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CAPITULO 1

ANTECEDENTES GENERALES



RESUMEN
Para la realizacion de estudios de diversidad fungica afectadas por el manejo se selecciond un
ecosistema forestal (X Region) y un agroecosistema (IX Region). En el primero se escogieron
tres zonas que comprendian un bosque primario templado (BS), un bosque deciduo secundario
(BM) y un area de pradera (PR), siendo BM y PR las sucesiones del clareo del bosque
primario. El objetivo de este trabajo fue determinar en las tres zonas la diversidad de plantas
micorrizicas arbusculares (MA) y especies de hongos micorrizicos arbusculares (HMA). En
BS se encontr6 una alta diversidad de plantas (77% MA), sin embargo, en PR un 91% de las
especies vegetales eran MA. En total se identificaron 39 especies HMA la mayoria informadas
por primera vez en Chile. Acaulospora fue el género mas abundante, seguido por Glomus,
Scutellospora y Archaeospora. Cuatro especies HMA estaban presentes en las tres areas,
mientras que 15 se encontraron sélo en un sitio. Se concluyé que la diversidad de HMA se
encuentra fuertemente influenciada por la proporcién de especies de plantas MA siendo la
biodiversidad de plantas MA y HMA dramaticamente afectada cuando especies de arboles

ectomicorrizicos dominan el bosque secundario.

El agroecosistema correspondié a un Ultisol con rotacion corta trigo (Triticum aestivum)-
avena (Avena sativa) y trigo (T. aestivum)-lupino (Lupinus albus). El aporte de este estudio
fue determinar la influencia de la labranza convencional (LC) y cero labranza (CL) sobre los
propagulos de HMA. Pardmetros micorrizicos y quimicos se evaluaron desde el segundo al
cuarto afio de establecido el ensayo. Los muestreos de suelo y raices se realizaron en barbecho
y en floracion. En el tercer afno, en la rotacion con hospedero continuo, se encontraron
diferencias en la longitud de micelio entre CL y LC, las que desaparecieron con el tiempo. En
L. albus con LC, se obtuvo menor longitud hifal y de hifas metabolicamente activas. La
colonizacién de las raices fue siempre mayor en CL que en LC, al igual que las esporas a
través del perfil de suelo en la rotacion T. aestivum-A. sativa, siendo significativamente
menores con L. albus. En total se observaron 22 especies HMA siendo las mas abundantes
Glomus spp., Acaulospora spp. y Scutellospora spp. La mayor abundancia de Acaulospora
spp. se encontr6 con T. aestivum en LC; mientras que, bajo CL fueron mas abundantes
Scutellospora spp. El numero de esporas se podria visualizar como un indicador temprano del

efecto del manejo sobre los propagulos micorrizicos en ensayos de campo a corto plazo.



Finalmente, debido al creciente interés econémico y ecologico que tienen los HMA para ser
utilizados como biofertilizantes, se realiz6 un ensayo en invernadero con el objetivo de
estudiar la compatibilidad y efectividad de tres especies de HMA: Glomus claroideum (I-1),
Glomus etunicatum (I-2) y Paraglomus occultum (I-3) aisladas desde el Ultisol sobre dos
hospederos agrondomicos importantes T. aestivum y A. sativa. Parametros micorrizicos y de
crecimiento de la planta fueron medidos en tres estadios fenologicos. Las plantas presentaron
distintas respuestas a la inoculacion, destacando como mas efectivo G. claroideum con A.
sativa. En ambos cultivos la colonizacion por HMA se relacioné con la captacion de
nutrientes. De este estudio se concluye que, bajo las condiciones edaficas estudiadas, se

encontrd cierta compatibilidad funcional entre A. sativa y G. claroideum.

ABSTRACT
In order to carry out the studies of fungi diversity affected by management practices, a forest
ecosystem (X Region) and an agro ecosystem (IX Region) were selected. In the forest system
selected three zones that included a primary Mediterranean forest (BS), a secondary and
deciduous forest (BM) and a prairie area, (PR), were selected being BM y PR the successions
of clearing of the primary forest. The aim of this work was to determine the diversity of
arbuscular mycorrhizal plants (AM) and species of arbuscular mycorrhyzal fungi (AMF) in the
three zones. In BS it was found high mycorrhizal plant diversity (77% AM). However, in PR a
91% of the vegetal species were AM. A whole of 39 species of AMF were identified, where
the bulk were reported by the first time in Chile. The genus Acaulospora was the more
abundant, followed by Glomus, Scutellospora and Archaeospora. Four species of AMF were
present in the three areas, while 15 species were found in only one site. It was concluded that
the diversity of AMF is strongly influenced by the proportion of the species of AM plants,
being AM plant biodiversity as well as AMF diversity affected strongly when the

ectomycorrhyzal trees of the secondary forest were dominant.

The agroecosystem corresponded to an Ultisol with short-term rotation wheat (Triticum
aestivum)-oat (Avena sativa) and wheat (T. aestivum)-lupine (Lupinus albus). The aim of this
study was to determine the influence of the conventional tillage (CT) and no tillage (NT) on

AMF propagules. Mycorrhizal and chemical parameters from the second to the fourth year of



the establishment of trial were studied. Soil and root samplings were carried out in fallow and
flowering time. At the third year, in the rotation with continuous host, it was found differences
in the mycelium length between CT and NT, which disappeared along time. In L. albus with
CT, it was obtained the minor hyphal length and also metabolically active ones. Root
colonization was always higher in NT than CT, and the spore number through the soil profile
in the T. aestivum-A. sativa rotation had the same behavior, being significantly smaller with
lupine. In whole, 22 species of AMF were observed, being the more abundant Glomus spp.,
Acaulospora spp. and Scutellospora spp. The major abundance of Acaulospora spp. was found
with T. aestivum under CT, while Scutellospora spp. was more abundant under NT. The
spore’s number could be visualized as an early indicator of the management effect on the

mycorrhyzal propagules in the short-term field trial.

Finally, due to the increasingly economical and ecological interest in using AMF as
biofertilizers, it was carried out a greenhouse assay with the aim of studying the compatibility
and effectiveness of three AMF species isolated from the Ultisol: Glomus claroideum (I-1),
Glomus etunicatum (I-2) y Paraglomus occultum (I-3) on two agronomical and important
hosts: T. aestivum and A. sativa. Mycorrhizal and plant growth parameters were measured at
three phenologicals stages. The plants showed different responses to the AMF inoculation,
being G. claroideum as the most effective with A. sativa. In both crops AMF colonization was
correlated with nutrient uptake. From this study it was concluded that under edaphically
studied conditions it was found certain functional compatibility between A. sativa and G.

claroideum.



1.1 INTRODUCCION

Frente a la perturbacion del suelo y competencia entre las plantas es muy importante el uso de
herramientas bioldgicas que aseguren el establecimiento exitoso de las especies vegetales,
como los microorganismos del suelo, que cumplen un rol preponderante debido a las variadas
funciones que realizan (Heredia 2003). Algunos de ellos desarrollan interacciones benéficas
como las micorrizas, simbiosis que establecen ciertos hongos del suelo con las raices de las
plantas vasculares (Guadarrama et al .2004). Un tipo particular la micorriza arbuscular (MA)
es la mas abundante en la mayoria de los cultivos agricolas, encontrandose también en
ecosistemas forestales (Smith & Read 1997). La MA influye en la estabilizacion del suelo y
determina la composicion vegetal, productividad, diversidad y sustentabilidad en los
ecosistemas (van der Heijden et al. 1998). El efecto positivo de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) se observa en la planta hospedera, al mejorar su adaptacion

(reproduccion y supervivencia) y produccion de biomasa (Fisher & Jayachandran 2002).

En ambientes oligotroficos, la asociacion de las plantas con HMA es muy importante, ya que
las plantulas dependen de la simbiosis para su establecimiento (Cuenca et al. 1998). La
perturbacion del suelo tiene un impacto directo sobre los propagulos de HMA y también un
efecto indirecto a través de cambios en las propiedades del suelo, lo que puede reducir la
diversidad de especies por disminucion en el nimero de esporas viables junto con la
destruccion de las redes hifales disminuyendo asi, la cantidad de propagulos para el cultivo
siguiente (Jasper et al. 1989). Los recursos en el suelo no estan homogéneamente distribuidos,
lo que representa un alto costo energético para las plantas en busqueda de nutrientes
produciéndose una alta competencia por ellos (Sanchez-Gallén & Guadarrama 2003). La
presencia de HMA puede cambiar el balance competitivo entre los hospederos y asi aminorar
la intensidad (Allen & Allen 1990), al actuar como extensiones del sistema radical, por lo que
la planta hospedera puede favorecer la parte epigea (Eissenstat & Newman 1990), debido a la
optimizacion del proceso fotosintético y con ello su crecimiento y supervivencia. De aqui que
la presencia de HMA influye en la dindmica de las comunidades y en la composicion de

especies en diferentes etapas sucesionales.



Existen bastantes antecedentes de HMA relacionados con respuestas de la planta a la
simbiosis, pero con escasa informacion sobre la especificidad hospedera, causando la
impresion que los HMA serian todos funcionalmente equivalentes. Mientras la mayoria de los
HMA pueden asociarse con un amplio rango de hospederos, estudios mas recientes sugieren
que su asociacion depende de la especie de hospedero involucrada y de un cierto grado de
preferencia entre el HMA-planta hospedera, lo que estaria relacionado con cierta dependencia

de la planta por algunas especies HMA (McGonigle & Fitter 1990).

En Chile, la ecorregion valdiviana de bosques nativos desde el afio 1550 a la fecha ha sufrido
una notable disminucion desde 21 a 10 millones de ha. El tipo forestal Esclerofilo y los
bosques de Nothofagus han sido los mas alterados, entre otras razones, por la sustitucion del
bosque para uso silvoagropecuario. Esta ecorregion posee una flora unica y aproximadamente
el 50% de los géneros son endémicos, presentando formaciones boscosas muy inusuales como
el olivillo costero (Aextoxicon punctatum). El manejo forestal no sustentable, como extraccion
de madera para astillas y lefia (60% del volumen extraido), quemas masivas, conversion a
plantaciones exoticas o praderas han reducido en forma drastica los bosques de esta
ecorregion. Solo entre 1985 y 1994, casi el 40% de la superficie deforestada habia sido
utilizada solamente con plantaciones de Pinus radiata y Eucalyptus spp. La delicada situacion
que viven estos ecosistemas exige soluciones urgentes que aseguren la mantencion de este
excepcional patrimonio natural, con un uso sustentable del bosque, implicando
consideraciones tanto de orden ecoldgico, econdomico, como socioculturales. Sin un esfuerzo
de proteccion coordinado, el futuro de estos tesoros de la naturaleza se visualiza muy incierto

(Fondo Mundial para la Naturaleza et al. 2003).

Ademas, la utilizacién en los ecosistemas agricolas de sistemas de manejo tradicionales altera
las condiciones edaficas de los suelos; sin embargo, en las ultimas décadas en algunos
agroecosistemas de la IX Region se estan aplicando sistemas de labranza conservacionista,
entre ellos, la cero labranza (CL) que produce un mejoramiento de las propiedades fisico-
quimicas y biologicas del suelo, beneficiando la fertilidad con incrementos en la produccion y
reduccion de costos; también, disminuye la contaminacion ambiental de aguas residuales por

una menor erosion y por la baja cantidad de insumos que requiere. Desciende la evaporacion



por mayor cobertura vegetal, aumentando el almacenamiento de agua lluvia; por otra parte, la
utilizacion de maquinaria menos destructiva produce una menor pérdida de suelo, en contraste

con el arado de disco que ademas, dafia su estructura (Fainguenbaum 2003).

En Chile, en la actualidad existen escasos antecedentes sobre estudios realizados sobre
biodiversidad de HMA en ecosistemas agricolas y forestales; solamente se han realizado
estudios sobre niveles micorrizicos en bosque (Cifuentes 1995), en micorrizas relacionadas
con tolerancia a aluminio (Borie & Rubio 1999) y con la adquisicién de nutrientes (Rubio et

al. 2003).

De aqui que se hace necesario investigar los HMA como componentes importantes tanto de
los agroecosistemas como ecosistemas forestales y debido a que en Chile existen escasos
antecedentes sobre la influencia que tendria el manejo sobre la diversidad fungica se eligieron
dos ecosistemas en distintas regiones:

e Un ecosistema forestal, Predio San Pablo de Tregua (X Region), correspondiente a un
bosque lluvioso templado perteneciente a la ecorregion valdiviana de bosque nativo. El
estudio comprendi6 tres 4areas: un bosque siempreverde primario, un bosque
caducifolio secundario y una pradera antropogénica para estudiar la diversidad vegetal
en relacion con las comunidades fingicas y con la presencia de determinadas especies
HMA bajo condiciones edaficas extremas del suelo (por ejemplo, acidez). Los
antecedentes obtenidos de esta investigacion que abarcé un muestreo realizado en
enero de 2004 se muestran en el Capitulo 2, y

e Un agroecosistema en el sector Pumalal (IX Region) donde se selecciond un ensayo
iniciado en el afio 2000 con el proposito de estudiar a través de dos afios (2003-2004)
el efecto que tendria el manejo sobre las comunidades fingicas, comparando practicas
de produccidn tradicional como la labranza convencional y practicas sostenibles como
cero labranza, en rotaciones cortas de dos afios utilizando hospederos continuos trigo-
avena y discontinuos trigo-lupino y realizando evaluaciones periddicas de los
propagulos micorrizicos (esporas, micelio, raiz colonizada) durante la época de
barbecho y en floracion de los cultivos, junto con realizar algunas evaluaciones de las

propiedades fisicas y quimicas de los suelos sometidos a los dos tipos de labranza. Al



término del primer afio surgi6 la interrogante del efecto que tendria la profundidad del
suelo sobre los propagulos HMA, especialmente sobre las esporas; para responder a
esta inquietud durante el barbecho de 2004 se muestred el agroecosistema a tres
profundidades 0-5, 0-10, 10-20 cm. Los antecedentes obtenidos de estos estudios se

presentan en el Capitulo 3.

Finalmente, pese a que muchas especies vegetales dependen de los HMA para completar su
ciclo de vida, es indudable que existe escasa informacion referente al manejo y produccion de
indculos, siendo imprescindible considerar la importancia de esta asociacién simbidtica en
programas de manejo tanto en ecosistemas naturales como agroecosistemas; de aqui, que en el
Capitulo 4 se muestran los antecedentes obtenidos en un ensayo en invernadero con trigo y
avena (los mismos cultivares utilizados en Pumalal) inoculados con tres especies de HMA
Glomus claroideum, Glomus etunicatum y Paraglomus occultum, seleccionados y aislados del
agroecosistema (IX Region) y reproducidos en invernadero a través de potes trampa. El efecto
de la inoculacidon con las tres especies HMA se midio en tres estadios fenologicos de las

plantas (etapa 45, 59 y 75 segln escala de Zadoks) como se muestra en el Capitulo 4.

1.2 HIPOTESIS

Existen escasos antecedentes sobre el efecto producido por los sistemas de manejo sobre la
actividad y desarrollo de los propagulos micorrizicos. De aqui que, por antecedentes de la
literatura, se podria inferir que el acelerado proceso de destruccion de los bosques lluviosos
valdivianos como producto del manejo forestal disminuiria la diversidad de plantas afectando
las comunidades de especies HMA y reduciendo el potencial de indculo, lo que impediria el
establecimiento de nuevos hospederos en el sotobosque. Por otra parte, en agroecosistemas del
pais donde se practica la labranza convencional este sistema de manejo afectaria a las
comunidades fungicas produciendo una disminucion de los propéagulos, en comparacién con
los sistemas de labranza conservacionista, concentrandose estos indculos de HMA en el
horizonte superficial del suelo; siendo también afectados por rotaciones que incluyen cultivos
no hospederos del tipo Lupinus albus. Ademas, cultivos hospederos de interés agronémico en

la zona Centro Sur del pais presentarian diferentes respuestas de crecimiento frente a la



inoculacion con distintas especies de HMA cuando crecen bajo determinadas condiciones

edaficas.

1.3 OBJETIVOS
Investigar la ocurrencia de especies de plantas MA y HMA en un ecosistema boscoso del
Centro Sur de Chile, incluyendo 4reas perturbadas y su relacion con algunos pardmetros

quimicos del suelo.

Comparar el efecto del sistema de manejo sobre la diversidad de las comunidades fungicas,
numero de propagulos micorrizicos y propiedades edaficas en un agroecosistema del Centro

Sur de Chile.

Evaluar la compatibilidad y eficiencia de la inoculacion con las epitetas Glomus claroideum,
Glomus etunicatum y Paraglomus occultum en plantas de Triticum aestivum y Avena sativa, a

través de la evaluacion de pardmetros fingicos y de rendimiento de los hospederos.
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CAPITULO 2

OCURRENCIA DE ESPECIES DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES EN UNA ZONA DE BOSQUE LLUVIOSO
TEMPLADO DEL SUR DE CHILE
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RESUMEN

Para la realizacion de este estudio se seleccionaron 3 ecosistemas en una zona de los bosques
lluviosos valdivianos del sur de Chile: a) un bosque primario templado (BS) con una diversa
comunidad de plantas y arboles del tipo Nothofagus dombeyi, Laureliopsis philippiana y
Podocarpus nubigena; b) un bosque deciduo secundario (BM) dominado fuertemente por
Nothofagus alpina y c) un area de pradera con especies de gramineas y herbaceas (PR). BM y
PR son las sucesiones del clareo del bosque primario de hace aproximadamente 60 afios. El
suelo corresponde a un Andisol acido con alto contenido de materia organica (MO), alto
contenido de aluminio (Al) intercambiable y con bajos niveles de fosforo (P) disponible. El
objetivo de este estudio fue investigar en los 3 ecosistemas la diversidad de plantas
micorrizicas arbusculares (MA) y las especies de hongos micorrizicos arbusculares (HMA).
En BS se encontr6 una alta diversidad de plantas con 53 especies, 77% de ellas micorrizadas
con MA; mientras que, en PR un 91% de las 20 especies vegetales presentaron MA. BM tuvo
solamente 11 especies con la mas baja proporcion micorrizada (18%). En total se encontraron
39 especies de HMA de los cuales la mayor parte son informados por primera vez en Chile.
Acaulospora fue el género mas abundante, con 13 especies, seguido por Glomus con 10
especies, Scutellospora y Archaeospora con 4 especies, Pacispora y Entrophospora con 3
especies y Paraglomus y Diversispora ambas con una especie. PR presenté mayor abundancia
de HMA (29 spp.) que BS (20 spp.) 6 BM (14 spp.), probablemente relacionado a la alta
proporcioén de plantas MA que no tuvieron competencia con arboles ectomicorrizicos como los
encontrados en BS y BM. Cuatro especies de HMA estaban presentes en todos los ecosistemas
y 15, fueron bastante especificas por encontrarse sélo en uno de los sitios, entre éstas
Scutellospora spp. estuvo ausente en BS y BM, observandose solo en PR. Se concluye que la
diversidad de especies HMA en los ecosistemas estd fuertemente influenciada por la
proporcioén de especies de plantas con MA y no se relaciona con las propiedades quimicas del
suelo. Ademas, la biodiversidad de plantas MA y HMA es dramaticamente reducida cuando
especies de arboles ectomicorrizicos dominan el bosque secundario. La optimizacion de las
practicas de manejo del ecosistema en términos de mantener una alta biodiversidad de plantas

y microorganismos benéficos como los HMA es discutida.
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ABSTRACT
In the Valdivian rain-forest region of the Southern Chilean 3 main ecosystems are found: a)
the temperate evergreen primary rain forest (EF) with a diverse plant community and tree
species of Nothofagus dombeyi, Laureliopsis philippiana and Podocarpus nubigena, b) the
secondary deciduous forest (MF) strongly dominated by the deciduous tree species
Nothofagus alpina, and ¢) grassland area with grass species and herbs (PR). MF and PR are
the successions of the clearing of the primary forest some 60 years ago. The soil in the region
is an acid Andisol with high organic matter content, high exchangeable aluminum content and
with low levels of available phosphorus. The objective of this study was to investigate the
diversity of arbuscular mycorrhizal (AM) plants and AM fungal (AMF) species in these 3
ecosystems. The highest diversity with 53 plant species was found in the EF with 77% of them
AM, while in PR 91% of the 20 plant species were AM. MF had 11 plant species only and the
lowest proportion with AM (18%). Thirty-nine AMF species were found in total, of which
most are being reported for the first time from Southern Chile. Acaulospora was the most
abundant genera with 13 species, followed by Glomus with 10 species, Scutellospora and
Archaeospora both with 4 species, Pacispora and Entrophospora both with 3 species, and
Paraglomus and Diversispora both with one species. AMF species were more abundant in PR
(29 spp.) than in EF (20 spp.) or MF (14 spp.) which is likely related to the fact that a higher
proportion of AM plant species with no competition of ectomycorrhizal tree species is found
in the grassland. Four AMF species were present in all the ecosystems, and 15 species were
apparently quite specific as spores were only isolated from one of the ecosystems. Noteworthy
was the complete lack of Scutellospora spp. in any of the forest ecosystems. It was concluded
that the diversity of the AMF species in the ecosystems is strongly influenced by the
proportion of AM plant species in each ecosystem and that it is not related with soil chemical
properties. It can also be concluded that the biodiversity of AM and AMF is dramatically
reduced when an ectomycorrhizal tree species dominates the secondary forest. The
optimization of ecosystem management practices in terms of maintaining a high biodiversity

of plants and beneficial microorganisms like AMF is discussed.
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2.1 INTRODUCCION

A nivel mundial cada vez existe mayor preocupacion por el tema ambiental y la utilizacion
sostenible de los recursos naturales. Chile no esta ajeno a este comportamiento y uno de los
recursos renovables que concita mayor interés es el bosque nativo, con sus multiples bienes y
servicios asociados (Oltremari & Thelen, 1999). El bosque cumple un importante rol en la
mantenciéon de los recursos hidricos y edaficos, en la estabilidad atmosférica, asi como
también en la proteccion de la biodiversidad, de los valores estéticos y recreacionales, lo que

conlleva a considerar seriamente su gestion integral (Arroyo et al., 1999; Pefia et al., 1999).

La complejidad topogréfica y climatica de nuestro pais, con una longitud que recorre 38° de
latitud, mas su aislamiento biogeografico, otorga a los bosques lluviosos templados chilenos
una inusual diversidad de especies de plantas de diferentes formas de vida destacandose
especialmente las enredaderas y epifitas con numerosos helechos, musgos, hepaticas, liquenes
y angiospermas incluyendo 443 especies de plantas vasculares (Galloway, 1996). En estos
bosques se encuentra una alta proporcion de endemismos que alcanza cerca de un 90% de las
especies, un tercio de los géneros y varias familias de plantas; por su contribucidn unica a la
biodiversidad mundial es que se considera prioritaria la conservacion del bosque valdiviano,
considerada dentro de las 200 ecorregiones mundiales. Entre sus principales caracteristicas se
encuentra la alta biomasa, donde las especies mas representativas son tepa (Laureliopsis
philippiana), luma (Amomyrtus luma), canelo (Drimys winteri), tineo (Weinmannia
trichosperma) (CONAF et al., 1999). Por lo tanto, la cosecha de los bosques siempreverdes
causa efectos considerables sobre la flora debido a la reduccion del numero de especies nativas

y al aumento de malezas aloctonas invasoras (Meneses & Gayoso, 1995).

Los bosques valdivianos se encuentran sometidos a una fuerte variacion medioambiental
extendiéndose por un rango latitudinal de 9° y precipitaciones que alcanzan los 2700 mm, con
diferentes materiales de origen como suelos metamorficos, volcanicos y fiadis hasta suelos con
elevados contenido de MO (Donoso & Ramirez, 2000), cubriendo una superficie de 4.148.904
ha de las cuales ya se ha perdido un 23%. Esta pérdida preocupante es principalmente causada
por la situaciéon actual que enfrentan los bosques nativos como resultado de su escasa

valoracion la cual, practicamente se limita a la produccion de madera y lena. Otros usos
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destructivos de los bosques han sido los incendios, sustitucion por plantaciones, habilitacion
agropecuaria y explotacion selectiva mediante floreo, los que representan al menos un 77% de

las 46.000 ha de bosque nativo que son intervenidas anualmente (CONAF et al., 1999).

Dentro de estos bosques valdivianos se encuentra el predio San Pablo de Tregua perteneciente
a la Universidad Austral de Chile, con una superficie de 2184 ha, dominado principalmente
por coigiie (Nothofagus dombeyi)-rauli (Nothofagus alpina)-tepa (L. philippiana) distribuido
entre bosque alterado y no alterado, con renovales de roble (Nothofagus oblicua)-rauli (N.

alpina)-coigiie (N. dombeyi) que representan el 10% de la superficie total.

Ante el riesgo evidente de la pérdida de diversidad biologica provocada por las actividades
humanas, el propdsito esencial de las reservas naturales debe ser la proteccion de la
biodiversidad. Para ello se requiere disponer de herramientas confiables capaces de medir su
variacion en el espacio y en el tiempo como el uso de variados indices que, por la complejidad
de lo que pretenden evaluar, tratan de encontrar un patréon de medida de validez universal. Se
supone que la diversidad de los individuos entre las especies es consecuencia, sea de las
interacciones ecoldgicas entre ellos o bien de las relaciones entre éstos y su medio ambiente
(Lobo, 2001). Se deberia considerar no solo la cantidad de especies, sino su posicion relativa
en el arbol genealdgico, su rareza, su endemicidad o su interés ecologico. Es aconsejable
proteger espacios que poseen mayor numero de especies, como también aquellos que
contienen mas especies raras (poblaciones escasas o de distribucion geografica reducida) o los
que tienen organismos muy diferentes desde un punto de vista genealogico. Para estudios de
biodiversidad el primer paso ineludible es recopilar en un banco de datos la informacion
taxondmica y biogeografica del grupo elegido; no se trata de medir lo que se conoce, el reto es

predecir lo que se desconoce (Lobo, 2001).

La gran mayoria de los métodos propuestos para evaluar la diversidad de especies se refieren a
la diversidad dentro de las comunidades. La riqueza especifica es la forma mas sencilla y se
basa en el nimero de especies presentes, sin tomar en cuenta el valor de importancia de las
mismas (Moreno, 2001). Los indices basados en la dominancia son parametros inversos al

concepto de uniformidad o equidad de la comunidad; consideran la representatividad de las
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especies con mayor valor de importancia, sin evaluar la contribucion del resto de las especies;

asi, el indice de Simpson (D)

D = Yp! 2.1)

pi = abundancia proporcional de la especie i

manifiesta la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar de una muestra sean de la
misma especie, influyendo la presencia de aquellas dominantes (Magurran, 1988). Otros

indices se basan en el concepto de equidad, entre ellos el indice de Shannon-Wiener (H”)

H = -Y pilnp; (2.2)

que expresa la uniformidad de todas las especies de la muestra y mide el grado promedio de
incertidumbre para predecir a qué especie pertenecera un individuo escogido al azar en una

coleccion (Baev & Penev, 1995).

Por otra parte, la estructura y estabilidad de las comunidades vegetales nativas o de ambientes
conservados se encuentran fuertemente influenciadas por la simbiosis micorrizica. El nimero
de especies vegetales y el grado micotréfico de los individuos dominantes, expresan una
mayor o menor dependencia por el tipo de hongo simbionte, relacion que puede sufrir cambios
cualitativos y cuantitativos en el tiempo (Mayr & Godoy, 1989; Godoy & Mayr, 1989). La
estructura y funcién de los diversos tipos de micorrizas involucradas en una comunidad esté
determinada por parametros ambientales como tipo de suelo, disponibilidad de nutrientes,
ubicacion topografica y clima, sugiriendo un patron caracteristico de distribucion (Carrillo et

al., 1992).

Dentro de las asociaciones micorrizicas mas importantes (seccion 3.1) se encuentran las MA,
en las cuales se hace necesario identificar la especie de hongo asociado con un cultivo o
vegetacion nativa, no so6lo por el beneficio que otorga a la planta, sino que también porque el
hongo forma parte del ecosistema participando en los procesos de nutricion y fisiologia del

vegetal (Bowen, 1980).
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Hasta hace unos pocos afios atrds los HMA pertenecian a la division Eumycota, clase
Zygomicetos (hongos con micelio cenocitico, sin septos, cuyo principal componente
estructural de la pared celular es la quitina), orden Glomales y su clasificacion se basaba en
caracteristicas morfoldgicas de la pared de las esporas (asexuales). Esta clasificacion permitia
describir lo que se denomina morfoespecies fungicas y en 1990, alrededor de las 150 especies
conocidas, se clasificaron en dos subdrdenes: Glomineae y Gigasporineae; tres familias:
Glomaceae, Acaulosporaceae y Gigasporaceae con seis géneros: Glomus, Sclerocystis,

Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y Scutellospora (Schenck & Pérez, 1990).

Morton & Redecker (2001), relacionando técnicas moleculares con caracteristicas
morfoldgicas de las esporas realizaron cambios significativos en la taxonomia de los HMA
basados en la ruta filogenética. Con el uso de estas técnicas que involucran secuenciacion de
ADN, determinaciones de perfiles de acidos grasos, reacciones inmunoldgicas hacia
anticuerpos monoclonales especificos, junto con la caracterizacion de la morfologia de las
esporas y habitos de colonizacion de los HMA, se han logrado avances sustanciales en la
taxonomia. Las nuevas familias comprenden especies que presentaban caracteristicas
morfoldgicas atipicas a los géneros en los que estaban ubicados como la nueva familia
Archacosporaceae que incluye tres especies que forman esporas atipicas a las de Acaulospora,
con dos de ellas dimorficas y formando esporas del tipo Glomoide. Esta familia contiene un
solo género, Archaeospora. Ademas, la familia Paraglomaceae incluye dos especies
formadoras de esporas que no son distinguibles de aquellas especies del género Glomus y su
creacion se basa en habitos de colonizacion siendo su morfologia muy similar a los miembros
de la familia Archaeosporaceae. La descripcion de Paraglomaceae se bas6 en caracteristicas
moleculares (acidos grasos y secuenciaciéon de ADNr 18S), lo que permite considerarla como

un grupo ancestral de los Glomales. Esta familia incluye un solo género Paraglomus.

Por consiguiente, segun la nueva taxonomia los HMA pertenecen al phylum Glomeromycota,
clase Glomeromycetes que incluye cuatro Oordenes: Glomerales, Paraglomerales,

Archaeosporales y Diversisporales, cuyas familias y géneros se muestran en el Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Clasificacion actual de los HMA (Schiissler 2004).

Reino Division Clase Orden Familia Género
Fungi Glomeromycota Glomeromycetes Archacosporales Archaeosporaceac  Archaeospora
Geosiphonaceae Geosiphon

Diversisporales  Acaulosporaceae Acaulospora
Entrophospora
Diversisporaceae Diversispora
Gigasporaceae Gigaspora
Scutellospora

Pacisporaceae Pacispora
Glomeraceae Glomus
Paraglomerales  Paraglomeraceae Paraglomus

El género Acaulospora se caracteriza por presentar esporas redondas de 30-350 um de
diametro, se observa la cicatriz pero no el remanente hifal, sus paredes son simples. Gigaspora
presenta esporas redondeadas, con 143-500 um de tamafio, se observa el bulbo suspensor y la
hifa. El género Scutellospora contiene esporas que pueden ser redondas a elipsoides, con 60-
500 um de tamafio, con bulbo suspensor y unién hifal, similar a Gigaspora. Glomus contiene
esporas redondas con un tamano que fluctiia entre 10-300 um, con dos paredes, observandose

trozos de hifas remanentes (Schenck & Pérez, 1990).

Por otra parte, el acelerado proceso de destruccion de los bosques lluviosos valdivianos como
producto de la actividad forestal para ganancia de terrenos destinados a labores agricolas
disminuiria la diversidad de plantas producto del manejo de estos bosques afectando la
comunidad de especies HMA y disminuyendo su potencial de indculo, lo que impediria el
establecimiento de nuevos hospederos en el sotobosque. Debido a lo anterior y que en la
actualidad existe un déficit de informacion relacionada con biodiversidad, el objetivo de este
estudio consistid en investigar la ocurrencia de especies de plantas MA y HMA en un
ecosistema boscoso siempreverde y dos ecosistemas que se desarrollaron después de su
destruccion y si estos cambios podrian estar relacionados con algunos pardmetros quimicos del
suelo. Ademas, realizar un recuento de especies HMA asociadas con los ecosistemas en
estudio; informacién que podria tener valor para el desarrollo de précticas de manejo forestal

en los bosques lluviosos valdivianos del sur de Chile.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Descripcion del area de estudio

El predio San Pablo de Tregua, propiedad de la Universidad Austral, estd localizado en la
comuna de Panguipulli, Provincia de Valdivia, en la Cordillera de los Andes entre los
paralelos 39°30°-39°38” de latitud sur y los meridianos 72°02°-72°09° de longitud oeste, a
altitudes entre los 550 y 1600 m.s.n.m.

2.2.1.1 Suelos

El predio presenta suelos derivados de cenizas volcanicas de diferentes edades (Andisoles), el
primer estrato de cenizas finas tiene una profundidad de 0,5-1,2 m y cubre un estrato viejo de
material pumicitico con tamafio de particulas de gran didmetro. Mas del 90% (2000 ha) del
predio se encuentra clasificado dentro de la serie Liquifie. Son suelos profundos a
moderadamente profundos (1,50 a 0,70 m de profundidad efectiva), sueltos, con buenas
condiciones de infiltracion, buen drenaje y alta capacidad de retencion de agua. Son franco
limosos a franco arenosos, con alto contenido de MO (>20%), acidos a moderadamente
acidos; presentan ciertas limitantes ya que al quedar expuestos sufren un rapido secado
superficial, permaneciendo susceptibles a la compactacion en temporada himeda producto de

su alto volumen de poros; ademas, presentan riesgo de deslizamientos (Lara et al., 2002).

2.2.1.2 Topografia

Son terrenos de tipo montafioso y topografia compleja, aunque existe una pequena superficie
de terrenos planos. Un 50% del predio estd constituido por lomajes relativamente suaves (0-
10°), el otro 50% abarca terrenos con mas de 10° de pendiente a terrenos netamente de

proteccion (25°) (Lara et al., 2002).

2.2.1.3Clima

El clima se caracteriza por una alta precipitaciéon anual, con veranos muy cortos y secos e
inviernos humedos. En el sistema Koppen esta clasificado como clima oceanico costero, con
una suave influencia mediterranea. La temperatura anual promedio es de 11°C, la temperatura
minima promedio del mes mas helado (agosto) es de 5°C y la maxima promedio del mes mas

calido (febrero) es 20°C. El numero de heladas durante el afio varia entre 30 y 50. La
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pluviosidad es alta, anualmente precipitan 4000 a 5000 mm de lluvia. En invierno se producen
comunmente precipitaciones solidas sobre los 1000 m.s.n.m. Los vientos predominantes
varian de acuerdo a la estacion del afio. En invierno se presentan mayoritariamente vientos de
origen norte, mientras que para la época estival son vientos del sur y sudoeste (Lara et al.,

2002).

2.2.1.4 Formaciones vegetacionales

La superficie total corresponde a 2184 ha, donde el bosque adulto es el mas extenso con 1936
ha (89%), seguido por renoval con 154 ha (7%), matorral-pradera con 50 ha (2%) y plantacion
de nativas y exoticas con 24 ha (1%) y 21 ha (1%), respectivamente. El predio se encuentra
dominado principalmente por N. dombeyi-N. alpina-L. philippiana (83%) distribuido entre
bosque alterado y no alterado mientras que, los renovales del tipo forestal N. obliqua-N.
alpina-N. dombeyi y bosque degradado, ocupan una superficie de 222 ha representando el

10% de la superficie total, distribuidos en distintos subtipos (Lara et al., 2002).

2.2.1.5Flora

San Pablo de Tregua, mantiene una interesante muestra de comunidades vegetales a lo largo
de una gradiente altitudinal que abarca desde los 600 hasta los 1200 m.s.n.m. Un pequefio
sector (10%) fue intensamente alterado por usos anteriores, presentando en la actualidad
renovales pertenecientes al tipo forestal N. obliqua-N. alpina-N. dombeyi, representado
principalmente por renovales de rauli (N. alpina). Aparecen como especies acompafantes
roble (N. obligua), coigiie (N. dombeyi), tineo (W. trichosperma), tepa (L. philippiana), mafiio
hembra (Saxegothaea conspicua) y ulmo (Eucryphia cordifolia). Se observan pequefos
rodales de N. dombeyi puro que se establecieron en areas sujetas a alteracion reciente, como
incendios y deslizamientos de suelo. Este tipo de bosques se encuentran en la zona baja del
predio. Alrededor de un 83% de la superficie se encuentra dominado por bosques adultos del
tipo forestal N. dombeyi-N. alpina-L. philippiana, con bajos grados de alteracion. La extensa
superficie, cercana a las 2000 ha y la estabilidad ambiental de estos sectores permite que se
desarrolle la dinamica natural del bosque en ausencia de perturbaciones de origen

antropogénico (Lara et al., 2002).
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El sotobosque es muy pobre, aunque la estabilidad permite la presencia de una rica comunidad

de epifitas y trepadoras, destacando por su dominancia la canelilla (Hydrangea serratifolia), el

pipil voqui (Capsidium valdivianum), la botellita (Mitraria coccinea) y diversas especies de

quilineja (Luzuriaga radicans). Entre las especies arbustivas destaca la presencia de colihue

(Chusquea culeou) en sitios abiertos que impiden la regeneracion de los bosques. Los helechos

mas comunes son la palmilla (Blechnum blechnoides) y dentro de las herbaceas, el chuponsillo
(Greigea landbecki) (Lara et al., 2002).

2.2.2 Seleccion del sitio de estudio

Del predio San Pablo de Tregua se seleccionaron 3 sitios:

Bosque siempreverde (BS): comprende un 83% de la superficie total y corresponde a
un bosque natural adulto del tipo forestal N. obliqua-N. alpina-N. dombeyi dominado
por arboles que tienen una edad de mas de 200 afios. El 4rea basal de los fustes de la
vegetacion arborea madura es de 119 m® por ha, con una distribuciéon de 40 a 100
arboles por ha. El bosque con un bajo grado de perturbaciéon tiene un dosel casi
cerrado y dominado por N. dombeyi, L. philippiana, Podocarpus nubigena y S.
conspicua y aunque el sotobosque estd pobremente desarrollado tiene una rica
comunidad de trepadoras y epifitas.

Bosque deciduo (BM): comprende un pequefio sector del predio (10%)
correspondiente a un bosque deciduo secundario del tipo forestal N. obliqua-N. alpina-
N. dombeyi dominado por N. alpina, la cual representa sobre un 90% de los fustes de
arboles por ha. Algunas especies acompafiantes como N. obliqua, N. dombeyi, W.
trichosperma, L. philippiana, S. conspicua y E. cordifolia se encuentran en baja
cantidad. La edad estimada de los arboles es de 50 afos y el area basal de los fustes es
de 30 m” por ha con una distribucién de 500 a 1000 arboles por ha. El 4rea basal fue
evaluada después de practicar un manejo silvicola el afio 2002, correspondiente a un
raleo que disminuy6 en un 40% el area basal original de los fustes por ha.

Pradera (PR): dentro de la misma zona que abarca el ecosistema de bosque nativo se
encuentra una pequeia area de pradera antropogénica que presenta una alta diversidad

de gramineas y herbéceas.
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2.2.3 Muestreo de suelo y vegetales

El muestreo de suelo, plantas y raices se realizé en mayo 2003. La clasificacion taxondmica de
las plantas se hizo de acuerdo a Marticorena & Quezada (1985). En cada sitio estudiado, para
poder establecer presencia o ausencia de MA en las distintas especies de plantas vasculares, se
muestrearon raices finas de 3 o mas individuos de cada especie, a una profundidad de 15 a 30
cm, que se obtuvieron a una distancia de 1 m alrededor del fuste excavando hacia el exterior
tanto en arboles jovenes como adultos. Los arbustos y herbaceas se muestrearon a una
profundidad de 0 a 20 cm. En general, la recoleccion de las muestras de raices fue muy
dificultosa, especialmente en BS, debido a una abundante mezcla de distintos sistemas

radicales cerca de la superficie del suelo.

Desde cada area de bosque estudiado, se muestre6 suelo proveniente de 3 subparcelas con 5
puntos de muestreo, seleccionadas desde una parcela de 100 m”, con sus bordes intensamente
delimitados; en total, de cada parcela se extrajeron aleatoriamente 15 submuestras de suelo
con un barreno a 20 cm de profundidad. En las dreas boscosas se elimino la capa de hojarasca

previa al muestreo.

2.2.4 Analisis

2.2.4.1. Andlisis quimico de los suelos

Se realizaron algunos andlisis quimicos para determinar la fertilidad de los suelos de cada
area. Los indicadores quimicos utilizados fueron: a) pH, medido potenciométricamente con un
electrodo de vidrio en una suspension suelo:agua en relacion 1:2,5; b) P disponible, extraido
con una solucion de NaHCO; 0,5M a pH 8,5 (Olsen & Sommers, 1982); c) P total, realizado
segiin metodologia propuesta por Dick & Tabatabai (1977) y d) contenido de MO, analizada
por el método humedo de oxidacion con dicromato (Walkley & Black, 1934); Al
intercambiable y hierro (Fe) se analizaron por espectrofotometria de absorcién atdémica
(E.A.A.) previa extraccion con acido dietilentriaminopentacético (DTPA) a pH 7,3 (segun

metodologia descrita por Sadzawka et al., 2000).
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2.2.4.2 Andlisis de propagulos de HMA
Para estudios relacionados con los HMA, se evaluaron dos aspectos: colonizacion por HMA

en las raices de las plantas y esporas en el suelo.

2.2.4.2.1 Colonizacion por HMA
Se utiliz6 el método del intercepto de lineas (Tennant, 1975), donde trozos de raices de 1 cm
se tifieron con azul de tripan (Phillips & Hayman, 1970) y se observaron bajo un microscopio

con aumento de 50x, para evaluar la presencia o ausencia de estructuras fungicas (Figura 2.1).

Figura 2.1. Colonizaciéon por HMA en raices de_hospederos del predio San Pablo de Tregua, Centro Sur de
Chile.

2.2.4.2.2 Esporas de HMA

Las esporas se extrajeron desde el suelo mediante el método del tamizado humedo en
gradiente de sacarosa (Sieverding, 1991) para ser contadas en placas de Doncaster. Se
transfirieron a placas Petri, donde bajo microscopio se separaron por grupos semejantes; una
espora diferente de cada grupo se montd en un portaobjeto y se fijo con alcohol polivinilico-
acido lactico-glicerina (PVLG) (Koske & Tessier, 1983) y una segunda espora se fij6 en una
mezcla de PVLG y reactivo de Melzer (Brundrett et al., 1994). Finalmente, bajo un
microscopio de alta resolucion con aumento de 100x y 400x se observaron importantes
caracteristicas taxondmicas como color, didmetro, tipo y numero de paredes, morfologia y

union de la hifa de sustentacion (Schenck & Pérez, 1990).

24



2.2.4.2.3 ldentificacion de HMA mediante técnicas moleculares

Las técnicas moleculares son otra herramienta de identificaciéon de los HMA basada en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con capacidad de producir cantidades ilimitadas
de un fragmento de ADN particular, a partir de una unica copia del mismo y en una sola
reaccion que permite la caracterizacion a partir de pequefias cantidades de material inicial.
Mediante los cebadores universales NS31 y AM1 fue posible amplificar pequefias cantidades
de ADNr extraido de una espora de HMA. La determinacion de los productos de la PCR se
realizd mediante electroforesis en gel agarosa y el ADN se visualizé usando bromuro de etidio
(White et al., 1990) y finalmente, se observé mediante exposicion del gel a la luz UV (254
nm). Para la purificacion del fragmento de agarosa que contiene la banda de interés, se corto
con ayuda de un bisturi y se extrajo utilizando el sistema comercial “Concert Gel Extraction
Systems” (GIBCO). El ADN amplificado de las especies de HMA aisladas una vez purificado,

se utilizo para su secuenciacion.

2.2.5 Medidas de diversidad
Las comunidades de HMA fueron descritas por medio de varios indices: a) numero total de
esporas de HMA (por 100 g de suelo seco) y algunos indices ecoldgicos como el indice H’,

equidad y el indice D.

2.2.6 Analisis estadistico

Los resultados presentados corresponden a la media de cuatro repeticiones de datos sin
transformar, a los cuales se les realiz6 analisis ANOVA de una via y posterior prueba de rango
multiple de Duncan. Diferencias con P<0,05 se consideraron significativas. Ademads, se
realizaron algunas correlaciones de esporas con los parametros del suelo usando el programa

JMP 5.01.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Parametros quimicos

En la Tabla 2.2, se observa que los resultados de acidez de los suelos provenientes de PR y
BM no mostraron diferencias, mientras que los suelos BS fueron significativamente mas

acidos, disminuyendo el pH en alrededor de 0,8 unidades con respecto a PR. BM presento el
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mayor contenido de C; por el contrario, PR mostr6é porcentajes significativamente menores,
siguiendo los sitios estudiados la siguiente variacion: PR<BS<BM. Los niveles de P
disponible alcanzaron valores extremadamente bajos, especialmente en PR; asi, BS present6
mayor disponibilidad, siendo la diferencia entre ellos de aproximadamente 2,5 mg kg™'. Con
respecto a los contenidos de P total, PR tuvo mayores reservas de P, mientras que en las dos
areas boscosas las cantidades fueron significativamente menores, con la secuencia
BM<BS<PR. El Al intercambiable de los suelos no presentd diferencias significativas entre
los sitios estudiados, pero el contenido de Fe fue significativamente mayor en BS, con
aproximadamente un 85% de incremento sobre BM y con 175% sobre PR.

Tabla 2.2. Parametros quimicos de los suelos en los sitios de estudio en San Pablo de Tregua, Centro Sur de

Chile. Valores representan la media de 4 repeticiones, las que seguidas por la misma letra no presentan diferencias
significativas (P<0.05).

.. . Al extractable Fe P (mg kg™
Sitio de estudio pH COY emol(h ke')  (emol(+) ke™) Dispon(ibli £ T)otal
Bosque Siempreverde (BS) 4,56 b 12,7 ab 35,7a 0,36 a 6,11a 1763 b
Bosque Deciduo (BM) 540a 145a 41,8a 0,19b 3,64 b 1487 ¢
Pradera (PR) 5,37 a 8,9b 379a 0,13b 293b  2095a

2.3.2 Distribucion de las especies de plantas y colonizacion por HMA

La vegetacion de PR estaba conformada por 22 herbaceas pertenecientes a 20 familias, en la
mayoria de ellas las raices estuvieron colonizadas con MA, a excepcion de Juncus procerus y
Rumex acetosella. BS mostr6 mayor composicion botanica con 53 especies en comparacion
con las 22 de PR, presentando colonizacion principalmente las raices de las trepadoras y
herbaceas. En arboles del tipo Nothofagus no se encontrd colonizacion por HMA, debido a
que son colonizados por micorrizas del tipo ectotroficas (EM) (Palfner, 2001). En BM so6lo se
encontraron 11 especies vegetales, con una baja cantidad de especies arboreas, trepadoras y
herbaceas (Tabla 2.3). En algunas muestras de arboles y arbustos, no se observaron estructuras
fungicas internas de HMA por encontrarse las raices intensamente pigmentadas, a pesar de su

tratamiento previo de decoloracion con H,O, (Onguene & Kuyper, 2001).
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Tabla 2.3. Flora y colonizacién de raices por HMA en los sitios de estudio de San Pablo de Tregua, Centro Sur
de Chile. (BS: bosque siempreverde; BM: bosque deciduo PR: pradera; P: presencia; MA: micorriza arbuscular;
+: presencia; -: ausencia). ® La nomenclatura de plantas se basé en Marticorena & Quezada (1985).

Forma de

Sitio de estudio®

vida Nombre cientifico Familia BS BM PR

P MA P MA P MA

Arboérea Aextoxicom punctatum R. et P. Aextoxicaceae + + - - - -

Amomyrtus luma (Mol.) Legr. et Kause Myrtaceae + - - - - -

Amomyrtus meli (Phil.) Legr. et kausel Myrtaceae + - - - - -

Dasyphyllum diacanthoides (Less.) Cabr. Asteraceae + - - - - -

Drimys winteri J.R. et G. Forster Winteraceae + + - - - -

Embothrium coccineum J.R. et G. Forster Proteaceae + - - - -

Eucryphia cordifolia Cav. Eucryphiaceae + - + - R i

Gevuina avellana Mol. Proteaceae + - - - _ .

Laureliopsis philippiana (Looser) Schodde Monimiaceae + - + - - -

Lomatia dentata (R. et P.) R. Br. Proteaceae + - - - - -

Lomatia ferruginea (Cav.) R. Br. Proteaceae + - + - - -

Lomatia hirsuta (Lam.) Diels ex Macbr. Proteaceae + - - - - -

Luma apiculata (DC.) Burret Myrtaceae + + - - - _

Maytenus magellanica (Lam.) Hook. f. Celastraceae + + - - - -

Myrceugenia planipes (H. et A.) Berg Myrtaceae + 4+ - - - B

Nothofagus alpina (P. et E.) Oerst Fagaceae - - + - - -

Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst Fagaceae + - + - - -

Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst Fagaceae - - + - - _

Saxegothaea conspicua Lindl. Podocarpaceae + - + - - -

Weinmannia trichosperma Cav. Cunoniaceae + + + + - -

Arbustiva Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz Elaeocarpaceae + o+ - - -

Azara lanceolata Hook. f. Flacourtiaceae + - - - - -

Berberis buxifolia Lam. Berberidaceae + + - - - _

Berberis linearifolia Phil. Berberidaceae + + - - - _

Chusquea culeou Desv. Gramineae + + - - - _

Desfontainia spinosa R. et P. Desfontainiaceae + + - - - -

Drimys andina (Reiche) R.A. Rodr. et Quez. Winteraceae + o+ - - - -

Fuchsia magellanica Lam. Onagraceae + - - - - .

Gaultheria phyllireifolia (Pers.) Sleumer Ericaceae + - - - - -

Griselinia ruscifolia (Clos.) tabt Cornaceae + - - - - -

Myoschilos oblonga R. et P. Santalaceae + + - B, - _

Myrceugenia parvifolia (DC.) Kausel Myrtaceae + + - - - -

Ovidia pillo-pillo (Gay) Meisn. Thymeleaceae + + - - - -

Ribes magellanicum Poir. Saxifragaceae + + - - - _

Trepadora Asteranthera ovata (Cav.) Hanst. Gesneriaceae + + - - - -

y epifita Campsidium valdivianum (Phil.) Skottsb. Bignoniaceae + o+ - - - -

Fascicularia bicolor (N. et Z.) Bromeliaceae + - - - - -

Hydrangea integerrima Hydrangeaceae + + - B, - B,

Hydrangea serratifolia (H. et A.) F. Phil. Hydrangeaceae + + - - - -

Luzuriaga radicans (R. et P.) Philesiaceae + + - - - -

Mitraria coccinea Cav. Gesneriaceae + + - - - _

Helecho Asplenium dareoides A.N. Desv. Aspleniaceae + - + - - -

Blechnum hastatum Kaulf. Blechnaceae + + - - - _

Blechnum blechnoides (Keyserl.) Blechnaceae + o+ o+ 4+ - -

Blechnum chilense (Kaulf.) Mett. Blechnaceae + + - -

Hymenophyllum pectinatum Cav. Hymenophyllaceae  + - - - - -

Hymenophyllum sp. Hymenophyllaceae  + - - - - -

Hypolepis poeppigii (Kunze) R.A. Rodr. Dennstaedtiaceae + - - - - -

Lophosoria quadripinnata J.F. Gmel.) C. Chr. Lophosoriaceae + - - - - -

Herbacea Acaena ovalifolia R. et P. Rosaceae - - - - + +

Achillea millefolium L. Asteraceae - - - i + +

Agrostis capillaris L. Poaceae - - - i, + +

Dichondra sericea Sw. Convolvulaceae - - - - + +

Dysopsis glechomoides (Rich.) Muell. Arg Euphorbiaceae + o+ - - - -
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Tabla 2..3 (Continuacion)

Sitio de estudio®

FO:};&: de Nombre cientifico Familia BS BM PR

P MA P MA P MA

Herbacea Fragaria chiloensis (L.) Duch. Rosaceae - - - - + +

Greigea landbeckii (Lechlerex Phil.) Phil. Ex F. Phil. Bromeliaceae + - + - - -

Holcus lanatus L. Poaceae - - - - T +

Hypericum perforatum L. Clusiaceae - - - - T +

Hypochaeris radicata L. Asteraceae - - - i + +

Juncus procerus E. Meyer Juncaceae - - - - + R

Loasa sclareifolia Juss. Loasaceae + - - - - _

Lotus uliginosus Schkuhr. Fabaceae - - - i, + +

Medicago sp. Fabaceae - - - - + +

Mentha blanca Labiatae - - - _ + +

Mentha piperita L. Labiatae - - - - + +

Nertera granadensis (Mutis ex R.f) Druce Rubiaceae + o+ - - - -

Osmorrhisa chilensis H. et A. Apiaceae I S

Plantago lanceolata L. Plantaginaceae - - - - + +

Poa annua L. Poaceae - - - R + +

Prunella vulgaris L. Lamiaceae - - - i, + +

Ranunculus minutiflorus Bert. Ex Phil. Ranunculaceae - - - - + +

Rumex acetosella L. Polygonaceae - - - - + _

Senecio vulgaris L. Asteraceae - - - - T +

Solanum sp. Solanaceae + + - - - _

Taraxacum officinale Weber Asteraceae - - - - + +

Trifolium pratense L. Fabaceae - - - i + +

Trifolium repens L. Fabaceae - - - i, + +

Total 53 41 11 6 22 20

La estabilidad de BS favorece la presencia de comunidades vegetales con alto grado de
madurez como L. philippiana, S. conspicua y Dasyphyllum. diacanthoides. Especies
intolerantes del tipo N. dombeyi se encuentran presentes como individuos emergentes de gran
tamafio en el dosel. De las 18 especies arboreas un 30% estuvo asociado con MA y del 70%
restante no se puede asegurar que todas formen asociaciones ectomicorrizicas, ya que no

fueron investigadas.

El sotobosque no es denso, pero la estabilidad del ecosistema permite la presencia de una rica
comunidad de 14 especies de helechos, de los cuales 10 estuvieron colonizados por HMA.
Algunos arbustos como Azara lanceolata, Fuchsia magellanica y Griselinia ruscifolia no
presentaron MA. Las 6 trepadoras presentaron MA, de ellas solamente la epifita Fascicularia
bicolor no presentd colonizacion. De los 8 helechos los 3 Blechnum spp. estuvieron
micorrizados con MA y de las 6 especies herbaceas 4 presentaron colonizaciéon por MA (Tabla

2.3).
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BM corresponde a un bosque adulto manejado con renovales de N. obliqua-N. alpina (EM),
con bajo porcentaje de especies acompanantes del tipo E. cordifolia, L. philippiana, Lomatia
ferruginea, W. trichosperma y N. dombeyi, de ellas s6lo W. trichosperma presentd6 MA. El
sotobosque tiene ausencia casi completa de vegetacion, con presencia de algunas herbaceas

del tipo G. landbecki (Tabla 2.3).

2.3.3 Especies de HMA Yy su distribucion en los ecosistemas
En total se identificaron 39 especies de HMA (Tabla 2.4) siguiendo los criterios morfologicos
entregados por Schenck & Perez (1990) y por la Coleccion Internacional de Cultivo de HMA

(INVAM). Treinta especies fueron identificadas de acuerdo a las descripciones de la literatura.

En BS, la mayoria de las especies de HMA aisladas se identificaron dentro de las familias
Acaulosporaceae (con 7 Acaulospora y 2 Entrophospora) y Glomeraceae (con 6 especies).
Por el contrario, en PR 13 especies pertenecieron a la familia Acaulosporaceae (12
Acaulospora y una Entrophospora), mientras que 6 especies se identificaron como
Glomeraceae. Finalmente, en BM, las familias mas abundantes fueron Acaulosporaceae (4

Acaulospora y 2 Entrophospora) y Glomeraceae (5 especies de Glomus) (Tabla 2.4).

En PR se encontrd el mayor numero de especies de HMA (29), seguido por BS (20), mientras
que BM present6 una baja cantidad de morfotipos con so6lo 14 especies. En las tres areas
estudiadas se aislaron 4 Archaeospora spp., 13 Acaulospora spp., 1 Diversispora sp., 3
Entrophospora spp., 10 Glomus spp., 3 Pacispora spp., 1 Paraglomus sp. y 4 Scutellospora

spp. (Tabla 2.4); mientras que, no se observo presencia de Gigaspora (Figuras 2.2 y 2.3).
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Tabla 2.4. Especies Glomeromycota aisladas desde los sitios de estudio en San Pablo de Tregua, Centro Sur de
Chile. (BS: bosque siempreverde; BM: bosque deciduo; PR: pradera). La nomenclatura de HMA del estudio se

baso en: Schenck & Perez (1990) y Schiissler (2004).

Género Especie

Sitio de estudio

BS BM PR

Archaeospora Archaeospora leptoticha (N.C. Schenck & G.S. Sm.) J.B. Morton & D.
Redecker
Achaeospora.trappei (R.N. Ames&Linderman) J.B. Morton & D.
Redecker emend Spain
Archaeospora sp. morfotipo A
Archaeospora sp. morfotipo B
Acaulospora Acaulospora cavernata Blaszk.
Acaulospora colossica P.A. Schultz, Bever & J.B. Morton
Acaulospora dilatata J.B. Morton
Acaulospora koskei Blaszk.
Acaulospora laevis Gerd.&Trappe
Acaulospora longula Spain & N.C.Schenck
Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck
Acaulospora paulinae Blaszk.
Acaulospora scrobiculata Trappe
Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe
Acaulospora thomii Blaszk.
Acaulospora sp. morfotipo A
Acaulospora sp. morfotipo B
Entrophospora Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & R.W. Schneid.
Entrophospora schenckii Sieverd. & S. Toro
Entrophospora sp. A
Scutellospora Scutellospora calospora (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & F.E.
Sanders
Scutellospora weresubiae Koske & C. Walker
Scutellospora sp. morfotipo A
Scutellospora sp. morfotipo B
Pacispora Pacispora dominikii (Blaszk.) Oehl & Sieverd.
Pacispora sp. morfotipo A
Pacispora sp. morfotipo B
Glomus Glomus brohultii Herrera, Ferrer & Sieverd.
Glomus claroideum N.C.
Schenck & G.S. Sm. emend C. Walker & Vestberg
Glomus diaphanum J. B. Morton & C. Walker
Glomus etunicatum W.N Becker & Gerd.
Glomus fasciculatum (Thaxt.) Gerd. & Trappe emend. C. Walker & Koske
Glomus geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker
Glomus invermaium L.R. Hall
Glomus laccatum Blaszk.
Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul.
Glomus rubiforme (Gerd. & Trappe) R.T. Almeida & N.C. Schenck
Diversispora Diversispora spurca (C.M. Pfeiff., C. Walker & Bloss) C. Walker & A.
Schiissler
Paraglomus Paraglomus occultum (C. Walker) J.B. Morton & D. Redecker
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Figura 2.2. Especies de HMA pertenecientes al orden Diversisporales aisladas desde los sitios de estudio en San
Pablo de Tregua, Centro Sur de Chile.
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Figura 2.3. Especies de HMA pertenecientes a los o6rdenes Archacosporales, Glomerales y Paraglomerales
aisladas desde los sitios de estudio en San Pablo de Tregua, Centro Sur de Chile.

Nueve especies no pudieron ser clasificadas a nivel de especie; debido a que sus caracteristicas
no correspondieron a las descritas, se consideraron como potenciales especies nuevas y se
requiere de mayor investigacion para su identificacion. Se nombraron como Acaulospora spp.
morfotipos A y B, Archaeospora spp. morfotipos A y B, Entrophospora sp. morfotipo A,
Pacispora spp. morfotipos A y B, Scutellospora spp. morfotipos A y B. Una breve descripcion
de estas nueve especies desconocidas se da en la Tabla 2.5, de acuerdo a caracteristicas como

color, forma y tamafio de la espora, ademas de considerar el color, tamafio y tipo de pared
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estructural y germinativa; en el caso de Scutellospora se entregan antecedentes del tamafio y

de la pared de la célula esporogena y del escudo germinal.

Tabla 2.5. Caracteristicas morfologicas de las esporas no identificadas de especies HMA en los sitios de estudio
en San Pablo de Tregua, Centro Sur de Chile.

Especie

Descripcion de las esporas

Acaulospora sp. A

Acaulospora sp. B

Archaeospora sp. A

Archaeospora sp. B

Entrophospora sp. A

Pacispora sp. A

Pacispora sp. B

Scutellospora sp. A

Scutellospora sp. B

Esporas amarillas, globosas a subglobosas, de 75-85 um de diametro, con una pared
externa amarilla de 2-2,5 pm de espesor, ornamentada con cavidades. Las paredes
germinales tienen 0,5-3 pm de espesor en total.

Esporas amarillas a café brillantes, globosas, de 100-125 um de didmetro, con una
pared externa amarilla de 2-2,5 pm de espesor ornamentada con cavidades de 1-2 pum
de profundidad 2-5 pm de ancho.

Esporas subhialinas a amarillentas opacas, globosas a subglobosas, de 100-120 x 150-
160 um de diametro, con una pared externa de 1-3 pm de espesor ornamentada con un
reticulo pentagonal a hexagonal, con aberturas de 5-10 x 10-20 a 27-37 x 25-50 um de
ancho, y con canales de aproximadamente 2-3 um de ancho y 2-3 um de alto; con una
pared germinal de 3 capas de 1-2,5 pm de espesor.

Esporas blancas opacas, globosas, de 130-180 um de diametro, con una pared externa
de 5 um de espesor, ornamentada con pequeilas y delgadas espinas. La pared germinal
estd ornamentada con una estructura dentada (con perforaciones) de 3-6 um de
espesor.

Esporas subhialinas a pardo amarillentas, globosas a subglobosas, de 125-150 um de
diametro, con un peridio de 3-8 um de espesor, una pared externa de 1-2 pm de
espesor y una pared germinal de 2 um de espesor.

Esporas amarillo brillante a amarillo anaranjada, globosas a subglobosas, de 100-125
um de didmetro con una delgada pared externa de 3 capas y una interna de 3 capas. La
capa externa ornamentada con afiladas verrugas de 5-10 pm de ancho en la base, y 7,5
pm de alto, formadas a una distancia de 5-7 pum una de la otra.

Esporas amarillas a amarillo-anaranjadas, subglobosas semejantes a gotas, de 87-105 x
125-150 pum de didmetro con una pared externa de 3 capas y una interna de 3 capas. La
pared externa es hialina a blanca, de 4-5 pm de espesor en total. La pared interna es
amarilla brillante con una ornamentacion reticulada sobre la capa externa, las aberturas
de los reticulos tienen 5-7,5 um de ancho y 2,5 um de profundidad.

Esporas amarillas a amarillo oro oscuro, globosas a subglobosas, con 250-350 pm a
200-275 x 210-325 pm de didmetro. La pared externa es lisa con 3 capas de 7-10 pm
de espesor y la pared interna con 4 capas de 2-3 pum de espesor. El escudo de
germinacion es de 40-50 x 100-125 um de ancho. La célula espordgena es de 30-40 x
37-40 pm de diametro.

Esporas subhialinas a amarillas opacas, oblongas, rara vez globosas a subglobosas, de
100-175 x 190-330 um en diametro. La pared externa de superficie lisa con dos capas
laminadas amarillo brillante a amarillo oscura, cada una de las capas laminadas de 2,5
um de espesor. Las paredes germinales con varias subcapas. El escudo germinal de 25-
40 x 100-125 pm de didmetro. Células esporogenas de 25-35 x 30-40 um de didmetro.
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La diferenciacion de las esporas de cada especie HMA bajo un estereomicroscopio de baja
resolucion es dificultosa, ya que algunas especies tienen esporas morfolégicamente muy
similares. Por lo tanto, se agruparon todas las esporas de cada uno de los géneros y se compard
su ocurrencia relativa en los 3 ecosistemas (Figura 2.4). Mientras en BS el numero de
Acaulospora y Glomus correspondio6 a alrededor de un tercio del nimero total de esporas, en
BM el numero relativo de Acaulospora disminuy6 aumentando en PR. Al contrario, Glomus
aumentd en BM y en PR disminuy6. El nimero relativo de los otros géneros fue
aproximadamente el mismo, con un 30 a 40% en todos los ecosistemas. Sin embargo, en BM
se encontré una mayor proporcion de Entrophospora que en PR, mientras algunos géneros

como Scutellospora y Paraglomus solo se detectaron en este ultimo.
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Figura 2.4. Porcentaje de esporas de cada género en los sitios de estudio en San Pablo de Tregua, Centro Sur de
Chile (PR: pradera; BS: bosque siempreverde; BM: bosque deciduo; Sc: Scutellospora; Pr: Paraglomus; Pa:
Pacispora; Gl: Glomus; En: Entrophospora; Ar: Archaeospora; Ac: Acaulospora; Di: Diversispora).

De acuerdo con Oehl et al. (2003, 2004) algunas especies de HMA parecen ser “generalistas”
porque se detectaron en los 3 sitios estudiados. De las 39 especies, 4 se pudieron clasificar
como generalistas: A. mellea, Acaulospora sp. morfotipo A, G. etunicatum y G. macrocarpum.
Otros morfotipos parecen ser “altamente especializados” ya que s6lo se los encontrd en uno de
los sitios. Asi, BS presentd 3 especies altamente especializadas A. spinosa, G. invermaium y
Pacispora sp. morfotipo A. En BM también se encontraron 3 especies: Archaeospora
leptoticha, Entrophospora sp. morfotipo A y G. fasciculatum. Mientras que, en PR donde la

mayoria de las herbaceas estaban micorrizadas, se clasificaron 9 especies como altamente
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especializadas: ademas de Paraglomus occultum y las 4 Scutellospora spp., G. brohultii, G.

diaphanum y G. laccatum. (Tabla 2.6).

Tabla 2.6. Esquema de distribucion de HMA en los sitios de estudio en San Pablo de Tregua, Centro Sur de
Chile (Oehl et al. 2003),

PR BS BM

Especie “Alta . “Alta . “Alta .
S ., ., “Generalista” S ., ., “Generalista” S ., ., “Generalista”
especializacion especializacion especializacion

A. spinosa - - - -
A. mellea - + - + - +
Acaulospora. sp. A - + + - +
Ar leptoticha - - - - + -
Entrophospora sp. A - +
. brohulti +
. diaphanum + - - - - -
. laccatum +
. invermaium - - + - - -
. fasciculatum -
. etunicatum -
. macrocarpum -
P. dominikii +
Pacispora sp. A -
Paraglomus occulturn +
S. calospora +
S. weresubiae + - - - - -

+

+

9

OOOOOOO

Scutellospora sp. A
Scutellospora sp. B
Total

Entre las areas estudiadas, el nimero de esporas present6 diferencias significativas entre ellas
(Tabla 2.7) con la mayor cantidad de esporas encontradas en BS, con un incremento de 7
veces sobre BM y de 3 veces sobre PR. En PR los valores de los indices de diversidad fueron
para H’=2,19 y D=0,15 indicando gran diversidad de HMA (Tabla 2.7); no asi en los

ecosistemas boscosos donde la dominancia fue mayor con un D que fluctuo entre 0,24 y 0,29.

Tabla 2.7. Numero de esporas e indices de diversidad de HMA en los sitios de estudio en San Pablo de Tregua,
Centro Sur de Chile. Valores representan la media de 4 repeticiones, las que seguidas por la misma letra no
presentan diferencias significativas, P<0.05.

.. . N° esporas (por Indice Shanon- . . Indice
Sitio de estudio 100 g de suelo) Wiener (H) Riqueza Equidad Simpson (D)
Pradera (PR) 1001 b 2,19 a 21 0.72 0.15
Bosque Siempreverde (BS) 3164 a 1,82 b 19 0.62 0.29
Bosque Deciduo (BM) 456 ¢ 1,81 b 13 0.70 0.24

Por otra parte, mediante los cebadores universales NS31 y AMI fue posible amplificar

pequefias cantidades de ADNr extraido de una espora de HMA. El ADN amplificado y
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purificado, utilizado para su secuenciacion dio como resultado la identificacion de S.

calospora (Anexo 2.1).

2.3.4 Relaciones entre nimero de esporas y parametros del suelo

En el Tabla 2.8, se muestran las regresiones que explican el nimero de esporas en relacién con
algunos parametros quimicos del suelo; asi, se encontré que tanto el pH (R=0,92) como el P
disponible (R = 0,71) son pardmetros que explican en un alto porcentaje el nimero de esporas,

a diferencia de la MO (R=0,27) y el P total (R=0,12).

Tabla 2.8. Ecuacion de regresion entre densidad de esporas de HMA (Y) con parametros quimicos del suelo (X)
en los sitios de estudio en San Pablo de Tregua, Centro Sur de Chile (R = coeficiente de regresion; n = nimero de
observaciones. *Significancia P<0.05)

Y X Regresion lineal R? n
Numero de esporas pH Y=17449.1-3113.68X 0.92* 15
Numero de esporas C Y=26.91+73.0X 0.27 15
Numero de esporas P-disponible Y=-14.29+702.01X 0.71* 15
Numero de esporas P-total Y=462.25+0.60X 0.12 15

2.4  DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el ecosistema lluvioso no alterado de la region
valdiviana presenta una muy alta diversidad de plantas que incluyen especies arboreas,
arbustivas, trepadoras y helechos las que no difieren mayormente en cantidad y diversidad de
otros ecosistemas de bosques lluviosos de Sudamérica, Tasmania o Nueva Zelandia (Hueck,
1978). PR también tuvo una comunidad de plantas diversa, presentando menor nimero de
especies que otras praderas templadas de Europa y Norteamérica, en donde se han realizado
estudios similares sobre niveles de micorrizas (Read & Haselwandter, 1981; Miller, 1987; van
der Heijden & Sanders, 2002). Sin embargo, la diferencia de los ecosistemas chilenos en
comparacion a otros ecosistemas de bosque y pradera se deberia principalmente a la

composicion de especies arboreas y del sotobosque.

Los dos ecosistemas boscosos difieren en la diversidad de plantas y en la composicion de las
comunidades de hospederos AM (Tabla 2.3) teniendo el bosque manejado silviculturalmente
un numero inferior de especies de plantas micotréficas y no micotréficas. BS tuvo un 77% de
plantas MA con respecto al total, mientras que en PR la proporcion fue de un 91%. Sin

embargo, en BS casi el 25% de las especies arboreas como A. luma, Amomyrtus meli, D.

36



diacanthoides, E. cordifolia y L. philippiana que no fueron colonizadas por HMA, en otros
ecosistemas han sido informadas que presentaron MA (Carrillo et al., 1992; Godoy et al.,
1994; Cifuentes, 1995), lo que no podria excluir que algunas formen EM; asi como, miembros
de la familia Myrtaceae que forman MA y EM (Moyersoen et al., 2001). Algunas especies
forestales posiblemente tengan ciertas etapas sucesionales de formacion de MA y EM o que
facultativamente no formen micorrizas, dependiendo del ecosistema o de las condiciones
edaficas (St. John & Uhl, 1983; Smith & Read, 1997) como por ejemplo, Eucalyptus spp. (dos
Santos et al., 2001).

El dosel de BS estaba dominado por Fagaceas que presentan ectomicorrizas, mientras en el
sotobosque sobrevivieron especies de plantas AM. Lo anterior concuerda con Torti et al.
(1997) y Torti & Coley (1999) quienes puntualizaron que en bosques tropicales la capacidad
de los arboles asociados con ectomicorrizas no es necesariamente para una monodominancia
ya que especies de arboles AM son codominantes en el dosel o componentes importantes de la
vegetacion del sotobosque. Una posible explicacion para la coexistencia de ectomicorrizas y
MA es que ocupan nichos del suelo diferentes (Moyersoen et al., 2001). Ademas, Lovelook &
Miller (2002) encontraron que el potencial de inoculo de HMA puede ser mayor en situaciones
cuando arboles con ectomicorrizas dominan el ecosistema boscoso. Por otra parte, es posible
que en el sotobosque especies de plantas MA sobrevivan la competencia con plantas
ectomicorrizicas, debido a que las raices de las plantas micorrizadas arbuscularmente pueden
conectarse mediante redes fingicas y asi, los carbohidratos podrian ser transportados a plantas

con desventajas fotosintéticas (Simard et al., 2002; Leake et al., 2004).

En BM la alteracién antropogénica que suftioé el héabitat producto de practicas de manejo
realizadas con anterioridad como fue el raleo, que provoca la abertura del dosel y aumenta la
disponibilidad de luz, podria haber incrementado el nimero de especies herbaceas, las que
frecuentemente presentan MA, como ocurrié en PR (Tabla 2.3); sin embargo, se produjo una
disminucién notable en el nimero total de especies vegetales. Por otra parte, la abertura del
dosel superior produce disminuciéon de humedad y probablemente debido a la fisiologia
particular que presentan los helechos de alta sensibilidad a la luz, pudieron ser facilmente

desplazados por vegetacion mas agresiva causando su disminucion (Cronquist, 1981). Por otro
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lado, no se puede responder la interrogante si el tiempo entre la practica de manejo y el
muestreo fue corto para la regeneracion y establecimiento de una nueva comunidad de plantas
micorrizables o si la sombra provocada por el cierre del dosel durante la fase
fotosintéticamente activa fue la razon para que no se estableciera el sotobosque. La
concentracion de esporas HMA (Tabla 2.7) que sirve como indicador del potencial de
colonizacién micorrizica (Sieverding, 1991), en BM fue significativamente menor que en los
otros ecosistemas, sefialando que este indculo estaba demasiado bajo para el reestablecimiento

de una nueva comunidad de plantas MA (van der Heijden, 2002).

En el area de estudio se encontraron en total 39 especies de HMA, de las cuales un 23% no
han sido previamente descritas. Este numero de especies desconocidas no es
sorprendentemente grande dado que esta fue la primera prospeccion de especies HMA en el
sur de Chile y que actualmente han sido descritas alrededor de 170 especies a través del
mundo en el phylum Glomeromycota (ver: www.invam.caf.wvu.edu). El nimero de nuevas
especies es similar al informado por Oehl et al. (2003), en 8 agroecosistemas de Europa
central, donde detectaron un 20% de especies no descritas de un total de 45. En PR predomin6
el género Acaulospora, en contraste con praderas europeas en donde la mayoria de las
comunidades HMA estuvieron representadas por Glomus spp. (Blaszkowski, 1993; Ochl et al.,
2005). De manera similar a los agroecosistemas europeos con monocultivo (Oehl et al., 2003)
la proporcion de Glomus spp. incrementd en BM. También aumenté en BM la proporcion de
Entrophospora spp.; existe un estudio de Johnson & Wedin (1997) mostrando que
Entrophospora spp. solamente se encontr6 en un ecosistema de bosque nativo tropical y no en

pradera.

Solamente 4 de las 39 especies HMA se encontraron en los 3 ecosistemas pudiendo sobrevivir
y formar esporas bajo condiciones muy diversas, considerandose como especies
ecologicamente “generalistas”. En estudios realizados en praderas de Europa por Oehl et al.
(2004), Glomus etunicatum y G. macrocarpum también fueron considerados “generalistas”.
Las otras dos especies pertenecieron al género Acaulospora y se encuentran frecuentemente en
suelos tropicales acidos (Sieverding, 1989). Se denominé “especialista” a la especie observada

en uno de los 3 ecosistemas y su nimero fue relativamente alto (15). En este estudio, resulta
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interesante que Scutellospora se encontré solamente en PR; este género también ha sido
informado en suelos acidos de praderas de Colombia y Venezuela (Sieverding & Toro, 2000;
Herrera-Pedraza et al., 2001). Asi, se puede asumir que Scutellospora spp. prefiere vegetacion
abierta, no sombria. Aquellas especies HMA no categorizadas como generalistas o
especialistas se encontraron en al menos 2 de los 3 ecosistemas estudiados (Tabla 2.4).
Acaulospora spp. prefiere una comunidad de especies de plantas mas diversas como el
ecosistema BS o PR. Es desconocido todavia qué funcion juegan en cada ecosistema las
diferentes especies de HMA. Es probable que una alta diversidad de especies de HMA sea mas
benéfica para una comunidad de plantas que para un bajo numero (van der Heijden et al.,
1998). Sin embargo, una poblacion de hongos diversa es muy util para el establecimiento de
nuevas plantulas de sotobosque (Landim, 2003), las cuales pueden frecuentemente sdlo
sobrevivir a través del transporte de C via red micorrizica entre sus raices y aquellas de otras

plantas adultas (Leake et al., 2004).

Bajo las condiciones de humedad en que se encontraba el area de estudio durante la época del
muestreo, muchos tipos de HMA pudieron no esporular o presentar un nimero reducido de
esporas y por tanto, pudieron alterar los célculos de los indices de diversidad. Probablemente,
algunos tipos de HMA estan mejor adaptados a condiciones especificas que cambian con la
sucesion o intervencion del bosque, producido por los cambios que ocurren en el suelo. Asi,
Johnson et al. (1991) encontraron que Acaulospora correlaciona inversamente con el pH.
También, Johnson & Wedin (1997) encontraron que 2-5 especies de Acaulospora
correlacionaron negativamente con el pH, mientras que 5 a 9 especies de Glomus presentaron
una estrecha relacion con el contenido de C. De estos estudios se puede concluir que el uso del
suelo y las caracteristicas edafoclimaticas producen efectos sustanciales sobre la diversidad de

las comunidades de HMA.

El indice H’ fluctu6 entre 1,81 y 2,19, valores similares a los encontrados por Blaszowski
(1993) en Polonia, para suelos agricolas que también estuvieron en el rango de 1,8 y 2,2; pero,
fueron superiores a los de Franke-Snyder et al., (2001) en suelos organicos de USA. Si el
aumento en la diversidad de las plantas es reflejo de un incremento en la diversidad de HMA,

es materia que requiere de mayor investigacion, debido a que actualmente no existe suficiente
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informacion sobre los mecanismos que regulan y mantienen la biodiversidad de plantas;
recientemente se ha informado que la diversidad de HMA es un factor preponderante para el
funcionamiento de un ecosistema incluyendo su productividad (Van der Heidjen et al., 1998;

2003).

2.5 CONCLUSIONES

De este estudio se puede concluir que en BS Acaulospora spinosa, Glomus invermaium y
Pacispora sp. A, mostraron habilidad para esporular a bajo pH, lo que hace suponer que estos
hongos podrian sobrevivir en suelos acidos donde la toxicidad por Al es un problema
frecuente. En consecuencia, podrian ser morfotipos que servirian para aminorar los efectos de

elevados contenidos de Al en los suelos.

La diversidad de especies HMA en cada ecosistema, estuvo muy influenciada por el nimero
de especies de plantas MA, pero no, por las propiedades quimicas del suelo. Ademas, las
practicas de manejo silvicola como el raleo, afectaron negativamente la diversidad de especies

vegetales MA y especies de HMA.

Una manera de mantener una alta diversidad de especies de plantas asociadas con una
comunidad de plantas MA es mediante la conservacion de este ecosistema de bosque lluvioso
valdiviano. Praderas con una amplia comunidad de especies de plantas parecen ser una buena
alternativa para los bosques lluviosos siempreverdes conservando una alta biodiversidad de
HMA, pero a expensas de la diversidad de vegetacion del bosque. El bosque secundario
deciduo con una casi monoespecifica cubierta de N. alpina parece ser econdmicamente
atractivo a primera vista, pero resulta en un ecosistema ecoldgicamente degradado de baja

biodiversidad.
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Anexo 2.1. Secuenciacion de Scutellospora calospora

Scutellospora calospora
TATCAAGCCGTCCAATAGGCGTTATATGTAAAGaTTGCTTGCAGCTTAAAAAGCTCGCTACTT
GNAAtTTCGGGGCTTCTTCCgcTTGGTCAGGCTAACAAGICTGTACTAgCGtGTaGAATCTCTACC
TTCTGGGGAACCATCaTGTTATTAaTTTAGCGTGGTGGGAAACCAGGACCTTTACCTTGAAAA
AATTAGAGTGTTCAAAGCAgGCTTACGTCTGAATACATTAgCATGGAATAAtAAAATAGGACG
GtGGTCCTGTTTTGTTGGITTCTGAATCACCGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAG
aATTCaATTGTCAgAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTAACTICTGCZAAAGCATTTGCC
AAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAaGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGT
AGTCTTAACCATAAACTATGCCgACTAGGGATCGGACGATGTTAAATTTTATTGACTCGITCGG
CGCCTTACGGGAAACCAAAGTGTTTGGETTCCGGGGGGAGTaTGGTCGCAaGGCTGAAACTTA
AAGGAATTGACGGAGGGGCACCACCaGGGGTGGAgCCTGCGGCTTAATTTGACTCACaaCGGG
A

Scutellospora calospora
partial 18S rRNA gene, clone pWD162-1-5 Length = 1760 Score = 1047 bits
(528), Expect = 0.0 Identities = 540/544 (99%) Strand = Plus / Plus
Query: 86 ttggtcaggctaacaagtctgtactagegtgtagaatetctaccttctggggaaccatea 145
(U Tinsyet: 639
ttggtcaggctaacaagtetgtactagegtgtagaatecctaccttetggggaaccatca 698
Query: 146 tgttattaatttagcgtggtgggaaaccaggacctttaccttgaaaaaattagagtgtte 205
(s biet: 699
tgttattaatttagcgtggteggaaaccaggacctttaccttgaaaaaattagagtgttc 758
Query: 206 aaagcaggcttacgtctgaatacattagcatggaataataaaataggacggtggtectgt 265
(U Sbiet: 759
aaagcaggcttacgtctgaatacattagcatggaataataaaataggacggtggtectgt 818
Query: 266 tttgttggtttctgaatcaccgtaatgattaatagggatagttgggggcattagaattca 325
(U rSbyet: 819
tttgttggtttctgaatcaccgtaatgattaatagggatagttgggggcattagtattca 878
Query: 326 attgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaacttctgecgaaageatttgeca 385
(U Sbiet: 879
attgtcagaggtgaaattcttggatttattgaagactaacttctgcgaaagcatttgeca 938
Query: 386 aggatgttttcattaatcaagaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcg 445
(s biet: 939
aggatgttttcattaatcaagaacgaaagttaggggatcgaagacgatcagataccgtcg 998
Query: 446 tagtcttaaccataaactatgccgactagggatcggacgatgttaaattttattgactcg 505
(U Sbiet: 999
tagtcttaaccataaactatgccgactagggatcggacgatgttaaattttattgactcg 1058
Query: 506 ttcggcgcecttacgggaaaccaaagtgtitgggttccggggggagtatggtcgcaagget 565
(U Wi Syet: 1059
ttcggegecttacgggaaaccaaagtgtttgggttccggggggggtatggtcgeaagget 1118
Query: 566 gaaacttaaaggaattgacggaggggcaccaccaggggtggagectgeggcttaatttga 625

(NN Wi seyet: 1019
gaaacttaaaggaattgacggaagggcaccaccaggggtggagectgeggcttaatttga 1178 Query: 626
ctca 629 |l[ISbjct: 1179 ctca 1182
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CAPITULO 3

EFECTO TEMPRANO DEL MANEJO Y ROTACION DE CULTIVOS
SOBRE LOS PROPAGULOS DE HONGOS MICORRIZICOS
ARBUSCULARES EN UN ULTISOL DEL CENTRO SUR DE CHILE

46



RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la temprana influencia que tiene la labranza
convencional (LC) y cero labranza (CL) sobre los propagulos de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA). El estudio se realizé en un Ultisol de la IX Regiéon con una rotacion
corta trigo (Triticum aestivum L.)-avena (Avena sativa L.)-trigo (T. aestivum) y trigo (T.
aestivum)-lupino (Lupinus albus L.)-trigo (T. aestivum) desde el segundo al cuarto afio de

establecido el ensayo.

Se evaluaron parametros fingicos como longitud de micelio, colonizaciéon de raices, nimero
de esporas y algunas propiedades del suelo para explicar su influencia sobre los propagulos
HMA. Los suelos se muestreaeron a comienzos de otofio (barbecho) y primavera (floracion).
En el tercer afio, se encontraron diferencias significativas entre CL y LC, las que
desaparecieron con el tiempo; mientras que, con ambos sistemas de labranza, no se

encontraron diferencias en el micelio activo.

La colonizacién por HMA de las raices al igual que las esporas fue siempre mayor en CL que

en LC, pero siempre fue menor con L. albus

en la rotacion T. aestivum-A. sativa-T. aestivum; mientras que, en la rotacion con L. albus no

hubo diferencias significativas con el sistema de labranza

En LC, cuando en la rotacion se incluyo L. albus se obtuvo la menor longitud de hifas, junto
con una menor densidad de hifas activas. El nimero de esporas en el perfil de suelo alcanzo
los mas altos valores con la rotacion T. aestivum-A. sativa-T. aestivum, siendo
significativamente menor en presencia de L. albus; entre los 0-5 cm fue mayor con LC, efecto
que se invirtié en profundidad (0-10 cm y 10-20 cm) donde la CL presentd el mayor niimero
de esporas. El tratamiento con L. albus produjo un descenso dramatico de las poblaciones
fingicas, acompafiado de un aumento en la actividad fosfatdsica, mecanismos que actiian
sinérgicamente en el ciclado y aprovechamiento del P. En ambos agroecosistemas, se
observaron 22 especies HMA en total, incluyendo 8 Glomus spp., 6 Acaulospora spp., 4
Scutellospora spp., una Archaeospora sp., una Diversispora sp., una Entrophospora sp. y una
Pacispora sp. El mayor nimero de esporas del género Acaulospora spp. se encontré con T.

aestivum en LC, mientras que fueron mas abundantes las del género Scutellospora spp. bajo
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CL. De todos los parametros micorrizicos evaluados, el nimero de esporas se podria visualizar
como un indicador temprano y util del efecto del manejo sobre los propagulos micorrizicos en

ensayos de campo a corto plazo.

ABSTRACT
The aim of this work was to study the early influence of conventional tillage (CT) and no-
tillage (NT) on arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) propagules. A short course rotation,
succession of a wheat (Triticum aestivum L.)-oat (Avena sativa L.)-trigo (T. aestivum) and
wheat (T. aestivum)-lupine (Lupinus albus L.)-wheat (T. aestivum) trial, was studied in a typic
Chilean Ultisol from the second to fourth year after the beginning of the experiment.
Measurements included the fungus parameters such as mycelium length, root colonization,
spore number and some soil properties in order to explain their influence on AMF propagules.
Soil samples were yearly taken in autumn (fallow period) and in early spring (flowering).
Significant differences in AMF hyphal length were observed between NT and CT in the first
year but such differences disappeared thereafter; no differences in metabolically active hyphae
were obtained under the two tillage systems. Mycorrhizal root colonization was always higher
under NT than CT and the number of AMF spore was also higher under NT, but with L. albus
was also minor. The treatment with L. albus produced the most intense decrease on fungal
populations but there was an increase on phosphatase activity. The enzyme activity did not
show significant differences between CT and NT, but when lupine was cropped, the
phosphatase activity increased, whilst when T. aestivum was the brek crop, the enzyme content
was low; both mechanisms functioning synergistically in P cycling. Twenty two AMF species
including 8 Glomus spp., 6 Acaulospora spp., 4 Scutellospora spp., one Archaeospora sp., one
Diversispora sp., one Entrophospora sp. and one Pacispora sp. were observed in both
agroecosystems. Higher spore number of Acaulospora spp. was found under wheat than under
oat being higher under CT than NT, whilst more spores of Scutellospora spp. were observed
under NT than CT. From all mycorrhizal characteristics spore number could be visualized as
an early and useful indicator of the effect of tillage systems on mycorrhizal propagules in

short-term experiments.
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3.1 INTRODUCCION

A nivel mundial cada vez es mas reconocido el rol que cumple la biodiversidad en el
funcionamiento de los ecosistemas agricolas. En ecosistemas naturales la regulacion interna de
su funcionamiento es consecuencia de la biodiversidad de plantas a través de flujos de energia,
nutrientes y sinergias bioldgicas entre ellas y con la biota del suelo. Este control se va
perdiendo paulatinamente con la intensificacion y simplificacion agricola; de aqui que, para el
funcionamiento de los monocultivos se deben afiadir insumos quimicos. La preparacion
comercial de la semilla en almécigos y la siembra mecanizada han reemplazado a los métodos
naturales de dispersion de semillas; los plaguicidas quimicos desplazan a los insectos como
controles naturales de poblaciones de malezas y la manipulacion genética reemplazo el
proceso natural de evolucion y seleccion de plantas, incluso la descomposicion del vegetal
también ha sufrido alteracion por su cosecha, manteniéndose la fertilidad del suelo, no a través

del reciclado de nutrientes, sino con el uso de fertilizantes (Swift et al., 1996).

La biodiversidad comprende todas las especies de plantas, animales y microorganismos
existentes en un ecosistema. En agricultura, el tipo y abundancia de biodiversidad difiere entre
ecosistemas segun edad, diversidad, estructura y manejo. En general, el grado de biodiversidad
depende de la diversidad de plantas dentro y alrededor del ecosistema; duracion de los
cultivos; intensidad de manejo y distancia de separacion del ecosistema con la vegetacion
natural (Southwood & Way, 1970). Los agroecosistemas que presentan mayor diversidad, que
son mas permanentes, aislados y manejados con baja tecnologia, tienen ventaja sobre los
sistemas altamente simplificados con adicion de niveles elevados de insumos, como los

monocultivos (Altieri, 1995; Altieri & Nicholls, 2004).

Segun Vandermeer & Perfecto (1995) en la biodiversidad se pueden distinguir dos
componentes: la biodiversidad planificada, asociada a los cultivos y ganado y que varia
dependiendo del manejo y la biodiversidad asociada, que incluye toda la flora y fauna del
suelo que coloniza el ecosistema, desde ambientes circundantes y que permanece dependiendo

del tipo de manejo agricola.
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Uno de los motivos por los cuales se debe mantener o estimular la biodiversidad natural es que
cumple una gran cantidad de roles biologicos. Tanto en un bosque como en una pradera
natural, la cubierta vegetal previene la erosion del suelo reabasteciéndolo con agua,
controlando las inundaciones y mejorando la infiltracién y reduccion del escurrimiento. En la
medida que la biodiversidad disminuye, aumenta la necesidad de un manejo intensivo, razon

por la cual, los monocultivos se deben fertilizar con insumos externos (Altieri & Nicholls,

2004).

En los agroecosistemas las plantas y animales, de presencia natural y espontanea, han sido
reemplazados por plantas de cultivo y ganado deliberadamente seleccionados por el agricultor.
De alli que el grado de perturbacion del sistema natural puede variar entre diferentes tipos de
agricultura; précticas agricolas de baja intensidad como barbechos en rotacion, retienen
muchos procesos y composicion de flora, fauna y microorganismos de los ecosistemas
naturales. Por el contrario, sistemas mas intensivos que incluyen el monocultivo, modifican el
ecosistema de una manera tan completa que muy poco de la biota y paisaje inicial permanece

(Altieri, 1995).

El impacto que tiene la agricultura sobre las funciones del ecosistema estd claramente
diferenciado y se relaciona a la estructura del suelo, nutrientes y microorganismos; ciclo del
agua; propiedades atmosféricas, complejidad biotica y del paisaje. La estructura del suelo y la
biota son afectadas por la reduccion de la MO incorporada por la biomasa, la compactaciéon y
laboreo del suelo. La simplificacion por eliminacion de vegetacion, particularmente arboles y
cubierta herbacea del suelo, lo expone a las fuerzas erosivas con la subsiguiente pérdida de la
capa arable. La humedad se reduce y los productos quimicos lo deterioran aun mas, al reducir
la presencia de microorganismos responsables de la descomposicion y ciclado de nutrientes,
entre ellos, hongos de vida libre, hongos micorrizicos y bacterias fijadoras de N. Este deterioro
en la calidad del suelo causa reduccion en la productividad, junto a los dafios que ocasiona en

las funciones de los ecosistemas locales (Altieri, 1995).

Los agroecosistemas intensivos que dependen de una baja cantidad de especies y variedades se

han hecho mas susceptibles a enfermedades, plagas y variaciones climaticas. El trigo (Triticum
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aestivum L.), el arroz (Oryza sativa) y el maiz (Zea mays L.) aportan mas del 50% del
consumo de energia de origen vegetal metabolizada en el mundo; so6lo 103 especies vegetales
aportan casi el 90% de la energia suministrada por los alimentos en el mundo. Asi, mientras la
agricultura moderna ha tenido incrementos enormes en la produccion de alimentos,
simultineamente, es responsable de dafios considerables a la diversidad bioldgica mediante
cambios en el aprovechamiento del suelo, introduccion de especies y contaminacién por
sustancias quimicas. El uso de la labranza convencional (LC) no ha favorecido la conservacion
de los recursos productivos, deteriorando el suelo, que ha sido expuesto a una explotacion
intensiva y muchas veces poco racional, provocando un acelerado avance de la erosion,
pérdida de superficie cultivable, contaminacion, desertificacion y una significativa

disminucién de los rendimientos productivos (Altieri & Nicholls, 2004).

Los cultivos difieren en su potencial productivo y en la cantidad de nutriente que remueven
desde el suelo. La intensidad y diversificacion de los sistemas a través de la rotacion influyen
en la demanda, ciclado y distribucion de nutrientes en el perfil de suelo, afectando los
requerimientos y dindmica de ellos, junto con influir en la diversidad y actividad de la
biomasa microbiana (Grant et al., 2002). Cuando estas relaciones no se mantienen se produce
una disminucion en la produccion y calidad vegetal, junto a pérdidas nutricionales, lo que
conlleva a una reduccion en el uso eficiente de los nutrientes con una potencial degradacion de

la calidad del aire, agua y suelo (Lupwayi et al., 1999).

La mayoria de los agricultores chilenos practica la LC que consiste en remover el suelo e
incorporar los residuos del cultivo anterior (Sierra, 1990). El arado corta e invierte total o
parcialmente los primeros 15 cm permitiendo que el suelo se suelte, airee y mezcle facilitando
el ingreso de agua, la mineralizacion de materia organica (MO) y la reduccion de plagas y
enfermedades en superficie (Riquelme, 1992). Con este sistema, el suelo se deteriora por
pérdida de elementos nutritivos principalmente por erosion, compactacion y degradacion de la

MO (Faiguenbaum, 2003) (Figura 3.1).
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efectos externos de la LC (Maturana & Acevedo, 2003).
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Como respuesta a la necesidad de preservar el recurso suelo surgié el manejo conservacionista
como parte importante de los sistemas de agricultura sostenible que bajo un sistema de minima
o cero labranza (CL) incrementa el potencial de rendimiento de los cultivos (Venegas, 1990),
minimizando los niveles de erosion del suelo (Faiguenbaum, 2003). En CL practicamente todo
el rastrojo queda en la superficie con un minimo de perturbacion del suelo, retornando una
mayor cantidad de biomasa como residuo superficial o material radicular lo que incrementa el
contenido de MO (Derpsch et al., 2000) y de algunos nutrientes aumentando la actividad de
los microorganismos rizosféricos (Solar, 2002). Ademas, disminuye la erosion hidrica y
edlica, mejora las propiedades fisicas (estructura y densidad aparente); suelos de textura fina y
drenaje restringido se comportan de forma diferente a suelos de textura mas gruesa y bien

drenados (Halvorson et al., 1999a).

A nivel mundial existen alrededor de 64.000.000 ha bajo CL; en América Latina, desde 1987
al 2000 se produjo un aumento de 670.000 ha a 29.176.000 ha siendo Brasil, Argentina y
Paraguay los paises donde ha alcanzado mayor difusién (Derpsch et al., 2000). En Chile, hasta
1994 se habian incorporado a este tipo de manejo aproximadamente 95.000 ha, s6lo en la VIII,

IX y X Regiones estimandose actualmente en 200.000 ha (Acevedo, 2003).

El manejo de residuos de cosecha es muy importante por la cantidad de nutrientes y
micronutrientes que contienen y que no se encuentran en los fertilizantes tradicionales (Solar,
2002). En relacion con el efecto que tiene la CL sobre las caracteristicas quimicas, influye
notoriamente la ausencia de mezcla del suelo con los residuos organicos, la aplicacion
superficial de fertilizantes y enmiendas y el efecto que tienen los rastrojos sobre la retencion
de humedad y disminucion de temperatura. Ademas, se produce una disminucién de pH en los
primeros 5-10 cm de profundidad por aumento en el contenido de MO (Aguilera et al., 1996)
siendo la lixiviacién de bases de menor magnitud. La acidificacion real estéa relacionada con el
N aplicado como fertilizante amoniacal y con la fijacién biologica de N, por parte de las

leguminosas (Sadzawka, 1994).

En CL, al comienzo la disponibilidad de nutrientes es menor que en LC, pero en ésta con el

tiempo disminuye; de manera que, la disponibilidad total resulta menor en este tltimo sistema
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(Vidal, 2002). En LC se tiende a producir una distribucion homogénea de nutrientes en los
primeros 20 cm de suelo, con un contenido total de elementos nutritivos menor, producto de

una mayor pérdida por erosion (Sierra, 1990).

Ambos sistemas de labranza difieren en las labores de preparacion de suelo; asi mientras la CL
prepara el rastrojo del cultivo anterior, cortandolo, picandolo y distribuyéndolo en forma
homogénea sobre el suelo (2-10 Mg ha™) con una preparacion de la cama de semillas minima
y controlando las malezas con herbicidas (Halvorson et al., 1999b), la LC generalmente
quema el rastrojo antes del proceso de arado y discado. En CL, la fertilizacion de presiembra,

después de algunos afios es menos exigente por el aporte de rastrojos (Reyes, 2002).

Los residuos de plantas aportados por el precultivo sirven para restablecer el pool del N
organico en el suelo. Generalmente, en las secuencias de rotacion de cultivos se incorporan
leguminosas anuales para incrementar la cantidad de N disponible para el cultivo siguiente
(Vidal, 2002). Este macronutriente forma parte de proteinas (Grant et al., 2002) y su captacion
tardia por parte de la planta puede incrementar el contenido proteico, en comparacion a una
absorcion temprana durante el periodo de crecimiento (Grant & Flaten, 1998). La cantidad de
N fijado depende de la leguminosa y del sistema de manejo; sin embargo, sin fertilizacion
nitrogenada adicional, el N fijado por las leguminosas no puede asegurar altos rendimientos en
cultivos de grano. Los rastrojos de leguminosas liberan N en forma més continua que los
fertilizantes, a lo largo del periodo de crecimiento. La CL puede disminuir los niveles de N
disponible para el cultivo siguiente en comparacién con la LC, que incorpora mejor los
rastrojos al suelo. Entre las leguminosas que se estan utilizando en rotaciones de cultivo con
cereales, en la zona centro sur del pais, se encuentra el lupino (Lupinus albus) como una buena
alternativa para alimentacion animal debido a su alto valor proteico (39%), reemplazando a la
harina de pescado y de soya. Ademas, posee bajos requerimientos nutricionales por liberacion

de P al suelo y alta capacidad fijadora de N (Vidal, 2002).
El manejo y tipo de residuo afecta la disponibilidad de P debido a la disminucién en la

formacion de compuestos insolubles, desorcion del P fijado o bloqueo de los sitios de

adsorcion sobre la superficie de los coloides del suelo (Li et al., 1990). El P en el suelo se
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encuentra en formas inorgéanicas (Pi) y organicas (Po) siendo esencial para el crecimiento de
las plantas (Borie, 1981). La labranza moviliza material arenoso a la superficie, lo que no
cambia el contenido de P total pero, puede variar la cantidad presente en minerales del tipo
apatita. Por tanto, practicas de manejo que incrementan la erosién pueden afectar la cantidad y
formas del P presentes en el suelo (Criquet et al., 2004). La CL al dejar los rastrojos sobre la
superficie del suelo, permite un reciclaje de alrededor de un 30% del P absorbido por el
cultivo. De este total, un 70% del Po de los residuos de cosecha se transfiere al pool del Po
estabilizado y un 30% al pool de P labil. El primero se mineraliza a una tasa muy baja, en
comparacion al pool 1abil. La baja concentracion de P en los residuos y la baja proporcion que
queda labil determina que la mineralizacion del Po no alcance a ser significativa (Rodriguez,
1993). El uso constante de CL conduce a una mayor eficiencia del fertilizante fosforado,
aumentando su concentracion y disponibilidad en el suelo superficial (Phillips, 1985). En
suelos con aluminio (Al) activo, el aumento de MO disminuye la capacidad de fijacion del P

del suelo (Sadzawka, 1994).

La mayor parte del P total se encuentra en la MO como inositol fosfatos, nucledtidos y
fosfolipidos; sin embargo, son los aniones ortofosfato las formas de P asimiladas por
microorganismos y plantas los que son liberados como consecuencia de la mineralizacion del
Po. Estos procesos son catalizados por fosfatasas, enzimas del suelo que son liberadas por

microorganismos y raices de plantas (Rao et al., 1996).

Las fosfatasas catalizan reacciones que liberan P por hidrélisis de ésteres y anhidridos de
H;PO, (Tabatabai, 1994). De acuerdo con Florkin & Stotz (1964) se clasifican en 5 grupos

principales:

Fosfomonoesterasas (E.C 3.1.3.)

e Fosfodiesterasas (E.C. 3.1.4.)

e Trifosforico monoesterasas (E.C. 3.1.5.)

¢ Anhidrido fosforil-hidrolasas (E.C. 3.6.1.) y

e Fosfatasas que hidrolizan enlaces P-N (E.C. 3.9.), como fosfoamidasas (E.C. 3.9.1.1.)
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En los ecosistemas terrestres, las enzimas mas estudiadas han sido las fosfomonoesterasas por
ser el tipo de fosfatasas predominante en los suelos (Turner et al., 2002a; b) posiblemente por
la baja especificidad que presentan con el sustrato. Se clasifican de acuerdo con el pH 6ptimo
de actividad en fosfatasas acidas (E.C. 3.1.3.2.) y fosfatasas alcalinas (E.C. 3.1.3.1) (Juma y
Tabatabai, 1977). En los suelos, compuestos como inositol fosfato, polifosfatos,
mononucledtidos y azticares fosforilados son sustratos naturales de estas enzimas. La actividad
de ambas fosfatasas estd influenciada por las propiedades del suelo, interacciones de los
microorganismos, cubierta vegetal, lixiviados y presencia de inhibidores o activadores (Reid

& Wilson, 1971).

Por otra parte, en la rizésfera existe una amplia gama de sustratos carbonados que son
exudados por la raiz al suelo circundante en forma de carbohidratos, aminoécidos, vitaminas,
enzimas y nucledtidos haciendo de este sitio una zona ideal para el crecimiento de una gran
variedad de microorganismos que al establecerse, cumplen distintas funciones relacionadas
con las plantas. Esta alta riqueza disminuye a medida que se incrementa la distancia a la raiz,

lo que se conoce como efecto rizosférico (Azcoén & Barea, 1997).

Dentro de estos microorganismos del suelo se encuentran las micorrizas que son asociaciones
simbidticas mutualistas que se establecen entre las raices de la mayoria de las plantas (tanto
cultivadas como silvestres) y ciertos hongos especializados del suelo, los hongos micorrizicos
que son capaces de establecer una relacion de intercambio benéfica de nutrientes en los tejidos
radicales actuando directamente sobre el equilibrio bioldgico del suelo, para que las plantas

logren un desarrollo sano y vigoroso (Castellano & Molina, 1989).

Existen siete tipos de micorrizas que se han clasificado siguiendo criterios estructurales,
funcionales y taxondmicos: ectomicorrizas (EM), MA, ectendomicorrizas, arbutoides,
monotropoides, ericoides y orquidioides. Prevalecen dos tipos principales: 1) las EM que se
forman con especies de coniferas de la familia Pinaceae y latifoliadas de las familias Fagaceae
y Betulaceae, entre otras y 2) las MA que se encuentran ampliamente distribuidas en los
ecosistemas terrestres, formando asociaciones simbiodticas con la mayoria de las especies

vegetales (alrededor de un 95%) tales como pteridofitas, coniferas y angiospermas, incluyendo
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plantas de interés agricola y forestal (Smith & Read, 1997), pero siendo las familias
Chenopodiaceae y Cruciferae las excepciones de mayor importancia al no formar simbiosis
(Francl, 1993). Atn cuando ambos tipos de micorrizas proporcionan funciones y beneficios
muy similares hacia su hospedero, difieren fuertemente respecto al tipo de hongo involucrado,

su morfologia y sus aplicaciones potenciales en viveros forestales y en cultivos agricolas.

Los hongos formadores de MA pertenecen a la clase Glomeromycetes y se caracterizan
porque producen a lo largo de su ciclo de vida estructuras en el interior del tejido radical
conocidas como arbusculos (en todos los casos) y vesiculas (en la mayoria de ellos). Los
arbusculos son las estructuras responsables de la transferencia bidireccional de nutrientes entre
los simbiontes, realizada en la interfase planta-hongo y las vesiculas son estructuras globosas e

irregulares que actian como 6rganos de reserva de lipidos (Francl, 1993).

Los HMA cumplen variadas funciones en la rizésfera, entre ellas, incrementan
significativamente el volumen de suelo explorado por las raices de las plantas (Kucey & Paul,
1983) en busqueda de nutrientes (George et al., 1995) como N y aquellos de baja movilidad
como P (Sylvia y Williams, 1992), Cu (Liu et al., 2000) y Zn (Ayling et al., 1997) y también,
incrementando la absorcidon de agua (Ruiz-Lozano & Azcon, 1995). El vegetal contribuye con
los fotosintatos requeridos por el hongo y a su vez recibe variados beneficios que contribuyen
a mejorar la nutricion, crecimiento y supervivencia de las plantas de muchas formas. Ademas,
es sabido que las micorrizas confieren a las plantas una mayor tolerancia a elementos
fitotoxicos (Borie & Rubio, 1999; Medeiros et al., 1994a; b; Mendoza & Borie, 1998) y
proteccion contra patogenos de las raices (Hooker et al., 1994). Por otra parte, los HMA
mejoran la estructura y estabilidad al agua de los agregados del suelo (Miller & Jastrow,
1992), los que son importantes para la conservacion de las comunidades naturales. Las hifas
extrarradicales aglutinan fisicamente particulas del suelo y quimicamente por liberacion de
glomalina, una glicoproteina insoluble producida solo por los HMA, que contribuye junto con
la actividad de otros microorganismos del suelo, a la uniéon de particulas y con ésto, a la
formacion de agregados (Wright & Upadhyaya, 1996; 1998). Estos agregados tienen

dimensiones mayores (20-200 um de diametro) que las particulas originales favoreciendo la
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formacion de poros de mayor tamafo que retienen agua previniendo deficiencias de humedad
alrededor de la raiz en las épocas secas y drenando eficientemente durante las épocas lluviosas
(Wright & Upadhyaya, 1998). La respuesta de la planta podria deberse a un incremento en el
area efectiva de la raiz, ampliando la zona de exploracion y por lo tanto, mejorando la
capacidad para captar agua y nutrientes, ya que el micelio extraradical actia como una
extension natural del sistema radical explorando un mayor volumen de suelo y sirviendo de

enlace directo entre las raices y las reservas nutritivas del suelo (Gil, 1995).

Los propagulos de los HMA generalmente se encuentran concentrados en los primeros
centimetros del suelo (Bellgard, 1993) y pueden sobrevivir bajo diferentes condiciones
ambientales (Reeves, 1985) e incluso con cultivo de plantas no micotrdficas, sobreviviendo
como esporas inactivas, segmentos de hifas o de raices colonizadas declinando con el tiempo

su viabilidad (Jasper et al., 1993).

Los HMA forman esporas relativamente grandes (30-900 pm de didmetro) solitarias o en
grupos y como fuente de indculo son verdaderos organos de resistencia que persisten por
varios afios permaneciendo inalteradas en el suelo, en diferentes edades, estados de dormancia
y periodos de germinacion (Smith & Read, 1997). Hart & Reader (2002) asociaron los grupos
taxonomicos HMA con estrategias de colonizacion; por ejemplo, los Glomus spp. pequenos
forman muchas infecciones individuales, mientras que Gigasporaceae tiende a formar micelios
externos mas largos (Wilson & Tommerup, 1992). Con escasas excepciones, las esporas
pequenias de Glomus se dispersan facilmente, incluyendo la dispersion por el viento en
regiones de estepas aridas (Allen et al., 1993). Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora y
algunas esporas grandes de Glomus se dispersan lentamente, principalmente por vectores
animales (Capitulo 2; Tabla 2.1). Otro vector en el suelo es el agua que es un mecanismo de
dispersion a largas distancias (Koske & Gemma, 1990). Asi, se postuld que al mismo tiempo
que plantas y animales migran usando diferentes vectores y debido a que la invasion esta
relacionada con el estatus sucesional, un proceso similar deberia ocurrir para los HMA (Allen

etal., 1993).
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La otra fuente de indculo mediante la cual se colonizan las raices de las plantas es el micelio
fungico extraradical y los fragmentos de raices colonizadas, lo que ocurre principalmente en
los cultivos anuales cuando dichas estructuras permanecen activas desde el cultivo previo
(Sylvia, 1992). Sin embargo, a diferencia de las esporas, las hifas fungicas colapsan tras una
permanencia en el suelo de 2 a 4 semanas, si no encuentran una raiz hospedera (Bolan &

Abbott, 1983).

De todos los factores en areas con fines productivos (cultivos) que influyen sobre la dindmica
de las comunidades de HMA y su asociacion con las plantas, los mas importantes son las
practicas agricolas. Asi, el laboreo del suelo o largos periodos de barbecho, como también
secuencias de rotacion de cultivos incluyendo plantas hospederas y no hospederas afectan el
desarrollo, la actividad y diversidad de los HMA (Douds & Millner, 1999; Galvez et al., 2001;
Jansa et al., 2003, Ochl et al., 2003; 2004; 2005).

El periodo de barbecho reduce la incidencia de la micorrizacion, porque la multiplicacion de
los hongos requiere la presencia de plantas vivas, lo que puede conducir a una disminucién de
la colonizacioén radical del cultivo siguiente (Kucey & Paul, 1983). Ademas, el cultivo
precedente influye sobre la nutricion fosfatada, por tanto también causa un efecto sobre la

dinamica y diversidad de los HMA (Johnson et al., 1991a).

El laboreo del suelo puede afectar la colonizacion de las raices (McGonigle et al., 1990) con la
consiguiente absorcion de agua y nutrientes. Numerosas investigaciones sustentan la hipdtesis
de una relacion causal entre una alteracion del suelo y un crecimiento irregular de las plantas
debido a una reduccion en la efectividad micorrizica (Fairchild & Miller, 1990). Por otra parte,
la red de micelio extrarradical que se extiende varios centimetros alrededor de la raiz es una
fuente importante de indculo para el cultivo siguiente en la rotacion. El rompimiento e
inversion del suelo provocado por el arado utilizado en LC es un mecanismo que destruye el
micelio extrarradical reduciendo el nimero de propagulos infectivos (Evans & Miller, 1988)
produciendo una disminucion en la colonizacion de las raices y absorcion de P para el cultivo

siguiente. Ademas, como hifas, esporas y fragmentos de raices colonizadas son transportadas a
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la capa superficial por la inversion del suelo, se produce una dilucion y disminucion de su
actividad como propagulos viables para el cultivo posterior. Lo opuesto ocurre bajo cero o
minima labranza, ya que el micelio extrarradical permanece intacto desde la estacion de
crecimiento previa y puede servir como fuente de indculo para colonizar las raices de las
plantulas. Como resultado, se incrementa la captacion de nutrientes por el cultivo (McGonigle
& Miller, 1996) a través de un aumento en la colonizacion (Kabir et al., 1997) y mejoramiento
en las actividades enzimaticas tales como fosfatasas y arilsulfatasas de las raices (Deng &

Tabatabai, 1997).

En Chile, los suelos volcanicos ocupan mas de 5 millones de ha y se caracterizan por poseer
una alta capacidad de retencion de P lo que requiere la aplicacion anual de fertilizantes
fosfatados, que se acumulan bajo formas no disponibles (Borie & Zunino, 1983). Durante
décadas, en la mayoria de los suelos arables se utilizaron métodos de labranza intensivos pero,
en la actualidad estan siendo reemplazados por manejos conservacionistas; ademas, por
razones econdmicas se ha reemplazado la tradicional secuencia de rotacion larga de cinco afios
(dos afios de pradera seguida por tres afios de cultivos anuales Avena sativa-L. albus-T.

aestivum), por una secuencia de rotacion corta de dos afios.

Lo anterior, conlleva a la utilizacion de practicas culturales eficientes que incluyan un manejo
integrado del cultivo, considerando dentro de las variables, el rol que cumplen los
microorganismos simbiontes que ocupan nichos ecologicos en el ecosistema del cultivo,
incidiendo favorablemente en el crecimiento de la planta y condicion fitosanitaria (Azcon &

Barea, 1997).

En el pais, existen escasos antecedentes sobre el efecto producido por los sistemas de labranza
y secuencias de rotacion sobre la actividad y desarrollo de los propagulos micorrizicos. Por
tanto, se podria inferir que la LC afecta a los HMA produciendo una disminucion de los
propagulos existentes en los agroecosistemas especialmente, densidad de esporas y micelio

extrarradical, en comparacion con los sistemas de labranza conservacionista. Estos propagulos
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fingicos estarian concentrados en el horizonte superficial (0-5 cm) del suelo siendo ademas,

afectados por el establecimiento de un cultivo no micotrofico, como L. albus, en la rotacion.

Por consiguiente, el objetivo de esta investigacion es comparar el efecto temprano del sistema
de manejo (CL y LC) sobre el numero y diversidad de propagulos micorrizicos en el perfil de
suelo, en un ensayo de campo con secuencia de rotacion corta de dos anos con hospederos

continuos y discontinuos en un Ultisol tipico del centro sur de Chile.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Ensayo en campo

Para cuantificar las variaciones estacionales de los propagulos de HMA nativos se estudio un
ensayo de campo iniciado en el afio 2001 (barbecho 2002, 2003, 2004 y floracion 2002, 2003)
el cual consistié en una rotacion corta de dos afios con una secuencia de hospederos continuos
avena (Avena sativa L.) cv. Nehuen-INIA con T. aestivum cv. Kumpa-INIA y hospederos
discontinuos L. albus cv. Rumbo con T. aestivum cv. Kumpa-INIA cultivados bajo LC y CL
(Figura 3.2). El experimento esta localizado en el sector Pumalal, cercano a Temuco
(38°40°15°’S; 72°31°00°°0). El suelo es un mesic Palehumult con material parental derivado
de cenizas volcénicas perteneciente a un Ultisol con pendientes entre 4-15%. El clima del area
de estudio presenta temperaturas medias anuales de 14,5°C. Las precipitaciones medias
anuales fluctian entre 1200-1500 mm, con un promedio en primavera de 250-300 mm y de
300-400 mm, en otofo. Al establecimiento del ensayo la caracterizacion quimica del suelo
inicial fue la siguiente: pH = 5,5; MO = 8,95%; P-Olsen = 8 mg kg™'; P total = 2310 mg kg ;
P-organico = 895 mg kg'; C orgénico total = 4,8%; N organico total = 0,41%, S organico
total = 0,074%. El disefio experimental correspondié a un bloque dividido en franjas con 4
repeticiones, donde la parcela principal fue el sistema de labranza del suelo: a) CL: donde no
hubo laboreo y la siembra del cultivo se realizd sobre un barbecho con manejo de 3 Mg ha™' de
residuos hasta la proxima estacion y b) LC: con quema de rastrojos al final del periodo de
barbecho del verano y remocion con arado a una profundidad de 20 cm. Todas las operaciones

realizadas con maquinaria se efectuaron a lo largo de las parcelas correspondientes al bloque
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principal. La subparcela fue la rotacion, T. aestivum-A. sativa-T. aestivum y T. aestivum-L.

albus-T. aestivum.

Ano 2001 2002 2003 2004

Estaciéon : Ver Ot | Inv | Prim | Ver Ot Inv Prim Ver Ot Inv

Cultivo . .
T. aestivum T. aestivum

Figura 3.2. Rotacion de cultivo en un Ultisol bajo CL y LC, Temuco, Centro-sur de Chile (Ver: verano; Ot: otofio;
Inv: invierno; Prim: primavera).

En CL, el barbecho quimico consistio en la aplicacion (a comienzo de otofio) de 900 g ha de
glifosato i.a. con 200 L ha™' de agua. EI T aestivum se fertilizo con 150 kg de N ha™ en forma
de urea, 90 kg de P ha™' como superfosfato triple (SFT) y 125 kg de K ha™ a la forma de
Sulpomag™ y 600 kg ha™'de CaCO;. La A. sativa fue fertilizada con 120 kg de N ha™' como
urea, 80 kg de P ha™ como SFT, 100 kg de K ha™ a la forma de Sulpomag™ y 600 kg hade
CaCOs. El 30% del N con los otros nutrientes fueron aplicados a la siembra junto con la

semilla y el 70% restante del N, fue aplicado al final de la macolla.

3.2.2 Muestreo del suelo

Las muestras de suelo fueron recolectadas a una profundidad de 0-10 cm, desde parcelas de 30
m” (10m x 3m) durante los periodos de barbecho en abril 2002, 2003, 2004 después de A.
sativa-T. aestivum-A. sativa y L. albus-T. aestivum-L. albus y durante la primavera de octubre
2002 y 2003 cuando T. aestivum y A. sativa-L. albus se encontraban en floracion. En estas
estaciones también se muestrearon raices de T. aestivum y A. sativa para observar la
colonizacion por HMA. Cada muestra de suelo estaba compuesta de 8 submuestras con 4
repeticiones. Las muestras de suelo se transportaron al laboratorio en bolsas plasticas y se
almacenaron a 4°C, para posterior analisis de parametros fisicos, quimicos, biologicos y

propagulos de HMA.

Durante el periodo de barbecho en abril 2004 (después de A. sativa-L. albus), muestras de

suelo se recolectaron desde parcelas de 30 m* (10m x 3m) a tres profundidades 0-5 cm, 0-10
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cm y 10-20 cm, para poder estudiar los propagulos HMA en profundidad. Cada muestra de
suelo también estaba compuesta de 8 submuestras con 4 repeticiones como en los muestreos

anteriores.

3.2.3 Parametros del suelo

El pH del suelo se determind potenciométricamente mediante una suspension suelo:agua en
relacion 1:2,5. El P disponible se analizé mediante extraccion a pH 8,5 con una solucion de
NaHCO; 0,5 M (Olsen & Sommers, 1982). El P total se realizd segun metodologia propuesta
por Dick & Tabatabai (1977). El contenido de MO se midi6 de acuerdo a metodologia de
Walkley & Black (1934) y el C, N, S se determind por combustion seca en el Analizador
VARIO/EL. . La densidad del suelo se realizé usando el método del cilindro y el contenido de
humedad se determiné gravimétricamente después de secar el suelo a 105° C por 24 h en

estufa (Steubing et al., 2002).

3.2.4 Parametros biologicos

La actividad fosfatasica (E.C.3.1.3.2 fosfomonoesterasa) asociada con el suelo se determind
usando p-nitrofenilfosfato (p-NFF) de acuerdo al procedimiento descrito por Tabatabai &
Bremner (1969) con modificaciones informadas por Rubio et al. (1990) para suelos volcanicos
con altos contenidos de MO. Asi, muestras de 1 g de suelo se incubaron con 1 mL de p-NFF
50 mM mas 4 mL de buffer Tris 0,1 M pH 5,5 durante 1 h a 20°C en oscuridad. Al término del
periodo de incubacion se afiadi6 1 mL de CaCl, 0,5 M y los contenidos se filtraron
recibiéndose sobre 4 mL de solucion de NaOH 0,5 M. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 2500 g por 10 min y la cantidad de p-nitrofenol liberado se determind

espectrofotométricamente a 400 nm.

3.2.5 Parametros del HMA
3.2.5.1 Colonizacion

Para calcular el porcentaje de colonizacion por HMA se utilizé el método del intercepto de

lineas (Tennant, 1975) luego que trozos de 1 cm de raices se tifieron con azul de tripan al
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0,05% (Phillips & Hayman, 1970) para observacion de las estructuras fungicas constituidas

por arbusculos, micelio y en algunos casos, esporas.

3.2.5.2 Esporas

Las esporas de HMA se extrajeron desde el suelo usando el método del tamizado himedo y
decantacion con posterior separacion en gradiente de sacarosa al 70% descrito por Sieverding
(1991). Para su cuantificacion después de aisladas se transfirieron a una placa de Doncaster y
bajo un estereomicroscopio se observaron los distintos morfotipos que fueron separados y
montados sobre portaobjetos conteniendo alcohol polivinilico en lactoglicerol (PVLG) (Koske
& Tessier, 1983) y reactivo de Melzer (Brundrett et al., 1994); simultaneamente, se tomaron
fotografias digitales de las esporas en PVLG y/o PVLG mas reactivo de Melzer. Para su
identificacion se utilizaron caracteristicas morfoldgicas como: didmetro de la espora que fue
medido con un micrémetro ocular; color de acuerdo a la carta de colores impresa por INVAM
(Coleccion Internacional de Cultivo de HMA, ver pagina Internet: www.invam.caf.wvu.edu),
nimero y forma de las paredes y union hifal. Todas estas propiedades morfologicas se
estudiaron bajo un microscopio con aumento de 100x y 400x siguiendo para la identificacion
de las distintas especies las instrucciones dadas por Schenck & Pérez (1990) y el INVAM

(Morgantown).

3.2.5.3 Longitud de micelio total

La longitud de micelio total se determiné de acuerdo a la técnica de Rubio et al. (2003) para
suelos acidos derivados de cenizas volcanicas. Muestras de 3 g de suelo se mezclaron con 100
mL de una mezcla de glicerina:HCl:agua en proporcion de 12:1:7 y se agitaron por 30 min a
80°C. La suspension se filtrd a través de tamices de malla 250 y 38 um. El material que quedo
retenido en el tamiz de 38 pum se arrastr6 con agua destilada y se completé a un volumen de
100 mL; la suspension se agitd por 1 min y se dejo reposar por 30 s. Finalmente, una alicuota
de 3 mL del sobrenadante se transfirio a un filtro de membrana (tamafo poro = 0,45 pm;
diametro = 47 mm; intervalo de linea 3 mm) conectado a un sistema de vacio y se tifié durante
10 min con azul de tripan al 0,05%. Para la cuantificacion se utiliz6 el método del intercepto

de lineas (Giovannetti & Mosse, 1980).
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3.2.5.4 Densidad de hifas metab6licamente activas

De los 100 mL de suspension obtenidos en 3.2.5.3 se midié una nueva alicuota de 3 mL y se
tind con una solucién que contenia partes iguales de iodonitrotetrazolio (INT), adenina
nicotinamida dinucleotido reducida (NADH) y buffer Tris pH 7,4 (Kabir et al., 1997). Existen
opiniones contrarias para distinguir el micelio HMA de otros micelios desde muestras
recolectadas en el campo. En este trabajo se aplico el criterio utilizado por Rillig et al., (2002)

basado en el crecimiento dicotomico que presentan sus hifas no septadas.

3.2.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los parametros fungicos se correlacionaron entre ellos y con algunos
parametros del suelo ya sea, considerando s6lo el tipo de labranza, la rotacion de cultivo o
ambos en conjunto usando el programa JMP 5.01. Todos los datos presentados corresponden a

la media sin transformar de 4 repeticiones con el error estandar.

Los resultados obtenidos por efecto del manejo y rotacion de cultivos en profundidad (0-5 cm,
0-10 cm, 10-20 cm) corresponden a la media de tres repeticiones de datos sin transformar, a
los cuales se les realizo analisis ANOVA de una via y posterior prueba de rango multiple de

Tukey. Diferencias con P<0,05 se consideraron significativas.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efecto del manejo y rotacion de cultivos con hospederos continuos

3.3.1.1 Propéagulos de HMA

En las Figuras 3.3, 3.4 y 3.5 se observan los resultados obtenidos en los muestreos de suelo
realizados desde el afio 2002 hasta el 2004, para los propagulos del HMA constituidos por
longitud de micelio total y longitud de hifas metabolicamente activas, el nimero de esporas y

porcentaje de colonizacion de raices, tanto en T. aestivum como A. sativa y bajo CL o LC.

En la densidad de micelio total, se observaron diferencias significativas al comparar los

valores obtenidos en el afo 2002, con los obtenidos en los afios 2003 y 2004 (Figura 3.3).
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Después de la siembra del 2001 con A. sativa, durante el barbecho de 2002, en LC se
obtuvieron mas de 9 m cm™ de micelio, en comparacion con los 6,4 m cm” obtenidos en CL.
En octubre del 2002, no se encontraron diferencias entre los dos sistemas de labranza
alcanzando el micelio una longitud de alrededor de 4 m cm™. Durante los periodos en
barbecho de los afios 2003 y 2004, después de A. sativa o T. aestivum como precultivo, no se
observaron diferencias en la longitud hifal, la que alcanzé una extension comprendida entre
2,2 a27m cm”. Al comparar los sistemas de labranza, entre CL y LC, no se encontraron

diferencias en la longitud micelial.

12 - [N Hifas activas [ Hifas totales

Densidad de hifas totales y activas (

CL LC CL LC CL LC CL LC CL LC

Abr 2002 Oct 2002 Abr 2003 Oct 2003 Abr 2004
B T B A B

Figura 3.3. Densidad de micelio total y activo afectada por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC)
con rotacion corta T. aestivum (T)-A. sativa (A)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes
de abril (Abr) corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los valores representan la media
de cuatro repeticiones con barras del error estandar.

Con respecto al micelio metabodlicamente activo, fue mayor durante el barbecho 2002 con CL,
representando un 23% de la longitud total. Durante los distintos muestreos, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas en las hifas activas, con valores que fluctuaron entre 0,5
a 0,9 m cm™ y que representan entre un 20-35% de la longitud total (Figura 3.3). Aunque a
través del tiempo, no se encontr6é un efecto notorio del cultivo o del sistema de labranza sobre
la longitud de micelio, lo que si se observdo es que la proporcion de hifas viables o

metabolicamente activas aumentaron con el tiempo, desde el afio 2002 al 2003 (Figura 3.4.A).
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Figura 3.4. Proporcion de hifas viables (A) y esporas de HMA (B) afectadas por la cero labranza (CL) y labranza
convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-A. sativa (A)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro-
sur de Chile. El mes de abril (Abr) corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los valores
representan la media de cuatro repeticiones con barras del error estandar.

El nimero de esporas fue afectado por los cultivos asi como también, por el sistema de
laboreo. Al comienzo de este estudio, alcanzo alrededor de 300 unidades por 100 cm’ en
ambos sistemas de labranza. En octubre del 2002 durante la época de floracion del T.
aestivum, las esporas disminuyeron en los dos tratamientos, siendo significativamente mayor
el descenso con LC que CL (182 versus 280 esporas por 100 cm®). El namero de esporas
permanecid casi constante hasta el barbecho del afio 2003, luego tuvo un gran incremento con
cultivo de A. sativa después de octubre del mismo afio (641 esporas por 100 cm® con CL,
contra 328 esporas bajo LC). Durante este muestreo y en los siguientes se encontraron mas
esporas bajo CL que en la LC (Figura 3.4.B). En promedio bajo CL durante un ciclo de la
rotacion de dos afios, se encontraron 349 esporas por 100 cm’, comparadas con la LC donde

s6lo se contabilizaron 238 esporas por 100 cm”.

La colonizacién de las raices por HMA fue significativamente mayor en CL que en la LC.
Durante el periodo de floracion del T. aestivum en el afio 2002, las raices bajo CL estuvieron
colonizadas con un 32%, comparado con el 15% que present6 la LC. Después de un ciclo de
rotacion, las raices aumentaron a un 40% y un 28% con CL y LC, respectivamente,
contribuyendo de esta manera la colonizacién con un importante incremento en el potencial

de propagulos infectivos de HMA para el cultivo siguiente. Los mayores porcentajes se
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obtuvieron bajo CL durante la floracion de A. sativa en 2003, alcanzando un 57,2% de

colonizacioén en comparacion con un 48% bajo LC al final del ciclo de la rotacion (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Porcentaje de colonizacion por HMA en raices de cultivos, afectado por la cero labranza (CL) y
labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-A. sativa (A)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco,
Centro Sur de Chile. El mes de octubre (Oct) corresponde al suelo con cultivo. Los valores representan la media
de cuatro repeticiones con barras del error estandar.

En el recuento de esporas realizado en el Ultisol, se pudieron identificar 22 especies de HMA

pertenecientes a 7 géneros que incluyeron: Acaulospora, Archaeospora, Diversispora,

Entrophospora, Glomus, Pacispora y Scutellospora (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Tipos de esporas de HMA observadas en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile.

Género

Especie

Acaulospora

Archaeospora J.B.Morton & Redecker
Diversispora C.Walker & Schussler

Entrophospora Ames & Schneid.
Glomus Tul. & C.Tul.

Pacispora Oehl & Sieverd.
Scutellospora (Trappe & Gerd.)

A. colossica P.A.Schultz, Bever & J.B.Morton
A. dilatata J.B.Morton
A. koskei Blaszk.
A. laevis Gerd & Trappe
Acaulospora sp. morfotipo I
Acaulospora sp. morfotipo 11
Archaeospora sp. morfotipo I
Diversispora spurca (C.M.Pfeiff., C.Walker & Bloss emend. Kennedy, Stutz &
J.B.Morton) C.Walker & Schussler
E. schenckii Sieverd. & S.Toro
. coronatum Giovann.
. diaphanum J.B.Morton & C.Walker
. etunicatum W.N.Becker & Gerd.
. intraradices N.C.Schenck & G.S.Sm.
. macrocarpum Tul. & C.Tul.
. rubiforme (Gerd. & Trappe) R.T.Almeida & N.C.Schenck
Glomus sp. morfotipo I
Glomus sp. morfotipo II
Pacispora dominikii (Blaszk.) Oehl & Sieverd.
S. calospora (T.H.Nicolson & Gerd.) C.Walker & F.E.Sanders
Walker & Sanders
Scutellospora sp. morfotipo I
Scutellospora sp. morfotipo IT
Scutellospora sp. morfotipo 111

DOOOOO
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Ocho morfotipos no pudieron ser clasificados a nivel de especie, pero fueron claramente
diferenciados de acuerdo a su morfologia y serdn tratados en estudios posteriores, como
potenciales nuevas especies. Los géneros mas abundantes fueron Glomus y Acaulospora con 8
y 6 especies respectivamente, seguida por Scutellospora con 4 especies, mientras que de los

otros géneros sOlo se encontrd una especie para cada uno.
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Figura 3.6. Proporcion de esporas de HMA pertenecientes a los géneros Acaulospora (Ac), Glomus (Gl) y
Scutellospora (Sc) afectados por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotaciéon corta T.
aestivum (T)-A. sativa (A)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr)
corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo.

La mayor densidad de esporas correspondio a los géneros Glomus, Acaulospora y
Scutellospora spp. Al comienzo del ensayo, las esporas pertenecientes al género Glomus
representaron aproximadamente un 65% del nimero total en ambos cultivos. Sin embargo,
después de T. aestivum, las esporas del género Acaulospora spp. incrementaron sobre un 42%
a expensas de las esporas de Glomus spp. Cuando se utilizdo A. sativa como cultivo, el
porcentaje relativo de Glomus aument6 con una disminucion consecuente en la proporcion de

Acaulospora (Figura 3.6).
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Figura 3.7. Diversidad de poblaciones de HMA: riqueza (A), indice de Shannon-Wiener (B) y equidad (C)
afectados por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-A. sativa
(A)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr) corresponde al suelo en
barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los valores representan la media de cuatro repeticiones con barras del
error estandar.
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Resulta interesante observar que existe una tendencia a un aumento relativo de esporas de
Acaulospora spp. en la LC; mientras que, la CL produjo un efecto positivo sobre la cantidad

de esporas de Scutellospora spp., especialmente el 2002.

Durante todo el ciclo de la rotacion, con CL se encontré una alta riqueza de morfotipos de
HMA comparado con la LC, no observandose grandes diferencias cuando se utiliz6 como
precultivo T. aestivum o A. sativa (Figura 3.7A). Sin embargo, la maxima riqueza de especies
de HMA se obtuvo después de la cosecha de T. aestivum, en barbecho del 2003, con 20
morfotipos encontrados en CL en comparacion con 17 de la LC. La equidad fluctué entre 0,80

a 0,89 (Figura 3.7.C).

En barbecho del 2003 con LC, se alcanz6 una mayor equidad fingica; mientras que, con CL la
maxima equidad se logré en octubre del 2003, con cultivo de A. sativa. La diversidad de
especies de HMA, representadas por el indice H’, siempre fue mayor en CL que en la LC, con
valores comprendidos entre 1,94 a 2,54 (Figura 3.7.B); asi, la mayor diversidad se alcanzo
durante el barbecho del 2003, coincidiendo con la mayor riqueza de especies. Pareciera ser
que, por el corto periodo de evaluacion del ensayo, no se observo un efecto notorio del sistema

de laboreo o del cultivo sobre la diversidad de las comunidades fungicas.

3.3.1.2. Parametros del suelo
Durante el primer afo, la humedad del suelo disminuy6 rapidamente bajo CL en comparacion
con la LC, recuperandose para ambos sistemas de manejo al final del segundo afio de muestreo

(Figura 3.8.A).
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Figura 3.8. Parametros del suelo: humedad (A), pH (B), materia organica (C) y P-Olsen (D), afectados por la
cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-A. sativa (A)-T. aestivum en
un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr) corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre
(Oct) con cultivo. Los valores representan la media de cuatro repeticiones con barras del error estandar.

El pH del suelo en el primer afio registr6 0,5 unidades mas en CL comparado con la LC,
igualandose a pH 5,5 a 5,8 en el segundo afo (Figura 3.8.B). El contenido de MO disminuy6
levemente durante los dos afios del ensayo desde el 2002 al 2004, no encontrandose
diferencias significativas entre el comienzo y el final del ciclo, o entre sistemas de cultivos
(Figura 3.8.C); la disponibilidad de P, tuvo similar comportamiento no encontrdndose mayores
diferencias en los niveles en ambos sistemas de manejo; sin embargo, en floracion se
obtuvieron mayores contenidos que en la etapa barbecho, donde los mas altos valores se

registraron durante el primer afio cuando T. aestivum fue precultivo (Figura 3.8.D).

La actividad fosfatdsica siempre fue superior bajo CL que en la LC, excepto cuando el T.
aestivum se encontraba en floracion, donde la P-asa alcanzé su mayor valor, no encontrandose

diferencias entre los sistemas de labranza (Figura 3.9). En general, al final del ciclo de los dos
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anos, en CL los niveles de enzima liberados fueron mayores que al comienzo del ensayo, pero

no presentando diferencias con la LC.
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Figura 3.9. Actividad fosfatasica afectada por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacién
corta T. aestivum (T)-A. sativa (A)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr)
corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los valores representan la media de cuatro
repeticiones con barras del error estandar.

3.3.1.3. Correlaciones entre propagulos de HMA y algunos parametros del suelo

Correlaciones positivas se encontraron entre el numero de esporas de los HMA y algunas
caracteristicas del suelo para cada sistema de manejo. Asi, con LC correlacionaron
estrechamente las esporas con el porcentaje de humedad del suelo, pH, contenido de MO y P
Olsen (Tabla 3.2). La excepcion ocurrid bajo CL donde no hubo correlacion entre el nimero
de esporas con la MO. Cuando los periodos de barbecho y floracion se consideraron
individualmente, se encontrd una fuerte correlacion positiva entre el nimero de esporas con la
humedad del suelo y con la actividad fosfatdsica. Sin embargo, cuando la rotacidn, el sistema
de manejo y la época se consideraron en conjunto, solamente se obtuvo una correlacion entre

el nimero de esporas y la humedad.
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Tabla 3.2. Coeficiente de correlacion lineal (r)* entre propagulos de HMA y pardmetros de un suelo afectados

por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-A. sativa (A)-T.

aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile (** Significativo P< 0.01; *Significativo P< 0.05).

. Manejo Estacion

Correlacion CL LC Cultivo Barbecho Total
Esporas vs humedad (%) 0.75%* 0.86%* -0.07 0.79** 0.67**
Esporas vs pH -0.74** -0.61** 0.53* -0.20 -0.16
Esporas vs M.O (%) 0.12 0.56** 0.20 0.08 0.40%
Esporas vs P -0.74** -0.74%* -0.05 -0.23 -0.38
Esporas vs P-asa -0.74%* -0.73%** -0.06 0.89** -0.07
Hifas activas vs P-asa -0.51* 0.31 0.69** 0.32 -0.08
Hifas activas vs hifas totales 0.69** 0.52%* 0.42 0.48 0.50%*
Humedad (%) vs P -0.95%* -0.76%* -0.77* -0.44 -0.53%*
Humedad (%) vs pH -0.84%* -0.46* -0.46 -0.52* -0.54**
N 15 15 12 18 30

3.3.2. Efecto del manejo y rotacion de cultivos con hospedero discontinuo

3.3.2.1. Propagulos de HMA

En las Figuras 3.10, 3.11 y 3.12 se muestran los resultados obtenidos desde el afio 2002 hasta

el 2004, para los propagulos de los HMA constituidos por longitud de micelio total y longitud

de hifas metabolicamente activas, nimero de esporas y porcentaje de colonizacion de raices

tanto en T. aestivum como L. albus, bajo CL o LC.
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Figura 3.10. Densidad de micelio total y activo afectada por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC)
con rotacidn corta T. aestivum (T)- L. albus (L)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes
de abril (Abr) corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los valores representan la media
de cuatro repeticiones con barras del error estandar.
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Al comparar los sistemas de labranza, entre CL y LC, no se encontraron diferencias en la
densidad de hifas. En el micelio total, se observaron grandes diferencias al comparar los
valores obtenidos en el afio 2002, con los obtenidos en los afios 2003 y 2004 (Figura 3.10);
después de la siembra del 2001 con L. albus, durante el barbecho de 2002, se obtuvieron mas
de 10 m cm™ de micelio, en comparacion con alrededor de 3 m cm™ obtenidos en barbecho

2003 y 2004. Al final del ensayo, se obtuvo la menor longitud de hifas con precultivo L. albus
en LC.

Con respecto al micelio metabdlicamente activo, fue mayor durante barbecho 2003
proveniente de precultivo T. aestivum. La menor cantidad de hifas activas se obtuvo con
cultivo de L. albus (Figura 3.10); mientras que, a través del tiempo, no hubo un efecto notorio
del sistema de labranza. Lo que si se puede observar es la gran proporcion de hifas viables o
metabolicamente activas que permanecieron en el suelo en barbecho después de T. aestivum,

es decir, con un hospedero micorrizable (Figura 3.11A).
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Figura 3.11. Proporcion de hifas viables (A) y esporas de HMA (B) afectadas por la cero labranza (CL) y
labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-L. albus (L)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco,
Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr) corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los
valores representan la media de cuatro repeticiones con barras del error estandar.

El nimero de esporas no fue afectado por el cultivo o sistema de laboreo. Al comienzo del
estudio, se encontraban en un numero de alrededor de 300 esporas por 100 cm’ en ambos

sistemas de labranza. En octubre del 2002 durante la época de floracion del T. aestivum, las
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esporas disminuyeron en los dos tratamientos. El nimero de esporas permanecio casi
constante hasta floracion del 2003, luego tuvieron un gran incremento al final del ensayo (400

esporas por 100 cm’ con CL y 700 esporas por 100 cm’ bajo LC).

Durante el periodo de floracion del T. aestivum en el afio 2002, la colonizacion de las raices
por HMA fue significativamente mayor en CL que en la LC, con un incremento de un 58%.
En este acapite ademas se incluyeron los resultados de colonizacion de T. aestivum
correspondiente a octubre del 2004; se pudo observar que en LC los propagulos micorrizicos
aumentaron levemente, pero en CL disminuyeron, no presentando diferencias significativas

por el manejo.
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Figura 3.12. Porcentaje de colonizaciéon por HMA en raices afectado por la cero labranza (CL) y labranza
convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)- L. albus (L)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro
Sur de Chile. El mes de octubre (Oct) corresponde al suelo con cultivo. Los valores representan la media de
cuatro repeticiones con barras del error estandar.

3.3.2.2. Parametros del suelo

Durante el primer afo, la humedad del suelo disminuy6 rapidamente bajo CL en comparacion
con la LC, recuperandose para ambos sistemas de manejo al final del segundo afio de muestreo
(Figura 3.13A). El pH del suelo al comienzo en barbecho fue igual, pero durante la floracion
del primer afio registré una diferencia de una unidad més de pH en CL comparado con la LC,
igualdndose nuevamente en barbecho del segundo afio a pH 5,6 (Figura 3.13B). El contenido

de MO, en general, disminuy6 durante los dos afios desde abril 2002 a octubre 2003 en los dos
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sistemas de manejo, excepto al final del ensayo, donde experimentd una importante elevacion,
no presentandose diferencias significativas entre sistemas de labranza en barbecho 2003
(Figura 3.13C). La disponibilidad de P, tuvo un comportamiento similar entre los tratamientos,
encontrandose diferencias s6lo en barbecho después de T. aestivum. En floracion, se
obtuvieron mayores contenidos de P disponible que en barbecho, registrandose los mas altos

valores durante el primer afio, cuando T. aestivum fue precultivo (Figura 3.13D).

40 6,5 —@—CL —A=—|C
6,0 -
g 30
K
3 L 554
£
£ 204
5,0
10 T T T T T
Abr Oct Abr Oct Abr 45 T T T T T
2002 2003 2004 Abr Oct Abr Oct Abr
T B L B 2002 2003 2004
T B L B
104 60
50
o <
o
X 40
— o
S E
g S © 30
. N a
S Ny <
\*/ & 204
2
7 o
104
6 T T T T T 0 T T T T T
Abr Oct Abr Oct Abr Abr Oct Abr Oct Abr
2002 2003 2004
B 2002 T B 2003 L 2084 B T B L B

Figura 3.13. Parametros del suelo: humedad (A), pH (B), materia organica (C) y P-Olsen (D), afectados por la
cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)-L. albus (L)-T. aestivum en
un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr) corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre
(Oct) con cultivo. Los valores representan la media de cuatro repeticiones con barras del error estandar.

Con respecto a la actividad fosfatdsica no se encontraron diferencias entre CL o LC (Figura
3.14); en la rotacion cuando estuvo presente L. albus, aumenté la cantidad de enzima
especialmente en octubre 2003. En general, al final del ciclo de los dos afios, los niveles de

enzima liberados volvieron a igualarse con los del comienzo.
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Figura 3.14. Actividad fosfatasica afectada por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion
corta T. aestivum (T)-L. albus (L)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. El mes de abril (Abr)
corresponde al suelo en barbecho (B) y octubre (Oct) con cultivo. Los valores representan la media de cuatro
repeticiones con barras del error estandar.

3.3.2.3 Correlaciones entre propagulos de HMA y algunos parametros del suelo

Correlaciones significativas se encontraron entre el numero de esporas de los HMA y algunas
caracteristicas del suelo para cada sistema de manejo. Asi, con LC correlacionaron
estrechamente las esporas con el porcentaje de humedad del suelo, pH y P Olsen (Tabla 3.3).
Cuando los periodos de barbecho y floracion se consideraron individualmente, se encontrd una
fuerte correlacion positiva entre el niimero de esporas con la humedad del suelo y con la
actividad fosfatasica. Cuando se consideraron en conjunto la rotacion, el sistema de manejo y
la época de muestreo, se obtuvieron correlaciones entre el nimero de esporas con la humedad,

el pH, Py las hifas activas con la P-asa.

Tabla 3.3. Coeficiente de correlacion lineal (r)* entre propagulos de HMA y pardmetros del suelo afectados por
la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum (T)- L. albus (L)-T. aestivum

en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile (** Significativo P<0.01 ; * Significativo P<0.05).

Manejo Estacién

Correlacién CL LC Cultivo Barbecho Total
Esporas vs humedad (%) 0,70%* 0,66** 0,09 0,66** 0,61%*
Esporas vs pH -0,86** -0,47 0,23 -0,29 -0,51%**
Esporas vs M.O (%) 0,31 0,36 0,27 0,05 0,27
Esporas vs P disponible -0,74%* -0,56* 0,09 -0,63** -0,56**
Esporas vs P-asa 0,04 -0,05 -0,16 0,49* 0,07
Hifas activas vs P-asa -0,58* -0,74%** -0,67* -0,54* -0,66**
Hifas activas vs hifas totales 0,25 -0,07 0,64* -0,01 0,16
Humedad (%) vs P disponible -0,84%** -0,62% -0,82%* -0,87** -0,75%*
Humedad (%) vs pH -0,71%* -0,37 -0,28 -0,73%* -0,59%*
N 20 20 16 24 40
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3.3.3. Efecto del manejo y rotacion de cultivos sobre el numero de esporas de HMA a
través del perfil de suelo

3.3.3.1. Propagulos de HMA: namero de esporas

Las esporas de HMA sufrieron una drastica disminucion a la profundidad de 10-20 cm. Al
considerar los dos horizontes superficiales, la A. sativa entre 0-5 cm fue significativamente
mayor en la LC que CL, pero cuando se muestreo a la profundidad 0-10 cm, no se encontraron

diferencias entre los manejos.
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Figura 3.15. Numero de esporas HMA a tres profundidades de suelo afectadas por la cero labranza (CL) y
labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum-A. sativa-T. aestivum y T. aestivum-L. albus-T.
aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. Medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencias significativas (P< 0,05).

Cuando la rotacion incluy6é L. albus, una planta no hospedera, los propagulos fingicos
disminuyeron en relaciéon con el hospedero continuo. Entre 0-10 cm, no se encontraron
diferencias con el manejo o rotacion; la presencia de A. sativa se relaciond con un niimero

significativamente mayor de propagulos fungicos (Figura 3.15).

3.3.3.2. Parametros del suelo

En la Figura 3.16A se observa que en general, el pH del suelo es menor en profundidad, no
encontrandose diferencias producto del manejo o la rotacion de cultivo. En superficie, entre
los 0-5 c¢m, la rotacion que incluyd A. sativa no mostr6 diferencias con el manejo, mientras

que con L. albus en CL se obtuvo la menor acidez (Figura 3.16).
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Figura 3.16. Pardmetros del suelo: pH (A), materia organica (B) y actividad fosfatasica (C) a tres profundidades
de suelo afectadas por la cero labranza (CL) y labranza convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum-A.
sativa (A)-T. aestivum y T. aestivum-L. albus (L)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile.
Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias significativas (P< 0,05).

Los niveles de MO fueron notoriamente mayores en el horizonte superficial hasta los 10 cm.
Entre 0-5 cm, sélo se produjeron diferencias significativas por el manejo presentando la CL

los mas altos contenidos (Figura 3.16B).
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El P disponible se concentr6 mayoritariamente en los primeros 10 cm del suelo disminuyendo
drasticamente entre 10-20 cm, siendo la rotacion con cereal continuo y bajo CL, el tratamiento
que presento la més alta disponibilidad del nutriente. Los més bajos contenidos se encontraron

con LC cuando la rotacion incluy6 L. albus como cultivo (Tabla 3.4).

La mayor fraccion del Po correspondi6é a P humico, siendo el P falvico muy inferior; ambas
fracciones se encontraron mayoritariamente entre 0-5 cm, manteniéndose relativamente
constantes sus concentraciones en profundidad. En la Tabla 3.4 se puede observar que los
niveles de P humico y P fulvico no variaron con el manejo o la rotacion, pero entre los 10 y 20
cm fueron significativamente mas bajos para la rotacion con A. sativa en LC. De manera
similar, el P total no present6 diferencias significativas entre los tratamientos ya sea, por

efecto del manejo o rotacion de cultivo (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Fraccionamiento de P a tres profundidades de suelo afectadas por la cero labranza (CL) y labranza
convencional (LC) con rotacion corta T. aestivum-A. sativa (A)-T. aestivum y T. aestivum-L. albus (L)-T.
aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile. Medias seguidas por la misma letra no presentan
diferencias significativas (P< 0,05).

Profundidad Tratamiento P disponible P hiimico P falvico P Total
(cm) (mg kg (mg kg™ (mg kg™ (mg kg
0-5 CL A. sativa 18,6 a 1331 a 182 a 2468 a

CL L. albus 17,1 ab 1294 a 215a 2508 a
LC A. sativa 159b 1303 a 164 a 2204 a
LC L. albus 13,1 ¢ 1236 a 154 a 2767 a
0-10 CL A. sativa 142 a 744 a 106 a 2409 a
CL L. albus 6,5¢ 802 a 86a 2407 a
LC A. sativa 12,1b 701 a 95a 2331 a
LC L. albus 69c 700 a 85a 2307 a
10-20 CL A. sativa 5,1a 675 ab 107b 2386 a
CL L. albus 4,4 ab 712 a 134 a 2533 a
LC A. sativa 5,6a 563 b 104 b 2378 a
LC L. albus 3,6b 641 ab 143 a 2232 a

En general, a través del perfil del suelo, la actividad fosfatasica se mantuvo constante para
cada tratamiento, excepto con CL A. sativa, en que disminuy6 entre 10-20 cm. Grandes
diferencias se produjeron por efecto del cultivo que particip6 en la rotacion; asi, el L. albus
aumento significativamente la actividad enzimadtica, exacerbandose en superficie cuando el

suelo fue sometido a un manejo conservacionista (Figura 3.15).
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3.3.3.3 Correlaciones entre esporas y algunos parametros del suelo
Una correlacion positiva se encontr6 entre las esporas y el pH, entre el pH con el P hiimico y P

disponible y entre el P disponible con la MO (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Coeficiente de correlacion lineal (r)” entre esporas con parametros del suelo a tres profundidades de
suelo afectadas por la cero labranza y labranza convencional con rotacion corta T. aestivum-A. sativa (A)-T.
aestivum y T. aestivum-L. albus (L)-T. aestivum en un Ultisol, Temuco, Centro Sur de Chile (** Significativo
P<0.01; *Significativo P<0.05)..

Esporas P-disponible MO pH P-humico
P-asa 0,3220 - - - -
P-disponible 0,3363 - - - -
MO 0,3618 0,7387" - - -
pH 0,4463* 0,7723%%* 0,6461** - -
P-humico - 0,8094** 0,6118**  (0,7981** -
P-fulvico - 0,5628%* - 0,6347%* 0,7781%*

3.4. DISCUSION

Los sistemas con minima labranza en ensayos a largo plazo, muestran un efecto positivo sobre
las comunidades de HMA, comparados con los de LC (Douds et al., 1995; Méder et al., 2000;
Jansa et al., 2003). En Chile, se ha encontrado que suelos sometidos a CL, presentan mayor
colonizacién por HMA en las raices, mas alto nimero de esporas y mayor cantidad de micelio
(Borie & Rubio, 1990; Borie et al., 2000). Asi, en un Ultisol del secano interior de la IX
Region sometido a distinto manejo agronémico (CL y LC) se determind el nivel de propagulos
micorricicos y P disponible, informandose los mayores niveles en CL (Rouanet et al., 2003).
Ademas, en una rotacion de 5 afios en un suelo transicional, la colonizacion por HMA fue
mayor en los primeros 10 cm de profundidad con menor grado de inversién y cuando los
rastrojos fueron dejados sobre la superficie se observo una movilizacion de P desde formas

menos labiles a mas labiles (Borie et al., 2005; Rouanet et al., 2005).

Esta investigacion se centrd en estudiar el efecto temprano que podrian tener los sistemas de
labranza sobre los propagulos de HMA en un ensayo de rotacion corta. Es indudable que las
practicas de manejo agricola del suelo afectan el numero y actividad de los propagulos

fingicos; en sistemas de rotacion la importancia que tienen dichos propagulos (micelio, trozos
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de raices colonizadas y esporas) es que sirven como una fuente potencial de indculo para el

cultivo siguiente.

La longitud de hifas de HMA en sistemas con cultivos anuales generalmente fluctua entre 2 a
8 m g (Boddington et al., 1999; Leake et al., 2004). Los valores encontrados fueron muy
inferiores a los de la literatura, lo que podria indicar que 4 afios con CL no fue un tiempo
suficiente en este tipo de suelo para demostrar que la longitud de hifas totales y la longitud de
micelio activo podrian servir como indicadores tempranos de cambios producidos por los
sistemas de manejo sobre los propagulos de HMA. La proporcion de hifas activas respecto a la
cantidad de micelio total con ambos sistemas de manejo en T. aestivum o A. sativa, fue
notoriamente mas baja que la reportada en un experimento a largo plazo realizado en el este de
Canada durante 11 afios con Z. mays (Kabir et al., 1997; 1998). La utilizacion de maquinaria
pesada u otro tipo de perturbacion del suelo rompen la red de micelio fingico (Evans &
Miller, 1990; Kabir et al., 1998; McGonigle & Miller, 2000); sin embargo, en este estudio no

se encontro tal efecto para el periodo de evaluacion de 2-4 afios.

Por otra parte, en condiciones de campo la colonizacion de las raices por HMA se ve afectada
por la rotacion y el tipo de cultivo (Sieverding, 1991; Borie et al., 2005). Debido a que la CL
disminuye considerablemente la evaporacion del agua del suelo en la superficie y por tanto,
aumenta su contenido hidrico, existe una mayor distribucién de las raices de la planta, en
especial, en los primeros 5 cm del suelo (Phillips, 1985). Los nutrientes se encuentran
concentrados en este mismo volumen del suelo, situacion ideal para su captacion Optima,
especialmente durante los primeros estadios de crecimiento de la planta. Cultivos con raices
profundizadoras, como L. albus, pueden utilizar nutrientes ubicados a mayor profundidad en el
perfil del suelo. En el proceso, estas plantas pueden traer los nutrientes a la superficie
haciéndolos disponibles para los cultivos de sistemas radiculares mas superficiales (Bowman

& Halvorson, 1997).
La velocidad de colonizacion fue considerablemente mayor con CL que LC. Actualmente,

existen escasos antecedentes sobre el efecto genotipico de los cultivos estudiados sobre los

propagulos HMA cuando crecen en Ultisoles; algunos cultivares de A. sativa locales han
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mostrado ser mas susceptibles a la colonizacion que cultivares de T. aestivum (Borie et al.,

1994).

La CL afect6 positivamente el numero de esporas de HMA en el Ultisol, lo que podria estar
relacionado con la humedad del suelo, coincidiendo con lo informado por Burrows & Pfleger
(2002). Sin embargo, este parametro fungico en CL no estuvo relacionado con la MO,
resultados contrarios a los obtenidos por Anderson et al. (1984), Klironomos et al. (1993) y
Beena et al. (2000). Esta ultima relacion entre la MO y el nimero de esporas en suelos
volcanicos ha sido informada por Borie et al. (1997), quienes encontraron diferente ntimero de
esporas en dos ensayos de campo realizados en Andisoles (13% MO) con 10 cultivares de T.
aestivum. En el primer Andisol fluctuaron entre 170 y 593 esporas por 100 g mientras que en
el segundo, de mayor acidez, estuvieron en el rango de 53 a 243 esporas por 100 g, siendo la

velocidad de esporulacion también diferente para cada cultivar.

Las 22 especies de HMA encontradas en este estudio resultaron superiores a las informadas
desde agroecosistemas del hemisferio norte por Douds & Millner (1999) y Oehl et al. (2003)
desde agroecosistemas de Europa central, semejantes a los nuestros y con uso intensivo del
suelo, pero levemente inferiores a las de Ellis et al. (1992) en Norteamérica, quienes aislaron
26 especies en un ensayo de rotaciéon Sorghum sp.-soya (Glycine max). No es sorprendente
que la mayoria de las esporas de HMA que han sido aisladas y descritas para suelos agricolas
pertenezcan al género Glomus (Jansa et al., 2003). Sin embargo, probablemente debido a las
condiciones edaficas de nuestros suelos, se encontré mayor abundancia del tipo Acaulospora
spp- que en otros estudios (Oehl et al., 2003; 2005) lo que podria deberse a la acidez del suelo.
En cambio, en suelos acidos tropicales, tanto esporas de Acaulospora spp. como de Glomus

spp. se encuentran con frecuencia (Sieverding, 1991).

Resulta interesante observar en términos de formacion de esporas, el aumento relativo que se
produjo en la proporcion de esporas de Acaulospora bajo LC; esto esta de acuerdo con lo
informado por Jansa et al., (2003) quienes encontraron que el manejo tuvo una influencia
significativa sobre la esporulacion de esporas de géneros distintos a Glomus, resultados que

podrian demostrar que las especies de Acaulospora reaccionan positivamente a la perturbacion
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del suelo; este incremento podria deberse a una disminucion en el pH del suelo en LC,
especialmente con T. aestivum. En bosques tropicales lluviosos y suelos cultivados se han
encontrado altas cantidades en el numero de especies dentro del género Acaulospora (Bohrer,
2001) tendiendo a dominar en suelos mas acidos (Porter et al., 1987; Stiirmer, 1998) como ha
sido recientemente encontrado en Andisoles de bosques acidos del sur de Chile (Capitulo 2;

Castillo et al., 2005).

Por otra parte, en general esporas de Scutellospora se encontraron en menor cantidad en LC
que en CL (excepto en barbecho 2003), resultados que concuerdan con lo informado por Jansa
et al. (2003) en un ensayo en campo con Z. mays a largo plazo en Suiza. Ellos concluyeron
que con la alteracion del suelo, el género Scutellospora se redujo fuertemente acompanado con
un aumento de la colonizacion del Z. mays por Glomeraceae. Antecedentes de la literatura
sugieren que Scutellospora spp. (Gigasporaceae) puede propagarse solamente via esporas
viables o micelio intacto; por el contrario, Glomeraceae colonizan las raices via fragmentos de
micelio (Biermann & Linderman, 1983; Daniell et al., 2001). Algunas investigaciones han
demostrado anastomosis entre hifas de la misma espora y entre esporas diferentes del mismo
Glomus, pero no en Gigaspora (Giovannetti et al., 1999; 2001). De la Providencia et al.
(2005) mostraron que trozos de hifas de Glomeraceae son capaces de unirse nuevamente por
anastomosis, mientras que Gigasporaceae forman puentes hifales dentro de la misma hifa, pero
no entre hifas diferentes. De aqui que, Glomeraceae pudiera ser capaz de reestablecer
conexiones de las redes fingicas, luego de una alteracion mecanica (Daniell et al. 2001), no
pudiendo realizarlo Gigasporaceae. Estas diferencias explicarian la dominancia de Glomus

(Glomeraceae) sobre los miembros de Scutellospora bajo un sistema con LC.

Mayor riqueza de especies de HMA se encontré con CL que en LC siendo superior en
barbecho después de T. aestivum que A. sativa. El indice de H’ fue mayor que los informados
para otros suelos agricolas (Franke-Snyder et al. 2001; Johnson et al. 1991b; Cuenca &
Meneses, 1996) pero, semejante a los reportados por Oehl et al. (2003) en suelos europeos. La
riqueza de especies y la diversidad, a pesar que mostraron diferencias entre los dos sistemas de

manejo, no fueron significativas aun después de los 4 afios de evaluacion. Por esta razon, estos
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indices no serian utiles para pronosticar cambios tempranos ocurridos en la diversidad de

HMA por las practicas agricolas.

Los altos niveles de P disponible encontrados en el suelo con T. aestivum, pudieron deberse
por una parte, a un efecto hidrolitico de las fosfatasas sobre el Po, como también a la elevada
fertilizacion fosfatada que demanda este cultivo en comparacion a A. sativa. Por otra parte,
elevados contenidos de P en los suelos inhiben las micorrizas (Dhillion & Zak, 1993) y las
actividades enzimaticas (Nannipieri et al., 2002), pero en este estudio solo se afecto
negativamente la colonizacion de las raices por los HMA. Escasos antecedentes existen en
Chile sobre el rol ejercido por el Po sobre la nutricion de los cultivos agricolas y la influencia
que ejerceria LC sobre este pool de P. Los suelos volcanicos tienen elevados contenidos de P
total y en algunos de ellos el Po representa mas del 50% del total (Borie & Zunino, 1983;
Rubio et al. 1990); estas fracciones son hidrolizadas en la rizosfera de la planta por la raiz o
mediante la accidon de las fosfatasas y fitasas microbianas (Tadano & Sakai, 1991; Richardson
et al. 2001). En este tipo de suelos deficitarios en P disponible, estos mecanismos adquieren
especial relevancia debido a que las fosfatasas acidas liberadas podrian ser mecanismos
adaptativos para el crecimiento de las plantas, lo que contribuye a reestablecer el P en la
solucion del suelo (Li et al. 1997). Tarafdar & Marschner (1994) informaron que la actividad
fosfatasica en T. aestivum aumento significativamente en presencia de micorrizas, estando
fuertemente correlacionadas con la longitud hifal. Sin embargo, en nuestro estudio la actividad
fosfatasica correlacioné negativamente con la densidad de hifas metabdlicamente activas en

CL.

Criquet et al. (2004) encontraron que las raices eran una fuente importante de fosfatasas acidas
en el suelo y que correlacionaban bien con la humedad. En la época en que se realizé el
muestreo durante el barbecho de otofio, los suelos presentaban una alta humedad. También,
Harrison & Pearse (1979) encontraron un incremento estacional en la actividad P-asa 4cida de

los suelos durante el invierno.

La dinamica del P puede afectar la intensidad del cultivo; asi, inicialmente la semilla cuenta

con una concentracion de P relativamente alta, pero con la demanda de nutrientes para el
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crecimiento vegetal, el P se diluye en los tejidos en expansion. Si no existe un sistema de
raices adecuado para abastecer a la planta del P requerido, la falta del nutriente restringe el
desarrollo de la planta. EI L. albus no mostr6 deficiencias de P, probablemente por sus raices
proteoideas que exudan cantidades significativas de enzimas fosfatasas al suelo, liberando P
desde formas organicas, especialmente P-fulvico en el horizonte superficial. Olander &
Vitousek (2000) observaron la presencia de un feedback negativo entre el suministro de
nutrientes y la actividad enzimatica que ha sido observado en muchos estudios de P en el
suelo; ellos explicaron la pérdida de relacion entre estas variables sugiriendo que el P
inorganico puede no ser un factor limitante y que algunos otros sustratos (N, C, Po) o

interferencias desde sustancias humicas pueden limitar la produccion o actividad fosfatasa.

Las plantas de L. albus son poco exigentes en cuanto a fertilidad del suelo y clima, pudiendo
crecer en zonas de secano, como también en suelos acidos o deficitarios en nutrientes. En una
rotacion con Z. mays-T. aestivum y L. albus- T. aestivum en un Alfisol de la VIII Region, los
resultados mostraron que en el horizonte entre 5-10 cm, el balance de C fue superior en T.
aestivum- L. albus, ya que al incluir la leguminosa en la rotacion, por su sistema de raices
proteoideas con alta densidad de pelos radicales que actian como “arado biologico” (Borie et

al., 2000) se pudo aprovechar mejor el C disponible (Crovetto, 2002).

Por otra parte, el bajo nimero de esporas encontradas en los suelos con L. albus, pudo ser
resultado de las practicas de manejo que incluyeron una planta no hospedera en la rotacion.
Ryan (2001) en experimentos realizados en campo con trigo usando como precultivo Brassica
(hospedero no micorrizico) encontrd6 que la colonizacion por HMA se redujo

significativamente de manera similar a largos periodos en barbecho.

De aqui que, el biociclado de nutrientes inmoviles a través de la captacion desde horizontes
mas profundos por cultivos con raices profundizadoras y la reposicion cerca de la superficie
del suelo a través de la descomposicion de residuos de plantas, es importante en sistemas de
cultivo con entradas minimas de nutrientes desde fuentes externas, o con una minima

perturbacion o ambas (Bowman & Halvorson, 1997).
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El aumento de esporas en los suelos con A. sativa entre 0-10 cm, en CL en comparacion con
LC, y en L. albus con CL, entre 0-5 cm y 10-20 cm, podria deberse a una conservacion de la

temperatura y humedad del suelo por efecto de los residuos superficiales.

3.5 CONCLUSIONES

La densidad de esporas disminuyd drésticamente en profundidad cuando la rotacion incluyd
un hospedero continuo, A. sativa; mientras que la rotacion con hospedero discontinuo, L.
albus presentd menor cantidad de propagulos fungicos, pero los cuales se mantuvieron

relativamente constantes a través del perfil de suelo.

En general, de este ensayo se puede concluir que no se pueden visualizar cambios en las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo antes de 4 afios de practicas de manejo sostenible,
semejantes a las de CL. Ademas, los resultados muestran que propagulos de HMA como:
numero de esporas o trozos de raices colonizadas, podrian servir como indicadores tempranos
para cambios producidos en el suelo, cuando estdn sometidos a practicas agricolas del tipo de
la CL. Es decir, los propagulos micorrizicos responderian mas rapidamente a las rotaciones de
cultivo, que los pardmetros quimicos. La extension del periodo de monitoreo de los
propagulos micorrizicos, para los afios siguientes de un nuevo ciclo de rotacion, pareciera ser
crucial para un mejor conocimiento de las funciones que cumplen los HMA en los suelos

acidos del centro-sur de Chile.
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CAPITULO 4

COMPATIBILIDAD Y EFECTIVIDAD COMPARATIVA DE LA
INOCULACION CON Glomus claroideum, Glomus etunicatum Y
Paraglomus occultum SOBRE Triticum aestivum L. Y Avena sativa L. EN
CONDICIONES DE INVERNADERO
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RESUMEN
Debido al creciente interés econdmico y ecoldgico que tienen en la actualidad los HMA se
realizan esfuerzos para poner en practica su uso como biofertilizantes. De aqui que, el objetivo
del trabajo fue estudiar la compatibilidad y efectividad comparativa de la inoculacioén con tres
especies de HMA: Glomus claroideum (I-1), Glomus etunicatum (I-2) y Paraglomus occultum
(I-3) aisladas desde un Ultisol de la IX Region sobre dos hospederos agronomicos importantes
trigo (Triticum aestivum L.) y avena (Avena sativa L.), medida en tres estadios fenologicos:
embuche, espigadura y madurez. Para seleccionar el inéculo mas eficiente se evaluaron
parametros agronomicos, fangicos y bioquimicos. El rendimiento de T. aestivum en
espigadura y madurez, frente a la inoculacion, respondio6 en el orden I-1>1-3>[-2; en cambio,
A. sativa siguio la tendencia I-1>1-2>I-3. En ambos hospederos el mayor peso seco se obtuvo
con la inoculacion de I-1. El contenido foliar de Cu en T. aestivum no presento diferencias
significativas, mientras que el mayor contenido de Zn foliar se obtuvo con I-3. En A. sativa, la
captacion de nutrientes siguié la misma tendencia que el peso seco. En A. sativa la mayor
colonizacion se produjo con I-1 e I-2, mientras que con T. aestivum no se observaron
diferencias en los tres estadios, coincidiendo con el mayor numero de esporas. La produccion
de materia seca correlaciond estrechamente con los dos pardmetros fungicos (esporas y
colonizacién de raices). Las plantas presentaron distintas respuestas a la inoculacion,
destacando como mas efectivo G. claroideum. En ambos cultivos la colonizacion por HMA
estuvo relacionada con la captacion de nutrientes; de manera que, se puede considerar como
una alternativa a explorar para la seleccion de genotipos eficientes, que contribuyan a
solucionar problemas de baja fertilidad de los suelos. De este estudio se concluye que, bajo las
condiciones edaficas estudiadas, se encontré cierta compatibilidad funcional entre A. sativa y

G. claroideum.
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ABSTRACT
Due to the growing economic and ecological interest in the importance of arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF), work is worldwide carring out in order to use AMF as biofertilizers.
The objective of the present study was to compare the effectiveness and compatibility under
glasshouse conditions of three AMF species: Glomus claroideum (I-1), Glomus etunicatum (I-
2), and Paraglomus occultum (I-3), isolated from an Ultisol Pumalal IX" Region, on two host
plants. These were wheat (Triticum aestivum L.) and oat (Avena sativa L.). The effect of the
inoculation was measured at three phenological stages: booting, heading and maturity. In order
to select the more efficient inoculum agronomic, fungal, and biochemical parameters were
evaluated. The yield of T. aestivum with respect to AM inoculation resulted in the order I-1>1-
3>I-2; in contrast, A. sativa had the order I-1>1-2>I-3. In both crop species the highest dry
weight was obtained with the inoculation I-1 species. In T. aestivum, the Cu content did not
show significant differences. Highest Zn was obtained with I-3. In A. sativa, nutrients uptake
followed the same trends that those of dry weight. In both host plants at maturity, the highest
colonization by AMF was achieved with I-1, coinciding with the highest number of spores.
Dry matter production showed a good relationship with the two fungal parameters (spores and
root colonization). In both crops nutrient uptake was also related to AMF colonization,. In
conclusion, it is possible to identify efficient fungal genotypes which can improve crop
production in environments with low fertility. We can also conclude from this study that there
is a better functional compatibility between A. sativa and the G. claroideum than between T.

aestivum and any of the fungal isolates studied.
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4.1. INTRODUCCION

Hasta hace algunos afios se consideraba que la simbiosis MA carecia de especificidad entre el
HMA y un hospedero (Gianinazzi-Pearson et al., 1985; Smith & Read, 1997). Asi, una especie
de HMA podria colonizar un amplio rango de plantas hospederas o también, una planta seria
colonizada por varias especies de HMA. Bajo condiciones de invernadero, se asumia una falta
de especificidad absoluta, ya que muchos vegetales podian ser inoculados exitosamente con
mezclas de HMA. Lo anterior no demuestra en forma concluyente una ausencia de
especificidad ecoldgica bajo condiciones de campo, ya que algunos hongos pueden colonizar
solamente a ciertas plantas (Sanders, 2002) sugiriendo una cierta preferencia endofito-
hospedero (McGonigle & Fitter, 1990). En mezclas de poblaciones de HMA nativas, Schenck
& Kinloch (1980) encontraron que distintos cultivos tuvieron un efecto selectivo sobre los
hongos. Ademas, en suelos cultivados, Hayman (1982) informé que la distribucion de HMA

se ve afectada en gran medida por las especies de plantas presentes.

Por otra parte, en una investigacion realizada en campo con distintas herbaceas McGonigle &
Fitter (1990) observaron la presencia de varias especies de HMA en sus raices mientras que,
Holcus lanatus L. fue colonizado preferentemente por Glomus tenue. Posteriormente, Sanders
(1993) utilizando como inoculo trozos de raices colonizadas, no encontré evidencias de
especificidad micorrizica y Sanders & Fitter (1992) determinaron que el nimero de esporas de
HMA en el suelo difiere segun la especie de hospedero asociada. Otros estudios sobre
especificidad hongo-hospedero se han realizado con arroz (Oryza sativa) (Dhillion, 1992) y
leguminosas forrajeras (Giovannetti & Hepper, 1985). Por el contrario, estudios realizados en
campo con praderas permanentes de ballica (Lolium perenne L.)-trébol blanco (Trifolium
repens L.) presentaron alta colonizacion por HMA, teniendo L. perenne distintas respuestas
frente a la inoculacion ya sea, si el indculo provenia de una herbacea o de T. repens como
planta hospedera (Rogers et al., 1994). También, Ravnskov & Jakobsen (1995) observaron
compatibilidad simbidtica entre G. invermaium asociado con pepino (Cucumis sativus L.), lino
(Linum usitatissimum L.) o T. aestivum, pero el hongo aumentd soélo la captacion de P cuando

estuvo asociado con L. usitatissimum.
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En general, de estos estudios en campo se concluye que existiria una cierta especificidad
ecoldgica entre los HMA con sus plantas hospederas asociadas, lo que tendria importantes
consecuencias para el funcionamiento de las comunidades vegetales y para la dindmica

nutricional.

Este criterio de carencia de especificidad simbidtica se mantuvo hasta el afio 2002, cuando
Vandenkoornhuyse et al. (2002) y Bidartondo et al. (2002) mediante el uso de técnicas
moleculares probaron en dos ecosistemas diferentes, una pradera templada y un bosque sub-
artico, presencia de distintos niveles de especificidad. Sus estudios evidenciaron la existencia
de presiones de seleccion sobre el hongo y la planta, que harian especifica la eleccion de
pareja, aunque no necesariamente significaria una especificidad completa pero si, un tipo de
preferencia de un hospedero por cierto hongo (Sanders, 2002). Es decir, existiria una
compatibilidad genética determinada por la habilidad del simbionte fingico para colonizar al

hospedero, donde el vegetal no siempre se beneficiaria asociado con el hongo.
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Figura 4.1. Cambios ocurridos en las comunidades de HMA a través del tiempo con dos hospederos Agrostis
capillaris y Trifolium repens. Circulos de colores representan distintos morfotipos de HMA (Vandenkoornhuyse
et al., 2002).

Los estudios de Vandenkoornhuyse et al. (2002) los realizaron en raices de dos herbaceas
coexistentes Agrostis capillaris y T. repens; donde los resultados mostraron que la mayoria de
los hongos se distribuyeron entre las dos plantas, mientras unas pocas especies mostraron

preferencia por un hospedero (Figura 4.1). La evaluacion de las comunidades fingicas las
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realizaron 4 veces durante el afio con sorpresivas variaciones. Al comienzo (a) se encontraron
varios tipos diferentes de HMA, la mayoria de ellos comunes para ambas plantas (azul y
amarillo) mostrando un escaso ntimero de ellos preferencia por un hospedero (naranjo). Con el
tiempo (b), la comunidad fungica compuesta por muchas especies de hongos no especificos
cambid en ambas plantas, siendo algunos HMA diferentes a los del comienzo (azul y verde) y
mostrando otros preferencia por un solo hospedero (rosado). Este estudio muestra que ademas
de la existencia de una cierta especificidad endéfito-hospedero, la simbiosis es un sistema
dindmico. Actualmente, se desconoce si los hongos que presentan preferencia por un

determinado hospedero son los que entregan mayores beneficios al vegetal (Sanders, 2003).

Lo anterior conlleva a un interés por estudiar especies de HMA asociadas con determinadas
especies de plantas hospederas y la influencia que tendrian los factores ambientales sobre la
densidad de esporas y distribucion, con la finalidad de seleccionar especies eficientes en
programas de inoculacion a gran escala. Asi, este estudio soporta la hipdtesis de que las
especies de plantas, junto con las condiciones del suelo afectarian el funcionamiento de la

simbiosis de acuerdo con la especie de HMA al cual se asocian.

De aqui que, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar, a través de la colonizacion
producida por la inoculacion de G. claroideum, G. etunicatum y P. occultum en plantas de T.
aestivum y A. sativa, en tres estadios fenologicos (embuche, espigadura y madurez) la
compatibilidad y eficiencia de las epitetas, entre ellas, junto con la cuantificacion de

parametros de rendimiento de las plantas e indicadores del suelo.

42 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Preparacion de inoculos puros de HMA

Producto de los estudios de diversidad de HMA realizados en ensayos de campo en un Ultisol
(Capitulo 3), se seleccionaron 3 especies de HMA que se encontraron con mayor abundancia:
G. claroideum (I-1), G. etunicatum (I-2) y P. occultum (I-3). Durante aproximadamente una
semana, se aislaron esporas de las 3 especies hasta obtener un numero suficiente (alrededor de
500 esporas en triplicado), manteniéndolas en agua destilada y refrigeradas a 4°C.

Paralelamente, se hizo crecer sorgo (Sorghum bicolor L.) en macetas plasticas de 7,5 cm de
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diametro por 25 cm de profundidad, equivalentes a 900 mL, en arena fina estéril (previamente
lavadas con 4cido). Las plantulas se mantuvieron en invernadero bajo condiciones controladas
de luz y temperatura (ciclos de luz de 16 h a 21°C, acompafiados de 8 h oscuridad a 15°C y
con densidad de flujo de fotones fotosintéticos de 500-650 mmol m™ s™), con una humedad
relativa ambiental de 50% y con la del suelo, a capacidad de campo. Cuando se estimo que la
raiz habia alcanzado un tamafio adecuado (aproximadamente 12 semanas), la planta completa
se retird cuidadosamente de la maceta, lavdndose las raices para eliminar cualquier resto de
sustrato y con una jeringa se inyectaron superficialmente en el centro de la raiz las esporas del
inéculo respectivo, previamente desinfectadas (Morton, comunicacion personal). Las plantas
inoculadas se colocaron en macetas de 5L de capacidad con una mezcla estéril
suelo:arena:vermiculita en relacion 7:2,5:0,5 y se mantuvieron bajo condiciones de
invernadero desde julio a octubre de 2004, controlando las condiciones de luz, temperatura y

humedad.

Figura 4.2. Proceso de produccion de in6culo de HMA.

103



El suelo que se utiliz6 para la preparacion del soporte correspondid a la serie Maquehue con
pH de 5,3; 2,46 ug g de P Olsen; 22,14 % de MO y 2574 pg g de P total. Previo a la
cosecha, se suspendio el riego durante 3 semanas para inducir la esporulacion del HMA frente
al estrés hidrico producido a la planta. Finalmente, se elimin6 la parte aérea del S. bicolor y el
contenido de cada una de las macetas, incluyendo el suelo y las raices previamente cortadas en
trozos de 1 cm, se homogeneizaron y almacenaron a 4° C, para ser utilizado posteriormente,

como fuente de indculo para el bioensayo (Figura 4.2).

4.2.2. Establecimiento del bioensayo

En noviembre de 2004 se establecio el ensayo de efectividad micorrizica en invernadero con
condiciones controladas de luz y temperatura. Macetas de 1 L de capacidad se llenaron con
mezcla estéril suelo:arena:vermiculita (7:2,5:0,5) y superficialmente se colocd una banda de
50 g de indculo de HMA (equivalente a una capa de 1 cm de profundidad de sustrato
conteniendo esporas, micelio extrarradical y trozos de raices colonizadas por HMA en plantas
de S. bicolor cultivadas bajo condiciones similares) la que se cubrié con el mismo sustrato
estéril. En cada maceta se sembraron dos semillas pre-germinadas de cada planta hospedera,
previamente desinfectadas con cloramina T. A la semana siguiente, todas las macetas se
reinocularon con la microflora de vida libre y por una sola vez se fertilizaron con KNOs en el
equivalente a 8 mg N por maceta. Cada 15 dias, se adiciono solucion nutritiva, exenta de P y
durante todo el ensayo, las plantas fueron regadas una a dos veces a la semana para mantener

el suelo a capacidad de campo.

4.2.3. Analisis estadistico

Este estudio factorial de 3x3x4 consisti6 de una combinacién de tres especies HMA (G.
claroideum, G. etunicatum y P. occultum), 3 estadios fenoldgicos del hospedero (embuche,
espigadura y madurez), con 4 repeticiones por tratamiento y en 2 plantas (A. sativa, T.

aestivum) con un total de 72 macetas.
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4.2.4. Parametros evaluados
En el transcurso del ensayo los 2 hospederos se evaluaron en tres estadios fenologicos segun
escala de Zadocks (Zadocks et al., 1974): 45 (embuche), 59 (espigadura) y 75 (madurez),
midiéndose parametros de ambos simbiontes:
a) Hospedero: peso seco aéreo, peso seco raiz, relacion tallo:raiz (T/R) y peso seco
espiga.

b) HMA: porcentaje de colonizacion en raices (determinada en una fraccion de masa

fresca del sistema radicular), longitud total de raiz y longitud de raiz colonizada

(Figura 4.3).

; EEy

Figura 4.3. Colonizacién por HMA en raices de A. sativa (A y B) y T. aestivum (C).

En la etapa final del ensayo (madurez) al cosechar el hospedero, las plantas se dividieron en
tallo y raiz y se determinaron los pesos secos después de llevarlas a estufa de secado a 70°C
hasta peso constante (Staibung et al., 2002). En el material vegetal se realizaron
determinaciones de concentracién de algunos nutrientes como P (espectrofotometria visible),

Cu y Zn foliar (espectrofotometria de absorcion atomica).

En el suelo de cada una de las macetas se determinaron los siguientes parametros:
a) Quimicos: pH (relacién suelo:agua 1:2,5), %MO (Walkley & Black, 1934) y P
disponible (Olsen & Sommers, 1982).
b) Bioquimicos: actividad fosfatésica 4cida (Tabatabai & Bremner, 1969).
c) Fungicos: numero de esporas mediante el método de tamizado humedo con

gradiente de sacarosa (Sieverding, 1991).
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43 RESULTADOS
4.3.1 Rendimiento y contenido nutricional de las plantas
En la Figura 4.4 se muestra el peso aéreo y de la raiz tanto de T. aestivum como A. sativa en

los tres estadios fenologicos estudiados: embuche, espigadura y madurez.
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Figura 4.4. Peso seco de la parte aérea y raiz en T. aestivum (A) y A. sativa (B), afectados por la inoculacion de
I-1, I-2 e I-3 en los estadios fenoldgicos de embuche, espigadura y madurez. Valores representan la media de tres
repeticiones, barras con igual letra no presentan diferencias significativas (P < 0.05).

En T. aestivum (Figura 4.4A), se puede observar que no se produjeron diferencias
significativas en el rendimiento por la inoculacidon con las especies de HMA en cada una de las
tres etapas fenologicas y lo mismo sucedio con el peso de la raiz. En cambio, en A. sativa
(Figura 4.4B) el peso de la parte aérea se incrementd a medida que se aproximaba al periodo
de madurez, mostrando diferencias significativas entre indculos, al igual que el peso de la raiz.
A la cosecha, I-1 produjo un aumento en peso aéreo de 140% con respecto a -3 y un 44%, en
comparacion con I-2. En espigadura y madurez, A. sativa mostrd una respuesta en rendimiento
frente a la inoculacion de HMA en el siguiente orden: I-1>1-2>]-3; asi, la mayor masa aérea se

obtuvo por la inoculacion con G. claroideum.
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Figura 4.5. Relacion tallo/raiz (T/R) en T. aestivum (A) y A. sativa (B), afectado por la inoculacion de I-1, I-2 e
I-3 en los estadios fenologicos de embuche, espigadura y madurez. Barras representan el error estandar de tres
repeticiones.

En T. aestivum (Figura 4.5A) con I-3 la relacion T/R fue aumentando en el tiempo, es decir, la
parte aérea incrementd su masa en comparacion al sistema radicular mientras que, con los
otros dos indculos la relacion disminuyd en la etapa de espigadura, aumentando en madurez.
En cambio, T/R en A. sativa con los tres indculos aumentd en el tiempo, sefialando un

desarrollo armonioso del hospedero (Figura 4.5B).
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Figura 4.6. Peso espiga en T. aestivum (A) y A. sativa (B), afectado por la inoculacion de I-1, 1-2 e I-3 en los
estadios fenologicos de espigadura y madurez. Valores representan la media de tres repeticiones, barras con igual
letra no presentan diferencias significativas (P < 0.05).

Con respecto al peso de las espigas en T. aestivum no se encontraron diferencias significativas
en los dos estadios fenologicos evaluados (Figura 4.6A). En A. sativa (Figura 4.6B), la mayor

masa se obtuvo con I-2 e I-1, obteniéndose significativamente menor peso de espigas por la
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inoculacion con I-3. En espigadura el tratamiento con I-2 produjo un incremento de 125%

respecto a [-3; descendiendo en madurez, a un 89%.
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Figura 4.7. Contenido de nutrientes: P, Cuy Zn en T. aestivum (A) y A. sativa (B), afectados por la inoculacion
de I-1, I-2 e I-3. Valores representan la media de tres repeticiones, barras con igual letra no presentan diferencias
significativas (P < 0.05).

En la Figura 4.7A se puede observar que en T. aestivum los contenidos de P y Cu foliar no

presentaron diferencias significativas; en cambio, la movilizaciéon de Zn con la inoculacion
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con [-3 fue significativamente mayor que I-2 e I-1, con incrementos de 40% y 66%,

respectivamente.

En A. sativa los contenidos de P y Cu foliar fueron significativamente mayores con I-1
seguido por I-2; en el contenido de Zn no se encontraron diferencias significativas entre I-1 e
I-2, teniendo I-3 la menor movilizacion. Asi, en A. sativa la inoculacion con G. claroideum (I-
1) produjo incrementos en el contenido de P de 67% respecto a G. etunicatum (I-2) y de 137%
con respecto a P. occultum (I-3). En el caso de Cu, este incremento fue de 51% y 520%,
respectivamente, mientras que el aumento en el contenido de Zn en A. sativa por la

inoculacion con G. claroideum fue de 108%, sobre P. occultum (Figura 4.7B).

La cantidad de nutrientes movilizados a la planta en el caso de T. aestivum no indican
claramente un efecto por la inoculacion. En cambio, en A. sativa se mantiene una clara

tendencia [-1>[-2>]-3, de la misma manera que para el rendimiento de las planta (Figura 4.4).

4.3.2 Parametros HMA

Con respecto a la velocidad de colonizacion por HMA, mostrada en la Figura 4.8, las plantas
de T. aestivum (Figura 4.8A) presentaron desde la etapa de embuche un elevado porcentaje de
colonizacion, el que practicamente se mantuvo constante en el tiempo y aunque no se
encontraron diferencias significativas por la inoculacion, I-3 incrementd notoriamente la

colonizacién de las raices entre espigadura y madurez.

En A. sativa (Figura 4.8B), en el estado de embuche, la colonizacion fue baja y aumento a
través del tiempo con I-1 e I-2. La inoculacién con I-3 mantuvo un valor relativamente
constante alcanzando en la madurez un notable incremento de aproximadamente 283%,
presentando P. occultum una velocidad de colonizacion semejante con ambos hospederos; sin
embargo, durante este estadio fenologico la colonizacion con I-1 e I-2 fue significativamente

mayor, respecto a [-3.

109



100 —

A 1004 B [ I N

Colonizacién HMA (%)
Colonizacion HMA (%)

Embuche Espigadura Madurez Embuche Espigadura Madurez

Figura 4.8. Porcentaje de colonizacion por HMA en raices de: T. aestivum (A) y A. sativa (B), afectado por la
inoculacion de I-1, I-2 e I-3 en los estadios fenologicos de embuche, espigadura y madurez. Valores representan
la media de tres repeticiones, barras con igual letra no presentan diferencias significativas (P < 0.05).

En T. aestivum (Figura 4.9) la longitud de raiz total no presentd diferencias frente a la
inoculacién con los tres ecotipos, pero se puede observar que con I-2 la longitud se mantuvo
practicamente constante a través del tiempo. En A. sativa, en estado de embuche la
inoculaciéon con I-2 presentd6 mayor longitud radical siendo mayor que I-1; en cambio, en
espigadura y madurez, I-1 fue significativamente mayor que I-3. En la raiz inoculada con I-1
se observa una tendencia en aumento; mientras por el contrario, la longitud con I-2 tuvo una

disminucion en espigadura, con un incremento importante en madurez.
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Figura 4.9. Longitud total de raiz y longitud de raiz colonizada de: T. aestivum (A) y A. sativa (B), afectadas por
la inoculacién de I-1, I-2 e I-3 en los estadios fenoldgicos de embuche, espigadura y madurez. Valores
representan la media de tres repeticiones, barras con igual letra no presentan diferencias significativas (P < 0.05).
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En T. aestivum la longitud de raiz colonizada se mantuvo constante a través del tiempo,
aumentando en madurez con I-1 e I-3. En A. sativa en embuche, la menor longitud colonizada

se obtuvo con I-1, siendo significativamente mayor que I-3 en espigadura y madurez (Figura

4.9).
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Figura 4.10. Numero de esporas de I-1, I-2 ¢ I-3 en T. aestivum (A) y A. sativa (B), al término del ensayo.

Valores representan la media de tres repeticiones, barras con igual letra no presentan diferencias significativas (P
<0.05).
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En T. aestivum el nimero de esporas de HMA encontrado en el suelo inoculado con I-1, fue
significativamente mayor que en I-3. Similarmente en A. sativa, se produjeron grandes
diferencias en la densidad de esporas dejadas en el suelo por los tres inoculos; siguiendo el

siguiente orden: [-1>1-2>1-3 (Figura 4.10.).

4.3.3 Parametros quimicos y biolégicos del suelo

Los suelos con ambos hospederos no presentaron diferencias significativas en acidez (Figura
4.11A) frente a la inoculacion con las tres especies de HMA; sin embargo, con T. aestivum el
pH del suelo se mantuvo sin mayor variacion con respecto al del suelo utilizado como sustrato

(pH 5,3) mientras que, con A. sativa, se observa una disminucion de la acidez.

Con respecto a los contenidos de MO en el suelo, no se encontraron diferencias por la
inoculacion tanto para T. aestivum como A. sativa, aunque al utilizar T. aestivum como
hospedero se alcanzaron niveles mas altos que con A. sativa (Figura 4.11B). Los resultados de
P disponible mostraron variaciones de acuerdo al indculo utilizado; en T. aestivum, no se

observaron diferencias significativas entre los suelos inoculados con I-2 e I-3, mientras que

111



con I-1 se tuvo un incremento de 35% respecto a los otros (Figura 4.11C). Por el contrario, en
A. sativa la disponibilidad fue significativamente mas alta producto de la inoculacion con I-2

seguida por I-3.
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Figura 4.11. Parametros quimicos del suelo: pH (A), %MO (B) y P disponible (C) al finalizar ensayo, afectados
por la inoculacién con I-1, I-2 e I-3. Valores representan la media de tres repeticiones, barras con igual letra no
presentan diferencias significativas (P < 0.05).
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La actividad fosfatasica acida en el suelo con T. aestivum (Figura 4.12A) no presento
diferencias significativas con la inoculacion. Cuando en el suelo crecio A. sativa (Figura
4.12B) como hospedero, la mayor cantidad de enzima se alcanz6 con I-3, relacionado a una
menor colonizacion, mientras que I-2 presentd la menor cantidad de enzima (Figura 4.12) y

una alta colonizacion por HMA en madurez (Figura 4.8).
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Figura 4.12. Actividad fosfatasica acida en el suelo con: T. aestivum (A) y A. sativa (B) al finalizar ensayo,
afectada por la inoculacion con I-1, I-2 e I-3. Barras representan el error estandar de tres repeticiones.

4.3.4. Correlaciones entre parametros fingicos con algunos parametros del suelo
Al utilizar T. aestivum como hospedero se encontrd una estrecha correlacion en el contenido

de P del suelo con el nimero de esporas de HMA (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Coeficientes correlacion de parametros del suelo y concentracion de nutrientes foliares en T. aestivum
con algunas caracteristicas de las poblaciones de HMA (n=12) (** Significativo P<0,01; * significativo P<0,05)..

Planta HMA
Variable
Materia seca Longitud raiz Colonizacion HMA Esporas HMA

Esporas 0,52 0,31 0,35 -

Colonizacion 0,69* 0,69* - 0,35
Materia seca - 0,73* 0,69* 0,52
Longitud raiz 0,73* - 0,69* 0,31
Cu foliar 0,86** 0,61 0,69% 0,35
Zn foliar 0,94%* 0,62 0,68* 0,28
P foliar 0,93** 0,63 0,48 0,71*
P Olsen -0,02 0,11 -0,02 0,51

Por el contrario, en A. sativa se aprecia una relacion negativa entre los dos parametros (Tabla

4.2). Asi, ambos hospederos mostraron un comportamiento totalmente diferente.
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La materia seca en ambos cereales del presente estudio correlaciond positivamente con el
numero de esporas siendo la relacion mayor con A. sativa. Similarmente, el comportamiento
del otro parametro fungico evaluado, el porcentaje de colonizacién, mostrdé una estrecha

relacion con la materia seca tanto en A. sativa como T. aestivum.

Tabla 4.2. Coeficientes correlacion de parametros del suelo y concentracion de nutrientes foliares en A. sativa
con algunas caracteristicas de las poblaciones de HMA (n=12) (** Significativo P<0,01; * significativo P<0,05).

Planta HMA
Variable
Materia seca Longitud raiz Colonizacion HMA Esporas HMA

Esporas 0,87%* 0,78%* 0,51 -
Colonizacion 0,57 0,73%* - 0,51
Materia seca - 0,86** 0,57 0,87**
Longitud raiz 0,86** - 0,73* 0,78%*
Cu foliar 0,93%* 0,93%* 0,70* 0,85%*
Zn foliar 0,82%%* 0,82%* 0,52 0,87**
P foliar 0,95%%* 0,79* 0,59 0,76*
P Olsen -0,58 -0,33 -0,06 -0,68*

En A. sativa, la colonizacion de HMA correlacion6 con el contenido de Cu foliar; mientras
que T. aestivum estuvo relacionado con el contenido de Cu y Zn foliar. Ademas, en T.
aestivum, el otro nutriente evaluado, P foliar, mostré una estrecha correlacion con la densidad

de esporas.

44  DISCUSION

A través del tiempo, las plantas inoculadas tuvieron distintas respuestas en produccién de
biomasa. En T. aestivum no se encontraron diferencias, probablemente debido a una mayor
sensibilidad del hospedero a las condiciones edéficas del suelo. La inoculacion de HMA en A.
sativa produjo diferencias significativas en las plantas; con G. claroideum, se obtuvo el mayor
rendimiento; mientras que, la inoculaciéon con P. occultum produjo el menor peso aéreo;
posiblemente, entre A. sativa y G. claroideum se estableciéo una compatibilidad funcional.
Varios autores han mostrado la existencia de “compatibilidad funcional”, (Ravnskov &
Jakobsen, 1995) entre determinadas especies de plantas y hongos (van der Heijden et al.,
1998), sin que ello implique la existencia de una especificidad taxondémica entre ambos
simbiontes, ya que en todos los casos se forman micorrizas. Lo que la “compatibilidad

funcional” implica es que la misma especie vegetal al ser inoculada con HMA de poder
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infectivo similar, produce diferencias marcadas en la respuesta fisioldgica de la planta ante la

inoculacion.

Los resultados de biomasa de planta estan relacionados con la longitud de raiz colonizada que
varid6 considerablemente con las distintas combinaciones hospedero-endofito, donde
nuevamente la mayor longitud de raiz, total o colonizada, la presentd A. sativa inoculada con
G. claroideum, encontrandose menor longitud de raiz en la planta inoculada con P. occultum.
Estos resultados son corroborados por antecedentes de la literatura, que demuestran
variaciones significativas en la respuesta de las especies de plantas o cultivares dentro de una
especie frente a la inoculacion con HMA, bajo determinadas condiciones ambientales y
edaficas (B4 et al., 2000; Zhu et al., 2000; Linderman & Davis, 2004). En T. aestivum la
longitud de la raiz no cambi6 significativamente desde el estado de embuche, contrario a lo
ocurrido con A. sativa, sugiriendo que este cereal pareciera ser un hospedero mas dependiente

de las MA.

Con A. sativa, se produjeron variaciones en el porcentaje de colonizacion por HMA a través
de los 3 estadios fenoldgicos, corroborando lo informado por Wilson & Hartnett (1998),
quienes encontraron que durante el ciclo de vida de una planta se producen variaciones en la
formacion y funcion micorrizica. En la etapa madurez, en A. sativa, la menor colonizacion se
alcanz6é con I-3 coincidiendo con un menor contenido de P foliar. En T. aestivum la
colonizacién de las raices por HMA en los 2 primeros estadios fenoldgicos fue mayor que en
A. sativa igualandose en madurez, excepto con I-3, mientras que, la inoculacién con I-1
produjo un aumento paulatino de la colonizacion, resultados similares a los informados por
Montafio et al. (2001) en dos genotipos de T. aestivum crecidos en un Andisol mexicano y
evaluados en tres estadios fenoldgicos de la planta. La colonizacion por HMA como
mecanismo bioldgico para la captacion de nutrientes por la planta, sélo es un proceso
simbidtico complementario de la eficiencia nutricional fisiologica de cada genotipo
(Marschner, 1995).

El otro pardmetro fingico evaluado, el numero de esporas, fue influenciado por el hospedero
correlacionando estrechamente con la materia seca. Este parametro fungico se utiliza como

indicador rudimentario de la capacidad de reproduccion de las especies de HMA; sin embargo,
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la informacion que entrega puede ser sesgada por diferencias en tamafo y germinacion de las

esporas (Daniels et al., 1981; Koske, 1987).

En este bioensayo, la diferencia entre el pH del suelo utilizado como soporte (pH 5,3) y el
Ultisol del agroecosistema (pH 5,6) desde el cual se aislaron las 3 especies (capitulo 3) fue de
0,3 unidades, no encontrandose al término del ensayo diferencias por la inoculacion. Se ha
informado que la respuesta de las plantas inoculadas con HMA a la acidez del suelo, depende
de la diferencia entre el pH del suelo del cual provienen los hongos y el pH del suelo en
estudio (Entry et al., 2002). EI T. aestivum es un cultivo sensible a la acidez (tolerancia sobre
pH 5,6) lo que posiblemente afect6 tanto al hospedero como al endéfito. En cambio, A. sativa
una especie mas tolerante a la acidez al ser inoculada con G. claroideum y G. etunicatum,
incremento6 el pH del suelo. Lo anterior demuestra que algunas especies de HMA producen
una alteracion del pH rizosferico (Borie & Rubio, 1999). En general, con este tipo de estudios
se han obtenido respuestas diferentes; mientras algunas especies HMA aumentaron el
crecimiento de la planta en suelos acidos encalados (Clark et al., 1999), otros morfotipos
influyeron positivamente en suelos acidos sin encalar (Guzman-Plazola, 1989). Por otra parte,
estudios realizados por Entry et al. (2002) con 13 especies de HMA, observaron que todos los
hongos toleraron condiciones de acidez del suelo y concluyeron que la respuesta
principalmente dependeria de la especie de hongo asociado. Por otra parte, Sylvia & Williams
(1992) senalaron que bajo condiciones de extrema acidez en los suelos, aun se desconoce si es

realmente el hongo el que protege al hospedero de la acidez.

Desde un punto de vista nutricional la importancia de las MA radica en el hecho que
incrementan la habilidad de la planta para absorber nutrientes especialmente aquellos de baja
movilidad en el suelo como P (Ning & Cumming, 2001), Cu (Li et al., 1991) y Zn (Parada
Dias & Cardoso, 2004). Este efecto es mas pronunciado bajo condiciones de baja
disponibilidad de P del suelo, donde la colonizacion aumenta significativamente la captacion
de nutrientes por unidad de longitud de raiz, debido a un incremento de superficie de raiz total

por el crecimiento hifal (Siqueira et al., 1998).

116



El pH del suelo es un parametro edafico critico, ya que afecta la movilidad de los iones
metalicos; una mayor disponibilidad de metal asociado con un pH bajo podria resultar
detrimental para el hongo (Angle & Heckman, 1986). En términos de mayor compatibilidad
producida por la inoculacion con las tres especies HMA en los dos cereales, los resultados
mostraron que la captacion de nutrientes en T. aestivum, no present6 diferencias significativas
respecto al contenido de P y Cu foliar, en cambio, el Zn foliar increment6é un 39% cuando la
planta estuvo inoculada con P. occultum en comparacion con G. claroideum. En A. sativa la
mayor compatibilidad se obtuvo con G. claroideum. En estudios realizados por van der
Heijden (1998) informaron que las especies de plantas difieren en su dependencia a los HMA
y a su vez, especies de hongos especificos tienen efectos diferentes sobre el crecimiento de la

planta, sugiriendo que el hongo cumple distintos roles dentro del ecosistema.

En la etapa de madurez, tanto en T. aestivum y A. sativa, los tratamientos con mayor
acumulacion de P foliar fueron los que presentaron el menor porcentaje de colonizacion por
HMA, resultados que son semejantes a los obtenidos en T. aestivum por Montafio et al.
(2001).

Las respuestas obtenidas en este bioensayo sugieren que los HMA efectivamente mejoraron la
adquisicion de elementos por la planta hospedera; el notable incremento alcanzado en la
concentracion de nutrientes en A. sativa, producto de la inoculacion con G. claroideum,

corrobora resultados obtenidos por Cumming & Ning (2003) con Andropogon virginicus L.

En las condiciones de crecimiento de los hospederos con una baja disponibilidad de P del
sustrato, la biomasa de la parte aérea de la A. sativa, como el peso de espiga junto con la
colonizacion por MA de las raices mostraron diferencias significativas siendo G. claroideum
la especie fungica mas exitosa de las tres; en cambio, utilizando T. aestivum como hospedero
no se encontraron diferencias; asi, los cultivares individuales exhibieron diferentes respuestas

de crecimiento frente a la inoculacién con HMA.
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45 CONCLUSIONES

En este estudio, uno de los primeros realizados en Chile sobre efectividad micorrizica, se
seleccionaron como hospederos, dos cereales que son utilizados frecuentemente en rotaciones
de cultivo por agricultores de la zona centro-sur del pais, los que fueron inoculados con tres
especies de HMA, aisladas desde los mismos suelos de la IX Region. En general, con T.
aestivum no se encontraron diferencias en los parametros evaluados frente a la inoculacion de
las especies de HMA; mientras que, con A. sativa se obtuvieron variadas respuestas a la
inoculacion, encontrandose una compatibilidad funcional con G. claroideum. La colonizacion
por HMA se relaciond en ambos hospederos con la captacion de nutrientes; de manera que se
puede considerar como una alternativa a explorar la seleccion de genotipos eficientes, para
que el efecto nutricional y mecanismo bioldgico de la simbiosis del HMA, y sean alternativas
que puedan contribuir a solucionar problemas de baja fertilidad de los suelos agricolas de

origen volcéanico del Centro Sur de Chile.

De acuerdo a los resultados, la A. sativa fue un cereal muy dependiente de la inoculacion con
G. claroideum y G. etunicatum, el crecimiento de su raiz fue paulatino y los propagulos
producidos en el suelo, en términos de metros de raiz colonizada y nimero de esporas, fueron

mayores, es decir, presenté un mayor potencial de indculo que el T. aestivum.

Bajo las condiciones de invernadero que se realizd el ensayo se obtuvieron variaciones en los
dias en que las plantas alcanzaron los distintos estadios de crecimiento. Las principales
diferencias se registraron con algunas relaciones especificas hospedero-endéfito que
aceleraron las respuestas fenologicas; asi, A. sativa inoculada con G. etunicatum resulto ser la
inoculacion mas precoz llegando a los 17 dias a embuche (Z=45), 23 dias hasta espigadura
(Z=59), y 45 dias para madurez (Z= 75). El efecto de la inoculacion con G.claroideum fue el
mas tardio, ya que a los 35 dias se alcanzo etapa de embuche, a los 63 dias (espigadura) y 79
dias (madurez). Por el contrario, la inoculacion con las tres especies de HMA en T. aestivum
produjo respuestas similares con valores promedio de 45 dias (Z=45), 63 dias (Z=59) y 96 dias
(Z=75).
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES GENERALES Y PROYECCIONES
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5.1 CONCLUSIONES GENERALES

En el ecosistema forestal San Pablo de Tregua la diversidad de especies HMA, estuvo muy
influenciada por el nimero de especies de plantas MA pero no, por las propiedades quimicas
del suelo. Ademas, las practicas de manejo silvicola como el raleo, afectaron negativamente la
diversidad de especies vegetales MA y especies de HMA. De esta manera, el bosque
secundario deciduo resultd ser un ecosistema ecologicamente degradado de baja
biodiversidad, a diferencia del area de pradera que presentd una amplia comunidad de especies
de plantas conservando una alta biodiversidad de HMA. Por otro lado, en el bosque
siempreverde se encontraron especies de HMA que mostraron habilidad para esporular a bajo

pH, tales como Acaulospora spinosa, Glomus invermaium y Pacispora sp. A.

En el agroecosistema Pumalal no se pudo visualizar un efecto sobre la diversidad de las
comunidades fungicas de HMA y sobre el micelio extrarradical asi como también, cambios en
algunas caracteristicas fisicas y quimicas del suelo después de dos ciclos de rotacion corta con
practicas de manejo sostenible, como la CL. En la rotacién con hospedero continuo, A. sativa
presentd mayor colonizacion por HMA que T. aestivum; pero cuando la rotacion incluyé un
cultivo no hospedero disminuy6 la cantidad de micelio activo, aumentando la proporcion de
hifas viables. CL con hospedero continuo present6 un niumero de esporas significativamente
mas alto que LC a través del tiempo, mientras que en profundidad, su densidad disminuyd
drasticamente en la rotacion que incluyo A. sativa; con L. albus, se encontr6 menor cantidad

de propagulos, los cuales permanecieron relativamente constantes a través del perfil de suelo.

En condiciones de invernadero, la inoculacion con distintas epitetas de HMA produjo
variaciones en la duracion del ciclo de vida de T. aestivum y A. sativa. Las principales
diferencias se registraron con algunas relaciones especificas hospedero-endofito que
aceleraron los estadios fenologicos. Asi, A. sativa inoculada con G. etunicatum resulto ser mas
precoz, mientras que con G. claroideum fue mas tardia, con ambos indculos tuvo un paulatino
crecimiento radical y los propagulos dejados en el suelo, en términos de metros de raiz
colonizada y numero de esporas, fueron mayores; sefialando mejor compatibilidad funcional

A. sativa con G. claroideum.
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5.2 PROYECCIONES

La conservacion de los ecosistemas de bosque lluvioso valdiviano depende de la mantencion
de una alta diversidad de especies de plantas asociadas con comunidades de plantas MA. Asi,
las praderas que presentan una amplia comunidad de hospederos parecen ser una buena
alternativa para este tipo de bosques, las que mantienen una alta biodiversidad de HMA.
Mientras que, el bosque secundario deciduo con una casi monoespecifica cubierta de N. alpina
a primera vista parece ser econdmicamente atractivo, pero resulta en un ecosistema
ecolégicamente degradado de baja biodiversidad. Como algunas especies de HMA pueden
sobrevivir en estos Andisoles acidos donde la toxicidad por Al es un problema frecuente, la

inoculacién con estos morfotipos podria servir para aminorar tales efectos.

En los ecosistemas agricolas los propagulos de HMA como: nimero de esporas o trozos de
raices colonizadas, podrian servir como indicadores tempranos de cambios producidos en el
suelo, cuando estdn sometidos a practicas agricolas del tipo CL. Es decir, los propagulos
micorrizicos responderian mas rapidamente a las rotaciones de cultivo, que los parametros
quimicos. La extension del periodo de monitoreo de los propagulos HMA, para los afios
siguientes de un nuevo ciclo de rotacion, pareciera ser crucial para un mejor conocimiento de

la funcion que cumplen los HMA en los suelos acidos del centro-sur de Chile.

La inoculacion con HMA en cultivos agricolas de importancia econdmica se puede considerar
como una alternativa a explorar para la seleccion de genotipos eficientes que puedan
contribuir a solucionar problemas de baja fertilidad en suelos agricolas de origen volcanico del

Centro Sur de Chile.
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