permite determinar si existe
proteina de HMA, lo que concuerda con la especificidad de la prueba de ELISA (Wright et al. 1996;
Rillig y Mummey 2006; Bolliger et al. 2008), sin embargo, la cuantificacion a través de esta
metodologia es dificil debido a la degradacion del sitio de reaccion en el proceso de purificacion, ya
que Janos ef al. (2008) encontraron que no existe degradacion durante la extraccion; a interferencias
con otros compuestos presentes en el extracto, como compuestos fendlicos (Nichols 2003; Rosier et
al. 2006), metales, crecimiento de microorganismos en la solucion de citrato y la liofilizacion

(Nichols 2003). Ademas de la subjetividad en el uso de suelo estandar 100% inmunoreactivo.

5.5 Conclusiones

La metodologia usada para la determinacion de la acumulacion de GRSP in sifu es una buena
herramienta para este tipo de ensayos, que permite la cuantificacion de GRSP. Pequefias
modificacion permitiran mejorar el rendimiento de modo de poder obtener esporas y/o micelio para

poder relacionar el producto obtenido con estos parametros fingicos.

La acumulacion de GRSP no tiene relacion con la diversidad vegetal o el porcentaje de cobertura de
especies hospederas de HMA en bosques templados y en una plantacion forestal del sur de Chile.
Pero no se puede descartar que se relacione con la produccion primaria neta o la biomasa de raices
finas, ya que esta no fue medida en este estudio. La participacion de estos parametros parece menos
importante en la acumulacion de GRSP que los factores abidticos como textura de suelo, contenido

y tipo de arcillas, fertilidad de suelo, temperatura y precipitacion.

102



La cuantificacion de GRSP en la plantacion de P. menziesii, en el ensayo de acumulacion in situ de
GRSP, refuerza los antecedentes que plantean a esta especie como hospedera de HMA, sin que se

conozca las implicaciones ecoldgicas que esta simbiosis pueda tener para la especie.

La presencia de diferentes formas de aluminio y hierro y arcillas no cristalinas como el aloféan,
parecen ser los factores principales en la estabilizacion de la GRSP en estos suelos, lo que permite

encontrarla en grandes cantidades o tener el potencial de acumularla en grandes cantidades.

La fraccion definida como GRSP, involucra compuestos de origen diferente a la glicoproteina
producida por los HMA; lo que queda de manifiesto en las curvas de descomposicion obtenidas en
este estudio experimental ex situ. Ademas, la metodologia usada para cuantificar la descomposicion
de las fracciones de GRSP, no tiene la sensibilidad suficiente para detectar diferencias estadisticas
de manera confiable, en especial en fraccion cuantificada por la metodologia de proteinas totales de
Bradford. Sin embargo, esta fraccion tiene un gran potencial en el secuestro de carbono, ya que
corresponde a una porcion de la materia organica del suelo muy estabilizada que hace importante su

estudio en diferentes ecosistemas.
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Capitulo 6

Abundancia natural de °C y °N en la GRSP de
suelos con bosque templado del centro-sur de

Chile



Resumen

Cada vez existe mas evidencia que sugiere que el aumento de los productos de descomposicion
microbianos es una via importante para el enriquecimiento isotdpico de carbono (C) y nitrogeno de
la materia organica del suelo (MOS). Sin embargo, la contribucion que estarian haciendo los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) al perfil isotdpico del suelo es aun poco clara. En este estudio, se
comparé el perfil de °C y N de la glomalina asociada a las proteinas del suelo (GRSP), la cual
incluye una fraccion importante de glicoproteinas de HMA y de el suelo, en cuatro bosques
templado lluviosos. GRSP registré un enriquecimiento significativo de °C y "N respecto del suelo.
De esta manera, la acumulaciéon en el suelo, de los productos recalcitrantes de los HMA,
contribuiria al enriquecimiento de *C y "*N en suelos de ecosistemas boscosos. Sin embargo, mayor
informacion respecto a la relacion entre HMA y GRSP, permitiria comprender la magnitud exacta

de este proceso.

Palabras claves: Bosque siempreverde, renoval caducifolio, hongos micorricicos arbusculares,

GRSP, enriquecimiento isotopico, Be, BN.

Abstract

Increasing evidence suggests that accretion of microbial turnover products is an important driver for
isotopic carbon (C) and nitrogen (N) enrichment of soil organic matter (SOM). However, the exact
contribution of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) to soil isotopic patterns remains unknown. In
this study, we compared C and "N patterns of glomalin-related soil protein (GRSP), which
includes a main fraction derived from AMF and bulk soil in four temperate rainforests. GRSP
showed significant °C and "’N enrichment relative to bulk soil. Hence, cumulative accumulation of
recalcitrant AMF turnover products in the soil profile likely contributes to °C and '°N enrichment
in soils of forest ecosystems. Further research on the relationship between GRSP and AMF should

clarify the exact extent of the process.

Key words: Evergreen forest, deciduous secondary forest, arbuscular mycorrhizal fungi, GRSP,

: . 13 15
isotope enrichment, ~“C, “N.
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6.1 Introduccion

El analisis isotopico de carbono (C) y nitrogeno (N) es una valiosa herramienta para explorar los
procesos en la ecologia del suelo (Nadelhoffer y Fry 1994), planta y microorganismos. La
caracterizacion isotopica de los productos microbiologicos provee informacion sobre la entrada de
nutrientes, basado en los isotopos y de la ecofisiologia de los procesos en los ecosistemas terrestres
(Hobbie y Hobbie 2008). Por otra parte, la acumulacion de productos de degradacion microbiana,
enriquecidos en N y en algunos casos "°C, ha sido sefialado como el principal mecanismo para
explicar el enriquecimiento en el perfil de suelo (Hogberg 1997; Dijkstra et al. 2006; Lindahl et al.
2007; Dijkstra ef al. 2008).

Especial atencion han recibido los hongos saprofiticos y ectomicorricicos, asi como sus productos
de degradacion en lo concerniente al enriquecimiento en "N (Hogberg et al. 1994; Taylor et al.
1997; Taylor et al. 2003; Dijkstra et al. 2006; Hobbie y Hobbie 2006), ya que poseen mecanismos
que pueden degradar y utilizar fracciones organicas de N. La composicion isotopica de los HMA y
su contribucion al enriquecimiento isotopico del suelo es bastante desconocido, principalmente
porque los HMA no producen cuerpos fructiferos que permitan una facil toma de muestras ¢
identificacion; pequefias diferencias isotopicas entre plantas micorrizadas y no micorrizadas, lo que
sugiere que los HMA tienen una limitada participacion en el enriquecimiento isotopico (Handley et
al. 1993; Azcon-Aguilar et al. 1998). Ademas, los hongos micorricicos arbusculares carecen de
enzimas para obtener nitrogeno desde fracciones recalcitrantes u organicas (Chalot y Brun 1998),

por lo que su participacion en el ciclo del nitrogeno seria limitada.

Los HMA tienen una activa participacion en el ciclo del carbono, ya que todo el carbono que
necesitan lo obtienen de su planta hospedera (Smith y Read 2008), transformandose en una via de
drenaje del carbono fijado fotosintéticamente. Las bosques pristinos dependen grandemente de la
simbiosis con HMA para la obtencion de agua y nutrientes (Hodge 2001; Smith y Read 2008). Los
HMA producen la glicoproteina, que es cuantificada en el suelo como glomalina asociada a las
proteinas del suelo (GRSP) (Wright ef al. 1996; Wright y Upadhyaya 1996; Rillig 2004). De
acuerdo con Driver ef al. (2005), la glomalina estaria fuertemente unida a las paredes celulares de
las hifas. En el suelo, corresponderia a una fraccion muy abundante y de larga persistencia (Nichols
2003; Rillig et al. 2003), lo que permitiria su acumulacion a niveles elevados en suelos de

ecosistemas boscosos (Rillig ef al. 2001).
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Este estudio planted los siguientes objetivos:

- Comparar la abundancia natural de "C y "°N entre el suelo y la fraccion GRSP, en cuatro bosques
templados del centro-sur de Chile.

- Determinar si existe un enriquecimiento isotdopico como funcion de la profundidad en los
ecosistemas boscosos templados de la region.

- Determinar si el patron de enriquecimiento de la GRSP aporta al enriquecimiento del suelo en
ecosistemas boscosos templados.

- Comparar el § PC de la GRSP y los 4cidos humicos entre sitios de bosques templados del centro-

sur de Chile
6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Sitio de estudio

Los sitios de estudio se ubicaron en el predio San Pablo de Tregua (39°38’S; 72°10°W), en la
Cordillera de Los Andes, provincia de Panguipulli, centro-sur de Chile. El suelo es un Andisol
moderadamente profundo, de la serie Liquifie (Acrudoxic Hapludand), derivado de cenizas
volcanicas recientes (Veblen er al. 1980). Se seleccionaron cuatro bosques nativos: Bosque
siempreverde (SV); Bosque siempreverde alterado (SVA); Renoval caducifolio (RC); Renoval

caducifolio con manejo forestal (RCM).

Las muestras de suelo fueron tomadas a 0 — 20 cm y 20 — 40 cm de profundidad, con tres
repeticiones en cada sitio. Mayores caracteristicas de composicion vegetal y de las propiedades

quimicas y fisicas de suelo de cada uno de los sitios se presentan en el Capitulo 2.

6.2.2 Extraccion y cuantificacion de GRSP

La GRSP se obtuvo siguiendo la metodologia propuesta por Nichols y Wright (2005).
Posteriormente, se cuantificé de acuerdo a la técnica para la cuantificacion de proteinas totales de

Bradford.

6.2.3 Analisis isotopico

Se determiné el 5"°C y 8"°N de suelo proveniente de cuatro bosques nativos a 0 — 20 cm y 20 — 40

cm de profundidad, y de GRSP purificada y liofilizada de los mismos sitios y profundidades.
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Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Fisica y Quimica Aplicada de la Universidad
de Gent, Bélgica, en un analizador elemental (ANCA-SL, PDZ Europa, UK) acoplado a un IRMS
(espectrometro de masas de relaciones isotopicas) (20-20, SerCon, UK). La abundancia natural (5)
de *C y "N es expresado en partes por mil (%o), relativo a los estandares internacionales de Viena

Pee Dee Belemnita (V-PDB) y N, atmosférico.

DOIldC 613C y 615N = [ (R muestra R csténdar) / R csténdar] X 1000 (%0)

R es la relacion molar de *C/™C o "N/™N, respectivamente.

6.2.4 Analisis estadisticos

El analisis estadistico se desarrolld con el programa SPSS 10.0 (SPSS, USA). Previo al analisis de
las medias, se comprob6 la normalidad de los residuales y la homogeneidad de varianza de las
variables. Las diferencias entre promedios (p< 0,05) fueron determinadas usando la prueba T para

muestras independientes.

6.3 Resultados

En todos los bosques se observé un incremento significativo en los valores de 8'°N de GRSP con la
profundidad y de la GRSP respecto al suelo a ambas profundidades (ASISNsueloﬁGRsp, en promedio
4,6%0 y 4,3%0 para la GRSP extraida a 0 — 20 cm y 20 — 40 cm respectivamente) (Figura 6.1). A
pesar de observarse una tendencia a aumentar el 5"°N en el suelo con la profundidad, esta diferencia
no fue significativa en ninguno de los bosques estudiados. Se encontrd una correlacién negativa
significativa entre el contenido de N de la GRSP y el 3"°N del suelo (r: -0,35; p< 0,05; n=8) y el
3'"°N de la GRSP (r: -0,42; p< 0, 05; n=3).

’ e 13
Asi como en el nitrogeno, los valores de

C de GRSP tuvieron un aumento significativo al
aumentar la profundidad. Asi también, se observo una disminucion en la diferencia entre el suelo y
la GRSP al aumentar la profundidad, la cual fue significativa para 0 — 20 cm (promedio 1,8%0) y 20
— 40 cm (diferencia promedio 1,4 %o) (Figura 6.2). Se encontré6 una correlacion negativa
significativa entre el contenido de C de GRSP y el 5"°C del suelo y el 8"°C de la GRSP (r: -0,58;
p<0,001; n=8), en ambos casos. Ademas se encontrd una correlacion positiva entre el 8"°C del suelo

y el 3"°C de la GRSP (r: 0,51; p<0,001; n=8). Al comparar el 3"°C del suelo con las fracciones
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acidos humicos y GRSP, se encontré6 que los acidos humicos no presentaron diferencia con la
profundidad (Figura 6.3). Mientras que el suelo y la GRSP presentaron un enriquecimiento
significativo al aumentar la profundidad. Sin embargo, al comparar las fracciones entre o — 20 cm se
observo que no habia diferencias significativas entre fracciones. Esto cambié entre 20 — 40 cm,

donde la fraccion GRSP fue significativamente enriquecida, respecto al suelo y a los acidos

humicos.

[ Suelo
I GRSP

(A)

5 "N (%)

e

0-20cm 20-40cm

97 (©

8 "°N (%)
®

0-20cm 20-40cm

Figura 6.1. Valores de 8N en el suelo y la fraccion GRSP, a dos profundidades de suelo y en
cuatro bosque templados de la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. (A) bosque
siempreverde pristino. (B) bosque siempreverde alterado. (C) renoval caducifolio. (D) renoval
caducifolio manejado. Diferencias significativas (p< 0,05) entre suelo y GRSP, para una misma

profundidad, se indican con letras diferentes.
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Figura 6.2 Valores de 5"°C en el suelo y la fraccion GRSP, a dos profundidades de suelo y en

cuatro bosques templados de la Cordillera de Los Andes, centro- sur de Chile. (A) bosque

siempreverde pristino. (B) bosque siempreverde alterado. (C) renoval caducifolio. (D) renoval

caducifolio con manejo forestal. Diferencias significativas (p< 0,05) entre suelo y GRSP, para una

mismo profundidad, se indican con letras diferentes.
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Figura 6.3. Valores de 8"°C en el suelo, cidos humicos y GRSP, a dos profundidades de suelo, en
el bosque templado siempreverde pristino de la Cordillera de Los Andes, centro-sur de Chile. Letras

distintas indican diferencias significativas entre profundidades dentro de una fraccion.

6.4 Discusion

Dinamicas de 8"°N

Es posible diferenciar cuatro posibles procesos que contribuirian a las diferencias entre el 8"°N del
suelo y de la GRSP:

(1) Procesos metabdlicos intracelulares que estan asociados a un fraccionamiento isotdpico
caracteristico (Taylor ef al. 1997). Se ha observado que las proteinas microbianas estan enriquecidas
tanto en °C (Blair ef al. 1985) y °N (Macko et al. 1987).

(2) Enriquecimiento isotdpico durante el transporte y transferencia de N (Hobbie y Hobbie 2008) y
C (Gleixner et al. 1993) entre los HMA vy las plantas hospederos.

(3) Absorcion selectiva de compuestos enriquecidos en N por parte de los HMA.

(4) Descomposicion de la GRSP asociada con una descomposicion selectiva de GRSP
isotopicamente empobrecidos (Nadelhoffer y Fry 1994) y/o un fraccionamiento producido por
alguna enzima especifica en la reaccion de despolimerizacion de la GRSP (Werner y Schmidt 2002)

Algunos de estos procesos, si no los cuatro, podrian estar ocurriendo en forma simultanea.

Hobie y Hobie (2006) observaron que el potencial de los HMA para realizar un fraccionamiento a
favor de "°N es practicamente nulo, ya que tanto las plantas hospederas como el suelo poseen un

15 .. . . . , -
0N muy similar, a diferencia de lo que ocurre en plantas hospederas de hongos ectomicorricicos.
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Un menor valor de 8N en plantas hospederas de HMA respecto de no hospederas plantea un
moderado fraccionamiento de N, al transferir el N del hongo a la planta (Handley et al. 1993). Este
proceso resultaria en un ligero enriquecimiento de la GRSP respecto al suelo. Si bien este proceso
podria dar més antecedentes de la participacion de los HMA en la adquisicion y transferencia de N
en ecosistemas limitados en N, es algo que aun queda por ser discutido, ya que antecedentes
demuestran tanto la presencia (Hodge ef al. 2001; Olsson et al. 2002; Rains y Bledsoe 2007) como

la ausencia (Reynolds et al. 2005) de su contribucion a la absorcion de N para las plantas.

El tercer proceso que explicaria el contenido isotopico de la GRSP, involucra una absorcion
selectiva de compuestos enriquecidos en °N. De acuerdo a Olsson et al. (2002), los HMA absorben
principalmente N inorganico soluble y compuestos organicos de N. En bosques limitados en N, el N
soluble esta principalmente en el nitrogeno organico disuelto (DON)(Schimel y Bennett 2004),
enriquecido en "N (Pértl ef al. 2007). De este modo, la absorcion selectiva de DON, enriquecido en

N, podria resultar en un enriquecimiento de los HMA y de sus productos como la GRSP.

El cuarto mecanismo que podria resultar en un enriquecimiento en " N de la GRSP, es el
fraccionamiento durante la descomposicion, favoreciendo al isétopo mas pesado. Sin embargo, se
conoce poco sobre la descomposicion de la GRSP y sus productos de degradacion. Segin Hogberg
(1997), los procesos involucrados en la mineralizacion microbiana del N, contribuyen minimamente

al enriquecimiento isotopico de los compuestos organicos de N.

Sin embargo, los valores de 8"°N de la GRSP son inferiores a los valores obtenidos de cuerpos
fructiferos de ectomicorrizas, lo que pueden llegar en algunas especias sobre 15 %o (Taylor et al.

1997).

Dinamica del °C

El enriquecimiento en °C de la GRSP, al aumentar la profundidad de suelo, muestra una molécula
mas degradada, ya que existe este enriquecimiento al aumentar la profundidad se atribuye a la
discriminacion que realizan los microorganismos a favor del °C (Gleixner et al. 1993; Accoe ef al.
2002; Piao et al. 2006). Por esto era de esperar una diferencia en el 8"°C de los acidos hiimicos con
la profundidad. Sin embargo, estos resultados muestran una fraccién que no sufrié descomposicion
al aumentar la profundidad, que seria muy recalcitrante y distinta de la GRSP. Esta tGltima fraccion
si sufrié una descomposicion atribuida a la accidn microbiana al aumentar la profundidad de suelo,

la que se reflejo en un enriquecimiento en "*C.
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La correlacion negativa encontrada entre el contenido de C de la GRSP y el §"°C del suelo, mostrd
que el 8°°C del suelo es capaz de explicar un 58% de la varianza en el contenido de C de la GRSP.
Ademas, una disminucion en el contenido de carbono de la fraccion proteica significo un
enriquecimiento en "*C. Por su parte, la correlacion positiva entre el 3"°C del suelo y de la GRSP
hacen suponer que existen procesos de descomposicion que afectan a la GRSP que se ven reflejados

en el suelo completo.

6.5 Conclusiones

Debido a las dificultades que existen para relacionar a la GRSP con los HMA, no se puede concluir
su participacion en el enriquecimiento en °C y "N en estos suelos. Sin embargo, esta glicoproteina

participa en el ciclaje de nitrogeno y carbono, aportando N y C de lenta recirculacion.

GRSP presenta un 5'°N mayor al del suelo a 0 — 20 cm y 20 — 40 cm de profundidad y en cuatro

bosques nativos diferentes.

El 8"°C no permite caracterizar a la GRSP, ya que solo se encontraron diferencias entre GRSP y los
acidos humicos entre 20 y 40 cm de profundidad de suelo. El mayor 8"°C, junto con un mayor 8"°N
encontrado en profundidad, sugieren una alta estabilidad de GRSP en profundidad. Debido a que el
estudio se realizd sobre un solo tipo de suelo, no se puede extrapolar los resultados a otras
situaciones, por lo que es necesario una mayor profundizacion en el tema, que involucre distintos

tipos de suelo y vegetacion.
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Capitulo 7

Conclusiones generales



7.1 Conclusiones generales

Los resultados obtenidos de este trabajo permiten concluir que no existe una relacion directa entre la
diversidad o disponibilidad de hospedero para los HMA y parametros fingicos como densidad de
micelio extrarradical y contenido de esporas de HMA en suelos forestales de la Cordillera de Los
Andes, en el centro-sur de Chile. La intervencion del bosque nativo produce cambios estructurales y
de composicion de las especies vegetales, sin que esto represente una variacion significativa en la
densidad de esporas y micelio de HMA en el suelo. De esta forma, una disminucion en la
disponibilidad de carbono en estos bosques templados, ya sea en el numero o porcentaje de
cobertura de especies hospederas de HMA, seria compensada mediante algin mecanismo que
permite un similar crecimiento del hongo bajo diferentes condiciones decomposicion y estructura

vegetacional.

Pseudotsuga menziesii pertenece a la familia de pinaceae, la cual es considerada como una especie
ectomicorricica exclusiva. Sin embargo, la mayor densidad de esporas y similar cantidad micelio de
HMA y GRSP encontrado en el suelo de esta plantacion y los bosque templados siempreverdes y
caducifolio estudiados, nos hace replantear su calidad de no hospedero de HMA. Indicios de raices
colonizadas con HMA se han reportado en plantas pequeiias, siendo atin desconocida la importancia

ecoldgica de estos hongos en el crecimiento y desarrollo de la especie.

Si se considera a P. menziesii como una especie no hospedera de HMA, estos resultados permiten
destacar la importancia de los mecanismo de dispersion y supervivencia de propagalos de HMA, ya
que serian la tnica forma de encontrarlos en esta plantacion luego de que el dosel logra una
cobertura total. Ademas, es necesario reconocer su importancia para futuros programas de

restauracion de paisaje.

La fraccion GRSP realiza una contribucion mayor al carbono total del suelo que los acidos humicos
o los acidos fulvicos en bosques templados del centro-sur de Chile. Esto hace necesario incorporar a
la GRSP en los balances de carbono, ya que la forma de ingresar al suelo es diferente a los acidos
htmicos y fulvicos y la incorporacion de proteinas de origen microbiano es bastante menor, por lo
que transformaciones posteriores a su depositacion en el suelo son bastante escasas. Ademas,

corresponde a una fraccion de la materia orgénica muy estabilizada y recalcitrante.
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En los ecosistemas de bosque siempreverde, renoval caducifolio y en la plantacion de P. menziesii,
la GRSP hace una gran contribucion al secuestro de carbono, independiente del ecosistema del cual
provenga, representando hasta un 19% del C y un 20% del N total del suelo. Este aporte se debe
principalmente al carbono contenido en la molécula. La GRSP present6é contenido similar de Al
respecto de Fe en estos ecosistemas boscosos templados, lo que estaria favoreciendo su
acumulacion en el suelo en grandes cantidades. Su rol en la formacion de agregados estables es
poco clara en estos ecosistemas con un alto contenido de materia organica, arcillas no cristalinas e

(hidr)-6xidos de hierro y aluminio.

Los ecosistemas no tienen la misma capacidad para acumular GRSP, lo cual se pudo apreciar en el
contenido de GRSP medido desde el suelo, en la produccion in situ y en las curvas de
descomposicion de EE-BRSP. Sin embargo, estas diferencias no pueden ser explicadas por
diferencias en la diversidad vegetal o porcentaje de cobertura de especies hospederas de HMA. Si
bien en experimentos de invernadero se ha podido observar un efecto de la especie hospedera, en
ecosistemas con una alta biodiversidad, multiestratificados, con una baja intervencioén antrdpica,
esta relacion no se observo, siendo factores como el contenido de arcillas, materia organica,
nitrégeno del suelo y micelio de HMA los que mejor se relacionaron con el contenido de GRSP.
Otro factor que podria estar influyendo es la produccion primaria neta o la biomasa de raices fines,

parametros no medidos en este estudio, pero reportados en la literatura.

El efecto del manejo forestal sobre el bosque nativo es distinto en el corto y largo plazo. En el largo
plazo, la intervencion del bosque siempreverde significa una pérdida de especies del bosque,
aparecen especies de menor valor forestal y se dificulta la regeneracion de Nothofagus dombeyi. Sin
embargo, el nivel de carbono del suelo se reestablece en el largo plazo. Por otra parte, en el corto
plazo, se traduce en una pérdida materia organica, de GRSP y acidos hiimicos. Por lo que ciclos
cortos de rotacion van a llevar a una pérdida de la materia organica del suelo y de las fracciones de
GRSP y acidos hiimicos. Medidas que favorezcan la acumulacion de materia organica y no solo de

madera deberian ser consideradas al momento de plantear medidas de manejo del bosque.

A pesar de que no es posible relacionar con precision a los HMA con el contenido de GRSP, es
interesante estudiar esta fraccion por el alto porcentaje de carbono que representa en el suelo, su
relacion con la formacidon de agregados estables en otros ecosistemas y el potencial que tienen los

suelos volcanicos para acumular esta glicoproteina. Ademas de conocer su funcioén y cantidad en
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otro tipo de ecosistemas forestales, como los bosques australes y pantanosos, con diferente

dependencia de HMA.

Debido a las dificultades que existen para relacionar a la GRSP con los HMA, no se puede concluir
su participacion en el enriquecimiento en *C y "N en estos suelos. El mayor 8"°C, junto con un
mayor "N encontrado en profundidad, sugieren una alta estabilidad de GRSP en profundidad. Por
lo que esta glicoproteina participa en el ciclaje de nitrogeno y carbono, aportando N y C de lenta
recirculacion. Debido a que el estudio se realizé sobre un solo tipo de suelo, no se puede extrapolar
los resultados a otras situaciones, por lo que es necesario una mayor profundizacion en el tema, que

involucre distintos tipos de suelo y vegetacion.

El desarrollo de técnicas de cultivo in Vitro que permitan la produccion de glomalina en cantidades
significativas y el desarrollo de un anticuerpo especifico para glomalina, permitiran cuantificar la
glomalina en el suelo con mejor exactitud, dimensionar su participacion en el secuestro de carbono
y descubrir la magnitud de la participacion de los HMA en el ciclo del nitrégeno. Por otra parte, la
obtencion de una glomalina pura desde los HMA, permitira evitar los cuestionamientos respecto de

su origen, metodologia de extraccion y cuantificacion que han surgido en los tltimos afios.
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Anexo 1

Propiedades quimicas del sustrato pumicita

Parametro quimico

N (mg/Kg) -

P (mg/Kg) 1
pH (en agua) 5,75
Materia organica 2

K (cmol’/ Kg) 0,05
Na (cmol '/ Kg) 0,05
Ca (cmol’/ Kg) 0,39
Mg (cmol’/ Kg) 0,06
Al (cmol’/ Kg) 0,02
Saturacion de Al (%) 3,51
CICE (cmol’/ Kg) 0,57
Suma de bases (cmol/ Kg) 0,55
Fe (ppm) 27,7
Al extractable (ppm) 1449
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