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Resumen

En los bosques existe una estrecha interaccion entre la comunidad vegetal, el
suelo, los organismos que lo habitan y los factores ambientales. Los manejos forestales
producen cambios que modifican, de forma directa o indirecta, los componentes del
bosque, sus interacciones y los servicios ecosistémicos. Los cambios producidos por el
manejo forestal varian de acuerdo al tipo de ecosistema y prdctica aplicada. Las
comunidades microbianas del suelo (bacterias y hongos) son de suma importancia en
los ecosistemas forestales, participan activamente en el ciclado de los nutrientes, la
formacién y la estructura del suelo, establecen relaciones importantes con otros
organismos, y actlan como biorremediadores de ambientes contaminados. En
particular, las relaciones microorganismo-planta, y en especial aquellas que pueden
resultar beneficiosas para el desarrollo vegetal (como las micorrizas), resultan de
importancia ecolégica y econdmica. Diversos trabajos han estudiado los cambios de las
comunidades microbianas con respecto a distintos usos del suelo, mostrando una
amplia variabilidad de respuestas ante distintas situaciones de disturbios y ambientes,
lo cual plantea interrogantes respecto de establecer predicciones y acciones ante
distintos disturbios que modifiquen los ecosistemas, como es la aplicacion de manejos
forestales.

A partir de estos interrogantes, se planted como objetivo de esta tesis describir
las comunidades microbianas del suelo del matorral nativo de los bosques Andino
Patagonico y evaluar el impacto del manejo forestal realizado en este ambiente.
Desarrollando cuatro objetivos especificos (OE), cada uno de los cuales pretende
caracterizar y describir un grupo microbiano particular (OE1: bacterianas, OE2: hongos
totales, OE3 y OE4: simbiosis ectomicorricica [EcM]) y abordado con diferentes criterios
temporales y espaciales. El trabajo se realizd en matorrales del bosque Andino
Patagonico en el Noroeste de la Patagonia Argentina dominados por Nothofagus
antarctica. Se seleccionaron tres sitios de matorrales: dos sitios en las cercanias de la
localidad El Foyel (Rio Negro) que representan laderas bajas con diferente exposicion;
una ladera Sur (FS), y otra ladera Norte (FN); y un sitio en las cercanias de la localidad
Los Repollos (LR, Rio Negro), en un fondo de valle. Se disefié e instalé un programa de
manejo forestal experimental que combina dos tipos de practicas (factores): a) una
practica extractiva, raleo de la cubierta vegetal (con cuatro intensidades: 0, 30, 50y 70
%), y b) otra practica de implantacidon de especies vegetales nativas de valor forestal
(implantadas y no implantadas), resultando en ocho tratamientos (4 intensidades de
raleos x 2 niveles de implantacién= 8). Estos ocho tratamientos (parcelas) se aplicaron
en cada uno de los tres sitios (bloques). En cada uno de estos sitios se estudiaron cuatro
grupos de bacterias (por métodos cultivables), hongos totales (por secuenciacién
masiva), la actividad microbiana del suelo (medida como respiracién potencial del suelo)
y la simbiosis EcM de adultos de N. antarctica (establecidos naturalmente) y en plantines
de diferentes especies de Nothofagus, provenientes de diversos viveros de la regién,
gue fueron utilizados para la implantacién. También se evaluaron distintos parametros
del suelo.

El matorral presentd abundancias similares entre algunos grupos microbianos
del suelo: bacteria mesofilas y diazétrofas (10® UFC g suelo™); Pseudomonas y
Enterobacterias (entre 10% y10° UFC g suelo™), y una riqueza de hongos totales de 484
OTUs. Las comunidades microbianas (abundancias de los grupos bacterianos, la
actividad microbiana y la comunidad fungica total) variaron entre los sitios de matorral
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y las propiedades fisico-quimicas del suelo: pH, conductividad eléctrica, carbono total,
nitrégeno total, fésforo disponible y calcio del suelo. La comunidad fungica presenté un
gran numero de hongos no identificados, y estuvo altamente representada por los phyla
Basidiomycota y Ascomycota, siendo los géneros mds abundantes Hygrocybe,
Mortierella, Clitopilus, Ilyonectria y Cryptococcus; y los gremios saproéfitos, los
simbiontes y/o fitopatdgenos (segun la aproximacion espacial o intraanual). La simbiosis
EcM también dependié de las condiciones ambientales: la colonizacion de N. antarctica
en adultos difirié entre los sitios de matorral y con el fésforo; y en los plantines
provenientes de los distintos viveros con distintos modos de produccidn.

El manejo forestal modificd, con diferentes patrones de respuestas, algunos
parametros de las comunidades microbianas del suelo, dependiendo del tipo de manejo
y el tiempo transcurrido. Los raleos bajos (30 %) e intermedios (50 %) provocaron un
aumento en las abundancias de bacterias mesdfilas y diazdtrofas de vida libre, asi como
también en la riqueza de hongos totales del suelo (OTUs) y la riqueza de ectomorfotipos
en adultos de N. antarctica y plantines implantados en el matorral. Mientras que la
intensificacion del raleo provocd un aumento en las abundancias de Pseudomonas y
Enterobacterias (a un afio de realizado el manejo), también aumenté el pH, la
conductividad eléctrica (en las parcelas no implantadas) y el fésforo disponible (en las
parcelas implantadas) del suelo. En contraste con esto, se evidencidé una disminucién en
la abundancia de Enterobacterias (a cuatro afios de instalado el manejo forestal), la
conductividad eléctrica (en las parcelas implantadas) y el fosforo disponible (en las
parcelas no implantadas) al intensificarse el raleo. Sin embargo, la actividad microbiana
del suelo no se vio afectada por el manejo forestal. La abundancia de los grupos
bacterianos, en particular los especificos como Pseudomonas y Enterobacterias, y la
riqueza de OTUs de hongos totales edaficos podrian comportarse como posibles
bioindicadores de este tipo de manejo.

Resumiendo, los distintos grupos microbianos de suelos de los matorrales son
afectados por los sitios, las caracteristicas fisico-quimicas del suelo y la aplicacion de
manejo forestal, respondiendo de forma diferente al tipo de manejo. Ademas, la
simbiosis EcM en plantines provenientes de viveros podria estar respondiendo a las
metodologias productivas aplicadas en cada vivero. En base a lo estudiado, y sustentado
por otros componentes analizados en el mismo manejo, la aplicacién de raleos bajos e
intermedios, resultarian una buena estrategia de manejo para la obtencién de lefa de
los matorrales nativos de la region Andino Patagdnica; estos resultados estan
sustentados por otros componentes analizados en el mismo manejo. Ademas, los raleos
bajos brindarian condiciones favorables para la reforestacién con especies nativas de
importancia forestal. Estos datos representan informacion de base para sistemas
forestales similares (en ecosistema y clima) en la misma region u otras.
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Abstract

In forests there is close interaction between the plant community, the soil and
the organisms that inhabit it, and environmental factors. Forest management generates
changes that modify the forest components, their interactions, and the ecosystem
services they provide. These modifications depend on the type of ecosystem and
practice applied. Soil microbial communities (bacteria and fungi) are of utmost
importance in forest ecosystems; they participate in nutrient cycling and soil formation
and structure, establish important relationships with other organisms, and act as
bioremediators of contaminated environments. In particular, microorganism-plant
relationships, especially those that may be beneficial for plant development (such as
mycorrhizal), perform important ecological and economic roles. Several studies have
assessed the changes brought about in microbial communities by modification in land
uses, and reported very varied responses to different disturbances and environments.
This raises questions regarding predictions and action to be taken in the face of change,
in terms of forest management plans and other actions that could disturb ecosystems.

The objective of this thesis is to describe the soil microbial communities of the
native shrubland of Andean Patagonian forests and evaluate the impact of forest
management in this environment. There are four specific objectives (SO), each aiming
to characterize and describe a particular microbial group (SO1: bacterial, SO2: total
fungi, SO3 and SO4: ectomycorrhizal symbiosis [EcM]), and approached with different
temporal and spatial criteria. This work was carried out in shrubland in northwestern
Andean Patagonia, Argentina, dominated by Nothofagus antarctica. Three shrubland
sites were selected: two in the vicinity of the El Foyel locality (Rio Negro), characterized
by low slopes that differ in exposure — a south slope (FS) and a north slope (FN) of the
same hill —and one site in the vicinity of the Los Repollos locality (LR, Rio Negro) located
at the bottom of a valley. An experimental forest management plan was designed that
combines two practices (variables): a) an extractive practice, thinning of the vegetation
cover (with four intensities: 0, 30, 50, and 70%), and b) implantation of different native
plant species of forest value (implanted or not), resulting in eight treatments (4 thinning
intensities x 2 implantation levels = 8). These eight treatments (plots) were applied in
each of the three previously-mentioned sites (blocks). In each site four bacterial groups
were studied (using culture-dependent methods), as well as total fungi (by massive
sequencing technology, NGS) and the soil microbial activity (measured as potential soil
respiration). EcCM symbiosis was also evaluated in adults of N. antarctica (naturally
established) and seedlings of different species of the same genera, which were produced
in several nurseries in the region and used for the implantation management.

The shrubland was characterized by similar abundance of some groups of soil
microorganisms: mesophilic and diazotroph bacteria (106 CFU g), Pseudomonas and
Enterobacteriaceae (between 10% and 10° CFU g), and a total richness of 484 OTUs. The
soil microbial communities (abundance of bacterial groups, the microbial activity, and
the fungal community) varied between sites and with pH, electrical conductivity, total
carbon, total nitrogen, available phosphorus, and calcium. The fungal community
presented a large number of unidentified fungi, and was highly represented by the
Basidiomycota and Ascomycota phyla, the most abundant genera being Hygrocybe,
Mortierella, Clitopilus, Illyonectria, and Cryptococcus, and the saprophytic guilds,
followed by symbionts and/or phytopathogenic guilds (depending on whether a spatial
or intra-annual evaluation was carried out). EcM symbiosis also depended on
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environmental conditions: in N. antarctica differences in colonization were found
according to the site, the soil phosphorus level, and seedlings from the different
nurseries, which have different methods of production.

Forest management modified some parameters of the soil microbial
communities, with different response patterns depending on the type of management
applied and the time that had elapsed since management began. Low and intermediate
thinning (30 and 50 %) caused an increase in the abundance of mesophilic and
diazotrophic free-living bacteria, the total richness of soil fungi (OTUs), and the richness
of ectomorphotypes in adults of N. antarctica and seedlings implanted in the shrubland.
Intensification of the thinning caused an increase in the abundance of Pseudomonas and
Enterobacteriaceae after one year of management, and an increase in pH, electrical
conductivity (in the non-implanted plots), and available phosphorus (in the implanted
plots). In contrast to this, as thinning intensified there was a decrease in the abundance
of Enterobacteriaceae four years after forest management had been established, as well
as in electrical conductivity (in the implanted plots), and available phosphorus (in the
non-implanted plots). The soil microbial activity was not affected by forest
management. The abundance of bacterial groups, particularly specific ones such as
Pseudomonas and Enterobacteria, and the OTU richness of total fungi could act as
possible bioindicators for this type of management.

From these results, it was seen that the different microbial groups found in
shrubland soils are affected by the site, the physical-chemical characteristics of the soil,
and the application of management practices, as they respond in different ways to the
different management practices applied. In addition, EcM symbiosis in seedlings from
nurseries may respond to the productive methodologies used in each nursery. According
to these findings, and supported by other components analyzed in the same type of
management, the application of low and intermediate thinning could be a good
management strategy for obtaining firewood from the native shrubland of the NW
Andean Patagonian region. In addition, this management would provide favorable
conditions for reforestation with native species. These data provide baseline
information for similar forests in comparable environments.
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Introduccion General

Existe una estrecha interaccién entre las plantas y los organismos que habitan el
suelo; y de estos componentes bidticos con otros factores ambientales (Kardol y Wardle,
2010). La alteraciéon de algunos de estos moduladores repercute en el ecosistema
provocando modificaciones que pueden ser positivas, neutras o negativas; reversibles o
irreversibles (Tedersoo et al., 2014; Goldmann et al., 2015; Purahong et al., 2015). De
esta forma, los sistemas forestales se ven modificados por las practicas de manejo
aplicados en ellos (a modo de disturbio antrépico) y producen cambios que influyen en
los diversos componentes bidticos de forma directa o indirecta (Goldmann et al., 2015;
Purahong et al., 2015). El manejo forestal puede tener diversos efectos sobre los
distintos componentes del ecosistema. Estos efectos pueden variar de acuerdo a la
intensidad de manejo que se aplica y responder a la hipdtesis de los disturbios
intermedios (HDI). La HDI expresa que en los ecosistemas maduros la presencia de
disturbios intermedios permite mantener niveles de riqueza de especies y de
biodiversidad mayores a los que habria en ausencia de dichas perturbaciones y en
disturbios intensos (Connell, 1978). Esta hipdtesis se ha revisado y criticado
persistentemente, observando que los estudios empiricos rara vez encuentran la
relacion que predice esta teoria, y que las perturbaciones, y otras fluctuaciones
ambientales, pueden afectar la diversidad debido a razones diferentes a las que
comunmente se reconocen (Fox, 2013). Ademds, remarca que los modelos ecoldgicos
recientes son capaces de predecir diversas relaciones de la diversidad bioldgica ante las
perturbaciones, incluidas las relaciones del tipo de HDI, y tienen el potencial de explicar
una mayor gama de respuestas (Fox, 2013). Sin embargo, muchos otros autores siguen
aportando evidencia a favor de la HDI (Buckling et al., 2000; Huston, 2014; Kershaw y
Mallik, 2013; Molino y Sabatier, 2001; Sheil y Burslem, 2013; Zhu et al., 2010), en
respuesta directa a lo dicho por Fox et al. (2013) afirman que la HDI es simplemente una
explicacion potencial cuando se observan patrones unimodales, remarcando que la HDI
no es la Unica teoria valida que determina los patrones de diversidad y coexistencia de
especies pero sigue siendo util (Sheil y Burslem, 2013). En una revisién reciente se ha
reportado que en los ecosistemas terrestres la conformidad con la HDI fue del 46% (22

de 48 estudios) (Kershaw y Mallik, 2013).
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Importancia De Los Bosques Y Manejo Forestal

Los bosques representan ambientes de elevada riqueza ecolégica y econdmica,
y ofrecen una gran variedad de servicios ecosistémicos (SE) (Donoso et al., 2014; FAO,
2007; Lencinas et al., 2005). Entre los SE de los bosques podemos nombrar la produccién
de biomasa (Costanza et al., 2007; Diaz et al., 2006; Hector y Bagchi, 2007; Hooper et
al., 2002; Pfisterer y Schmid, 2002), el secuestro de carbono (Araujo y Austin, 2020;
Buotte et al., 2020; Enriquez-de-Salamanca, 2020) y la retencién y purificacion del agua
(Hooper et al., 2005; Luck et al., 2009). Otros SE a tener en cuenta de los bosques se
relacionan con la provision de madera, que es un recurso altamente explotado, y de
alimentos (Hooper et al., 2005, 2002; Luck et al., 2009), la obtencién de medicamentos
(Hooper et al., 2005; Thomas et al., 2008) y otras aplicaciones biotecnolégicas (De Silva
et al., 2013; @stergaard y Olsen, 2011). Asi mismo son importantes las actividades
recreativas, como el ecoturismo, y actividades culturales como rituales y de inspiracién
para el arte (Hooper et al., 2005; Nai y Meyer, 2016; Peintner et al., 2013). Los SE
proporcionados por los bosques, como los mencionados anteriormente, rara vez se
consideran en los planes de manejo forestal (Mori et al., 2017), haciendo que se
encuentren amenazados por practicas inadecuadas, que dan origen a procesos de
alteracion y degradacion del ecosistema (Peri et al., 2006; Picco y Escalona, 2008;
Scherer-Lorenzen et al., 2005). Un punto importante para preservar la sustentabilidad
de los bosques y sus SE es el mantenimiento de los ciclos de nutrientes y del flujo de
energia, que estan afectados por el mantenimiento de las propiedades, la calidad y la
salud edafica, ademas de otros factores (Bosco Imbert et al., 2004). A corto plazo, los
cambios fisicoquimicos del suelo, como la compactacién del sustrato y la erosién por
escorrentias, representan una amenaza para el ecosistema, especialmente si la
superficie afectada es relativamente extensa (Fox, 2000; Grigal, 2000).

Entre el afio 2000 y 2010 la superficie de bosques nativos a nivel mundial ha
disminuido alrededor de 245 mil ha afio* (FAO, 2010). Argentina no es una excepcion a
esta situacion, la Direccién de Bosques estima que la superficie de los bosques nativos
desde 1937 al 2002 se ha reducido a una tasa de 200 mil ha afio! (Montenegro et al.,
2004). En nuestro pais, el primer paso tendiente a proteger los ecosistemas forestales

fue la creacién de Parques Nacionales a partir del afio 1937. En 1995, Argentina junto
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con otros once paises establecieron por medio del Proceso de Montréal criterios e
iniciativas para el establecimiento de gestiones forestales sostenibles de los bosques

templados y boreales (http://www.mpci.org). Mas recientemente, en el afio 2007, se ha

sancionado la “Ley de presupuestos minimos de proteccion ambiental de los bosques
nativos” (Ley 26.331), cuyo objetivo es “establecer los presupuestos minimos de
proteccion ambiental para el enriquecimiento, la restauracion, conservacion,
aprovechamiento y manejo sostenible de los bosques nativos, y de los servicios
ambientales que éstos brindan a la sociedad” (Capitulo 1, Disposiciones Generales,
Articulo 1). Esta ley, y todas las medidas posteriores, resaltan la importancia de generar
conocimiento no sélo en la proteccion de los ambientes nativos, sino que también
plantean la necesidad de generar pautas de manejo y gestiéon de estos ambientes, de
forma tal que su aprovechamiento no ponga en riesgo el mantenimiento de la
biodiversidad y los SE.

Las practicas tradicionales de manejo forestal, para la obtencion vy
aprovechamiento de estos recursos, han resultado en la modificacién de la composicién
original de los bosques a través de cambios en la composicidn de las especies arbdreas,
la estructura de clases de edad, el aporte de biomasa, entre otros (Paillet et al., 2010).
Estos cambios influyen de forma directa o indirecta en diversos componentes del
ecosistema, modificando la disponibilidad y la calidad de los recursos necesarios para el
desarrollo de los organismos que lo habitan (Goldmann et al., 2015; Purahong et al.,
2015). En estos ultimos anos, las propuestas de planes de manejo forestales sostenibles,
cuyo principio es asegurar la produccién de bienes y SE de manera éptima y
permanente; constituye una estrategia para el manejo de los recursos naturales y
considera a las actividades forestales en contextos ecoldgicos, econdmicos y sociales
(Aguirre-Calderdn, 2015). El desafio del manejo forestal sostenible es la administracién
responsable de los bosques y las tierras forestales; es decir, la regulacién de su uso de
tal manera que conserve su diversidad bioldgica, productividad, capacidad de
regeneracion, vitalidad y capacidad para cumplir sus funciones ecolégicas, econémicas
y sociales, sin causar dafios a otros ecosistemas (Grossberg, 2009; Higman, 2013;
Malmsheimer et al., 2008).

La implantacién de especies arbdéreas forestales, para la produccidon de madera,

suele realizarse en sitios donde ya se ha aplicado esta practica antes o en sitios nuevos


http://www.mpci.org/

Capitulo 1: Problemdtica y Descripcion General

con caracteristicas apropiadas; como por ejemplo el acceso al lugar, las caracteristicas
del suelo, las condiciones del sitio necesarias para la preparacidén previa, entre otras
(Wadsworth, 2000). En los bosques nativos de la regién sometidos a manejos forestales,
la implantacidn posterior a la extraccion suele no realizarse, dejando que el bosque se
regenere de forma natural o dandole un nuevo uso al sitio (Martinez-Pastur et al., 2010;
Peri et al., 2016; Reque et al., 2007). Uno de los puntos clave en la implantacién de
especies forestales, y de la cual depende su éxito, es la seleccién de la especie a
implantar. Es importante en este punto, reconocer los limites de adaptabilidad de las
especies arbdreas seleccionadas junto a las restricciones de los sitios (Wadsworth,
2000). Es por esto que la produccion y el cultivo de especies nativas con valor forestal
podrian mitigar el impacto de esta actividad sobre el bosque nativo. Ademas de
contribuir a generar practicas forestales mads sustentables y amigables con el ambiente,
desarrollar metodologia de cultivo de estas especies nativas para producir plantulas de
buena calidad, importante en actividades de reforestacidn y restauracién de manera
exitosa, y, a la vez, convertirse en una fuente de ingreso para los productores

(Montagnini et al., 2006).

Bosques Andino Patagonicos

Los Bosques Andino Patagdnicos ocupan una superficie de 3 millones de
hectdreas y representan aproximadamente el 10 % de la superficie boscosa total de
Argentina. Se estima que del total de su extension sélo el 33 % de ellos se encuentran
bajo algun régimen de proteccién como areas protegidas nacionales, provinciales y
municipales (APN/Miembros Argentinos de la Comisién de Parques Nacionales de UICN,
1997; Laclau, 1997). Las especies arbdreas que caracterizan estos bosques son
principalmente las del género Nothofagus como: N. antarctica (G. Forst.) Oerst, N.
pumilio (Poepp. et Endl) Krasser, N. alpina (Poepp. & Endl.) Oerst, N. obliqua (Mirb.)
Heenan & Smissen y N. dombeyi (Mirb.) Oerst.; y gimnospermas nativas, como:
Araucaria araucana (Molina) K. Koch y Austrocedrus chilensis (D. Don) & Pic. Serm. &
Bizzarri, entre otras. Estas Ultimas dos especies constituyen bosques de menor extension
o de transicion que se desarrollan entre los bosques de Nothofagus y la estepa
patagénica (Cabrera, 1971; SAyDS, 2007). Los bosques de Nothofagus han sido

clasificados como bosques monoespecificos, donde generalmente una Unica especie
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arbodreas domina el estrato superior; y bosques mixtos, donde generalmente aparecen
dos o mas especies arbdreas altamente representadas en este estrato, un ejemplo de
este ultimo son los bosques mixtos bajos, fiirantales o matorrales (SAyDS, 2005).

Los matorrales, iirantales o bosques mixtos, generalmente estdan dominados por
N. antarctica y otras especies arbdreas y arbustivas. Estas especies no superan los 12 m
de altura, muchas son de rdpido crecimiento y algunas son especies rebrotantes. Los
matorrales poseen una alta capacidad productiva ganadera (ovina y bovina) y brindan
productos madereros de importancia econdmica (postes y lefia), consoliddndose como
ambientes nativos productivos (Hansen et al., 2008; Peri et al., 2006, 2005). También,
son ambientes comunes en sitios post incendios de origen antrépico, ligados a la
colonizacidn europea (Veblen et al., 1992), y naturales, ligados a las temporadas de
sequia y la acumulacién de material vegetal combustible (Gonzélez et al., 2014, 2005).
Estos procesos, naturales y antrdpicos, han generado un paisaje de mosaicos, con
parches de vegetacién de distinta estructura y composicién floristica (Rusch et al., 2017).
Estos ambientes en particular (entre otros tipos de asociaciones boscosas) se
encuentran expuestos a procesos de explotacién y manejos no sustentables (Schlichter
y Laclau, 1998). Se estima que mas del 70 % del drea que ocupan los matorrales nativos
se encuentran bajo uso silvopastoril, y la mayor parte de estos no cuentan con planes
de manejo sustentable (Peri et al., 2006, 2005), relegando el analisis de los procesos de
degradacidn por uso silvopastoril y la integracién de este conocimiento en las practicas
de manejo (Rusch et al., 2017) .

A nivel regional se ha trabajado sobre distintas practicas de manejo forestal
aplicados a los bosques nativos patagdnicos con el objetivo de proponer pautas de
manejo sustentables. Diversos grupos de trabajo han estudiado como estas practicas
afectan la regeneracién del bosque, el establecimiento de plantulas por métodos
naturales, la dependencia del efecto nodriza, el establecimiento de especies nativas con
planes de domesticacion, el rendimiento en la productividad de las especies nativas,
entre otros aspectos (Antequera et al., 1999; Martinez-Pastur et al., 2010, 1999; Peri et
al., 2009, 2005; Reque et al., 2007). Autores como Peri et al. (2009) y Reque et al. (2007)
han trabajado en matorrales donde predomina N. antarctica, caracterizando y
proponiendo pautas de manejo sustentables para esos ecosistemas que se basan en la

importancia de mantener las caracteristicas de los rodales para asegurar la provision de
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madera a largo plazo. En su trabajo Peri et al. (2009) proponen lineamientos generales
para el uso silvopastoril de los firantales de Patagonia, estas propuestas tienen en
cuenta la realizacién de inventarios forestales, la evaluacion de los pastizales asociados,
y el tratamiento silvicola ajustando la intensidad de raleo y la carga animal. Ademas,
plantean herramientas para la conservacion de la calidad ambiental, teniendo en cuenta
la densidad de las redes camineras, el mantenimiento de la biodiversidad y la calidad de
los cursos de agua. En tanto, el INTA EEA Bariloche esta desarrollando proyectos de
investigacion en el marco del Programa Nacional Forestal

(http://inta.gob.ar/unidades/811000/forestales), estos proyectos tienen como objetivo

la domesticacion de especies forestales nativas, para la produccion de material de
propagacidon mejorado, ajustando las técnicas de produccién y de establecimiento en
bosques nativos. Estas lineas se focalizan en el cultivo de especies nativas, como N.
nervosa, N. obliqua y N. pumilio, atendiendo a la demanda en el mercado de madera de

calidad y considerando sus tasas de crecimiento (Gallo, 2009).

Cambios De Usos Del Suelo Y Microorganismos Eddficos

La salud del suelo puede definirse como la capacidad continua del suelo para
funcionar como un sistema vivo de importancia critica, a fin de sostener la productividad
bioldgica, promover la calidad del aire y agua, mantener las plantas, los animales y la
salud humana (Doran y Safley, 1997). El mantenimiento de la salud del suelo es esencial
para la integridad de los ecosistemas terrestres. Esto permite que los ecosistemas
permanezcan estables y aumenten la resiliencia ante disturbios naturales y antrépicos,
tales como la sequia, la contaminacién, el incremento de la salinidad y la desertificacion,
la actividad forestal y el pastoreo (Nielsen y Winding, 2002). En este sentido, la
proteccion del suelo es de alta prioridad y se requiere del conocimiento de los procesos
geoquimicos y bioldgicos de los ecosistemas como factor critico para asegurar la
mantencion de la funcionalidad del mismo (Nielsen y Winding, 2002). A su vez, el suelo
es un ambiente heterogéneo, complejo y dinamico, donde se diferencian micrositios
gue brindan una gran diversidad de nichos posibles de ser habitados por distintos
organismos, encontrandose entre ellos macro y micro invertebrados, virus, bacterias,
levaduras y hongos filamentosos (Moreira y Siqueira, 2006; Waswo, 2010). Entre estos

organismos, las comunidades microbianas del suelo (bacterias y hongos) contribuyen en
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gran medida a la formacion y fertilidad del mismo (Moreira y Siqueira, 2006), son
responsables en un alto porcentaje de la transformacion de la materia organica,
interviniendo en los ciclos geoquimicos del suelo (Giller, 1996; Wuczkowski et al., 2003),
y condicionan el desarrollo de las comunidades vegetales (Kardol y Wardle, 2010). A su
vez, las comunidades vegetales regulan la comunidad microbiana del suelo modificando
el entorno rizosférico a través de una amplia variedad de exudados radicales (Haichar
et al., 2014; Jin etal., 2019; Worsley et al., 2020; Xiong et al., 2020). Ademas, estos
exudados radicales median procesos de comunicacién planta-microorganismo e
intervienen en las interacciones, tanto positivas como negativas, entre estos organismos
(Haichar et al., 2014).

En general, en el suelo existe una gran diversidad de bacterias que se ve reflejada
en la amplia variedad de roles ecolégicos que pueden cumplir. Los suelos contienen
rangos entre 10° y 10'° microorganismos por gramo de peso seco, encontrando una gran
riqueza de especies (Fierer y Jackson, 2006; Gans et al., 2005; Hackl et al., 2004; Sun et
al., 2020). Las comunidades bacterianas del suelo son un componente esencial de la
biota de los ambientes naturales y son en gran parte responsables del funcionamiento
de los ecosistemas (Hackl et al., 2004). Destacdndose su participacion en el ciclado de
nutrientes, por procesos de descomposicién y mineralizacidon de la materia orgdnica, el
mantenimiento y la conformacién de la estructura del suelo a través de la produccién
de polisacdridos extracelulares que actian como agente cementante entre las particulas
(Hackl et al., 2004). Otro aspecto importante de mencionar es su alto potencial
biotecnoldgico, destacando la capacidad de actuar como biorremediadores de
ambientes contaminados, con metales pesados e hidrocarburos (Khan et al., 2013;
Meena et al., 2019).

Ademas, las bacterias del suelo establecen relaciones con otros organismos,
estas relaciones pueden ser directas e indirectas, y pueden resultar benéficas, neutras
0 negativas para algunos de los organismos involucrados (Nielsen y Winding, 2002).
Entre estas relaciones, destacamos la relacién planta-bacteria que resultan benéficas
para las plantas, ya que se ve favorecido el crecimiento vegetal. Estas bacterias son
conocidas por sus siglas en inglés como PGPB (plant growth promoting bacteria,
bacterias promotoras del crecimiento vegetal) (Bashan y Holguin, 1998) y PGPR (plant

growth promoting rhizobacteria, rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal)
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(Richardson et al., 2009). Los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal son
variados y suelen relacionarse con poner a disposicion nutrientes limitantes o poco
disponibles, producir fitohormonas que promueven el crecimiento vegetal, actuar como
biocontrol de fitopatédgenos, entre otros (Bashan y De-Bashan, 2005; Compant et al.,
2005a; Kloepper etal., 1999). Dentro del grupo de las PGPB y PGPR los géneros
Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas y bacterias rhizobiales son los mas estudiados y han
sido considerados como los de mayor importancia debido a su capacidad de mejorar
significativamente el crecimiento y desarrollo vegetal, asi como el rendimiento de
numerosas especies cultivables en todo el mundo (Baldani et al., 1987; Bashan et al.,
2014; Checcucci et al., 2019; Nehra y Choudhary, 2015; Okon, 1985).

En tanto que, las comunidades fungicas del suelo son el grupo de
microorganismo con mayor biomasa (Dighton et al., 2005; Van Der Heijden et al., 1998),
y al igual que las bacterias, desempefian un papel clave en los ecosistemas; son
esenciales en los ciclos geoquimicos, el mantenimiento de SE, y tienen un impacto
importante en la diversidad y productividad de las plantas (Mestre et al., 2016; Van Der
Heijden et al., 2008). Se ha observado que las comunidades fungicas estan afectadas, en
riqueza y abundancias de especies, por la diversidad de plantas hospedadoras (Bonito
et al., 2014; Tedersoo et al., 2013), por patrones estacionales (Berg et al., 1998;
Dumbrell et al., 2011; Mandyam y Jumpponen, 2005; Zinger et al., 2009), condiciones
climaticas y factores geograficos (Miyamoto et al., 2015; Talbot et al., 2013; Truong et
al., 2019), ademas de las condiciones edaficas (Davey et al., 2012; Dumbrell et al., 2011;
Erlandson et al., 2016; Kauserud et al., 2011; Peay et al., 2015; Zinger et al., 2009), y los
cambios en el uso de la tierra (Baskaran et al., 2017; Corrales et al., 2017).

Un grupo de hongos de suma importancia para el aporte de nutrientes, la
produccién vegetal y los procesos biotecnoldgicos son los hongos formadores de
micorrizas. Las micorrizas son asociaciones simbidticas mutualistas que se caracteriza
por la relacién entre las hifas del hongo y algin drgano vegetal que se encuentre en
contacto con el suelo o sustrato donde se desarrolle (generalmente las raices)
(Brundrett, 2004; Peterson et al., 2004). Esta asociacidon se basa en la transferencia
bidireccional de nutrientes y agua entre ambos organismos; el hongo aporta nutrientes
y agua del suelo hacia la planta, mientras que la planta hospedadora otorga

carbohidratos al hongo, teniendo como consecuencia el incremento de la aptitud de uno
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o0 ambos organismos (Read, 1999). En la planta, la colonizacién micorricica en la raiz esta
restringida a la corteza (no penetra en el cilindro vascular) y se puede dividir en siete
tipos diferentes segun sus estructuras (Moreira y Siqueira, 2006; Peterson et al., 2004;
Smith y Read, 2008); de estos siete grupos, las ectomicorrizas (EcM) y las micorrizas
arbusculares (MA) son las que se encuentran mas ampliamente distribuidas (Brundrett,
2004). Como se detalla mas profundamente en el Capitulo 4, la asociaciones ECM son un
componente importante en todos los ecosistemas, esta presente en la mayoria de las
plantas lefiosas perennes de importancia ecoldgica y econdmica (Taylor y Alexander,
2005) y cumplen funciones y servicios ecosistémicos importantes (Lee Taylor y
Sinsabaugh, 2015; Smith y Read, 2008). En particular, en los Bosques Andino Patagénico
los individuos pertenecientes al género Nothofagus se caracterizan por presentar
colonizacién de tipo EcM (Diehl et al., 2008, 2003; Fernadndez et al., 2015, 2013; Flores
etal., 1997; Horton et al., 2017; Nouhra et al., 2013; Tedersoo et al., 2013; Truong et al.,
2017b).

Los microorganismos del suelo, bacterias y hongos, responden rapidamente a
diferentes disturbios naturales y antrdpicos, como el manejo forestal (Donegan et al.,
2001; Marshall, 2000; Siira-Pietikdinen et al., 2001), o al estrés ambiental, y se adaptan
a las condiciones del medio ambiente. Estos grupos microbianos han sido propuestos
como bioindicadores de los cambios en la calidad y salud del suelo (Garbisu et al., 2011;
Nielsen y Winding, 2002), entendiendo por bioindicador a un pardmetro (en este caso
microbiano) que representa las propiedades o los impactos del entorno (Nielsen y
Winding 2002). Los pardmetros que se han propuesto como bioindicadores son: la
biomasa, la diversidad de procariotas y/o eucariotas, la diversidad de grupos funcionales
relacionados con ciclos de carbono, nitrégeno y fdsforo, y la diversidad de
microorganismos que interactdan con las plantas (Nielsen y Winding, 2002). Diversos
trabajos han estudiado, con diferentes metodologias y enfoques, los cambios en estas
comunidades microbianas con respecto a distintos usos del suelo, mostrando una
amplia variabilidad de respuestas (Tabla 1.1). En general, las préacticas de manejo
forestal, principalmente el raleo, tienen efecto negativo en las comunidades
microbianas, ya que modifican la estructura y cobertura de la comunidad vegetal y las
propiedades fisicoquimicas de los suelos, estos disturbios modifican la disponibilidad y

calidad de recursos para el desarrollo de los microorganismos (Baldrian, 2017a; Barnett
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etal., 2020; Bastida et al., 2019; Goldmann et al., 2015; Hewitt et al., 2018; Jones et al.,
2003; Lauber et al., 2008; Luoma et al., 2004; Siira-Pietikdinen et al., 2001; Smith et al.,
2008; Tajik et al., 2020; Upchurch et al., 2008; Wu et al., 2020). Entre las propiedades
fisicoquimicas de los suelos que regulan las comunidades microbianas del suelo se
puede nombrar: la disponibilidad de nutrientes y materia organica, el contenido de
agua, el pH, el Ca, y la estructura del suelo (Barnett et al., 2020; Bastida et al., 2019;
Carvalhais et al., 2013; de Souza Rocha et al., 2020; Goldmann et al., 2015; Hewitt et al.,
2018; Jones et al., 2019; Sterkenburg et al., 2019; Tajik et al., 2020; Tedersoo et al., 2014;
Tosi et al., 2020; Xu y Chen, 2006). Sin embargo, se ha observado una amplia variabilidad
de respuestas de estos parametros ante distintas situaciones de disturbios y de
ambientes; esto plantea interrogantes respecto de establecer predicciones y acciones
ante los cambios que puedan efectuarse por aplicaciones de planes de manejos
forestales, y otras acciones que perturben los ecosistemas, y las relaciones entre sus
distintos componentes.

A pesar de que se ha avanzado en herramientas que permiten obtener
informacién mds detallada y confiable sobre la biodiversidad, todavia hay brechas
considerables en la biodiversidad del suelo con respecto a datos geograficos (Tedersoo
et al., 2014; Bueno et al., 2017; Cameron et al., 2018). Si bien América del Sur es
considerada uno de los puntos criticos de biodiversidad, se ha realizado poca
investigacion sobre los organismos edaficos (Pagano y Lugo, 2019). A pesar de que
existen diversos trabajos en el tema (algunos mencionados en la Tabla 1.1), en los
bosques de la regidon Andina son pocos los estudios que abordan el aspecto de cémo las
practicas de manejo forestal afectan a las comunidades microbianas del suelo y estos se
enfocan principalmente en el estudio de los hongos micorricicos (Godoy y Marin, 2019;
Hewitt et al., 2018; Truong et al., 2019). Se observa por ello un vacio de conocimiento y

la oportunidad de generar importantes aproximaciones en este tema.
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Capitulo 1: Problemdtica y Descripcion General

Tabla 1.1. Trabajos cientificos que estudian el efecto, impacto y/o influencia, de prdcticas de manejos forestales en las comunidades microbianas del suelo en
bosques del mundo. En gris aquellos trabajos que fueron realizados en la regién (Argentina y Chile).

Autores Ao Titulo Bacterias Hongos
Marshall 2000 Impacts of forest harvesting on biological processes in northern forest soils. X X
Donegan et al. 2001 Soil and litter organisms in Pacific northwest forests under different management practices. X X

. o Short-term responses of soil decomposer communities to forest management: clear felling
Siira-Pietikdinen et al. 2001 ] . X X
versus alternative forest harvesting methods.

Abril 2003 éSon los microorganismos edaficos buenos indicadores de impacto productivo en los
ri . X
ecosistemas?

Jones, et al. 2003 Ectomycorrhizal fungal communities in young forest stands regenerating after clearcut logging. X
Read y Perez-Moreno 2003 Mycorrhizas and nutrient cycling in ecosystems - a journey towards relevance? X
Dickie y Reich 2005 Ectomycorrhizal fungal communities at forest edges. X

Fingerprinting global climate change and forest management within rhizosphere carbon and
Xuy Chen 2006 . ) X X
nutrient cycling processes.

The influence of soil properties on the structure of bacterial and fungal communities across land-

Lauber et al. 2008 X X
use types.
Smith, et al. 2008 Effects of wildfire and harvest disturbances on forest soil bacterial communities. X
Differences in the composition and diversity of bacterial communities from agricultural and
Upchurch et al. 2008 forest soils X
ils.

L Ectomycorrhizal fungal communities and soil chemistry in harvested and unharvested temperate
Dickie, et al. 2009 . X
Nothofagus rainforests.

Trappe et al. 2009 Diversity, ecology, and conservation of truffle fungi in forests of the Pacific Northwest. X

) Differential effect of arbuscular mycorrhizal fungal communities from ecosystems along
Uibopuu et al. 2009 ) . X
management gradient on the growth of forest understorey plant species.
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Continuacion Tabla 1.1.

Capitulo 1: Problemdtica y Descripcion General

Autores Aho Titulo Bacterias  Hongos

Microclimate and forest management alter fungal-to-bacterial ratio and N20-emission during

Blagodatskaya et al. 2010 o ) . ) X X
rewetting in the forest floor and mineral soil of mountainous beech forests.
The role of ectomycorrhizal communities in forest ecosystem processes: New perspectives and

Courty et al. 2010 ) X
emerging concepts.

L Management of nursery practices for efficient ectomycorrhizal fungi application in the

Oliveira et al. 2010 ) : X

production of Quercus ilex.
. Biodiversity differences between managed and unmanaged forests: Meta-analysis of species

Paillet et al. 2010 i ] X
richness in Europe.
Pyrosequencing-based assessment of bacterial community structure along different

Nacke et al. 2011 ) ) X
management types in German forest and grassland soils.

i Active and total microbial communities in forest soil are largely different and highly stratified

Baldrian et al. 2012 . . X X
during decomposition.

Baldrian 2012 Exploring the activity of microorganisms in the forest soil using metatranscriptomics. X
Land use change alters functional gene diversity, composition and abundance in Amazon forest

Paula et al. 2014 o . . X X
soil microbial communities.

DeAngelis et al. 2015 Long-term forest soil warming alters microbial communities in temperate forest soils. X

, Ectomycorrhizal fungal communities in Nothofagus nervosa (Rauli): A comparison between

Fernandez et al. 2015 . . . . . . . X
domesticated and naturally established specimens in a native forest of Patagonia, Argentina.
Forest management type influences diversity and community composition of soil fungi across

Goldmann et al. 2015 X
temperate forest ecosystems.
Effects of forest management practices in temperate beech forests on bacterial and fungal

Purahong et al. 2015 X X

communities involved in leaf litter degradation.

13



Capitulo 1: Problemdtica y Descripcion General

Continuacion Tabla 1.1.

Autores Ao Titulo Bacterias  Hongos

Ocurrencia de microorganismos endéfitos radicales y sus caracteristicas promotoras del

Gentile 2016 crecimiento vegetal en plantines viverizados de Nothofagus obliqua, Populus nigra y Populus X
trichocarpa.

. Long-term effects of tree harvesting on ectomycorrhizal fungal communities in boreal Scots pine

Varenius et al. 2016 X
forests.

Hartmann el al. 2017 A decade of irrigation transforms the soil microbiome of a semi-arid pine forest. X X

Natives helping foreigners? The effect of inoculation of poplar with patagonian beneficial
Mestre et al. 2017 ] ] X X
microorganisms.

, Effects of forest management and climatic variables on the mycelium dynamics and sporocarp
Parladé, et al. 2017 . ) ) X
production of the ectomycorrhizal fungus Boletus edulis.

. Retention of seed trees fails to lifeboat ectomycorrhizal fungal diversity in harvested Scots pine
Varenius, et al. 2017 ; ) X
orests.

The effects of different human disturbance regimes on root fungal diversity of Rhododendron
Zhang et al. 2017 ) . . X
ovatum in subtropical forests of China.

. Variable retention harvesting influences belowground plant-fungal interactions of Nothofagus
Hewitt et al. 2018 N ) ) i X
pumilio seedlings in forests of southern Patagonia.

Hopkins et al. 2018 Forest die-off following global-change-type drought alters rhizosphere fungal communities. X

, Diversity and growth-effects of ectomycorrhizal fungi of a Nothofagus pumilio forest in the
Marin et al. 2018 ) X
Andes of Southern Chile.

. Regional environmental conditions shape microbial community structure stronger than local
Richter et al. 2018 ) . X X
forest management intensity.

. Limited effects of variable-retention harvesting on fungal communities decomposing fine roots in
Philpott et al. 2018 . X
coastal temperate rainforests.
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Continuacion Tabla 1.1.

Autores Ao Titulo Bacterias  Hongos

. Lack of thinning effects over inter-annual changes in soil fungal community and diversity in a
Castafio et al. 2018 . . X
Mediterranean pine forest.

. When drought meets forest management: Effects on the soil microbial community of a Holm oak
Bastida et al. 2019 X X
forest ecosystem.

Bell 2019 Caracterizacion fisiologica y molecular de microorganismos endéfitos radicales de especies
ella . . . :
forestales relevantes, cultivadas en un vivero forestal de Patagonia.

, Soil mycobiota under managed and unmanaged forests of nothofagus pumilio in Tierra del
Eliades et al. 2019 ) X
Fuego, Argentina

Godoy y Marin 2019 Mycorrhizal Studies in Temperate Rainforests of Southern Chile. X
The significance of retention trees for survival of ectomycorrhizal fungi in clear-cut Scots pine
Sterkenburg et al. 2019 ; " X
orests.

i Are the rhizosphere fungal communities of Nothofagus alpina established in two different
Fernandez et al. 2020 . i o . X
environments influenced by plant genetic diversity?

. Soil microbial communities affected by vegetation, topography and soil properties in a forest
Tajik, et al. 2020 X X
ecosystem.

Bacterial community changes associated with land use type in the forest montane region of
Wu et al. 2020 . X
northeast China.
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Objetivos
Objetivo General

Describir las comunidades microbianas del suelo del matorral nativo de los
bosques Andino Patagonico y establecer relaciones entre ellas, el ambiente y el manejo

forestal.

Objetivos Especificos

Objetivo especifico 1: Caracterizar las comunidades de bacterias del suelo del
matorral de la regién Andino Patagdnica y evaluar la relacion de estas con el ambiente
y el manejo forestal experimental.

Objetivo especifico 2: Describir la comunidad fungica del suelo del matorral de la
region Andino Patagodnica, y evaluar la relacidon de estas con el ambiente y el manejo
forestal experimental.

Objetivo especifico 3: Describir y estudiar la simbiosis ectomicorricica en especies
lefiosas nativas de la regiéon Andino Patagdnica de importancia forestal; y evaluar la
relacion de estos con el ambiente y el manejo forestal experimental.

Objetivo especifico 4: Describir y estudiar la simbiosis ectomicorricica en
plantines de Nothofagus en distintos ambientes y formas de produccién y con distintas
procedencias de semillas, con énfasis en la importancia del proceso de produccion y

puesta en valor dentro del plan de manejo forestal.

Hipotesis General Y Predicciones

Hipdtesis general: Las comunidades microbianas del suelo del matorral poseen
atributos propios, relacionados a las condiciones del ambiente. Estas comunidades se
ven afectadas de forma directa e indirecta por el manejo forestal y los cambios
producidos por este manejo en las condiciones ambientales.

Prediccion 1: Los cambios en las comunidades microbianas del suelo estaran
relacionados con las caracteristicas ambientales, en particular las referidas a las
propiedades fisicoquimicas del suelo.

Prediccion 2: Las comunidades microbianas del suelo responderdn al manejo

forestal segln lo predicho por la hipétesis del disturbio intermedio (HDI).
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Prediccion 3: En los adultos de N. antarctica, naturalmente establecidos en el
matorral, el comportamiento micorricico serd similar entre si en los distintos ambientes
analizados, y comparables a lo encontrado en bosques de la regién. Asi mismo no se
modificard por el manejo forestal.

Prediccion 4: El comportamiento micorricico en los plantines de Nothofagus serd
diferente y propio de cada vivero; con particularidades entre las distintas especies y las
procedencias de semillas dentro del mismo vivero.

Prediccion 5: El comportamiento micorricico en los plantines de Nothofagus
implantados en el matorral sera diferente en las distintas parcelas, viéndose favorecido

en aquellas con raleos intermedios.

Descripcion General Del Area De Matorral Y Sitio De Estudio

El trabajo se realizé en areas de bosque conocidas como bosque mixto, matorral
mixto, arbustal o firantal mixto (Carron et al., 2020; Goldenberg et al., 2018; Gyenge
et al., 2009; Loguercio et al., 2018; Nacif et al., 2020; Peri et al., 2009; Reque et al., 2007,
Rusch et al., 2008). Fitogeograficamente, estan ubicadas en el dominio subantartico,
region Andino Patagdnica, provincia Subantdrtica y distrito de Bosque Caducifolio
(Cabrera, 1971). Estos ambientes se desarrollan en una franja de topografia accidentada
a ambos lados de la Cordillera de Los Andes, entre los 37°y 55° S (Reque et al., 2007).
En particular, en la provincia de Rio Negro (Argentina), los matorrales mixtos ocupan
mas de 16000 hectareas fuera del area protegida por el Parque Nacional Nahuel Huapi
(CIEFAP - MAyDS, 2016). Estos bosques estan dominados por la especie arbdérea N.
antarctica (G. Forst.) Oerst, y/o codominados por esta especie y otras como: Lomatia
hirsuta (Lam.) Diels ex J.F. Macbr., Schinus patagonicus (Phil.) .M. Johnst. ex Cabrera, y
Diostea juncea (Gillies & Hook.) Miers. (Coulin et al., 2019; Goldenberg et al., 2020a).
Las areas de estudio se ubican en el Noroeste de la provincia de Rio Negro, presentan
alturas dominantes entre 2.5y 6.1 m (Coulin et al., 2019). Los pobladores y técnicos de
la regidn suelen reconocerlos simplemente como fiirantales o matorrales, para facilitar
la lectura de este texto a los ambientes en estudio del bosque mixto los llamaremos
“matorrales”.

Se seleccionaron dos sitios de matorrales en las cercanias de la localidad El Foyel

y un sitio en las cercanias de la localidad Los Repollos (Tabla 1.2), que se encuentran a
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una altitud entre 790 y 840 msnm. Los dos sitios cercanos a El Foyel presentan topografia
de laderas bajas, y se ubican en: una ladera Sur (Foyel Sur o FS), que representa un
matorral alto (altura dominante de 6.1 m); y una ladera Norte (Foyel Norte o FN) de la
misma colina, que representa un matorral medio (altura dominante de 3.4 m). El tercer
sitio, cercano a Los Repollos (LR), se ubicé en un fondo de valle y representa un matorral
bajo (altura dominante 2.5 m). Los tres sitios se caracterizan principalmente por estar
dominados por Nothofagus antarctica; que es la Unica especie arbdrea presente en el
sitio de LR. Mientras que los sitios de El Foyel (FS y FN) son matorrales mixtos
codominados con Schinus patagonicus, Lomatia hirsuta, Embothrium coccineum,
Discaria chacaye, Diostea juncea y Maytenus sp. (Tabla 1.2) (Chillo et al., 2020;
Goldenberg et al., 2020a).

Tabla 1.2. Caracteristicas de los tres sitios de matorral estudiados en la region Andino
patagonica. * Citados en orden de dominancia (Goldenberg et al., 2020a); ** Goldenberg et al.
(2020b).

Composicion de Temperatura media (°C) **  Precipitacion

Sitio  Ubicacién — — ; *x
especies anual verano invierno mediaanual

Nothofagus antarctica
Schinus patagonicus

41°38'47"S . .
FS Embothrium coccineum 7 12.7 2.5 1100 mm
71°29'55"0 . .
Diostea juncea
Lomatia hirsuta
Nothofagus antarctica
Schinus patagonicus
41°38'56.5"S L
FN Lomatia hirsuta 8 135 2.7 1100 mm
71°30'18.8"0 . .
Diostea juncea
Embothrium coccineum
41°46'32"S )
LR Nothofagus antarctica 9.4 15.9 2.3 900 mm
71°28'18"0

Diseiio Experimental Del Manejo Forestal

Se disefid y desarrolld un programa de manejo forestal experimental en
ambientes nativos, en el marco del proyecto: "Manejo sustentable de bosque nativo y
de bosque invadido con pinos exdticos en Rio Negro. Proyecto SILVA N° 20" que fue
otorgado por la Unidad para el Cambio Rural del Ministerio de Agricultura, Ganaderia 'y

Pesca de La Nacidon Argentina, a cargo del Dr. Lucas A. Garibaldi de la UNRN, y otros
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investigadores de distintas instituciones. El plan de manejo forestal fue disefiado
teniendo en cuenta una propuesta de investigacidn interdisciplinaria, que aborda la
problemdticas del manejo y el aprovechamiento de recursos madereros de los
matorrales nativos de forma amplia, teniendo en cuenta otros aspectos como la
diversidad de organismos presentes en los sitios, las interacciones entre ellos, los SE
involucrados, y las repercusiones sociales y econdmicas.

El ensayo de manejo forestal experimental se realizé en cada uno de los tres
sitios (=bloques) donde se instalaron ocho parcelas, de 1417.5 m? cada una, ubicadas
consecutivamente, totalizando un drea experimental de 11340 m? por sitio. El plan de
manejo forestal aplicado combina dos practicas (variables): una practica extractiva, en
la que se removid parte de la cubierta vegetal, raleo, y otra practica de reforestacion,
con la implantacion de especies vegetales nativas de valor forestal (Figura 1.1 y Tabla
1.3). El manejo forestal fue instalado en el afio 2013 en el matorral de Foyel Sury en el
afio 2014 en el matorral Foyel Norte y de Los Repollos.

Raleo: por sitio se realizaron tres intensidades de remocidon de la cobertura
vegetal; intensidad baja correspondiente al 30 % del drea basal removida (ARB),
intensidad intermedia correspondiente al 50 % ARB e intensidad alta correspondiente al
70 % ARB; a su vez, se contd con parcelas controles no raleadas, 0 % ARB, totalizando
cuatro intensidades de raleo por sitio. Cada nivel de raleo se realizé en dos parcelas de
las ocho de cada sitio de matorral. El raleo en cada parcela se llevé a cabo en seis
transectas equidistantes entre ellas, el porcentaje de 4rea basal removida se logrd
cortando la vegetacién de tal forma que variard el ancho las transectas, siendo de 1.5 m
de ancho cada transecta para la intensidad de 30 %, de 2.5 m de ancho cada transecta
para la intensidad de 50 % y de 3.5 m de ancho en cada transecta para la intensidad del
70 %. Dentro de las transectas, la vegetacién se cortd a nivel del suelo (excepto los
individuos de A. chilensis que no fueron sometidos a corte). En todas las parcelas, se
extrajo la lefa grande, mientras que el material vegetal mds pequefio se dejé esparcido
sobre la superficie de trabajo, como cubierta para el suelo.

Implantacion: por sitio se implantaron seis especies arbdreas nativas: A.
chilensis, N. nervosa, N. obliqua, N. pumilio, N. antarctica, y N. dombeyi, muchas de las
cuales tienen un alto valor forestal. Los plantines utilizados provinieron de diferentes

viveros de la regién y tenian entre cuatro y seis afios de edad al momento de la
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implantacidn. Estos plantines fueron llevados al campo y plantados en el centro de cada
transecta de raleo (una transecta por especie) separadas cada 1.5 m, dando una

densidad de siembra de aproximadamente 1269 plantas ha™.

Tabla 1.3. Disefio del ensayo experimental del manejo forestal establecido para cada parcela en
los tres sitios de matorral de la region Andino patagdnica. Raleo= intensidad de raleo expresada
como porcentaje de drea basal removida; NI= parcelas no implantadas; I= parcelas implantadas.

N° de parcela 1 2 3 4 5 6 7 8
Raleo (%) 30 70 0 50 70 30 0 50
Implantacion NI | NI | NI | | NI

Figura 1.1. Fotos de los sitios de matorral y las parcelas experimentales con manejo forestal. a)
parcela de FS (raleo 70 % implantada); b) parcela de FS (raleo 30 % implantada); c) FN; d) parcelas
LR (raleo 50 % no implantada).

En los mismos sitios de matorral, con el mismo manejo forestal, se han realizado
otros trabajos estudiando el efecto del manejo y las respuestas de distintos
componentes: la composicién taxondmica vegetal (Chillo et al., 2020), el crecimiento de
los rebrotes (en las especies rebrotantes), la cobertura y riqueza vegetal (Goldenberg et
al., 2020b), y la produccién de biomasa (Goldenberg et al., 2020a); también se evaluaron

variables bioldgicas referidas a servicios ecosistémicos (SE) como: la proteccion vy
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formacién del suelo (la cobertura de hojarasca y la cobertura aérea del suelo), la
proteccion contra incendio (acumulacién de material combustible y la humedad del
combustible vivo) (Goldenberg et al., 2020a), la polinizacién (densidad y riqueza de
flores y de polinizadores, y la visita de polinizadores) (Coulin et al., 2019), y la fertilidad
del suelo asociado a arboles nativos con potencial productivo (Berrios et al., 2014).
Ademas, en plantines implantados de N. obliqua se evalud la supervivencia, el
crecimiento y el dafo foliar producido por artrépodos folivoros (Nacif et al., 2020).

En el momento que se realizd el manejo un analisis de la vegetacidn de los sitios
de El Foyel, en general, mostré que estos sitios presentan vegetacidn caracteristica de
estos ambientes, con arboles bajos y jévenes, arbustos de altura media, y un sotobosque
con hierbas perennes. Ademas, el suelo estuvo cubierto en mds del 75 % por materia
organica muerta (hojarasca, detritos y ramas), mientras que el porcentaje de suelo
desnudo estuvo entre el 0y 9.5 % (Tabla 1.4) (Goldenberg, com personal, resumido en

Carron et al., 2020).

Tabla 1.4. Descripcion de las parcelas de El Foyel en el momento de establecido el manejo forestal
experimental. Porcentaje de cobertura de: suelo desnudo, material lefioso caido y plantas
agrupadas por sus tipos de micorrizas. AM= plantas colonizadas por hongos micorricicos
arbusculares; EcM= N. antarctica; ErM= plantas colonizadas por micorrizas ericoides; NC= no
hospedadora, plantas que no presentan colonizacidn micorricica; ND= colonizacién no
determinada en la regién.

Cobertura (%) / 1 2 3 4 5 6 7 8
N° parcela (30N1) | (701) | (ONI) | (501) : (7ONI) | (301) | (O1) | (50 NI)
Suelo desnudo 9.5 0.0 0.0 2.0 0.0 33 0.5 2.0
Materia orgdnica 88.8 76.3 98.8 100.0 98.0 97.5 100.0 98.8
AM 98.8 30.5 19.5 14.0 25.0 18.8 17.5 51.0
EcM 1.3 0.0 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
ErM 0.0 0.0 0.0 0.5 3.0 0.0 0.0 0.0
NC 0.0 6.0 1.5 7.3 2.8 6.0 6.3 2.8
ND 0.0 0.0 1.0 0.0 3.5 3.0 0.0 0.0

Como se mencioné anteriormente estos sitios se encuentran dominados por N.
antarctica. Esta especie arbdrea presenta en la regién colonizacion ectomicorricica
(Diehl et al., 2008). Ademas, se registré una alta cobertura de plantas colonizadas por

hongos micorricicos arbusculares, como: Acaena sp., Azara microphylla, Berberis
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buxifolia, Chusquea culeou, Cynanchum descolei, Galium hypocarpium, Geranium
magellanicum, Lomatia hirsuta, Maytenus boaria, Maytenus chubutensis, Mutisusia
spinosa, Blechnum sp., y Schinus patagonicus (Tabla 1.4) (Carron et al., 2020). También
se registro la presencia de: Gaultheria mucronata una especie colonizada por micorrizas
ericoides (ErM); Lomatia hirsuta y Embothrium coccineum, ambas especies no presentan
colonizacién micorricica; y Diostea juncea cuya micorrizacion no se ha determinado en
la region (Tabla 1.4) (Carron et al., 2020). En lineas generales, al igual que otros bosques
de la regidn, el sotobosque estd dominado en riqueza y abundancia por especies

hospedadoras de micorrizas arbusculares (Fontenla et al., 1998).

Diseio De Tesis

Dada la complejidad en el estudio de la comunidad microbianas y el escaso
conocimiento previo de la microbiota (y la influencia del manejo) en el matorral y en la
region, en esta tesis, se utilizaron distintas escalas, abordajes y aproximaciones
metodoldgicas para cada uno de los grupos microbianos estudiados, y segin se muestra
en el Esquema De Trabajo. Conociendo los temas de vacancia, su amplitud y sus
necesidades; las distintas aproximaciones tedrico-metodolégicas fueron elegidas
priorizando la tematica y el area de conocimiento en la regién, la disponibilidad de
recursos (instrumentales y econédmicos disponibles).

Para estudiar las comunidades bacterianas del suelo (Objetivo especifico 1,
Capitulo 2) y la colonizacién ectomicorricica de N. antarctica, especie nativa dominante
y de importancia forestal (Objetivo especifico 3, Capitulo 4), se trabajo en los tres sitios
descriptos. En tanto que, para estudiar las comunidades fungicas del suelo (Objetivo
especifico 2, Capitulo 3) se tomaron las muestras en los dos sitios de El Foyel (Foyel Sur
y Foyel Norte) debido a la cercania, las caracteristicas propias de cada una de ellos y la
disponibilidad de recursos en funciéon del tiempo. Por ultimo, para estudiar las
comunidades ectomicorricica de los plantines provenientes de vivero (Objetivo
especifico 4, Capitulo 4) los ensayos se instalaron Unicamente en el matorral alto (FS),
debido a la disponibilidad de plantines en los viveros y el mejor desempefio en la

supervivencia de los plantines instalados en este sitio.
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Esquema De Trabajo

MATORRAL NATIVO
Ambiente natural Q
Nothofagus antarctica

(dominante o co-dominante)

3 sitios en NO patagénico
Foyel ladera Sur (FS)

Foyel ladera Norte (FN) A

“\, Aplicacién

\ Los Repollos (LR) /

MANEJO FORESTAL EXPERIMENTAL

SUELO:
*MICROORGANISMOS
Y SIMBIONTES
RADICALES

Fisicoquimica del suelo

Actividad microbiana

Caracterizacion sin manejo

Efectos y relacidn entre:

ambientes - manejo

v

v
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Tipos qe Raleo:
Manejo 1 o, 30,50 70 % area
basal removida 4x2=8
) [ parcelas

Implantacion:
plantines 5 spp. Nothofagus
+ Austrocedrus chilensis

. * /
VIVEROS

Ambiente de produccidn
3 viveros - 5 spp. Nothofagus

Y

Interaccion entre ambiente
productivo y natural

v

*¥OE1 ¥

Bacterias

Métodos cultivables: abundancia

i- Extensivo cronolégico:
corto plazo
mediano plazo

ii- Extensivo mismo afio “

iii-Intensivo ‘

OE2 vy

Hongos totales

Métodos independientes de cultivos

i- General “
ii- Intraanual estacional A

ii- Espacial “

Ectomicorrizacién de Nothofagus
Colonizacion de raices
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Capitulo 2: Comunidad bacteriana del suelo y manejo forestal

Introduccién
Comunidades Bacterianas Del Suelo, Funciones Y Servicios Ecosistémicos

Como se menciond en el Capitulo 1, los suelos contienen rangos entre 10° y 10°
células bacterianas por gramo de peso seco, esto representa una diversidad estimada
en mas de un millén de especies de bacterias (Gans et al., 2005). Las bacterias son
organismos saprofitos, simbiontes y/o patégenos, y desempefian papeles esenciales en
los ecosistemas que habitan (Nielsen y Winding, 2002).

Las bacterias edaficas participan activamente en los ciclos de nutrientes, en la
formacién y el mantenimiento del suelo; contando con una amplia gama de reacciones
metabdlicas capaces de transformar la materia y la energia del sistema por medio de
procesos de sintesis, descomposicion y mineralizacidn del suelo (Aislabie et al., 2013;
Barrios, 2007; Eilers et al., 2010; Hackl et al., 2004). Son capaces de degradar diversas
moléculas orgdnicas sencillas como acidos organicos, aminodcidos y azucares, y
compuestos organicos mas recalcitrantes como celulosa, hemicelulosa, lignina y quitina.
Las bacterias son los Unicos organismos capaces de fijar nitrégeno gaseoso (N;) a formas
biolégicamente activas (amonio), pudiendo ser organismos de vida libre o asociados con
plantas (Aislabie et al., 2013; Eilers et al., 2010; Hackl et al., 2004). También son capaces
de producir polisacaridos y otros agentes estabilizadores; que se asocian con la materia
organica e inorganica del suelo, favoreciendo la retencidon de agua y la fertilidad del
suelo (Barrios, 2007). La versatilidad metabdlica de estos microorganismos hace que
sean capaces de degradar moléculas complejas (como hidrocarburos, pesticidas,
insecticidas y otros compuestos quimicos toxicos) y de secuestrar metales pesados,
constituyendo mecanismos de biorremediacidn en ambientes contaminados (Aislabie et
al., 1999, 2013).

Otros aspectos importantes es la capacidad de algunas de ellas de establecer
relaciones con las plantas, afectando el desarrollo y la productividad de estas ultimas
(Bashan y Holguin, 1998; Richardson et al., 2009). Las bacterias presentes en la rizdsfera
y las bacterias enddfitas y simbidticas que habitan el interior de las plantas, juegan un
papel clave en la adquisicidn y asimilacion de nutrientes por las plantas, son capaces de
secretar moléculas extracelulares como: enzimas, hormonas, metabolitos secundarios,

antibiodticos y varias moléculas de sefalizacién (Jimtha et al., 2017, 2020; Tosi et al.,
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2020; Zhang et al., 2006). También le otorgan a las plantas mecanismos de tolerancia al
estrés ambiental y quimico, adquiriendo un papel importante en la adaptacion de las
plantas para procesos de fitorremediacién y desarrollo en condiciones desfavorables
(Tosi et al., 2020). Estas relaciones bacterias-plantas juegan un papel vital en la
estimulacion y modulacion de la respuesta al estrés de las plantas, y contribuyen a un
mejor crecimiento de las plantas (Jimtha et al., 2017, 2020). Por esta razon, las bacterias
representan una herramienta potencial para la produccién agricola y forestal,
representando una mejora en las condiciones de los cultivos (Naamala y Smith, 2020).
La amplia diversidad metabdlica de la comunidad bacteriana, y las interacciones
gue establecen con otros organismos, hace que tengan un rol fundamental de diversos
servicios ecosistémicos (SE) relacionados con la diversidad, abundancia y productividad
de la comunidad vegetal, la salud del suelo, la calidad del agua, el biocontrol de
patégenos, entre otros (Aislabie et al., 2013; Barrios, 2007; Blouin et al., 2013; Pulleman
etal., 2012; Swift et al., 2004). Entre los SE que participa esta comunidad se destacan la
produccion agropecuaria y forestal, y otros sistemas productivos (Antoun y Prevost,
2006; Compant et al., 2005b; Dubey et al., 2020a; Kenawy et al., 2019; Naamala y Smith,
2020), para tratar corrientes de desechos y remediar suelos contaminados con
compuestos orgdnicos, inorganicos y metales toxicos (Aislabie et al., 1999, 2013; Tosi et
al., 2020), en aplicaciones biotecnolégicas para la obtencion de compuestos
antibacterianos, antimicéticos y antivirales (Aislabie et al., 2013; Antoun y Prevost,
2006; Compant et al., 2005a; Dubey et al., 2020b; Kenawy et al., 2019). Todos estos SE
son aspectos importantes para estudiar y conservar la biodiversidad bacteriana de los

suelos.

Grupos Conspicuos De Bacterias Del Suelo

La actividad metabdlica de los organismos puede cuantificarse como la
producciéon de CO; y/o el consumo de Oz. En el suelo esta determinacion es una medida
de la respiracion total del suelo, es decir la oxidacién bioldgica de la materia orgdnica a
CO; propia de todos los organismos aerdbicos y facultativos del suelo (Alef, 1995). La
actividad metabdlica de los microorganismos del suelo ocupa una posicién clave en el

ciclo carbono de todos los ecosistemas terrestres y proporciona una medida de cuanto
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del carbono fotosintéticamente fijado se devuelve a la atmdsfera (Alef, 1995). En los
suelos acidos o ligeramente acidos, como los suelos de la regidon Andino Patagdnica
(Colmet Daage et al., 1988), la comunidad de bacterias (principalmente heterétrofas
Gram positivas, aerdbicas y anaerdbicas) se ven disminuidas, predominando la
comunidad fungica de levaduras y mohos (Schlegel y Jannasch, 2006). Estos
microorganismos son los responsables en gran parte de la respiracién total del suelo,
sobre todo cuando se determina en condiciones de laboratorio (Zheng et al., 2009). La
medicion de la respiracién del suelo es una de las técnicas mas antiguas, pero aun
utilizada (Gonzalez-Polo et al., 2019; Peri et al., 2015; Raich y Tufekcioglu, 2000; Toledo
et al., 2021), para la cuantificacion de la actividad microbiana del suelo (Alef, 1995). La
respiracion del suelo se correlaciona positivamente con el contenido de materia
organica del suelo y, a menudo con la biomasa microbiana y la actividad microbiana
(Alef, 1995) y estd incluida en la mayoria de los programas de monitoreo de suelos
(Nielsen y Winding, 2002). Sin embargo, se debe tener en cuenta que estas mediciones
estan influenciadas por las condiciones ambientales, como la temperatura, la humedad
del suelo, la disponibilidad de nutrientes y la estructura del suelo (Alef, 1995);
presentando una alta sensibilidad a los cambios ambientales, que pueden ser
estandarizados y controlados en el laboratorio (Pankhurst et al., 1995).

La fijacion bioldgica del nitrdgeno es otro proceso metabdlico de importancia y
es exclusiva de los organismos procariotas. La fijacion de N; es una reaccion catalizada
por un complejo enzimdtico conocido como nitrogenasa, es un proceso
energéticamente costoso y requiere de una serie de estructuras (nédulos, vesiculas, etc)
0 mecanismos de secuestro o exclusién del O, que le confiere al complejo enzimatico
el ambiente anaerdbico necesario para su actividad. El amonio, producido por este
proceso, puede ser utilizado en las distintas vias del ciclo de nitrégeno. El amonio puede
ser asimilado en formas organicas, por ejemplo en aminodcidos y proteinas; o puede ser
oxidado a otras formas inorganicas (nitrato por ejemplo) disponibles para las plantas y
otros seres vivos. Este proceso es fundamental en la disponibilidad de este nutriente,
qgue suele ser limitante en muchos suelos. La fijacidon del nitrégeno es una ventaja
adaptativa para los microorganismos capaces de realizar esta reaccion(Aislabie et al.,

2013).
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Las bacterias capaces de fijar nitrogeno se conocen como diazétrofas y pueden
presentar modos de vida simbionte o como microorganismos edaficos de vida libre o
endofitos (Cocking, 2003). Las bacterias diazétrofas simbidticas, como Frankia y
rhizobiales (en sentido amplio) como Rhizobium y Mesorhizobium, puede proporcionar
hasta el 90 % de los requerimientos de nitrégeno de las plantas a través de la fijacién
dentro de los nddulos (Franche et al., 2009). Entre las bacterias diazotrofas de vida libre
se han identificado bacterias de varios de los géneros edaficos y endéfitos comunes,
como Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Clostridium,
Enterobacter, Herbaspirillum, Gluconobacter y Pseudomonas (Baldani et al., 1997; Mirza
et al., 2006; Richardson et al., 2009; Vessey, 2003). Estas bacterias tienen el potencial
de fijar el N2 a amonio, contribuyendo al aporte de formas de nitrégeno disponible en el
suelo y por ende en las plantas circundantes. En el caso de bacterias diazétrofas
enddfitas, la contribucion a las plantas huésped y su efecto promotor del crecimiento
vegetal sigue siendo discutido (Richardson et al., 2009). Este potencial ha sido reportado
para algunas cepas de diazétrofas enddfitas (Azoarcus sp. y Gluconobacter
diazotrophicus) asociadas a algunas plantas como Leptochloa fusca y Saccharum
officinarum (Hurek et al., 2002; Sevilla et al., 2001). Ademds, experimentos realizados
en macetas y en condiciones de campo, han proporcionado evidencia de la capacidad
de estas bacterias para suministrar importantes aportes de nitrégeno disponible a
algunos pastos y cereales (Oliveira et al., 2002; Richardson et al., 2009). Las tasas de
fijaciéon de N, por las relaciones simbidticas son a menudo dos o tres érdenes de
magnitud mas altas que las de las de vida libre (Aislabie et al., 2013), estas ultimas son
muy numerosas y diversas en el suelo, con metabolismos variados (aerdbicas, micro
aerobias y anaerobias, heterétrofas y autoétrofas) (Martinez-Romero, 2006).

Las bacterias mesdfilas tienen un rango de crecimiento éptimo entre los 20 y 42
°C. Asi mismo, muchas de estas bacterias tienen la capacidad de tolerar cambios de
temperatura (estacionales o diarios) que pueden ser muy marcados en algunos
ambientes (Schlegel y Jannasch, 2006). Estas bacterias son muy numerosas en
ambientes templados y pertenecen a grupos con funciones ecoldgicas importantes en
el suelo (Schlegel y Jannasch, 2006). Dentro del grupo de las bacterias meséfilas, y

promotoras del crecimiento vegetal, los géneros pertenecientes a Enterobacteriaceae y
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otros géneros como Azospirillum, Pseudomonas y Bacillus son abundantes en el suelo 'y
han sido ampliamente estudiados. Estos géneros y familias bacterianas han sido
considerados como los de mayor importancia debido a su capacidad de mejorar
significativamente el crecimiento y desarrollo vegetal de especies de alto valor
productivo en todo el mundo (Baldani et al., 1987; Okon, 1985; Saharan y Nehra, 2011).

La familia Enterobacteriaceae (Gammaproteobacterias- Proteobacteria) es un
grupo amplio, con 50 géneros y 227 especies descriptas hasta el momento segun el
sistema integrado de informacion taxondmica (Integrated Taxonomic Information

System, https://www.itis.gov/). Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son

reconocidos por su papel critico como microbiota normal en humanos y otros animales,
no obstante también son causantes de una gran variedad de enfermedades infecciosas
oportunistas entéricas, no entéricas y en plantas (Brisse et al.,, 2006; Germani y
Sansonetti, 2006; Janda, 2006). Diversos géneros de esta familia (como por ejemplo
Enterobacter, Klebsiella, Morganella, Serratia, Escherichia) cumplen otras funciones
ecolégicas importantes, entre las que destacan: favorecer el crecimiento vegetal, fijar
N,, participar en diversos ciclos geoquimicos. Asi mismo pueden tolerar y remediar
ambientes contaminados (Ahemad y Khan, 2010; Ahmad et al., 2015; Brisse et al., 2006;
de Souza et al., 2012; Grimont y Grimont, 2006a). Por las capacidades antes
mencionadas estos grupos bacterianos son utilizados en procesos industriales y
biotecnoldgicos (Grimont y Grimont, 2006b, 2006a; Janda, 2006; Welch, 2006).

La familia Pseudomonadaceae (Gammaproteobacterias- Proteobacteria)
comprende unos 10 géneros y 164 especies descriptas (Integrated Taxonomic

Information System, https://www.itis.gov/). Dentro de esta familia, el género

Pseudomonas es el mas diverso, comprende unas 141 especies y 10 subespecies

(Integrated Taxonomic Information System, https://www.itis.gov/). Las Pseudomonas

presentan una amplia versatilidad metabdlica y plasticidad genética, esto hace que por
un lado se encuentran ampliamente distribuidos en diversos ambientes, muchos de los
cuales son desfavorables para el crecimiento de otras bacterias, y por otro lado sean
capaces de metabolizar una gran cantidad de sustratos organicos e inorganicos (Moore
et al., 2006). En el suelo (rizésfera y bulk soil) son un grupo ubicuo y son actores claves

en el ciclo del carbono y del nitrégeno. Algunas producen metabolitos que estimulan el
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crecimiento de las plantas y/o también actuan como biocontroladores de fitopatégenos
y antagonistas flungicos (Agaras et al., 2012, 2015; Donegan et al., 2001; L. Fernandez
etal., 2012; Moore etal., 2006). Las Pseudomonas edaficas son cosmopolitas, sin
embargo, estudios realizados a escala global con distintos métodos de tipificacion
molecular han mostrado diferentes resultados. Un analisis de restriccién de rDNA 16S
(ARDRA) evidencid patrones genéticos muy similares a nivel mundial, sin embargo, los
analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion intergénica de rDNA
16s-23s (ITS-RFLP) y andlisis de huellas gendmicas extragénica repetitiva (BOX-PCR)
muestran patrones genéticos exclusivos en distintas regiones vy sitios, evidenciando
endemicidad. Estos resultados sugieren que si bien a nivel especifico las Pseudomonas
son cosmopolitas, también tienen endemicidades, lo que sugiere que estas bacterias
heterotrdficas del suelo tienen caracteristicas propias determinadas por ciertos
ambientes (Cho y Tiedje, 2000; Moore et al., 2006). Estos aspectos pueden resultar
importantes en Patagonia donde la informacién sobre este grupo microbiano es

limitada.

Bacterias, Ambiente Y Manejo Forestal

Las propiedades del suelo son determinantes en la constituciéon de la comunidad
bacteriana del mismo, tanto para las de vida libre, como enddfitos y simbiontes de
plantas (de Souza Rocha et al., 2020; Tosi et al., 2020); estos efectos se han evidenciado
en la modificaciéon del perfil transcripcional del microbioma (Carvalhais et al., 2013; de
Souza Rocha et al., 2020; Jones et al., 2019), en la reduccién de la biomasa microbiana
y las tasas de respiracién (Campbell et al., 2010; Ramirez et al., 2012, 2010), ademas de
tener una influencia directa sobre grupos microbianos funcionales especificos (de Souza
Rocha et al., 2020; Treseder, 2004). Las propiedades del suelo que regulan el
microbioma del suelo son principalmente: la disponibilidad de nutrientes y materia
organica, el contenido de agua, el pH, y la estructura del suelo (Barnett et al., 2020;
Carvalhais et al., 2013; de Souza Rocha et al., 2020; Jones et al., 2019; Tosi et al., 2020).
Una limitacidn importante en el estudio de las propiedades del suelo es que
normalmente estan interconectadas y vinculados a otros factores a gran escala (como

el clima, la altitud y latitud, la vegetacién presente, entre otros), y por ende, no siempre
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es posible aislar o identificar los efectos de una propiedad particular (Benson y Dawson,
2007; Siles et al., 2016) y podria ser la razén detrds de algunos resultados contradictorios
(Tosi et al., 2020).

La interacciones bidticas, entre las bacterias del suelo y otros organismos,
también son determinantes de cémo se constituye la comunidad bacteriana, como las
interacciones plantas-bacterias y microorganismo-bacterias (Altaf et al., 2017;
Carvalhais et al., 2013; Gaiero et al., 2013; Jin et al., 2019; Jones et al., 2019; Worsley et
al., 2020; Xiong et al.,, 2020). Las plantas pueden influir en la presencia de
microorganismos en la rizosfera modificando el entorno rizosférico con exudados
radicales; la exudacion radical de nutrientes, enzimas, antibidticos y otras moléculas
(Haichar et al., 2014; Jin et al., 2019; Worsley et al., 2020; Xiong et al., 2020). Mientras
que, las interacciones bacterias - microorganismos del suelo incluyen procesos de
competencia, de antibiosis (Gaiero et al., 2013), y qudérum sennsing (Altaf et al., 2017).
Estas interacciones coordinan procesos como la comunicacién planta-microbio,
antibiosis, virulencia y produccién de sideréforos (Altaf et al., 2017).

El efecto de las practicas de manejo forestal, principalmente el raleo, sobre los
microorganismos ha sido estudiado en diversos trabajos (Tabla 1.1), y generalmente
estd estrechamente relacionado a cambios en las caracteristicas quimicas del suelo, y
en la estructura y cobertura vegetal (Baldrian, 2017a; Donegan et al., 2001; Siira-
Pietikdinen et al., 2001; Smith et al., 2008; Tajik et al., 2020; Upchurch et al., 2008; Wu
et al., 2020). Los cambios del uso de la tierra, como es el manejo forestal, provocan
cambios en las propiedades quimicas de los suelos y afectan la composicién de las
comunidades microbianas en los sistemas forestales (Siira-Pietikdinen et al., 2001; Smith
et al., 2008; Tajik et al., 2020; Wu et al., 2020), debido a que estos cambios quimicos
influyen en el suministro de nutrientes y habitats adecuados para los microorganismos
(Tajik et al., 2020; Wu et al., 2020). Se ha encontrado que caracteristicas como el pH, C
total, N total y P disponible del suelo tienen correlaciones positivas con la abundancia y
diversidad de las comunidades bacterianas (Siira-Pietikdinen et al., 2001; Smith et al.,,
2008; Wu et al., 2020). Estas caracteristicas también pueden explicar los cambios en la
estructura taxondmica de estas comunidades, a favor o en detrimento de ciertos grupos

taxondmicos (Wu et al., 2020). La aplicacién del manejo forestal, y las acciones a
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posteriori que puedan aplicarse en el sitio manejado, modifican la biomasa y
abundancias de la comunidad vegetal, estos cambios pueden favorecer la actividad
metabdlica, la biomasa y la composicién de la comunidad bacteriana (Baldrian, 20173;
Chauvat et al., 2003; Donegan et al., 2001). En su trabajo Donegan et al. (2001) han
demostrado una correlacion positiva entre la abundancia de bacterias mesdéfilas
aerobias y facultativas, el contenido de humedad de suelo y el porcentaje de cobertura
vegetal de bosques raleados. Los autores han observado que, en parcelas raleadas y que
han sido sembradas con pastos y leguminosas, con una cobertura vegetal de casi 100 %,
favorecié a las poblaciones bacterianas. Interpretando que la comunidad vegetal
establecida proporcioné mayores niveles de humedad, proteccion contra temperaturas
extremas, y que los exudados de esta combinacidon de especies podrian ser utilizados
por los microorganismos como fuente de nutrientes. Sin embargo, en algunos grupos
taxondmicos, como las Pseudomonas, no se observa este efecto positivo en la diversidad

(Donegan et al., 2001).

Objetivo Especifico
Objetivo especifico 1: Caracterizar las comunidades de bacterias del suelo del
matorral de la regidon Andino Patagdnica y evaluar la relacién de estas con el ambiente

y el manejo forestal experimental.

Materiales Y Métodos

Para cumplir con el objetivo planteado se determiné la abundancia de bacterias
(utilizando métodos de recuento por cultivo en placa) y la actividad microbiana
(estimada a partir de la respiracion potencial del suelo). Se consideraron los tres sitios
de matorral: Foyel Sur (FS), Foyel Norte (FN) y Los Repollos (LR). Los datos de la
comunidad bacteriana se evaluaron en los siguientes niveles de analisis:

1. Caracterizacion de la comunidad bacteriana del matorral, sin manejo
(item 1): para este andlisis se utilizaron cada una de las parcelas controles del ensayo de
manejo forestal de los tres sitio de matorral (FS, FN, y LR, sin raleo y sin implantacién,

n=3, ver: Capitulo 2, Muestreo Y Procesamiento De La Muestra). Estas parcelas, al no
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aplicarse las practicas de manejo forestal, se consideraron representativas de la
condicién histdrica natural de los matorrales.

2. Evaluacion del efecto del manejo forestal y del ambiente en la
comunidad bacteriana del matorral nativo (item 2): para este andlisis se utilizaron todas
las parcelas de los tres sitios del matorral, con y sin implantacién y los distintos raleos
(FS, FN y LR, n= 8 parcelas x 3 sitios = 24, ver: Capitulo 2, Muestreo Y Procesamiento De
La Muestra).

La caracterizacion y evaluacién de la comunidad bacteriana (item 1y 2) se
realizaron con dos tipos de muestreos: muestreos extensivos, con dos aproximaciones
temporales: i. cronoldgico v ii- afio calendario; y muestreos intensivos en FS (Tabla 2.1).
En la aproximacién temporal i- cronoldégica los muestreos extensivos se realizaron en los
tres sitios de matorral a un afio de instalado el manejo forestal (corto plazo) y a cuatro
afios de instalado el manejo (mediano plazo); en la aproximacién ii- afio calendario
(2018) los muestreos se realizaron en los tres sitios en el mismo afio calendario. Estos
diseios tienen en cuenta que el ensayo de manejo forestal se instalé con un desfasaje
de un afo en los distintos sitios (Capitulo 1): en el 2013 el manejo se realizé en FS, y en
2014 en los otros dos sitios (FN y LR). Por ello, en la aproximacién cronoldgica (i) se fijo
el tiempo transcurrido desde el manejo y el factor ambiental es variable dependiente
del clima; mientras que, en la aproximacidon ano calendario (ii) se fijo el afio de
muestreo, 2018. Resumiendo los muestreos se realizaron de la siguiente manera:

i- Extensivo cronoldgico: para estos analisis se consideré a los tres sitios:
FS, FN y LR. Los muestreos extensivos se realizaron con una muestra conjunta (formada
por 25 submuestras) por parcela y por sitio. Las muestras se colectaron en dos
momentos posteriores a la instalacion del manejo: a un afio de instalado el manejo
(corto plazo), los muestreos se realizaron en FS en Mayo del 2014 y en FNy LR en Mayo
del 2015; y a cuatro aios de instalado el manejo (mediano plazo), los muestreos se
realizaron en FS en Mayo del 2017 y en FN y LR Mayo del 2018 (Tabla 2.1).

ii- Extensivo en un afo calendario: se realizd una evaluacion de la
comunidad bacteriana en el mismo momento calendario, en Mayo del 2018, en los tres
sitios de matorral, para tener en cuenta los cambios climaticos anuales. Por ello FS lleva

cinco afos de instalado, y los sitios FN y LR llevan cuatro afios de instalado (Tabla 2.1).

33



Capitulo 2: Comunidad bacteriana del suelo y manejo forestal

iii- Intensivo: se realizd un muestreo intensivo considerando la variabilidad
de cada parcela, para ello se aumentd las repeticiones por parcela en uno de los sitios
(FS) y en un afio (2017). Para ello se conformaron tres muestras conjuntas por parcela,
cada una formada por 25 submuestras individuales que se realizaron con el mismo
disefio esquematizado en la Figura 2.1, con la diferencia de que en cada punto de
muestreo se tomaron tres fracciones de suelo, separadas por 10 cm (n= 3 muestras por
parcelas x 8 parcelas x 1 sitio = 24 muestras; ver: Capitulo 2, Muestreo Y Procesamiento

De La Muestra; Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Resumen de los muestreos y las aproximaciones temporales para la caracterizacion y
evaluacion de la comunidad bacteriana del suelo en el matorral en la region Andino Patagonica.

Muestras de suelo

Muestreo | Aproximacién temporal |  Sitios i Submuestras Muestras Total
i ] i por parcela por parcela muestras
i i i 1 muestra
: Corto plazo (un | : .
: . : : conjunta/
! afno de ! FS,FNyLR | 25 24
! ) : : parcela/
: o manejo) | : .
i Cronoldgico i i sitio
i W TTTmmmmmmmmmmemsemeeE | I e
i (i) ] ! ! 1 muestra
: Mediano plazo | : .
) : . : : conjunta/

Extensivo | (cuatroafos | FS,FNyLR | 25 24
: ) : : parcela/
| de manejo) ! | .
i i i sitio
I I e
i N i i 1 muestra
i Ano i i .
: ) | | conjunta/
i calendario 2018 i FS,FNyLR | 25 24
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Muestreo Y Procesamiento De La Muestra

Como se menciond en el Capitulo 1 los estudios de las comunidades de
microorganismos se realizaron dentro de un ensayo de manejo forestal experimental
realizado con anterioridad en matorrales de la regidon Andino Patagdnica Argentina. El
plan de manejo forestal aplicado combina dos practicas (factores): a) una practica

extractiva, en la que se removié parte de la cubierta vegetal, raleo (0, 30, 50 y 70 %); y
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b) otra practica de reforestacion, con la implantacion de especies vegetales nativas de
valor forestal (implantadas y no implantadas). La combinacién de estas variables resulta
en ocho parcelas experimentales, que se han establecido en los tres sitios de matorral
(= bloques); detalles en el Capitulo 1 (Tabla 1.3).

Para describir y evaluar las comunidades bacterianas (abundancia de bacterias y
actividad microbiana) de los matorrales se colectaron muestras de suelo en las ocho
parcelas de los tres sitios de matorral (Capitulo 1): FS, FN y LR.

En cada parcela se demarcé una subparcela central, dejando un perimetro de 4.5
metros a cada lado de la parcela (espacio sin muestrear para evitar el efecto borde).
Dentro de la subparcela central se trazaron cinco transectas perpendiculares a las
franjas de raleo y separadas entre si cada siete metros. Sobre cada una de las transectas
se tomaron cinco submuestras de suelo superficial (los primeros 10 cm del perfil sin
hojarasca) separadas cada cuatro metros entre si, y no alineadas respecto de las
transectas superiores o inferiores, segin se muestra en la Figura 2.1. En total se
recolectaron 25 submuestras por parcela, con las que se realizé una muestra conjunta
por parcela/sitio/afio. Las muestras de suelo se conservaron a 4 °Cy se procesaron antes
de las 24 hs. Todas las muestras se homogeneizaron y tamizaron en una malla de dos
mm de didametro en condiciones asépticas. Posteriormente se dividido cada muestra de
suelo en las siguientes fracciones: la primer parte se procesé inmediatamente dentro de
las 24 horas y se utilizé para calcular el peso seco del suelo, y para realizar el recuento
de los grupos bacterianos; la segunda parte se fracciond para determinar las
caracteristicas fisicoquimicas y la actividad microbiana del suelo; y la tercer fraccién se
colecto en recipiente estéril, y se conservd en freezer -80 ° C para el estudio de los

hongos de suelo en Capitulo 3 (Materiales y Métodos).
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Abundancia De Bacterias

Para describir la comunidad bacteriana del suelo (item 1) y evaluar los efectos
del ambiente y del manejo forestal del matorral nativo (item 2) se realizaron cultivos en
placas a partir de diluciones seriadas en distintos medios de cultivos. Los diferentes
medios de cultivos se seleccionaron considerando su especificidad para el crecimiento y
desarrollo de grupos bacterianos conspicuos y con potencial en promover el crecimiento
vegetal: bacterias mesofilas aerobias o aerobias facultativas totales, bacterias
diazétrofas de vida libre, bacterias presuntivas del género Pseudomonas y de la familia
Enterobacteriaceae; a las que llamaremos en todo el escrito (para claridad del texto)
como mesdfilas, diazétrofas, Pseudomonas y Enterobacterias.

Para cultivar estos grupos microbianos se utilizaron los siguientes medios de
cultivo: (1) Agar Tripteina soja (TSA) 0.1 % para bacterias meséfilas de requerimientos
nutricionales generalistas; (2) Agar NFB para bacterias diazétrofas; (3) Agar cetrimida
(AC) especifico para Pseudomonas y (4) Agar MacConkey (MC) especifico para
Enterobacterias (Tabla 2.2). Todos los cultivos se realizaron en el rango de temperatura
mesofila (25 y 30 °C) y en aerobiosis.

A partir de cada muestra conjunta del suelo por parcela en cada sitio y afio, se
realizaron diluciones decimales seriadas en solucion fisioldgica (NaCl 0.9 %), a partir de

1:5 P/V. Esta dilucidn inicial (por muestra) se agitdé a 250 rpm durante 30 minutos, se
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dejo decantar 30 segundos. De cada muestra se sembraron tres diluciones, previamente
establecidas segun el grupo de bacterias a realizar el recuento (Tabla 2.2). De cada
dilucién se sembrd por agotamiento en superficie 100 pL de suspensién de suelo en el
medio de cultivo sdélido seleccionado y especifico para cada grupo, con tres réplicas de
método por dilucién (n=3). Las placas se incubaron en aerobiosis a 25 °C hasta 72 hs. Los
recuentos de las unidades formadoras de colonias (UFC) se realizaron a las 48 hs de
incubacion, y se repitieron a las 72 hs para chequear el crecimiento de nuevas colonias
(Madingan et al., 2004). Los recuentos se hicieron en aquellas placas que presentaron
un recuento de bacterias con un rango entre 30 y 300 UFC por placa (Madingan et al.,
2004). El cdlculo de UFC se expresd por gramo de peso seco de suelo (UFC g suelo™).

En el estudio extensivo cronolégico, el recuento de bacterias a corto y mediano
plazo totalizé 432 placas de siembra por medio de cultivo (8 parcelas x 1 repeticién de
suelo x 3 diluciones de suelo x 3 réplicas metodoldgicas x 3 sitios x 2 afios). En la
aproximacion extensiva en un afio calendario (2018) se totalizaron 216 placas de
siembra por medio de cultivo (8 parcelas x 3 diluciones de suelo x 3 réplicas
metodoldgicas x 3 sitios x 1 afo). El estudio intensivo en FS el recuento de bacterias se
totalizaron 216 placas de siembra por medio de cultivo (8 parcelas x 3 repeticiones de
suelo x 3 diluciones de suelo x 3 réplicas metodoldgicas x 1 sitio).

En los dos casos (intensivo y extensivo) y en cada uno de todos los medios de
cultivo, se contaron aproximadamente 72 de estas placas, correspondiente a la diluciéon
gue presentaron el rango de recuento de bacterias (entre 30 y 300 UFC por placa de

cultivo; Figura 2.1).

37



Tabla 2.2. Formulacién y condiciones del cultivo de los grupos bacterianos del suelo del matorral en la region Andino Patagdnica.

Grupo bacteriano Medio de cultivo Composicion (cada 1000 mL) pH final Diluciones de siembra

Bacterias i i o, . i i
. ! TSA ! Tripteina 15 g; Peptona de soja 5 g; CINa 5 g; Agar-agar 15¢g. | 7.3+0.2 ! 10 103 10*

mesofilas i i ] ]

]  Acido D- mélico 5 g; K;PO4H 0.5 g; MgSO4 - 7H,0 0.2 g; CINa | H

0.1 g; Ca,Cl - 2H,0 0.02 g; Solucién de micronutrientes (2.1)

| 2 ml; Azul de bromotimol (2.2) 2 ml; FeCls - 6H,0 0.015 g; |

Bacteri i i OHK 4.5 g; Extracto de levadura 0.02 g; Agar-agar 15 g. i i

acterias | | | .
diazétrofas i NFB i 2.1 Solucién de micronutrientes: HsBOs 0.143 g; MnSO, - i 6.8 | 107 103 10*

I Z 1 1 1 1

; | H20 0.1175 g; ZnSO4 - 7H,0 0.012 g; CuSO, - 5H,0 0.004 g; | ;

i i Na:MoO, - 2H,0 0.1 g; Agua destilada 100 ml. i i

2.2 Solucién de Azul de bromotimol: Azul de bromotimol 0.5

| g; OHK 0.2 N 100 ml.

"""""""""""" et e

i i Peptona de gelatina 17 g; Peptona de caseina 1.5 g; Peptona ! i

. i ! de carne 1.5 g; NaCl 5 g; Lactosa 10 g; Mezcla de sal biliar 1.5 i i
Enterobacterias | MC : ) ] ) 1 6.9-7.3 1 1/5 1/10 1/20

| i g; Rojo neutro 0.03 g; Cristal violeta 0.001 g; Agar-agar 13.5 | |

| & i |

------------------------ e Pl PPt ervissioly Sttt Sttt

Glicerina 10 ml; Peptona de gelatina 20 g; MgCl, 1.4 g; Ka;SO4 10% 102 107

Pseudomonas ' AC o
| 10 g; Cetrimida 0.3 g; Agar-agar 13.6 g.




Figura 2.1. Placas de cultivo. Fotografias de recuentos de bacterias meséfilas en placas de cultivo

de la parcela 9 de FS con Agar TSA (a) y con Agar MacConkey (b) en tres diluciones sucesivas. De
izquierda a derecha en a) diluciones 10, 103y 10%; en b) 10, 102y 103, * Ejemplo de par de
placas que presentan en el rango tedrico de recuento de bacterias (entre 30 y 300 UFC / placa).

Actividad Microbiana

Para describir y evaluar el efecto del manejo forestal sobre la actividad
microbiana del suelo se realizaron ensayos para medir la respiracion (liberacion de CO»).
Esta evaluacidn se realizé en los dos niveles de analisis (item 1 y 2) en el muestreo
extensivo cronolégico de mediano plazo (i), extensivo afio cronoldgico (ii) en los tres
sitios, e intensivo en FS (iii). En cada muestra conjunta por parcela se midio la capacidad
de campo (ver: Capitulo 2, Caracteristicas Fisicoquimicas Del Suelo) y se calculd la
liberacion de CO; en laboratorio. En el muestreo intensivo en FS (iii) en cada parcela se
realizaron cinco réplicas metodoldgicas, mientras que en los muestreos extensivos en
cada parcela se realizaron dos réplicas metodolégicas (duplicado).

La liberacion de CO; se calculé con muestras de suelo secas a temperatura
ambiente siguiendo la metodologia de Anderson (1982) y modificada por Tognetti et al.

(2007) para muestras de la region. Se realizd una preincubacion de la muestra de suelo,
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para ello fue humedecida al 70 % de capacidad de campo y se incubéd a 25 °C durante 24
hs. Transcurrido este tiempo se colocé en un frasco: 10 g de suelo, un recipiente con
agua (humidificador) y un recipiente con 10 ml de NaOH 1 N (trampa de CO;). Los frascos
se sellaron herméticamente y se incubaron a 25 °C durante 48 hs. Transcurrido este
tiempo se saco de cada frasco, en forma individual, el recipiente con NaOH se le agregd
10 ml de BaCl, 0.8 M y dos gotas de fenolftaleina 1 % (indicador de pH). Esta solucidn se
titulé con HCI 0.5 N hasta el viraje del indicador de pH con la desaparicién del color rosa.
Cada muestra se hizo por duplicado y en cada procedimiento se realizaron tres blancos.

Los calculos matematicos utilizados en este método se detallan en el Anexo I.

Caracteristicas Fisicoquimicas Del Suelo

Para caracterizar fisicoquimicamente los suelos de los matorrales se midieron:
humedad gravimétrica (HG), capacidad de campo, pH, conductividad eléctrica (CE),
porcentaje de carbono total (C) y de nitrégeno total (N), fésforo disponible (P) y
porcentaje de calcio (Ca). Estas mediciones se realizaron en todas las muestras de las
ocho parcelas de los tres sitios de matorral (item 1y 2), en los muestreos extensivos (i y
ii) e intensivo en FS (iii), en los muestreos extensivos se utilizé una muestra de suelo por
parcela, y totalizaron 24 muestras en cada afio (8 parcelas x 1 muestra x 3 sitios);
mientras que en el muestreo intensivo se realiz6 una muestra conjunta con las tres
réplicas por parcelas del sitio FS (8 parcelas x 1 muestra x 1 sitio) totalizando ocho
muestras.

La HG se midié como la relacion entre la fraccién himeda del suelo (= suelo
humedo — suelo seco) y la fraccidn sélida (suelo seco). De cada muestra de suelo tasada
(dos mm) se pesd una fraccidon de suelo humedo (con la humedad del sitio). Se llevo a
estufa a 105 °C hasta peso constante (48 horas aproximadamente) y se pesd el suelo
seco. Estos datos también se utilizaron para expresar el recuento de bacterias como UFC
por gramo de suelo seco. Estas mediciones se realizaron en todas las muestras de las
ocho parcelas de los tres sitios de matorral (item 1y 2), en los muestreos extensivos (i y
ii) e intensivo en FS (iii), en todos los casos se realizaron tres réplicas metodoldgicas de

cada una de las muestras.
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La capacidad de campo (CC) se realizé siguiendo la metodologia clasica, con
algunas modificaciones: se colocé una cantidad conocida de suelo seco a temperatura
ambiente en un filtro de papel, previamente pesado, y soportado en un embudo. La
muestra se humedecié lentamente, hasta que quedd saturada en agua, se sellé con film
y se dejé drenar toda la noche. Al otro dia, se desmonté el filtro con el suelo saturado
en aguay se peso el suelo humedecido hasta saturacion. Se llevé a estufa a 105 °C hasta
peso constante (72 hs aproximadamente) y se peso el suelo seco. Se utilizaron tres filtros
como blancos (es decir, se humedecieron sin suelo, se pesaron, y luego se llevaron a
estufa junto a la muestras de suelo) para determinar la cantidad de agua retenida por el
filtro. Los célculos utilizados se detallan en el Anexo |. Estos resultados se utilizaron para
humedecer la fraccidn de suelo para determinar la actividad microbiana.

Las mediciones de pH y CE se realizaron con muestras de suelo secas a
temperatura ambiente. El pH se midié en solucién de 2:5 P/V en agua desionizada con
un medidor de pH y a temperatura ambiente. La CE (uSimen cm™) se midié en solucién
1:5 P/V en agua desionizada con medidor de CE y a temperatura ambiente.

Las siguientes determinaciones se realizaron con muestras de suelo seco
tamizadas a 0.5 mm en el Laboratorio de Suelos del CRUB. Los porcentajes de Cy N total
se determinaron por combustién a 900 °C utilizando el Analizador Flash EA 1112 (Nelson
y Sommers, 1996). El P disponible (ug g) se determind por extraccién con una solucién
de NaHCOs3 0.5 N y se cuantificé por colorimetria con dcido ascorbico, segiin Kuo (1996).
El porcentaje de Ca se determind mediante extracciéon con acetato de amonio 1 N,

seguido de absorcién atémica utilizando Perkin-Elmer AAnalyst 100 (Suarez, 1996).

Andlisis Estadisticos

Para caracterizar la comunidad bacteriana de los matorrales, sin manejo (item
1) se tuvieron en cuenta sélo las parcelas controles, sin raleo y sin implantacién, en los
tres sitios (n=3) en los muestreos extensivos cronolégicos (item 1.i) a corto y mediano
plazo de instalado el manejo forestal y extensivo en el mismo afio calendario (item 1.ii).
Se analizaron en todos los casos las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y los
recuentos microbianos de cada uno de los grupos bacterianos; en el caso de mediano

plazo también se analizé la actividad microbiana. Se compararon estadisticamente los
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datos de las caracteristicas del suelo y de los recuentos de cada grupo bacteriano entre
las aproximaciones a corto plazo vs mediano plazo y mediano plazo vs mismo afio
calendario, y la actividad microbiana en la comparacidn mediano plazo vs mismo ano
calendario. Para ello se consideraron los tres sitios de matorral como réplicas del mismo
tiempo y se realizaron pruebas t de student, y Mann-Whitney en los casos que no se
cumplieron los supuestos: C/N en la comparacién corto vs mediano plazo; y HG, C, Ny
la actividad microbiana en la comparaciéon mediano plazo vs mismo afio cronoldgico.

El efecto del manejo forestal en la comunidad bacteriana (item 2) se evalué en
todas las aproximaciones (extensiva i y ii en los tres sitios, e intensiva en FS), respecto
de la comunidad bacteriana (abundancia de los grupos y actividad microbiana),
estimando modelos lineales generales de efectos fijos. En todos los modelos los efectos
fijos incluyeron las variables de manejo forestal: raleo como variable cuantitativa
continua (0, 30, 50, 70 % area basal removida), que a su vez fue modelada con una
funcién polinomial de segundo orden (raleo?), y el factor implantacién como una
variable categérica con dos niveles (parcelas implantada -I- y no implantada -NI-); y las
interacciones bidireccionales entre estas tres variables. Los tres sitios de matorral (FS,
FN y LR) se incluyeron como bloques en todos los modelos, salvo el estudio intensivo
gue se utilizé un unico sitio (FS). En todos los modelos se asumid la distribucién normal
y se evalud su cumplimiento, en aquellos modelos donde no se cumplid el supuesto de
normalidad se realizaron transformaciones de las variables, en tanto que, cuando no se
cumplié el supuesto de homocedasticidad se modelaron las varianzas. Para seleccionar
el modelo que mejor describidé el comportamiento de los datos se utilizé el criterio de
informacién de Akaike corregido (AICc). Los valores de AlCc y los parametros de los
modelos se estimaron con maxima verosimilitud (Zuur et al., 2009).

El efecto del ambiente en la comunidad bacteriana (item 2) se evalué utilizando
los recuentos de los distintos grupos bacterianos en las aproximaciones extensivas (i y
ii) con el analisis multivariado: escalamiento multidimensional no métrico (NMDS),
parametro de disimilitud de Bray-Curtis y 999 permutaciones libres. En todos los casos
se ajustaron las variables ambientales: quimica del suelo, los tres sitios de matorral, y el

manejo forestal (raleo e implantacion) utilizando la funcidén envfit. En los graficos se
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representan graficamente las variables que tuvieron un efecto significativo en el andlisis
envifit.

Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo (HG, pH, CE, C, N, C/N, P y Ca) se
evaludé en todas las aproximaciones extensivas (i y ii), estimando modelos lineales
generales de efectos fijos. En todos los modelos los efectos fijos incluyeron las variables
de manejo forestal: raleo como variable cuantitativa continua (0, 30, 50, 70 % area basal
removida), que a su vez fue modelada con una funcién polinomial de segundo orden
(raleo?), y el factor implantacién como una variable categdrica con dos niveles (parcelas
implantada -I- y no implantada -NI-); y las interacciones bidireccionales entre estas tres
variables. Los tres sitios de matorral (FS, FN y LR) se incluyeron como bloques en todos
los modelos, salvo el estudio intensivo que se utilizé un Unico sitio (FS). En todos los
modelos se evaluaron los supuestos distribucion normal y homocedasticidad, con
graficos de residuales y predichos, graficos Q-Q y pruebas de Shapiro-Wilk, las variables
que no cumplieron con la normalidad se transformaron con logo: el P al corto plazo y
en el mismo afio cronoldgico y la CE en el mismo afo cronoldgico). Para evaluar las
diferencias entre los sitios de matorral (FS, FN y LR) en las caracteristicas del suelo se
realizaron analisis de la varianza (ANOVA) y test de Tukey y LSD (para la HG al mediano
plazo y el porcentaje de C en la aproximacidn extensiva) como prueba a posteriori.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en R 3.3.1 (R Core Team, 2019) con
los paquetes vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019), nIme 3.1-140 (Pinheiro et al., 2019) y
MuMlin 1.43.6 (Barton, 2019).

Resultados
Caracterizacion De La Comunidad Bacteriana Del Matorral, Sin Manejo (item 1)

Las caracteristicas del suelo en los tres sitios del matorral en el muestreo
calendario (item 1.i) fueron similares entre las aproximaciones temporales analizadas
(corto plazo vs mediano plazo y mediano plazo vs mismo afio calendario), con excepcion
del valor de pH entre el corto y mediano plazo de instalado el manejo forestal, se
evidencia un aumento de esta variable en el mediano plazo (Tabla 2.3).

Todos los grupos microbianos analizados (bacterias meséfilas, diazétrofas,

Pseudomonas y Enterobacterias) en las parcelas sin manejo de los matorrales pudieron
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ser determinados y cuantificados. Los recuentos de los distintos grupos se detallan en la

Tabla suplementaria 2.1, y la actividad microbiana en la Tabla suplementaria 2.2.

Tabla 2.3. Promedio de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo de matorral, sin manejo
forestal, en la region Andino Patagdnica en los muestreos extensivos y comparacion entre las
dos aproximaciones temporales. ¥ Comparacién de las diferencias entre los sitios en las
aproximaciones a corto y mediano plazo; ** comparacién de las diferencias entre los sitios en
las aproximaciones a mediano plazo y mismo afio calendario. CE= conductividad eléctrica; HG=
humedad gravimétrica; C= carbono total; N= nitrégeno total; C/N=relacidn carbono / nitrégeno;
P= fésforo disponible; Ca= calcio; n.d.= no determinado; CP= corto plazo; MP= mediano plazo;
AC= afio calendario. Se presentan las medias y los desvios estandar.

. P(n=2) | MP(=3) | AC(n=3) | P
; ; ; | CP—MP* | MP-AC**
pH | 53+01 | 59402 | 59%02 | 0021 | 069
CE (uSimencm?) | 50.3+16.4 | 52.6+186 | 437+35 | 0894 | 046
HG (%) | 447+283 | 5184126 | 51.2%120 | 0713 | 100
C (%) | 652+14 | 7.42%14 | 733%15 | 0527 | 100
N (%) | 039+0.1 | 044+01 | 045+01 | 058 | 07
C/N | 1695+21 | 1636+07 | 1626+07 | 1000 | 0.88
P (ugg?) | 261+0.8 | 4.14:06 | 423:07 | 0079 | 087
Ca (%) | 020£0.0 | n.d, ' n.d. ' '

Los recuentos promedios (de los tres sitios sin manejo) de los grupos en el
muestreo cronoldgico (item 1.i) al corto plazo de instalado el manejo forestal estuvieron
en el orden de 10° UFC g suelo™ para bacterias meséfilas y diazétrofas de vida libre, y de
10* UFC g suelo™ para Pseudomonas y Enterobacterias (Tabla 2.4). Al mediano plazo de
instalado el manejo forestal los recuentos promedios estuvieron en el orden de 10% UFC
g suelo™ para bacterias meséfilas y diazétrofas, y de 10° UFC g suelo™ para Pseudomonas
y Enterobacterias (Tabla 2.4). La comparacidn entre estas aproximaciones (corto vs
mediano plazo) evidencié que no hay diferencias en las abundancias de los cuatro
grupos de bacterias en el suelo del matorral de la regién Andino Patagonica (Tabla 2.4).
En cuanto a la actividad microbiana, al mediano plazo de instalado el manejo forestal,
se registré un promedio de 683 mg CO, kg* de suelo.

Los recuentos promedios (de los tres sitios sin manejo) de los grupos en el mismo
afio calendario (item 1.ii) estuvieron en el orden de 10® UFC g suelo™? para bacterias

mesofilas y diazétrofas, 10* UFC g suelo™ para Pseudomonas y 10> UFC g suelo™ para
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Enterobacterias (Tabla 2.4); y la actividad microbiana tuvo un promedio de 684 mg CO;
kg de suelo. La comparacion entre las aproximaciones temporales mediano plazo vs
mismo afio calendario evidencié que no hay diferencias en las abundancias de los cuatro

grupos de bacterias (Tabla 2.4) ni en la actividad microbiana (p=0.9).

Tabla 2.4. Promedio de abundancia de grupos de bacterias del suelo de matorral sin manejo
forestal en la region Andino Patagdnica en los muestreos extensivos y comparacion entre las dos
aproximaciones temporales. * Comparaciéon de las diferencias entre los sitios en las
aproximaciones a corto y mediano plazo; ** comparacion de las diferencias entre los sitios en
las aproximaciones a mediano plazo y mismo afio calendario. CP= corto plazo; MP= mediano
plazo; AC= aiio calendario.

Grupos de bacterias i cp i MP i AC i .P

i i i | cP—MP* | MP - AC **
Mesdfilas (UFC) | 487x10° | 5.15x10° { 5.15x10° | 092 | 099
Diazétrofas (UFC) | 3.98x10° | 3.79x10° | 3.42x10° | 092 | 08
Pseudomonas (UFC) | 3.32x10° | 1.59x10° | 7.45x10* | 018 | 043
Enterobacterias (UFC) | 9.17x10* | 6.03x10° | 2.06x10° | 03 | 03

Efecto Del Manejo Forestal Y Del Ambiente En La Comunidad Bacteriana (item 2)

Aproximacion Cronoldgica (2.i) A Corto Plazo

Los analisis de modelos generales de efectos mixtos utilizados para evaluar el
efecto del manejo forestal a corto plazo (a un afio de instalado) en las abundancias de
los grupos de bacterias arrojaron que: los modelo con mejor ajuste presentaron efecto
de los bloques (= sitios), de las variables de manejo forestal (raleo, raleo? e implantacion)
y de sus interacciones (menor AlCc, modelo N° 1 en Tabla suplementaria 2.3). En todos
los modelos se encontré que las abundancias de los distintos grupos fue mayor en el
sitio de LR, seguido por FN y mas bajos en FS (LR> FN >FS). Los valores de Enterobacterias
corresponden sélo a FN y LR, donde se observa la misma tendencia (LR> FN). Para los
grupos de bacterias diazétrofas y Pseudomonas se modelaron las varianzas con
funciones constantes para los sitios. Para diazétrofas los pardmetros estimados en cada
sitio fue: 1 en FS, 1.53 en FN y 8.47 en LR, mostrando que LR presenta mayor varianza
con respecto a los sitios de Foyel (FS> FN> LR); para Pseudomonas los parametros
estimados en cada sitio fue: 1 en FS, 2.91 en LRy 4.43 en FN, develando que FN presenta

una mayor varianza en los recuentos de este grupo (LR> FS> FN).
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Capitulo 2: Comunidad bacteriana del suelo y manejo forestal

Respecto del manejo forestal se encontraron diferentes efectos en los distintos
grupos bacterianos, explicados a continuacién para cada caso (Tabla suplementaria 2.3).
El analisis de las bacterias mesdfilas evidencié efecto de todas las variables de manejo
(raleo, raleo? e implantacién) y las interacciones entre ellas. En las parcelas implantadas
la abundancia de bacterias meséfilas tienen un comportamiento oscilante,
disminuyendo en los raleos de intensidades bajas y altas y aumenta en los raleos
intermedios. Mientras que, en las parcelas no implantadas la abundancia de bacterias
mesofilas tienen un comportamiento inverso, aumentando en los raleos con
intensidades bajas y altas (Figura 2.2). En el caso de las bacterias diazétrofas las variables
de manejo forestal, el modelo estadistico evidencié efecto en cada una de las dos
variables (raleo, raleo? e implantacion) y las interacciones dobles de los raleos (raleo y
raleo?) con la implantacién. En las parcelas implantadas la abundancia de recuento
disminuye al aumentar la intensidad de raleo, teniendo un maximo en los raleos de
intensidades bajas. Mientras que, en las parcelas no implantadas no se evidencian
cambios con la aplicacion e intensificacion del raleo (Figura 2.2). En analisis de modelos
para las Pseudomonas respecto a las variables manejo las que tuvieron efecto sobre la
abundancia fueron la intensidad de raleo, la implantacién y la interaccién bidireccional
de estas. Se evidencid que la abundancia de Pseudomonas aumenta al aumentar el
raleo. Entre las parcelas implantadas y no implantadas hay mayor diferencia en las
abundancias con raleos bajos y no raleadas, esta diferencia se achica en los raleos altos
(Figura 2.2). En el analisis de modelos de Enterobacterias se evidencio efecto del raleo,
la implantacién, y la interaccion entre ellas dos. Se observé que en las parcelas
implantadas no hay efecto de la intensificacion del raleo sobre la abundancia de
Enterobacterias. Pero si se observéd cambios de las abundancias en las parcelas no

implantadas, aumentando con la intensificacion del raleo (Figura 2.2).
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Cuando se analizan los resultados de ambiente, sitios y bacterias, del andlisis
multivariado de la comunidad bacteriana (recuentos) del suelo al corto plazo de
instalado el manejo forestal se evidencia correlacidon de las abundancias de grupos de
bacterias con los sitios (p= 0.002) y todas las propiedades del suelo medidas con
excepcion de la HG y la relacién C/N: pH (p= 0.027), CE (p= 0.017), C (p= 0.013), N (p=
0.009), Ca (p= 0.001) y P (p= 0.007; Tabla suplementaria 2.4). Entre los sitios, LR se
encuentra entre FS y FN, esta diferencia entre los sitios se ve asociada a un gradiente de
las variables de quimica de suelo mencionadas, aumentado desde FN hacia FS. Las
bacterias mesdfilas se encuentran asociadas a FS, mientras que las diazétrofas lo hacen

con FN (Figura 2.3).

2 Figura 2.3. Andlisis multivariado de
N la comunidad microbiana del suelo a

e ® corto plazo de instalado el manejo
S forestal en matorrales de la region
%o Andino Patagodnica. Fucsia= Foyel
2 S Sur; celeste= Foyel Norte; amarillo=
; . Los Repollos; circulo= parcelas
~ implantadas; triangulo= parcelas no
7 implantadas. El aumento de tamafiio
$ < | OI | | de los iconos indican mayores
04 02 0.0 0.2 04 intensidades de raleo. Se

a 0% Raleo No Implantayc’)\/“:)s1 e 0% Raleo Implantado representan las variables

A 30% Raleo No Implantado @ 30% Raleo Implantado ~ ambientales que fueron

A 50% Raleo No Implantado @ 50% Raleo Implantado

significativas en el analisis: CE=
A 70% Raleo No Implantado @ 70% Raleo Implantado J

conductividad eléctrica; C=
porcentaje de carbono total; N= porcentaje de nitrégeno total; P= fésforo disponible; Ca=
porcentaje de calcio.

Aproximacion Extensiva Cronologica (2.i) A Mediano Plazo

Los andlisis de modelos para evaluar el efecto del manejo forestal a mediano
plazo en las abundancias de los grupos de bacterias arrojaron que: los modelo con mejor
ajuste presentaron efecto de los bloques (= sitios), de las variables de manejo forestal
(raleo, raleo? e implantacion) y de sus interacciones (menor AlCc, modelo N° 1 en Tabla
suplementaria 2.5). En todos los modelos se encontré que las abundancias de los grupos
bacterianos fue mayor en el sitio FS, en bacterias mesodfilas LR presentd abundancias

intermedias y FN mas bajas (FS> LR> FN), mientras que para las diazotrofas,
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Pseudomonas y Enterobacterias FN presentd abundancias intermedias y LR mas bajas
(FS> FN >LR). En cuanto al manejo forestal se encontré que para las abundancias de
bacterias mesofilas, diazdtrofas y Pseudomonas se evidencio efecto de las tres variables
(raleo, raleo? e implantacion) y las interacciones entre ellas, mientras que para las
abundancias de Enterobacterias se evidencié efecto del raleo, la implantacién y la
interaccidon entre estas dos variables (Tabla suplementaria 2.5). Se modelaron las
varianzas para la abundancia de Pseudomonas y Enterobacterias con funciones
constantes para los sitios. Para Pseudomonas los pardmetros estimados en cada sitio
fueron: 1 en FN,0.11 en FSy 1.15 en LR, develando que LR presenta una mayor varianza
en los recuentos de este grupo (FN> FS> LR); para el grupo de Enterobacterias los
pardmetros estimados en cada sitio fue: 1 en FN, 0.34 en LRy 1.40 en FS, evidenciando
gue FS presenta mayor varianza con respecto a los sitios de Foyel (LR> FN> FS).
Respecto del manejo forestal los resultados arrojaron diferentes efectos en los
distintos grupos bacterianos, explicados a continuacidn para cada caso (Tabla
suplementaria 2.5). En las bacterias meséfilas se evidencié efecto de las tres variables
de manejo forestal (raleo, raleo? e implantacidn) y las interacciones entre ellas. En las
parcelas implantadas la abundancia de bacterias mesdfilas tiene un comportamiento
oscilante, similar al andlisis a corto plazo, disminuyendo en los raleos de intensidades
bajas y altas, y aumentando en los raleos intermedios. Mientras que las parcelas no
implantadas el raleo bajo tiene un efecto negativo sobre la abundancia de bacterias
totales, aumentando las abundancias desde el raleo intermedio a intensidades mayores
(Figura 2.4). Para las bacterias diazétrofas se evidencié el efecto de las tres variables de
manejo forestal (raleo, raleo? e implantacién) y la interaccidn triple entre ellas. En las
parcelas implantadas la abundancia de diazétrofas presenta un maximo en los raleos
intermedios. Mientras que las parcelas no implantadas la abundancia tiene un
comportamiento oscilante al aumentar el raleo, siendo menor en con los raleos bajos y
aumentando con la intensificacion del raleo (Figura 2.4). En el grupo de Pseudomonas el
manejo forestal (raleo, raleo? e implantacion) evidencid efecto de estas variables y la
interaccion triple entre ellas. En las parcelas implantadas la abundancia de este grupo
bacteriano presenté valores minimos en las situaciones sin raleo o con raleos de baja

intensidad, y aumenté exponencialmente al intensificar el raleo (raleo alto). Mientras
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que las parcelas no implantadas la abundancia tiene un comportamiento oscilante con
respecto al raleo, se presentan los mayores recuentos con los raleos de intensidades
bajas e intensas y los menores recuentos en los controles y raleos intermedios (Figura
2.4). La abundancia de Enterobacterias evidencié efecto de las variables raleo e
implantacion y la interaccion entre ellas. En general, se observd una disminucidén en la
abundancia de este grupo de bacterias al aumentar la intensidad del raleo. Las parcelas
no implantadas tienen abundancias mas altas que las parcelas implantadas, sin
embargo, esta diferencia disminuye al aumentar la intensidad de raleo (Figura 2.4).

El andlisis multivariado en la aproximaciéon a mediano plazo de instalado el
manejo forestal se evidencié correlacion de la comunidad bacteriana con los sitios (p=
0.005) y la CE de los suelos (p= 0.002; Tabla suplementaria 2.4). El sitio FS se diferencia
de los sitios FN y LR, que se solapan. Esta diferencia estd asociada por un gradiente de
CE que aumenta hacia FS. Los grupos de Enterobacterias y diazétrofas se encuentran
asociados a FS, mientras que las mesofilas lo hacen con FN (Figura 2.5). El pH, la HG, el
C, Ny el P del suelo no tuvieron correlacién con la comunidad bacteriana ni los sitios.

En cuanto a la actividad microbiana el modelo que mejor ajusté (menor AlCc,
modelo N° 1 en Tabla suplementaria 2.5) para evaluar el efecto del manejo forestal y los
sitios de matorral en la aproximacién extensiva a mediano plazo, evidencié diferencias
entre los sitios de matorral, pero no con el manejo forestal (raleo, raleo? e implantacién).
El sitio que presentd mayor actividad microbiana fue FN, con respiracidon promedio de
CO, de 665 mg kg de suelo, seguido por el sitio FS y después LR, con respiraciones

promedios de CO> de 533 y 481 mg kg* de suelo respectivamente (FN> FS> LR).
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conductividad eléctrica.

Aproximacion Extensiva En Aiio Calendario (2.ii)

Los analisis de modelos para evaluar el efecto del manejo forestal en las
abundancias de los grupos de bacterias (en el mismo afio cronoldgico) arrojaron que los
modelo que mejor ajustaron presentaron efecto de los bloques (=sitios), de las variables
de manejo forestal (raleo, raleo? e implantacién) y de sus interacciones (menor AlCc,
modelo N° 1 en Tabla suplementaria 2.6).

Para las bacterias mesdfilas se observé que los mayores recuentos fueron en LR
y FS, seguido FN (LR= FS> FN). Con respecto al efecto del manejo forestal se evidencié el
efecto de estas tres variables (raleo, raleo? e implantacién) y la interaccién entre ellas.
En las parcelas no raleadas y con la mayor intensidad de raleo las que no fueron
implantadas presentan mayores valores de recuentos que las implantadas. Tanto para
las parcelas implantadas como para las no implantadas, la mayor abundancia de
bacterias se presenta en los raleos intermedios, sin embargo, en las primeras, parcelas
implantadas, la disminucién en la abundancia al aumentar la intensidad del raleo es mas
abrupta que en las parcelas no implantadas (Figura 2.6). El analisis de modelos para las
bacterias diazétrofas de vida libre evidencio que el sitio de matorral que presentd mayor
abundancia fue FS, seguido por FN y con menos LR (FS= FN> LR). Con respecto a las
variables de manejo forestal hay efecto de las tres variables y la interaccion entre ellas.
En las parcelas implantadas la abundancia de bacterias diazétrofas tienen un

comportamiento sigmoideo, disminuye en los raleos bajos y altos, las abundancias mas
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altas se dan en los raleos intermedios. Mientras que, las parcelas no implantadas la
abundancia disminuye con los raleos bajos y altos, pero no se observa el aumento
anterior en los raleos de intensidades intermedias (Figura 2.6). En cuanto a las
Pseudomonas el analisis de modelo, en los tres sitios en el mismo afio, se evidencié que
el sitio con mayor abundancia fue en FN, seguido por FSy LR (FN> FS> LR). Con respecto
a las variables de manejo forestal hay un efecto de la interaccion entre el raleo y la
implantacion. En las parcelas implantadas la abundancia de Pseudomonas aumenta
conforme se intensifica el raleo, mientras que, las parcelas no implantadas la
abundancia disminuye al aumentar el raleo. Para el grupo de la familia Enterobacterias
en el andlisis de modelo se evidencié que el sitio FN fue el que presentdé mayor
abundancia, seguido por FS y LR (FN> FS> LR). Con respecto a las variables de manejo
forestal sélo se encontrd efecto de la implantacion. En general las parcelas no
implantadas presentan valores de abundancias mayores que su contraparte implantada.
En el analisis multivariado no se evidenciaron correlaciones en abundancia entre la
comunidad bacteriana, los sitios y las caracteristicas quimicas del suelo (Figura 2.7 y
Tabla suplementaria 2.4).

En cuanto a la actividad microbiana se evidencié diferencias entre los sitios de
matorral, pero no con respecto al manejo forestal (raleo, raleo? e implantacidon; modelo
N° 1 en Tabla suplementaria 2.6 E). Se observd que el sitio de matorral que presenté
mayor actividad microbiana fue FN, con 665 mg de CO; kg de suelo, seguido del sitio
LR, y por FS, con respiraciones promedio de CO2 de 481 y 439 mg kg* de suelo

respectivamente (FN> LR> FS).
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Aproximacion Intensiva En FS (item 2.iii)

El andlisis de modelos de la aproximacidn intensiva, realizado en FS con tres
réplicas por parcela, en los cuatro grupos de bacterias analizados, se encontré que para
las bacterias meséfilas, diazétrofas y Enterobacterias el modelo que mejor ajusté no
presento efecto de las variables de manejo forestal ni sus interacciones (modelo N° 1 en
Tabla suplementaria 2.7). Las bacterias mesofilas presentaron en promedio 6.60 + 1.73
x10°® UFC g suelo; las bacterias diaztrofas presentaron en promedio 6.45 + 1.34 x10°
UFC g suelo®; y las Enterobacterias 7.71 + 6.62 x10° UFC g suelo™. Para las Pseudomonas
el modelo que mejor se ajustd encontré efecto de las variables de manejo forestal
(raleo, raleo? e implantacién) y las interacciones entre ellas (modelo N° 1 en Tabla
suplementaria 2.7). En las parcelas implantadas se evidencié un aumento exponencial
en la abundancia de Pseudomonas al aumentar la intensidad del raleo, mientras que, en
las parcelas no implantadas la abundancia tiene un comportamiento oscilante, con
abundancias mayores en los raleos intermedios y altos, y menores en las parcelas no
raleadas y con raleo intermedio (Figura 2.8).

En cuanto a la actividad microbiana el modelo que mejor ajustd para evaluar el
efecto del manejo forestal en la aproximacion intensiva, no evidencié efecto de las
variables de manejo forestal (raleo, raleo? e implantacién; modelo N° 1 en Tabla
suplementaria 2.7); la actividad microbiana promedio fue de 533 + 157 mg de CO, kg™*

de suelo.
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Figura 2.8. Abundancia de
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Caracteristicas Fisicoquimicas Del Suelo

En la aproximacién extensiva (item 2.i) a corto plazo de instalado el manejo
forestal el pH (p <0.001), la CE (p <0.001), el porcentaje de C total (p = 0.002) el P
disponible (p <0.001) y el Ca (p <0.001) fueron mayores en FS en comparacion con FN y
LR, que fueron similares (FS> FN=LR); el porcentaje de N total (p = 0.001) fue similar
entre FSy LR y mas altos que FN (FS=LR> FN); la relacién C/N (p <0.001) fue mas alta en
FN, media en FS y mas baja LR (FN> FS> LR); y la HG (p <0.001) fue mas alta en LR en
comparacion con FSy FN, que fueron similares (LR> FS=FN; Tabla 2.5).

En la aproximacién extensiva (2.i) a mediano plazo de instalado el manejo
forestal se observa que la HG (p = 0.04), el porcentaje de N total (p <0.001) y el P
disponible (p = 0.01) en los sitios de FS y LR tuvieron valores similares y mayores a FN
(FS=LR > FN); el pH (p = 0.005) y la relacién C/N (p <0.001) presentaron valores mas altos
en FN, y en FS y LR fueron similares (FN> FS=LR); la CE (p <0.001) fue mds alta en FS en
comparacion con FN y LR, que fueron similares (FS> FN=LR); y el porcentaje de C total (p
= 0.01) presentd valores mas altos en FS, mientras que FN presentd valores mas bajos y

LR intermedios (FS= LR> FN; Tabla 2.6).
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Tabla 2.5. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los matorrales de la region Andino
Patagonica en la aproximacion extensiva a corto plazo de instalado el manejo forestal. CE=
conductividad eléctrica; HG= humedad gravimétrica; C= carbono total; N= nitrégeno total; C/N=
relacién carbono / nitrégeno; P= fésforo disponible; Ca= calcio. FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte;
LR= Los Repollos. Se presentan las medias y los desvios estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas.

FS(n=8) FN (n=28) LR (n=8) Promedio (n = 24)

pH 5.94+0.33a 5.30+0.15b 523+0.21b 5.45+0.38

CE (uSimen cm™) 138+35a 56+26b 71+50b 84 +51

HG (%) 32.71+5.46b 24.27+5.33b 4996 +7.77 a 35.91+12.9
C(%) 8.19+0.92a 5.66+1.04b 6.33+1.42b 6.59 +1.52

N (%) 0.49+0.07 a 0.31+0.06b 0.42+0.09 a 0.40+0.1
C/N 16.68+1.37b 18.18 £ 0.58 a 15.25+0.37 ¢ 16.71+1.5
P(ugg?) 7.86+4.33a 1.51+1.18b 1.99+0.81b 3.41+3.60

Ca (%) 0.32+0.04a 0.2+0.04b 0.19+£0.03 b 0.23 £0.07

Tabla 2.6. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los matorrales de la region Andino
Patagonica en la aproximacion extensiva a mediano plazo de instalado el manejo forestal. CE=
conductividad eléctrica; HG= humedad gravimétrica; C= carbono total; N= nitrégeno total; C/N=
relacién carbono / nitrégeno; P= fésforo disponible. FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR= Los
Repollos. Se presentan las medias y los desvios estandar. Letras distintas indican diferencias
significativas.

FS(n=8) FN (n=8) LR(n=28) Promedio (n = 24)
pH 5.78+0.16 b 6.06+0.1a 5.81+0.19b 5.88+0.2
CE (uSimencm™) 73.25+14.99a | 42.88+17.66b | 37.63+10.76b 51.25+21.35
HG (%) 49.99+3.02a 40.86+7.78 b 49.31+8.82a 46.72+7.93
C (%) 7.47+091a 5.59+1.07b 7 £1.54 ab 6.68+1.41
N (%) 0.47 £0.06 a 0.32+£0.06 b 0.46+0.09 a 0.42+0.1
C/N 15.78+0.93 b 17.34+0.35a 15.29+0.55b 16.14+1.09
P(ugg?) 5.01+1.62a 22+1.03b 494+2.49a 4.05+2.19

El pH (p = 0.03), el C (p =0.04) y N total (p = 0.003), la relacién C/N (p <0.001), y
el P disponible (p <0.001) presentaron las mismas diferencias entre los tres sitios en las
aproximaciones a mediano plazoy la extensiva (item 2.ii).En los casos de la CE (p = 0.15)
y la HG (p = 0.07) no hubo diferencias significativas entre los sitios (FS=FN=LR; Tabla 2.7).
Resumiendo, en todas las caracteristicas del suelo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los sitios de matorrales, salvo en la CE y HG en el

mismo afo calendario. Las diferencias entre los sitios en las distintas caracteristicas del
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suelo se mantuvieron en la CE y el porcentaje de N total entre las aproximaciones
temporales a corto y mediano plazo, y en el pH, porcentaje de Cy N y disponibilidad de
P entre las aproximaciones a mediano plazo y mismo afio calendario. En el resto de las
variables las diferencias entre los sitios no se mantuvieron en las distintas

aproximaciones (Tabla 2.8).

Tabla 2.7. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los matorrales de la region Andino
Patagdnica en la aproximacion extensiva en el mismo ano calendario. CE= conductividad
eléctrica; HG= humedad gravimétrica; C= carbono total; N= nitrégeno total; C/N= relacién
carbono / nitrogeno; P= fésforo disponible. FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR= Los Repollos. Se
presentan las medias y los desvios estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas.

FS(n=8) FN (n=8) LR (n=38) Promedio (n = 24)
pH 5.85+0.2 ab 6.06+0.1a 5.81+0.19b 5.91+0.2
CE (uSimencm™?) 5593+23.08a | 42.88+17.66a | 37.63+10.76a 45.48 +18.82
HG (%) 48.31+3.7a 40.86+7.78a | 49.31+8.82a 46.16 + 7.82
C (%) 6.85+0.94 a 5.59+1.07 b 7+1.54a 6.48 +1.32
N (%) 0.44 +0.08 a 0.32+0.06 b 0.46 +£0.09 a 0.41+0.1
C/N 15.55+0.82b | 17.34+0.35a 15.29+0.55 b 16.06 + 1.1
P(uge™) 45+0.51a 22+1.03b 494+2.49a 3.88 +1.95

Tabla 2.8. Resumen de caracteristicas fisicoquimicas del suelo de los matorrales de la region
Andino Patagdnica. * Comparacion de las diferencias entre los sitios en las aproximaciones a
corto y mediano plazo; ** comparacion de las diferencias entre los sitios en las aproximaciones
a mediano plazo y mismo afio cronoldgico; CE= conductividad eléctrica; HG= humedad
gravimétrica; C= carbono total; N= nitrogeno total; C/N= relaciéon carbono / nitrégeno; P=
fosforo disponible; Ca= calcio; n.d.= no determinado; CP= corto plazo; MP= mediano plazo.

i Efecto del i Aproximacion extensiva

| manejo | Cronoldgico (item i) | Afio calendario | CP - AC

| forestal |  cP | MP TCP-MP* | (AC-itemii) | **
pH i Si | FSSFN=LR | FN>FS=sLR | % | FN>FSsLR | =
CE (uSimencm?) | Si | FS>FN=LR | FS>FN=LR | = | FS=FN=LR | =
HG (%) {  No | LR>FS=FN | FS=LR>FN | # | FS=FN=LR | #
C (%) i No | FS>FN=LR | FSSLR>FN | # | FSSLR>FN | #
N (%) i No | FSsLR>FN | FS=LR>FN | = | FSsLR>FN | =
C/N | No | FN>FS>LR | FN>FS=LR | # | FN>FS=LR | =
P(ugg?) i  No | FS>FN=LR | FSsLR>FN | # | FSsLR>FN | =
Ca (%) i No | FS>FN=LR | n.d. | | n.d. §
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Las Unicas caracteristicas fisicoquimicas del suelo que se vieron afectadas por el

manejo forestal (raleo, raleo? e implantacion) fueron el pH y la CE en la aproximacion

extensiva (item 2.i). El pH se vio afectado por la intensidad del raleo (p = 0.02),

presentando un aumento de 0.22 al aumentar el raleo, este aumento fue el mismo en

los tres sitios de matorral. La CE presentd efecto de la interaccidon entre el raleo y la

implantacion (p = 0.001), en las parcelas no implantadas la CE aumenté un 33.6

uSimen.cm™ con el incremento de la intensidad del raleo, en tanto que, las parcelas

implantadas la CE disminuyeron 103 puSimen cm™ con el aumento del raleo (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Caracteristicas
quimicas del suelo del matorral en
la region Andino Patagodnica en
relacion al manejo forestal. A) pH;
B) conductividad eléctrica.
Fucsia= Foyel Sur; celeste= Foyel
Norte; amarillo= Los Repollos. En
B) lineas continuas y circulos= las
lineas

parcelas implantadas;

discontinuas y triangulos= las

parcelas no implantadas.
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Discusidn
Descripcion Del Suelo Del Matorral

Para los suelos del matorral nativo de la regién Andino Patagénica, sin manejo
forestal, se obtuvo que los suelos son ligeramente acido (pH 5.3 — 5.9), con valores de C
total entre 6.52 y 7.33 %, N total entre 0.39y 0.44 % y P disponible entre 2.61 y 4.14 pug
gl. Estos valores estuvieron comprendidos dentro de los obtenidos en diferentes
bosques nativos de regiones similares en el noroeste de la Patagonia (Alauzis et al.,
2004; Chaia et al., 2006; Diehl et al., 2003; Satti et al., 2007) y son consistentes con el
tipo de suelo Andico de esta regién debido a la presencia de tefra volcanica, el alto
contenido de materia orgdnica y la presencia de arcillas amorfas o paracristalinas en la
region (Broquen et al., 2005; Colmet Daage et al., 1988). No se evidenciaron cambios en
la mayoria de las variables en las distintas aproximaciones temporales, salvo en el pH a
corto y mediano plazo, aumentando en el transcurso del tiempo. Estos cambios en el
pH, como se discutird mas adelante, podrian estar asociados a modificaciones en el
equilibrio hidrico del suelo, en la porosidad y la densidad aparente del suelo (Klein et al.,
2008).

Cuando comparamos los tres sitios de matorrales (Tabla 2.8), considerando las
ocho parcelas en cada sitio, en la aproximacidén extensiva cronoldgica (corto y mediano
plazo) se encontraron diferencias en todas las propiedades fisicoquimicas del suelo
entre sitios. Las diferencias de CE y porcentaje de N entre los sitios fueron similares en
las aproximaciones a corto y mediano plazo mientras que en el resto de las
caracteristicas quimicas del suelo las comparaciones entre los sitios fueron distintas
entre las aproximaciones a corto y mediano plazo. El pH, el porcentaje de Cy N, la
relacion C/N y el contenido de P disponible presentaron diferencias entre los sitios en la
aproximacion extensiva en el mismo afio; mientras que la CE y la HG fueron similares en
los tres sitios de matorral. La comparacidon entre los sitios se mantuvo entre las
aproximaciones a corto y mediano plazo en el pH, porcentaje de N, relacién C/N vy
contenido de P; mientras que en el resto de las caracteristicas quimicas del suelo las
diferencias entre los sitios fueron distintas entre las aproximaciones a mediano plazo y
mismo afio calendario. Estas diferencias podrian estar moduladas principalmente por

las condiciones ambientales y la comunidad vegetal de los sitios; estd ampliamente
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citado que tanto las condiciones ambientales, como la comunidad vegetal de un
ecosistema y el régimen de precipitaciones, afecta las propiedades fisicoquimicas del
suelo (Bertiller et al., 2005; Broquen et al., 2005; Carrera et al., 2005, 2000; Dube et al.,
2009; Klein et al., 2008; Mazzarino et al., 1998; Satti et al., 2003; Satti, 2007; Xu et al.,
2013). En particular, en los sistemas forestales, incluidos los matorrales de la region
patagonica, la descomposicion de la hojarasca es un aspecto clave y la principal via de
entrada de materia organica y nutrientes en el suelo, siendo la produccién, calidad y
velocidad de la descomposicion de los residuos organicos aportados por el dosel del
bosque factores importantes en este proceso (Bertiller et al., 2005; Carrera et al., 2005,
2000; Fuentes Molina et al.,, 2018). Las modificaciones en las condiciones de la
comunidad vegetal podrian estar afectando las diferencias en las propiedades quimicas
del suelo.

Como se menciond antes las Unicas variables que se vieron afectadas por el
manejo forestal fueron el pH y la CE en el otoino y al afio de instalado el manejo
(aproximacion extensiva a corto plazo). La CE estd influenciada por la concentracién y la
composicion de las sales, el contenido de agua y de arcillas del suelo. Este valor estd
asociado a la salinidad del suelo. La CE en los Andicos presentaros, generalmente, baja
o mediana variabilidad (Bishop y Minasny, 2005; Cortés et al., 2013; Sungthongwises y
Taweekij, 2016). El efecto del manejo forestal en el pH se explica por el factor raleo;
mientras la CE se explica por la interaccidén entre el raleo y la implantacién: en las
parcelas no implantadas la CE aumentd con el incremento de la intensidad del raleo; en
tanto que, las parcelas implantadas disminuyd con el aumento del raleo. Varios estudios
han demostrado que las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo se modifican con los
cambios en el uso del suelo (Bastida et al., 2019; Dube et al., 2009; Klein et al., 2008;
Lauber et al., 2008; McDowell y Stewart, 2006; Redel et al., 2015). Las practicas de
manejo forestal implementadas en los tres sitios de matorral, aqui analizados, podrian
estar generando modificaciones de este tipo en el suelo, a corto plazo, y podrian ser una
explicacion del cambio en el pH en el suelo. Mientras que los cambios en la CE puede
estar explicado en forma directa e indirecta por los cambios en composicidén y cobertura
de la vegetacion, modificaciones en la calidad y cantidad de materia organica aportada

al suelo y la topografia (Bishop y Minasny, 2005; Cortés et al., 2013; Sungthongwises y
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Taweekij, 2016; Tajik et al., 2020). Se ha observado que la acumulacién de hojarasca (y
otros restos vegetales) en el suelo provocaria como primera instancia el aumento de la
materia organica (MO), este aumento en la MO seria uno de los responsables del
aumento de la CE (Sungthongwises y Taweekij, 2016). Teniendo en cuenta que en las
parcelas raleadas gran parte de los restos vegetales fueron dejados en el campo, para
cubrir el suelo desnudo, este mecanismo de aumento en la MO podria estar explicando
el aumento de la CE al intensificarse el raleo en las parcelas no implantadas. En tanto
que, diversos mecanismos relacionados al disturbio que se genera al realizar practicas
de implantacion podrian explicar las diferencias entre las parcelas implantadas y las no
implantadas, por ejemplo la remocién y compactacién del suelo, la mezcla del sustrato
del vivero con el suelo del sitio, entre otros. Los efectos del manejo forestal en el pH'y
la CE en el suelo de los matorrales, en los tiempos analizados, parecerian no ser
permanentes en el sistema, al no encontrarse efectos a mediano plazo y en el mismo

afio calendario.

Caracterizacion De Las Comunidades Bacterianas Del Matorral

Como se cita en la Tabla 1.1 son varios los trabajos que han estudiado a las
poblaciones microbianas en distintos sistemas forestales y con distintos tipos de
manejo. Sin embargo, la cantidad de trabajos que utilizan la cuantificacién de
microorganismos por técnicas de cultivos es menor (Abril, 2003; Donegan et al., 2001).
Las aproximaciones dependientes de cultivo representan una fraccién baja de la
comunidad bacteriana total del suelo, menor del 20 %, comparada con las
aproximaciones con técnicas moleculares independientes de cultivo (Overmann, 2006).
Ademas, las aproximaciones cuando se realizan cultivos dependen, también, de las
condiciones de cultivo (temperatura, medio de cultivo, disponibilidad de O3) utilizadas
(Overmann, 2006). Sin embargo, las técnicas de cultivos son un método tradicional que
representa a la fraccion viable de las comunidades bacterianas, y siguen siendo Utiles,
relativamente accesible técnicamente y menos onerosa. Por ejemplo, es muy util
cuando se trabaja con grupos bacterianos, como Pseudomonas, para los que se disponen
de medios de cultivo selectivos especificos y se trabaja con muestras de suelo (Agaras

et al., 2014; Clark y Hirsch, 2008; Dell’Amico et al., 2005; Landa et al., 2002), debido a la
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simplicidad y reproducibilidad de los recuentos de UFC. Todos estos aspectos posicionan
a las técnicas dependientes de cultivo como una herramienta adecuada para monitorear
los cambios cuantitativos en estas comunidades, cumpliendo con el requisito de
métodos simples y confiables para la identificacion de indicadores bioldgicos adecuados
(Agaras et al., 2014; Nielsen y Winding, 2002). Ademas nos permiten contar con agentes
bioldgicos in vivo para hacer ensayos experimentales con distintos objetivos, como la
obtencidn de bioinoculantes, y conformar colecciones regionales.

Al caracterizar las comunidades bacterianas del matorral sin manejo,
considerando los datos de las parcelas controles de los tres sitios, se encontré que las
abundancias de bacterias mesofilas y diazétrofas estuvieron en los érdenes x10® UFC g
suelo?, y las Pseudomonas y Enterobacterias tuvieron abundancias entre x10* y x10°
UFC g suelo; no habiendo diferencias en las abundancias entre las aproximaciones
temporales. Estos valores podrian constituir datos basales de las caracteristicas del
matorral nativo en su condicidn natural histérica del Noroeste de Patagonia.

En la regién Patagdnica los estudios de las comunidades bacterianas se han
realizado principalmente en la zona darida de la regién y estan relacionados a sistemas
de produccién ovina (Marcos et al., 2016; Olivera et al., 2016; Toledo et al., 2021). En
general, el pastoreo tiene efectos negativos en las comunidades bacterianas, evaluadas
por distintos pardmetros, como: la biomasa microbiana, la respiracion basal del suelo
(Toledo et al., 2021) y diversidad bacteriana total (analizada con genes 16s) (Olivera et
al., 2016), la actividad nitrificante y la abundancia de bacterias oxidantes de amoniaco
(evaluadas con la abundancia de genes amoA) (Marcos et al., 2016). Sin embargo, estos
efectos negativos de la produccién ovina pueden estar mds o menos intensificados,
teniendo en cuenta una diversidad de factores bidticos y abiéticos; como la intensidad
del pastoreo aplicado, las caracteristicas del area ecoldgica, las condiciones climaticas,
la comunidad vegetal, las caracteristicas de la hojarasca y del suelo, las condiciones de
micrositios (areas de parches cubiertos de plantas y las dreas entre copas) (Marcos et
al., 2016; Olivera et al., 2016; Toledo et al., 2021). Ademas, se ha encontrado que en la
estepa patagdnica las comunidades microbianas se han considerado como indicadoras
en la respuesta del suelo en procesos de restauracién de sitios afectados por incendio

forestal (Kowaljow y Mazzarino, 2007), y en procesos de bioremediacién de suelos
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contaminados con hidrocarburos (Acuia et al., 2010; Maduefio et al., 2011; Pucci et al.,
2000).

También se cuenta con datos de las comunidades microbianas en ambientes de
matorrales y bosques nativos en la region Andino Patagdnica, tanto en Argentina como
en Chile (Acufia et al., 2016; Berenstecher et al., 2017; Sarti y Effrona, 2019), y en
plantaciones forestales de especies exdticas como Fraxinus excelsior, Pinus radiata y
Quercus robur (Defrieri et al., 2011; Effron et al., 2012; Sarti y Effrona, 2019). Un estudio
del gen ribosémico 16s, para estudiar la comunidad bacteriana de la rizésfera en tres
sitios de matorral de la Patagonia Chilena, con diferentes comunidades vegetales
(Festuca sp. y Equisetum sp.) y diferentes altitudes, encontré que las comunidades
bacterianas son muy similares entre estos sitios a pesar de las diferencias ambientales
(Acuia et al., 2016). También se ha encontrado que las comunidades microbianas del
suelo se vieron afectadas negativamente por la caida de tefra volcanica del complejo
Puyehue en el 2011, evidenciando una disminucion en la biomasa microbiana y la
actividad de alguna enzimas, como fenol oxidasa y glicina aminopeptidasa, en bosque
semidrido de N. antarctica con sotobosque dominado por Mulinum spinosum y
Pappostipa spp. en el Valle de Meliquina, provincia de Neuquén (Berenstecher et al.,
2017).

En un trabajo de la comunidad bacteriana del suelo con metodologias basadas
en cultivo, en bosques templados nativos de la provincia de Chubut, se obtuvieron
recuentos de bacterias totales entre 15 y 10 logio UFC en suelos debajo de individuos de
A. chilensis y L. hirsuta y 7.2 logio UFC en suelo adyacente a estas especies (Sarti y
Effrona, 2019). Si comparamos con los recuentos de bacterias mesdfilas encontrados en
este trabajo, cuyo equivalente en escala logio serian de 6.55 y 6.71 UFC g suelo™, los
resultados del matorral en estudio son menores a los citados anteriormente en los
bosque de A. chilensis y L. hirsuta. Otros estudios, realizados en suelos de pastizales
naturales (donde no se practicé cultivo durante los ultimos 30 afios) de las provincias de
Buenos Aires, Cérdoba y Entre Rios, han analizado las comunidades de bacterias del
suelo con técnicas de cultivo, y han encontrado valores de abundancia de bacterias
mesofilas entre 6.15 y 7.31 logio UFC g suelo™® (Agaras et al., 2012, 2014) y entre 4.21y

7.3 logio UFC g suelo™ para Pseudomonas cultivadas en medio selectivo S1 de Gould
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(Agaras et al., 2012, 2014; Marrero et al., 2015). Estos recuentos son comparables a lo
informado para suelos agricolas en el hemisferio Norte (Estados Unidos, Suiza vy
Holanda) (Funnell-Harris et al., 2010; Garbeva et al., 2004; Meyer et al., 2010). Si
comparamos los resultados de estos trabajos con los obtenidos en este estudio los
recuentos de bacterias mesoéfilas fueron similares (6.55 y 6.71 logio UFC g suelo),
mientras que las Pseudomonas en este trabajo (entre 3.73 y 4.94 logio UFC g suelo™)
presentaron recuentos menores a los trabajos antes citados.

Para los grupos de bacterias diazétrofas y Enterobacterias no se encontraron
trabajos previos que nos permitan hacer comparaciones. En este estudio encontramos
que las bacterias diazétrofas presentaron una alta abundancia de recuentos, con
ordenes de recuentos x10° UFC g suelo™, similar a las bacterias mesdfilas, evidenciando
gue son un grupo abundante en los suelos de los matorrales. Las Enterobacterias fueron
el grupo de menor abundancia en el suelo, presentaron recuentos entre x10*y x10°> UFC
g suelo, y destaca que algunas Enterobacterias, como Klebsiella, forman parte del
grupo de diazétrofas. Estos grupos bacterianos (diazétrofas y Enterobacterias)
presentan importancia ecoldgica y funcional, siendo participes claves en el ciclo del
nitrégeno, en su interaccién con las plantas favoreciendo el crecimiento vegetal, y son
capaces de tolerar y remediar ambientes contaminados, como metales pesados en los
suelos (Ahemad y Khan, 2010; Ahmad et al., 2015; Brisse et al., 2006; de Souza et al.,
2012; Grimont y Grimont, 2006a). Los resultados obtenidos en esta tesis constituyen
datos basales de estos grupos bacterianos en los suelos del matorral nativo de la regién
Andino Patagoénica.

La respiracidon potencial del suelo (determinada en laboratorio, con 24 hs de
incubacién), como medida de la actividad microbiana del matorral, sin manejo, se
registrd un promedio de 683 mg CO; kg de suelo. Este resultado es similar a los
obtenidos en otro trabajo de la en suelos de diferentes dreas ecolégicas de la estepa, en
el Sur de Argentina: Matorral de Mata Negra, Estepa Magallanica Seca y Estepa
Magallanica Himeda, con dos intensidades de pastoreo ovino a largo plazo (Toledo et

al., 2021).
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Comunidad Bacteriana Del Suelo Y Variables Ambientales

Los analisis de modelos lineales generales y los andlisis multivariados
evidenciaron diferencias en las comunidades bacterianas (abundancias de distintos
grupos y actividad microbiana) en los distintos sitios. Los resultados de los modelos
generales en la aproximaciéon a corto plazo de instalado el manejo forestal, la
abundancia de los distintos grupos de bacterias fue mayor en LR, seguido por FN y por
ultimo en FS. En la aproximacion a mediano plazo de instalado el manejo forestal se
observa un cambio en el orden de las abundancias de los grupos bacterianos en los
sitios, siendo mayor en FS y menor en LR.

Entre los diferentes matorrales nativos, también se evidenciaron diferencias en
la varianza de las abundancias, como: las diazétrofas a corto plazo, y Pseudomonas y
Enterobacterias en las aproximaciones a corto y mediano plazo. Estas diferencias en las
comunidades bacterianas entre los tres sitios de matorral analizados podrian estar
relacionadas con las caracteristicas propias de cada sitio y la respuesta del ambiente
ante el tiempo transcurrido desde el manejo. Como hemos descrito en el Capitulo 1
(Descripcion General Del Area De Matorral Y Sitios De Estudio), los tres sitios de matorral
de la region Andino Patagdnica, son matorrales principalmente de N. antarctica, A.
chilensis, S. patagonicus, pero poseen una variabilidad intrinseca al sitio tanto en
riqueza, abundancia y diversidad de especies arbéreas, arbustivas y herbaceas, como
también presentan distintos coberturas vegetal. Otro aspecto que podria influir en Ia
variabilidad de los sitios y los pardmetros biolégicos aqui evaluados son las distintas
orientaciones de laderas de los sitios, las cuales afectan la exposicidn solar e incide
directamente en la temperatura y la tasa de evaporacion, el contenido de humedad y
las propiedades quimicas del suelo. Todas estas variables ambientales tienen efecto en
las comunidades bacterianas de los suelos de sistemas forestales en el mundo (Alef,
1995; Baldrian, 2017b; Chauvat et al., 2003; Donegan et al., 2001; Siira-Pietikdinen et
al., 2001; Smith et al., 2008; Tajik et al., 2020; Upchurch et al., 2008; Wu et al., 2020).
En este estudio encontramos que las caracteristicas quimicas del suelo: pH, porcentajes
de Cy N total, P disponible y porcentaje de Ca en corto plazo, y CE en el corto y mediano
plazo, que varian en cada sitio, modifican las comunidades bacterianas. Se ha

evidenciado que cambios en el pH, la CE y en los contenidos de nutrientes (C, Ny P)
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modifican la abundancia y diversidad de las comunidades de bacterias (Bastida et al.,
2017; Fuchslueger et al., 2014; Holden y Treseder, 2013; Siira-Pietikdinen et al., 2001;
Smith et al., 2008; Tajik et al., 2020; Wu et al., 2020). En esta tesis, los analisis
multivariados evidenciaron correlaciones de las abundancias de los grupos microbianos
con los sitios y propiedades del suelo, como: pH, CE, C, N, Ca y P disponible a corto y
mediano plazo de instalado el manejo forestal. Estas variables son las que explican, en
parte, las diferencias entre los sitios y la abundancia de bacterias.

En cuanto a la actividad microbiana del matorral se encontraron diferencias en
los tres sitios de matorral, destacandose con valores mas altos FN, y con valores mds
similares entre FS y LR. En tres areas ecoldgicas del sur de la Patagonia se encontrd que
la respiracién del suelo varia en las distintas areas ecoldgicas, estas areas representan
un gradientes climaticos y de vegetacién, a través del aporte y la calidad del C que
ingresa al suelo (Peri et al., 2015; Toledo et al., 2021). En suelos de tres areas ecoldgicas
en el sur de la provincia de Santa Cruz (Matorral de Mata Negra, Estepa Magallanica
Seca y Estepa Magallanica Himeda) se ha observado que la respiracién microbiana tuvo
correlacién positiva con el carbono orgdnico del suelo, el nitrogeno total, la precipitacion
media anual, la temperatura media anual, y la biomasa microbiana (Toledo et al., 2021).
En otro trabajo, también en Patagonia Austral, en pastizales con gradiente climatico y
de vegetacién (tres ecosistemas: Matorral de Mata Negra, Estepa Magallanica y areas
ecolégicas Andinas) se encontraron diferencias en las tasas de respiracién del suelo
entre los distintos tipo de vegetacidn, junto con otros factores como la temperatura, la
humedad (precipitacion) y la concentracion de carbono del sustrato (Peri et al., 2015).
Estas diferencias en la tasa de respiracién del suelo y los diferentes tipos de vegetacion
también se ha evidenciado entre las principales biomas a nivel global (Raich vy
Tufekcioglu, 2000), observando que la vegetacion influye en el microclimayy la estructura
del suelo, y en la cantidad y calidad de los detritos suministrados al suelo y asi afecta la

respiracion del suelo (Bowden et al., 1993; Seto y Yanagiya, 1983).

Efecto Del Manejo Forestal En Las Comunidades De Bacterias Del Suelo

Se estima que un gramo de suelo puede contener tipicamente mil millones de

células bacterianas que corresponden aproximadamente a diez mil genomas
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bacterianos diferentes (https://esdac.jrc.ec.europa.eu/themes/soil-biodiversity). Sin

embargo, diversos eventos, antrépicos y naturales, que afectan el suelo, provocando
procesos de erosidn, contaminacién, salinizacién y sellado del suelo, amenazan la
biodiversidad del suelo. En general, las practicas tradicionales de manejo forestal
afectan negativamente la materia orgdnica en los suelos y los ciclos de nutrientes, y
también tienden a reducir el tamafio y la complejidad de las comunidades edaficas

(Grandy et al., 2009; Russo et al., 2012; https://esdac.jrc.ec.europa.eu/themes/soil-

biodiversity); sin embargo, incluso en suelos altamente contaminados o alterados
todavia presentan niveles relativamente altos de diversidad microbiana (Acuia et al.,

2010; https://esdac.jrc.ec.europa.eu/themes/soil-biodiversity).

Se ha observado que las comunidades bacterianas tienen diferentes respuestas
al manejo forestal aplicado, estas respuestas estdn relacionadas al tipo de manejo
forestal aplicado y cémo afecta a otras variables ambientales, como el nivel de humedad
del suelo, la composicion de especies y cobertura vegetal remanente (Donegan et al.,
2001; Hendrickson et al., 1985). En nuestro estudio encontramos que las variables de
manejo forestal (raleo, raleo? e implantacién) modifican las abundancias de los distintos
grupos de bacterias del suelo en las aproximaciones cronolégicas extensivas (item 2.i) a
corto y mediano plazo, y en el mismo afio calendario (item 2.ii), los cambios en las
abundancias de bacterias fueron variables en los distintos grupos bacterianos y en las
distintas aproximaciones temporales analizadas. Sin embargo, el manejo forestal no
presentd efectos en la actividad microbiana. Los resultados variables en la respuesta de
los microorganismos edaficos a los disturbios producidos por el manejo forestal podrian
estar relacionado a que esta respuesta es compleja y suele estar conectada a otras
modificaciones ecoldgicas y ambientales que provoca el manejo. Diversos autores han
mencionado que el raleo afecta negativamente las comunidades de bacterias del suelo,
debido a que el manejo influye directamente en la humedad y la temperatura del suelo,
y en el suministro de nutrientes y habitats adecuados para los microorganismos (Bastida
etal., 2019; Tajik et al., 2020; Wu et al., 2020); sin embargo, estos efectos dependen del
tipo de manejo forestal que se aplique, el tipo de ecosistema y clima en el cual se

desarrollan estas practicas, y el tiempo transcurrido desde su aplicacién y las acciones
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posteriores, y de las variables que se determinen (Bastida et al., 2019; Marshall, 2000;
Siira-Pietikdinen et al., 2001).

En este trabajo hemos encontrado que las distintas intensidades de raleo (0,30,
50y 70 % de drea basal removida) y la implantacion o no de especies nativas arbodreas,
tuvieron diferentes efectos en los distintos grupos bacterianos y en los distintos tiempos
analizados, sin embargo no se encontrd efecto de estas practicas de manejo en la
respiracion potencial del suelo en los distintas aproximaciones temporales. Al comparar
los efectos del manejo forestal con las aproximaciones a corto y mediano plazo
observamos que: en la abundancia de las bacterias meséfilas y diazétrofas los efectos
fueron mds o menos similares en los distintos tiempos analizados. Mientras que en las
Pseudomonas y Enterobacterias los efectos fueron distintos con el transcurso del
tiempo. Estos grupos bacterianos (Pseudomonas y Enterobacterias) responden en forma
mas evidente al efecto del manejo forestal con respecto a la escala temporal; mientras
que las bacterias meséfilas y diazdtrofas parecen mantenerse entre el corto y mediano
plazo. Estas apreciaciones fueron desarrolladas por otros autores, quienes sostuvieron
qgue los grupos funcionales de bacterias mas generalistas (=amplios; o que incluyen
varios taxones) y con muchas especies son poco adecuados para utilizarlos como
indicadores, debido a que cada especie responde de modo diferente al impacto,
otorgandole estabilidad al consorcio y haciéndolos poco sensibles (Atlas, 1984; Roper y
Ophel-Keller, 1998). De una forma indirecta y aun mas generalista y amplia, esto
explicaria la estabilidad de la actividad microbiana y la ausencia de efecto producido por
el manejo en esta variable. Hecho que, a pesar de su factibilidad y facilidad metodoldgica
y econdmica, descarta a la respiracion potencial del suelo como bioindicador en este
tipo de manejo de matorrales nativos, realizados en una sola ocasién y estudiados en
una fraccién de tiempo de menos de cinco afios desde realizado el manejo.

En un estudio a gran escala de la comunidad bacteriana en suelos de distintos
bosques forestales del Sur Este de Estados Unidos (Georgia y Carolina del Norte), siendo
los distintos tipos forestales dominados por distintas especies arbdreas (Quercus nigra
y Liquidambar styraciflua, Q. prinus y Liriodendron tulipifera, y Betula alleghaniensis y
Q. rubra); se ha evidenciado que a pesar de las diferencias en la vegetacién, las

propiedades del suelo y el clima, la comunidades bacterianas fueron similares en los
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distintos sitios estudiados (Upchurch et al., 2008). Sin embargo, esta similitud puede no
evidenciarse cuando se trabaja con los grupos bacterianos a escalas mas pequefias, las
comunidades bacterianas se ven modificadas por cambios en microambientes en la
comunidad vegetal y el suelo, como los producidos por las practicas de raleo (Bastida et
al., 2019; Dang et al., 2018).

Con respecto a las Pseudomonas se ha encontrado que son un componente
relevante de la comunidad de la rizdsfera, representando en promedio casi el 10 % de
la poblacién cultivable heterotrofica (Agaras et al., 2012; Kragelund et al., 1996), esta
relacidon entre Pseudomonas y meséfilas puede modificarse debido a cambios en el uso
del suelo, como ocurre en suelos agrondmicos en tres localidades de la regién mas
productiva de Argentina (provincias de Cérdoba, Entre Rios y Buenos Aires), donde se
evidencio que la intensificacidon de las practicas agricolas disminuyd la abundancia de
Pseudomonas totales en el suelo (“Entorno Natural”>“Buenas Practicas Agricolas”>
“Malas Practicas Agricolas”) (Agaras et al., 2012). Con relacion a al manejo forestal se ha
observado que estas practicas tienen efecto negativo a nivel de composicidn de especies
de poblacion de Pseudomonas, viéndose disminuida su diversidad (estudiada por
anadlisis de ADN 16S, con cebadores especificos para Pseudomonas y digeridos con la
enzima de restriccion Hae Ill) en las parcelas raleadas en comparacién con parcelas de
bosques circundantes de Tsuga heterophylla en el Noroeste de Estados Unidos y Abies
amabalis en Canadda (Donegan et al., 2001). Si bien se ha encontrado que la actividad
bacteriana se vieron favorecida por el aumento de la biomasa bacteriana, y por la
reduccion de la vegetacion luego del manejo forestal (Baldrian, 2017a; Chauvat et al.,
2003; Donegan et al., 2001) en esta tesis no se han encontrado cambios en la actividad
microbiana, medida como respiracidn potencial del suelo en condicién de laboratorio y
con 24 hs de incubacidn, en todas las aproximaciones temporales analizadas (item i, ii y
iii). Estos resultados son similares a los obtenidos en otros trabajos de la region; como
el realizado por Gonzalez-Polo et al. (2019) quienes no han encontrado diferencias en la
respiracion potencial del suelo (16 semanas de incubacion) entre suelos de pastizales
nativos y rodales jovenes (de 10 a 13 afios) de Pinus ponderosa en la provincia de
Neuqguén, aungue esta respiracidon tendié a ser mayor en los pastizales. En el trabajo de

Toledo et al. (2021) quienes tampoco han observado efecto en la respiracién microbiana
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del suelo en sitios de tres areas ecoldgicas en el sur de la provincia de Santa Cruz con
dos intensidades de pastoreo ovino.

En general la comunidad bacteriana del suelo responde a los cambios en las
condiciones ambientales, de forma diferencial en los distintos grupos y en los distintos
tiempos analizados, pero manteniendo una comunidad basal. No descartamos la idea
que podria haber un reemplazo de ciertos grupos taxondmicos de bacterias, estos
cambios pueden resultar interesantes y es necesario estudiarlos para profundizar en el
entendimiento del efecto del manejo forestal sobre estas comunidades microbianas y
poder anticipar las implicancias del manejo forestal en los ambientes nativos sobre sus

componentes, el funcionamiento y los servicios del ecosistema.

Conclusiones

Los suelos de los matorrales estudiados en esta tesis se asemejan en sus
propiedades fisicoquimicas a los suelos de la regién Andino Patagdnica, estos suelos se
clasifican como Andicos y sus caracteristicas estdn relacionadas a la actividad volcénica
en la region. Las caracteristicas fisicoquimicas de los sitios analizados también fueron
consistentes entre si.

Los matorrales presentan abundancias del orden x10° para mesdfilas y
diazétrofas, y entre x10° y x10* para Pseudomonas y Enterobacterias. En este sentido
estos ambientes poseen abundancias elevadas y con una cierta variabilidad especifica
en cada ambiente en funcién de los sitios, el manejo forestal, y con el transcurso del
tiempo desde que el manejo fue realizado. Estas variabilidades se encuentran
relacionadas con las propiedades quimicas de los suelos (como: pH, CE, C, N, Cay P
disponible), que también presentaron diferencias entre sitios y entre parcelas.

Se encontraron correlaciones entre la comunidad bacteriana del suelo y los sitios
de matorral. Estas correlaciones estan asociadas a las propiedades del suelo como: pH,
HG, CE, C, N, P y Ca. Las Unicas propiedades fisicoquimicas del suelo que se vieron
afectadas por el manejo forestal (diferencias a nivel de parcelas) fueron el pHy la CE en
un corto plazo, a un ano de instalado el manejo; no se encontraron diferencias en estas

variables luego de cuatro anos (mediano plazo).
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Las poblaciones bacterianas responden de forma diferencial al manejo forestal,
y depende del tipo de manejo forestal aplicado y del tiempo transcurrido desde que se
establecid el manejo. Los efectos del manejo forestal en las abundancias de bacterias
mesofilas y diazétrofas a corto y mediano plazo fueron relativamente similares en los
distintos tiempos analizados; aumentando cuando se aplico raleos de intensidades bajas
e intermedias, con algunas particularidades si se realiza implantacién o no. Para los
grupos mas especificos (como Pseudomonas y Enterobacterias) el efecto de las practicas
de manejo fue mas diverso con las distintas intensidades de raleo, la implantacion y el
tiempo transcurrido desde la aplicacion de estas practicas. Teniendo en cuenta los roles
ecoldgicos y los SE que tienen estos grupos microbianos en los ecosistemas es
importante y necesario considerar las modificaciones que las practicas de manejo

puedan tener y monitorearlas a lo largo del tiempo.
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Introduccion
Importancia Ecolégica De Las Comunidades Fungicas

El reino Fungi es uno de los linajes de eucariotas mas diversos, Hawksworth y
Licking (2017) proponen que la diversidad de especies fungicas se encuentra entre 2.2
y 3.8 millones. En el suelo las comunidades fungicas representan la mayor biomasa
(Dighton et al., 2005; Van Der Heijden et al., 1998), y desempefian papeles criticos en
los ecosistemas presentando modos de vida saprétrofos, simbidticos y/o patdgenos
(Grossart et al., 2016; Lee Taylor y Sinsabaugh, 2015; Read y Perez-Moreno, 2003; Van
Der Heijden et al., 2008). Median procesos ecolégicos importantes como el reciclado de
nutrientes, la degradacién de moléculas organicas complejas y la meteorizacién mineral
(Van Der Heijden et al., 2008). Una fraccién importante de los hongos del suelo
establecen relaciones simbidticas con plantas y otros microorganismos (Parkinson,
1983; Yu et al., 2005), favoreciendo a los organismos involucrados y al ambiente en
general.

Estas comunidades fungicas son esenciales para el mantenimiento de una gran
cantidad de SE (diversidad, abundancia y productividad de plantas, salud del suelo,
calidad del agua, biocontrol de patdgenos, entre otros). Los hongos micorricicos
(Brundrett, 2004), particularmente los hongos micorricicos arbusculares (MA) y los
hongos ectomicorricicos (EcM), y otros hongos rizosféricos de vida libre (Raaijmakers et
al., 2009) son componentes ubicuos y ampliamente distribuidos en la mayoria de los
ecosistemas del mundo y constituyen un componente clave de la comunidad de
microorganismos del suelo (Brundrett y Tedersoo, 2018; Pagano y Lugo, 2019; Van Der
Heijden et al., 1998): movilizan y transportan nutrientes, especialmente el carbono,
nitrogeno, y fosforo, y micronutrientes, también intervienen en el ciclo del agua,
reduciendo el estrés hidrico (Augé, 2001), mejoran la agregacion del suelo (Caravaca et
al., 2002), y ademas actlan como promotores del crecimiento vegetal y
biocontroladores de patdgenos (Hyde et al., 2019). Muchos SE otorgados por la
comunidad fungica del suelo tienen que ver principalmente con aplicaciones
biotecnoldgicas: como la obtencidn de compuestos antibacterianos, antimicéticos y
antivirales, inhibidores de biofilms, agentes anticancerigenos y otros compuestos

utilizados en el sector sanitario (de salud humana, veterinaria) (De Silva et al., 2013;
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Hyde et al., 2019; @stergaard y Olsen, 2011). Otros estan asociados a la aplicacion de
hongos en la produccidon agropecuaria, forestal y otros sistemas productivos para
mejorar las condiciones de crecimiento y salubridad, y aumentar el rendimiento de las
producciones (Boa, 2004; @stergaard y Olsen, 2011); asi como también son utilizados en
gastronomia (Hyde et al., 2019), ya que nutricionalmente los hongos son una buena
fuentes de proteinas, tienen bajo contenido en grasa, no contienen colesterol y
contienen la mayor parte de aminodacidos esenciales para la nutricion humana y animal
(Kaur et al., 2018). Ademas, la versatilidad enzimdatica de los hongos hace que se puedan
utilizar para tratar corrientes de desechos y remediar suelos contaminados con una
amplia variedad de contaminantes orgdnicos o de metales tdxicos como: los
contaminantes alifaticos y aromaticos que pueden ser modificados o degradados
oxidativamente por un amplio espectro de lacasas y peroxidasas extracelulares fungicas
(Harms et al., 2011; Strong y Claus, 2011); los residuos explosivos y los contaminantes
halogenados pueden ser degradados por nitroreductasas y deshalogenasas reductoras,
muchos metales contaminantes puede mitigarse mediante la translocacion y el
secuestro en complejos quimicamente inaccesibles (Hassan et al., 2019; Lee Taylor y
Sinsabaugh, 2015; Seguel et al., 2020; Silambarasan et al., 2019) y son capaces de
producir enzimas que degradan poliéster poliuretano (Cosgrove et al., 2007; Russell et
al., 2011). Cabe sefialar, que también tienen un rol social importante y forman parte de
actividades recreativas como la recoleccién de hongos comestibles, de rituales y de
inspiracion para el arte (Nai y Meyer, 2016; Peintner et al., 2013). Todos estos SE son
aspectos relacionados con la necesidad de conservar la biodiversidad fungica (Heilmann-
Clausen et al., 2015).

Existe una estrecha relacidn entre la identificacién taxondmica de los miembros
de las comunidades fungicas, las funciones ecoldgicas y los SE que puedan cumplir en el
ecosistema. Parte de estas funciones ecoldgicas se puede definir a través de los gremios,
entendiendo por ello a un grupo de especies, relacionadas o no, que explotan la misma
clase de recursos ambientales de manera similar (Root, 1967). En general es posible
relacionar la pertenencia a un taxén determinado, generalmente a niveles de género y
especie, y su pertenencia a un gremio (Lambert y Reid, 1981; Walter y lkonen, 1989).

Esta relacidn, taxonomia - funcién ecolégica, no es una excepcion para los hongos, ya
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gue para varios géneros y especies esta bien determinada la funcién ecoldgica que

pueden realizar (Nguyen et al., 2016).

Efecto De Las Condiciones Ambientales

Se ha demostrado que las condiciones ambientales juegan un papel importante
en la comunidad fungica del suelo. Diversos factores biodticos y abidticos afectan la
composicidon taxondémica, la estructura y la funcién de estas comunidades fungicas.
Entre ellos podemos citar a la diversidad de plantas hospedadoras de micorrizas y
endodfitos (Bonito et al., 2014; Miyamoto et al., 2015; Tedersoo et al., 2013), a las
variables eddficas (Erlandson et al., 2016; Peay et al., 2015; Tedersoo et al., 2014; Truong
et al., 2019), el clima y los patrones estacionales (Berg et al., 1998; Davey et al., 2012;
Dumbrell et al., 2011; Kreyling et al., 2012; Mandyam y Jumpponen, 2005; Miyamoto et
al., 2015; Zinger et al., 2009), y factores geograficos (Miyamoto et al., 2015; Truong et
al., 2019). Sin embargo, muchas veces es dificil diferenciar los efectos de cada una de
estas variables mencionadas, sobre todo en escalas espaciales grandes (Miyamoto et al.,
2015; Tedersoo et al., 2012; Truong et al., 2019).

La diversidad de plantas capaces de hospedar hongos micorricicos y enddfitos es
un buen predictor de la riqueza y la composicion de especies fungicas (Tedersoo et al.,
2013). Sin embargo las variables edéficas tienen una mayor capacidad predictiva de la
composicion de estas comunidades fungicas (Bonito et al., 2014); el pH es un predictor
de la riqueza y composicién de las comunidades fungicas del suelo (Tedersoo et al.,
2014; Erlandson et al., 2016; Truong et al., 2019); las concentraciones de P disponible y
de Ca suelen correlacionarse positivamente con la riqueza fungica (Tedersoo et al., 2014;
Erlandson et al., 2016); la fertilidad del suelo, principalmente el contenido del carbono
y nitrégeno, suele estar relacionada a la composicidn y riqueza de hongos micorricicos
(Peay et al., 2015), y la actividad enzimatica (Truong et al., 2019).

Los efectos de las condiciones climaticas sobre las comunidades fungicas del
suelo siguen sin estar claros, a pesar de esto se ha encontrado que este factor (el clima)
suele tener efectos mas fuertes sobre la composicidon de las comunidades flngicas
comparados con otros factores, como la distancias geograficas o la diversidad de la

comunidad vegetal (Miyamoto et al., 2015). Ademds, las condiciones climaticas pueden
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tener un efecto indirecto sobre las comunidades fungicas, ya que determinan las
comunidades de plantas y otras condiciones edaficas que, como sefialamos
anteriormente, afectan la riqueza y composicion de las comunidades fungicas
(Miyamoto et al., 2015). Por otro lado, algunas condiciones climaticas, como las heladas
en el suelo, provoca lesiones en las raices de las plantas lo que podria provocar efectos
en cascada sobre la comunidad microbiana y la dinamica de los nutrientes por un
aumento de los taxones saprofitos (Kreyling et al., 2012). En tanto los cambios
estacionales suelen reflejarse en la estructura de la comunidad, observandose
diferencias en la riqueza y abundancia de ciertos grupos taxondmicos (Davey et al.,
2012; Dumbrell et al., 2011); por ejemplo, se observa que en los periodos cdlidos la
composicion y diversidad de especies es mds estables, y por el contrario, en los periodos
mas frios suele ser mas variables (Dumbrell et al., 2011). A pesar de estas diferencias,
ocasionadas por los cambios climdticos en las distintas estaciones, no se han observado
cambios en la biomasa total de la comunidad fungica, que suele ser estable durante todo
el ano (Davey et al., 2012). En el contexto de cambio climatico, conocer y entender los
patrones de respuesta de las comunidades flngicas a las condiciones ambientales
permitira prever las respuestas y adecuar medidas de accién necesarias para el
mantenimiento y sustentabilidad de los ecosistemas y los SE que nos brindan estas

comunidades fungicas.

Disturbios Antropicos Y Cambios En El Uso Del Suelo

Por su parte, los disturbios antrdpicos, y entre ellos las practicas de manejo
forestal, son otro factor importante que modifica la estructura de los ecosistemas y el
ambiente en general, y por ende las comunidades fungicas. Estos disturbios modifican
la disponibilidad y calidad de recursos para el desarrollo de las comunidades fungicas
del suelo, provocando cambios en la estructura y la sucesidon de estas comunidades
(Goldmann et al., 2015; Purahong et al., 2015). Varios trabajos han indagado sobre como
diversas practicas de manejo forestal afectan a las comunidades fungicas en numerosos
ambientes (Tabla 1.1). Si bien estos trabajos arrojan resultados diversos se ha
encontrado que, generalmente, la respuesta de las comunidades flngicas se asocia con

la alteracién de la comunidad vegetal, la calidad de hojarasca, los nutrientes disponibles
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y el pH del suelo; que se modifican con la implementacién de prdacticas de manejo
forestal (Bastida et al., 2019; Castafio et al., 2018; Goldmann et al., 2015; Hewitt et al.,
2018; Lauber et al., 2008; Sterkenburg et al., 2019; Tajik et al., 2020; Xu y Chen, 2006).
En el caso de los hongos que se asocian directamente con las plantas (como los hongos
EcM) los cambios en el uso del suelo, como el manejo forestal, pueden modificar estas
comunidades por cambios en la cubierta vegetal. Estas modificaciones pueden alterar
las asignaciones de carbono aportado hacia los hongos EcM y de nitrégeno y fosforo
hacia las plantas; estos cambios influyen en el almacenamiento global y en los ciclos del
carbono, del nitrégeno y el fésforo en los ecosistemas forestales (Baskaran et al., 2017,
Corrales et al., 2017; Dumbrell et al., 2011).

Los estudios de la influencia del manejo forestal en la comunidad fungica son
escasos en los bosques nativos de la Patagonia y mas aun en Patagonia Norte y en
relacién a practicas de manejo de matorrales, remarcando la importancia y la necesidad
de su realizacion. El trabajo de Hewitt et al. (2018), realizado en bosques de N. pumilio
en Tierra del Fuego, mostré una disminucion en la riqueza de hongos EcM del suelo en
las zonas raleadas en comparacién con los parches de bosques conservados para
regeneracion. En estos parches de bosque conservado la riqueza fungica fue igual a

bosques de N. pumilio no manejados.

Objetivo Especifico
Objetivo especifico 2: Describir la comunidad fungica del suelo del matorral de la
region Andino Patagodnica, y evaluar la relacidn de estas con el ambiente y el manejo

forestal experimental.

Materiales Y Métodos

Para describir y caracterizar la comunidad fungica del suelo del matorral y
analizar el efecto del ambiente y del manejo forestal se realizé un estudio
metagendmico del amplicon ITS (especifico para hongos) a partir de extraccion de ADN
del suelo. Los datos de la comunidad fungica se analizaron a un afo de realizado el

manejo experimental de acuerdo a los siguientes niveles de analisis:
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1. Descripcion general de la comunidad flingica del matorral (item 1): en
primer lugar se analizaron todos los datos de las 16 parcelas en los dos sitios (FSO, FSV
y FNV, ver: Capitulo 3, Muestreo Y Procesamiento De La Muestra). Esta descripcidon
general del matorral incluye los posibles manejos del ambiente.

2. Caracterizacion de la comunidad flingica del matorral, sin manejo (item
2): se utilizaron cada una de las parcelas controles de cada sitio; FSO, FSV, FNV (sin raleo
y sin implantacion, totalizando un n=3, ver: Capitulo 3, Muestreo Y Procesamiento De La
Muestra). Estas parcelas se consideraron representativas de la condicidén natural de los
matorrales, ya que no fueron sometidas al manejo forestal.

3. Efecto del manejo forestal y del ambiente en la comunidad fungica (item
3): para analizar el efecto del manejo forestal y la influencia de los distintos ambientes
(cambios estacionales, sitios de matorral y caracteristicas fisicoquimicas del suelo) se
realizaron diversos estudios combinando ambos aspectos. Se analizaron dos
aproximaciones:

i. variaciones intraanuales (item 3.i): los muestreos se realizaron en el sitio

FS, matorral alto, en dos estaciones contrastantes: en otofio (Mayo 2014, FSO),

que representa la estacién humeda, y en verano (Enero 2015, FSV), la estacidn

seca.
ii. variaciones espaciales (item 3.ii): los muestreos se realizaron en la
misma estacion, verano (Enero 2015), en dos sitios de matorral: FS y FN, matorral

alto e intermedio respectivamente.

Muestreo Y Procesamiento De La Muestra

La caracterizacidn y andlisis de la comunidad fungica (item 1, 2 y 3) se hicieron
en dos de los sitios descriptos en el Capitulo 1 (Descripcidn General Del Area De Matorral
Y Sitios De Estudio). Estos sitios representan los ambientes de matorral mixto
correspondientes a los sitios del FS y FN; considerando las variaciones intraanuales en
FS, otoino y primavera, y las variaciones espaciales entre estos dos sitios. Como se dijo
en el Capitulo 1 (Disefio Experimental Del Manejo Forestal), ambos sitios de muestreo
fueron sometidos a un manejo forestal experimental con dos variables de manejo: raleo

con cuatro niveles, correspondientes a las intensidades de remocidn de la cobertura
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vegetal (30, 50, 70 % y control sin raleo); e implantacién de especies nativas de valor
forestal con dos niveles (implantadas vs no implantado; Tabla 1.3).

En cada muestreo se tomd una muestra conformada por 25 submuestras en cada
parcela, segun el disefio detallado en el Capitulo 2 (Muestreo Y Procesamiento De La
Muestra). Una vez tomada las muestras se guardaron a 4 °C hasta su procesamiento
antes de las 48 hs. En condiciones asépticas, cada muestra se tamizé en una malla de
dos mm de diametro y de cada una se separaron dos fracciones: una para realizar las
extracciones de ADN vy otra para realizar los andlisis quimicos del suelo. La primera
fraccion de suelo, de 10 gramos, se secd a temperatura ambiente por 24 hs, en
condiciones asépticas, y luego se conservd en ultrafreezer a -80 °C hasta su

procesamiento.

Andlisis Metagendémico Del Amplicon ITS

Extraccion de ADN y amplificacion por PCR: de cada muestra de suelo (una por
parcela por estacion/sitio), se extrajo el ADN gendmico utilizando el kit de extraccion
ADN PowerSoil (MoBio Laboratories, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La concentracién de ADN se cuantific6 con el kit QuantiT™ PicoGreen® dsDNA
(Invitrogen, EE.UU.). El ADN gendmico se utilizd como plantilla para la amplificacién por
PCR con los cebadores ITS1F (5'- CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA-3'; Gardes y Bruns, 1996)
e ITS4 (5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'; White et al., 1990), con una extension TAG.
Cada mix de PCR (Inbio Highway, Argentina) se realizé con: 15.8 ul ddH»0, 0.2 ul Taq
polimerasa, 2.5 ul 10x buffer de reaccién, 2 ul MgCl; (25 mM), 0.5 pl dNTP (2 mM), 0.5
ul de cada cebador (10 pM), 1 pl BSA (20 mg ml%; Sigma, USA) y 2 ul de ADN gendmico.
El programa utilizado para la amplificacion de las muestras fue: un ciclo de
desnaturalizacion de 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 sy 72°C
por 60 s, y una extension final a 72 °C por 10 min.

Se realizé una segunda amplificacion de los productos de PCR para incluir
adaptadores de secuenciaciéon y los cédigos de barras para identificar cada una de las
muestras (Manual FLX+Roche, Instituto de Agrobiotecnologia Rosario, INDEAR,
Argentina). Luego de esta segunda amplificacion, los amplicones se purificaron con

Agencourt AMPure XP y se prepard la biblioteca Amplicon - GS FLX Titanium Series
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(Roche, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los amplicones purificados se
cuantificaron utilizando el kit de ensayo de dsDNA Quant-iT ™ PicoGreen® (Invitrogen,
EE.UU.). Se prepard un conjunto con todas las bibliotecas equimolares, de acuerdo con
la concentracién correspondiente (ng ult). Esta biblioteca se llevé a concentracién de
trabajo (1e’ moléculas ul?). La secuenciacién se realizd con la plataforma de
secuenciacion FLX + Roche (INDEAR 2015).

Calidad de secuencias y andlisis bioinformdtico: las secuencias se filtraron
utilizando la plataforma Qiime v1.3.0 (Caporaso et al., 2010). Los criterios de filtracién
se basaron en pardmetros normales para estos andlisis, se eliminaron las secuencias:
resultantes de quimeras?, con calidad promedio menor a 25Q, con mas de 6 bases
ambiguas y de homopolimeros?®. Luego de este proceso se eliminaron los cddigos de
barras y los cebadores y se alinearon las secuencias con el método MUSCLE v38 (Edgar,
2004). La asignacion de OTUs (Unidades Taxondmicas Operativas) se realizé con los
parametros Uclust v1.2.22 a una similitud del 97 % (Caporaso et al., 2010). Los OTUs
formados por una Unica secuencia se descartaron del conjunto de datos, segiin Tedersoo

et al. (2010b).

Andlisis De La Comunidad Fungica Del Suelo

Para analizar la comunidad fungica del suelo se utilizaron los valores de OTUs, y
se calcularon los siguientes pardmetros e indices ecoldgicos: curvas de rarefaccion,
abundancia, riqgueza observada y estimada, diversidad y similitud. Para la descripcién
general de la comunidad fungica del matorral (item 1) se realizaron curvas de
rarefaccion de la totalidad de comunidad fungica del suelo (sitio + estacién; n = 24) y
para cada tratamiento: FSO, FSV y FNV (n = 8).

Para caracterizar la comunidad fungica del matorral (item 2) y evaluar los efectos
del manejo forestal y del ambiente en las aproximaciones intraanual (item 3.i) y espacial
(item 3.ii) se utilizaron los siguientes parametros:

Riqueza observada: cantidad de OTUs presente en cada muestra.

Abundancia: cantidad de secuencias de cada OTU.

! Secuencias quiméricas: secuencias artificiales, contienen secuencias procedentes de dos origenes
distintos (Haas et al., 2011).
2 Homopolimero: secuencias que tienen repeticiones de nucledtidos (Peck y Wang, 1981).
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Riqueza estimada: se calculd con el indice Chaol, este indice le da mas peso a las

especies de baja abundancia (Chao, 1984; Chao et al., 2005):
Fp2
2% F,

Chaol = Si +

Donde S; es el nUmero de especies en la muestra, F; es el nimero de singletons
(es decir, el nUmero de especies con una sola aparicion en la muestra) y F> es el nUmero
de doubletons (el nUumero de especies con exactamente dos ocurrencias en la muestra).

Diversidad: para evaluar la diversidad se calcularon dos indices, el indice de
diversidad de Shannon (H) y el indice de Simpson (D). El indice H tiene en cuenta la
incertidumbre de la identidad al seleccionar aleatoriamente un individuo en una
comunidad; cuanto mas OTUs hay en una comunidad y mas equitativamente se
distribuyan mas alto serd su valor. El indice D es una medida de equidad de la
comunidad, y determina la probabilidad que surge al tomar dos individuos al azar en
una comunidad y que estos no pertenezcan a la misma especie.

indice de diversidad de Shannon (H):

S
H = —Zpi- log, . b
i=1

Indice de equidad de Simpson (D):

S
D= 1—2}91- A2
i=1

En ambas ecuaciones S es el numero de OTUs y p; es la abundancia relativa de
cada OTU en la comunidad i.
Similitud: se calculé el indice de Bray — Curtis, este estimador tienen en cuenta

las abundancias relativas de los OTUs (Bray y Curtis, 1957):
A+B—2+%]
A+B

Donde J es el niumero de OTUs compartidos entre las comunidades ay b; A es el

BC=1-

numero de OTUs presentes en la comunidad a y B es el numero de OTUs presentes en
la comunidad b.

Las curvas de rarefaccion y los indices se calcularon en el programa R 3.3.1 (R
Core Team, 2019) con los paquetes vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019) y fossil 0.3.0
(Vavrek, 2012).
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Clasificacion Taxonomica De La Comunidad Fungica Del Suelo

Para caracterizar taxondmicamente la comunidad fungica del matorral (item 2)
y evaluar los efectos del manejo forestal y del ambiente en las aproximaciones
intraanual (item 3.i) y espacial (item 3.ii) se realizé la asignacion taxondmica a cada OTU
en diferentes niveles: phylum, clases, drdenes, géneros y especies; en caso de no ser
posible realizar la clasificacion a un determinado nivel taxonédmico esos OTUs se
incluyeron en el grupo “no clasificados”. Para este estudio se utilizaron los parametros
RAPD (Wang et al., 2007) y la base de datos UNITE / QIIME 12_11 ITS. En cada parcela,
el numero de secuencias por taxéon se estandarizé por rarefaccion usando la funcién

rarefy del paquete vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019).

Funciones Ecoldgica De La Comunidad Fungica Del Suelo

Para caracterizar funcionalmente la comunidad fungica del matorral (item 2) y
evaluar los efectos del manejo forestal y del ambiente en las aproximaciones intraanual
(item 3.i) y espacial (item 3.ii) se realizd la asignacién a nivel de gremio a los OTUs,
previamente asignados a nivel de género y especie, utilizando la base de datos FUNGuild
(Nguyen et al., 2016). De todas las asignaciones, sélo se consideraron las que arrojaron
una confianza de asignacién “muy probable” y “probable”; las asignaciones “posibles”
se descartaron del andlisis como lo recomiendan los autores (Nguyen et al., 2016). En
cada parcela, el nimero de secuencias asignado al gremio se estandarizé por
rarefaccidén. Los hongos micorrizicos arbusculares se desestimaron del analisis ya que
los cebadores empleados en este trabajo no representaron bien al phylum
Glomeromycota (Schoch et al., 2012; Stockinger et al., 2010) y su representacién es poco

confiable.

Caracteristicas Fisicoquimicas Del Suelo

Con la segunda fraccién de cada muestra de suelo se determinaron las
caracteristicas fisicoquimicas del mismo: HG, pH, CE, porcentajes de C y N total,
porcentaje de Cay cantidad de P disponible. El tratamiento de las muestras y los analisis
guimicos se realizaron segun la metodologia detallada en el Capitulo 2 (Caracteristicas

Fisicoquimicas Del Suelo).
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Andlisis Estadistico

Para evaluar el efecto del manejo en la comunidad fungica (item 3) se estimaron
diferentes modelos lineales generales para evaluar la diversidad (riqueza de OTUs e
indices de diversidad) en relacion a las variables de manejo forestal (raleo e
implantacion) en las aproximaciones intraanual y espacial. Para analizar el efecto del
ambiente en la comunidad fungica (item 3) se realizaron andlisis multivariados
utilizando las clasificaciones taxondmicas y funcionales y las variables ambientales:
quimica de suelo, variacién intraanual y espacial, seglin corresponda, y manejo forestal.

Todos los modelos lineales generales planteados para evaluar el efecto del
manejo en la comunidad flingica (item 3) incluyeron al raleo como variable cuantitativa
continua, que a su vez fue modelada con una funcién polinomial de segundo orden
(raleo?), y el factor implantacién como una variable categdrica con dos niveles (parcelas
implantada -I- y no implantada -NI-). En la aproximacién intraanual (item 3.i), el efecto
del manejo forestal sobre la diversidad de la comunidad fungica se evalué estimando
modelos generales de efectos mixtos (fijos y aleatorios). Los efectos fijos incluyeron las
variables de manejo forestal, la estacidn y sus interacciones bidireccionales. La
estructura de datos jerarquica se establecié al incluir a las parcelas como un efecto
aleatorio (dos medidas en cada parcela). En tanto que, en la aproximacién espacial (item
3.ii), el efecto del manejo forestal sobre la diversidad de la comunidad fungica se evalué
estimando modelos lineales generales de efectos fijos. Los efectos fijos incluyeron las
variables de manejo forestal y sus interacciones bidireccionales, y el sitio como bloques.
En todos los modelos se asumid la distribucién normal y homogeneidad de varianzas,
estos supuestos se evaluaron con graficos de residuales y predichos, graficos Q-Q y
pruebas de Shapiro-Wilk. Para seleccionar el modelo que mejor describié el
comportamiento de los datos se utilizé el criterio de informacién de Akaike corregido
(AlCc). Los valores de AICc y la estimacién de los parametros para los modelos finales se
obtuvieron de las estimaciones de maxima verosimilitud (Zuur et al., 2009).

El efecto del ambiente en la comunidad fuingica (a nivel de parcela) se evalud
en la aproximacion intraanual (3.i) y espacial (3.ii) con andlisis multivariados:
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS), con el parametro de disimilitud de

Bray-Curtis y 999 permutaciones libres. Las comunidades fungicas se consideraron a
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diferentes niveles taxondmicos: abundancia de phyla, clases, y érdenes; y a nivel
funcional con los gremios. En todos los casos se ajustaron las variables ambientales:
guimica de suelo, variacién intraanual y espacial, segin corresponda, y manejo forestal
(raleo e implantacion) utilizando las funciones envfit y RDA basada en la distancia. Se
representaron graficamente las variables que tuvieron un efecto significativo en el
ordenamiento de las comunidades en envfit.

Para evaluar las caracteristicas quimicas del suelo (HG, pH, CE, C, N, C/N, Py Ca)
en relacidn a los efectos del manejo forestal se estimaron diferentes modelos lineales
generales que incluyeron las variables: raleo como variable cuantitativa continua, e
implantacion como variable categérica con dos niveles (parcelas implantada y no
implantada). En la aproximacién intraanual se evalué estimando modelos generales de
efectos mixtos; los efectos fijos incluyeron las variables de manejo forestal y su
interaccion bidireccional y la estacidn. La estructura de datos jerarquica se establecio al
incluir a las parcelas como un efecto aleatorio (dos medidas en cada parcela). En tanto
que, en la aproximacién espacial se evalué estimando modelos generales. Los efectos
fijos incluyeron las variables de manejo forestal y sus interacciones bidireccionales, y el
sitio como bloques. En todos los modelos se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) y
se asumid la distribuciédn normal y homogeneidad de varianzas. Los supuestos se
evaluaron con gréficos de residuales y predichos, graficos Q-Q y pruebas de Shapiro-
Wilk.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en R 3.3.1 (R Core Team, 2019) con
los paquetes vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019), nIme 3.1-140 (Pinheiro et al., 2019) y
MuMlIn 1.43.6 (Barton, 2019).

Resultados
Descripcion General De La Comunidad Fiungica Del Matorral (item 1)

Considerando la totalidad de los datos (FSO, FSV y FNV; n=24) se generaron un
total de 119235 secuencias, que después del proceso de filtrado y eliminacion,
resultaron en 80037 secuencias. Las secuencias se agruparon en 2229 OTUs. El promedio
por muestra fue de 3335 (+ 450) secuencias y 484 (+ 43) OTUs. Las curvas de rarefaccién

de OTUs para el conjunto de datos alcanzan la asintota, poniendo en valor los datos del
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muestreo y el andlisis para calcular la composicion de la comunidad. Respecto de las
curvas en las distintas estaciones vy sitios (FSO, FSV y FNV) se observa que las riquezas
estimadas entre estaciones en un mismo sitio (FSV y FSO) son mas similares entre si
(superposicidn de las curvas), y que la riqueza estimada del sitio FNV es mayor a los

valores del sitio FS (FSV y FSO; Figura 3.1).

Figura 3.1. Curvas de rarefaccion de
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Caracterizacion De La Comunidad Fingica Del Matorral, Sin Manejo Forestal (item 2)

El nimero de secuencias promedio para las tres parcelas (FSO, FSV y FNV sin
manejo, n=3) fue de 3566 secuencias y el total de las tres parcelas fue de 10699. En estas
mismas parcelas se obtuvo un total de 1396 OTUs, la riqueza observada promedio fue
de 465 OTUs, y la riqueza estimada (Chao1l) fue mayor en todos los casos, con un valor
promedio de 626 OTUs. El indice de diversidad de Shannon y equidad de Simpson fueron
altos (H=4.5y D =0.98).

Del total de secuencias obtenidas el 5 % no pudo asignarse a ningun nivel
taxondmico (Figura 3.2). El mayor numero de secuencias se asignd a los phyla
Basidiomycota y Ascomycota, que representaron el 47 y 43 % de secuencias asignadas,
respectivamente. Seguido por Zygomycota (4 %), Glomeromycota y Chrytidiomicota (<
1 % en ambos phyla). En términos de clases, el mayor nimero de secuencias se asignd
como Agaricomycetes (Basidiomycota) con un 48 % de asignaciones, seguido de
Leotiomycetes (Ascomycota) con el 21 % de asignaciones (Figura 3.2). Los érdenes con
mayor representacion de secuencias fueron Agaricales (Agaricomycetes) y Helotiales

(Leotiomycetes) con el 28 y 14 % de secuencias asignadas, respectivamente (Figura 3.2).
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Del total de secuencias el 45 % se asignaron a algun género y 32 % a alguna especie. Los
gremios dominantes en los suelos de los matorrales, e identificados a partir de estas
asignaciones (género y especie), fueron: saprotrofos (65 %), otros simbiontes (13 %), y
hongos ectomicorricicos (11 %; Figura 3.2).

Del total de géneros clasificados (122) en la Tabla 3.1 se citan los géneros
abundantes (mas de 20 secuencias en al menos un sitio). Entre ellos se encontraron
Hygrocybe (1340 secuencias), Mortierella (328), Clitopilus (301), Illyonectria (289) y
Cryptococcus (219). Las especies fueron Hygrocybe conica (1164), Clitopilus hobsonii
(301), Mortierella verticulata (203), Ilyonectria rufa (178) y Cryptococcus terrus (176) y
Lecythophora mutabilis (153; Tabla 3.1). La mayoria de los géneros abundantes fueron
encontrados en las dos estaciones y en los dos sitios, 15/23 géneros presentados en la
Tabla 3.1. Mientras que Clavulinopsis y Clitopilus estuvieron presentes sdlo en el sitio FS
en ambas estaciones; Capronia, Penicillium y Trichosporon estuvieron en ambos sitios
(FSO y FNV) pero no se encontraron en FSV; y Pyronema y Leucoagaricus se encontraron

en un sitio y en una estacion (FNV y FSV, respectivamente).
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Figura 3.2. Asignaciones taxonomicas y funcionales de la comunidad fungica del suelo de los
matorrales de la region Andino Patagonica. A) phyla; B) clases; C) érdenes; y D) gremios en las
parcelas controles. Otros incluyen las clases, 6rdenes y gremios con abundancia inferior al 1 %.
En B) Otros: Chitridiomycetes, Monoblefaridomycetes y Glomeromycetes; Otros Ascomycota:
Archaeorhizomycetes, Lecanoromycetes, Orbiliomycetes, Pezizomycetes, Saccharomycetes;
Otros Basidiomycota: Agaricostilbomycetes, Dacrymycetes, Entorrhizomycetes,
Microbotryomycetes. En C) Otros Leotiomycetes: Erysiphales, Leotiales, Thelebolales; Otros
Dothideomycetes: Capnodiales, Dothideales; Otros Ascomycota: Lecanoromycetes,
Pezizomycetes, Onygenales (Eurotiomycetes), Chaetosphaeriales (Sordariomycetes),
Diaporthales (Sordariomycetes), Phyllachorales (Sordariomycetes), Trichosphaeriales
(Sordariomycetes), Xylariales (Sordariomycetes). Otros Agaricomycetes: Atheliales,
Auriculariales, Boletales, Cantharellales, Corticiales, Gomphales, Hysterangiales, Russulales;
Otros Tremellomycetes: Cystofilobasidiales, Tremellales; Otros Basidiomycota:
Microbotryomycetes, Agaricostilbomycetes, Dacrymycetes, Entorrhizomycetes, Malasseziales,
Microbotryomycetes. Otros Fungi: Chytridiomycetes, Monoblepharidomycetes,
Glomeromycetes, Zygomycota. En D) Otros: endosimbiontes de animales, otros saprotrofos,
endofitos, y liquenes; Otros Patégenos: patdgenos de animales, parasitos fungicos; Otros
Simbiontes: micorrizas arbusculares, micorrizas ericoides.
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Tabla 3.1. Caracterizacion taxonémica de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de
la region Andino Patagdnica. FNV= Foyel Norte verano; FSV= Foyel Sur verano; FSO= Foyel Sur
otofio, total= la suma de las tres parcelas controles; otros: géneros y especies con abundancias
menor a 20 secuencias en el phylum respectivo.

Abundancia de secuencias

Phylum Genero Especie
FSV FSO FNV Total
Cadophora 9 31 15 55
Capronia 4 51 55
Geoglossum 23 11 15 49
. 111 111
Ilyonectria .
llyonectria rufa 63 114 1 178
Ascomycota  Lecythophora Lecythophora mutabilis 65 66 22 153
Leptodontidium 24 39 27 90
Penicillium Penicillium montanense 29 70 99
Pyronema 19 19
Trichocladium Trichocladium opacum 38 45 9 92
Otros Ascomycota 82 257 148 487
Clavulinopsis Clavulinopsis luteoalba 2 37 39
Clitopilus Clitopilus hobsonii 294 7 301
Cortinarius 59 6 15 80
13 20 10 43
Cryptococcus
Cryptococcus terreus 61 79 36 176
Descomyces 26 15 5 46
32 22 122 176
Hygrocybe .
Hygrocybe conica 327 209 628 1164
Basidiomycota 29 > 47 81
Inocybe Inocybe  luteobulbosa
36 7 43
var luteobulbosa
Leucoagaricus 35 35
Mycena 4 1 65 70
Oliveonia Oliveonia pauxilla 21 15 4 40
Rhizoctonia 29 1 30
Rickenella Rickenella mellea 46 28 36 110
Trichosporon 51 4 55
Otros Basidiomycota 46 101 59 206
Chytridiomycota Otros Chytridiomycota 1 1
Glomeromycota Otros Glomeromycota 2 1 8 11
26 55 7 88
Mortierella Mortierella alpina 12 21 4 37
Zygomycota . ..
Mortierella verticillata 73 88 42 203
Otros Zygomycota 0 7 1 8
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Efecto Del Ambiente Y Del Manejo Forestal En La Comunidad Fungica En La
Aproximacién Intraanual (item 3.i)

Diversidad Y Aproximacidn Intraanual

Considerando la influencia de las variacion intraanuales (FSV vs FSO, n=16), se
encontraron un total de 1848 OTUs, de los cuales mas del 50 % se compartieron entre
las dos estaciones (Tabla 3.2).

El modelo con mejor ajuste para los valores de riqueza de OTUs observados y
estimados (Chao1l) fue el que presenté efecto de los factores de manejo forestal y la
interaccion entre ellos (implantacidn: raleo: raleo?), sin embargo no tuvo efecto el factor
estacion (modelo N° 1 en Tabla suplementaria 3.1 Ay B). En las parcelas implantadas, la
riqueza observada y estimada fueron similares entre el control y el raleo de baja
intensidad, aumentando en raleo intermedios y altos, estas diferencias fueron mas
marcadas en la riqueza observada que en la estimada. En las parcelas no implantadas la
riqueza observada y estimada tuvieron valores maximos en raleos de baja intensidad
(Figura 3.3). El analisis de modelos para los indices de diversidad de Shannon y de
equidad de Simpson no mostraron efecto de la estacién ni del manejo forestal (raleo e

implantacion; Figura 3.3 y Tabla suplementaria 3.1 Cy D).

Tabla 3.2. Pardmetros de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo en la region Andino
Patagonica en la aproximacion intraanual. Abundancia= como numero de secuencias; riqueza
observada= como nimero de OTUs; riqueza estimada= como nimero de OTUs estimados por
Chaol; FSO= Foyel Sur otofio, FSV= Foyel Sur verano. Se presentan las medias y los desvios

estandar.

FSO (n=8) FSV (n=8)
Abundancia de secuencias 3350+ 453 3568 £ 219
Riqueza observada (OTUs) 475+ 40 495 + 47
Riqueza estimada (Chao1l) 661 + 57 658 + 67
Diversidad de Shannon (H) 495+0.16 5.01+0.24
Equidad de Simpson (D) 0.98 + 0.006 0.98 + 0.007
OTUs compartidos 1047 (57 %)
Similitud de Bray — Curtis 0.66
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Figura 3.3. Andlisis de la
A comunidad  fungica  del
suelo del matorral nativo de
la region Andino
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Clasificacion Taxondmica Y Aproximacion Intraanual

Teniendo en cuenta los 1848 OTUs obtenidos, los resultados por sitio muestran
que el 0.1 % no fueron asignados a nivel de reino y 13 % sélo fueron clasificados
taxonédmicamente al nivel del reino Fungi. De los OTUs restantes, el 87 % se clasificaron
en diferentes niveles, determinando 5 phyla (87 % OTUs y 93 % secuencias), 18 clases
(72 % OTUs y 79 % secuencias), 61 érdenes (62 % OTUs y 68 % secuencias), 103 familias
(49 % OTUs y 57 % secuencias), 207 géneros (37 % OTUs y 44 % secuencias) y 194
especies (17 % OTUs y 32 % secuencias).

El analisis intraanual en la composicién taxonémica de la comunidad fungica
reveld a nivel de phylum una tendencia a la inversion de dominancias entre los
Ascomycota y los Basidiomycota, los primeros predominan en otofio, aumentando de
42 en verano a 49 % en otofio, mientras que Basidiomycota mostré un aumento en
verano, pasando del 36% en otofio al 45 % en verano. El tercer filo mas abundante en
ambas estaciones fue Zygomycota (7 y 5 % en otofio y verano respectivamente; Figura
3.4). Las clases mas abundantes en ambas estaciones fueron Agaricomycetes
(Basidiomycota), seguido de Leotiomycetes, Sordariomycetes (ambos Ascomycota) y
Tremellomycetes (Basidiomycota). En el otofilo hay un aumento en el niumero de
secuencias de Leotiomycetes, Sordariomycetes y Tremellomycetes. En contraste, los
Agaricomycetes evidencian un aumento de secuencias en el verano (Figura 3.4). En
cuanto a los d6rdenes mas abundantes, en ambas estaciones predominaron los
Agaricales (Agaricomycetes) y Helotiales (Leotiomycetes) con abundancias de secuencia
del 12 al 22 % para Agaricales, en otofio y verano respectivamente, y del 13 al 11 % para
Helotiales, en otofilo y verano respectivamente. En otofio, Mortierellales
(Mortierellomycetes) y Filobasidiales (Tremellomycetes) presentaron abundancias de
secuencia del 7 y 6 %, respectivamente, que disminuyeron a valores < 5 % en verano

(Figura 3.4).
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Figura 3.4. Abundancia de secuencias y
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El analisis multivariado (Tabla suplementaria 3.2) a nivel de phylum no se
observo correlacidon entre este nivel taxondmico y la estacién, ni con el manejo forestal.
Sin embargo, se observd una relacién estadistica entre los phyla y las propiedades
quimicas del suelo (Figura 3.4). El aumento de Ascomycota se relaciona con el aumento
de C(p=0.032), N (p =0.02) y CE (p = 0.015), mientras que el aumento de Zygomycota
se asocié con una mayor HG (p = 0.02). A nivel de clase, las correlaciones se observaron
solo con la estacion (p = 0.004), la HG (p = 0.001), la CE (p = 0.007) y el pH (p = 0.03); no
hubo correlacién con el raleo o laimplantacidn (Figura 3.4). En otoiio, las parcelas tenian
mayor HG, CE y pH, y se correlacionaron con Leotiomycetes, Sordarimycetes vy
Tremellomycetes. En contraste, las parcelas de verano se asociaron con
Dothideomycetes, Eurotiomycetes y Agaricomycetes (Figura 3.4). A nivel de orden se
observé correlaciones entre algunas caracteristicas quimicas del suelo, pero no se
evidenciaron correlaciones para la estacion y las variables de manejo (Figura 3.4). Las
caracteristicas quimicas del suelo que mostraron correlaciones fueron: CE (p = 0.013),
HG (p = 0.025), N (p = 0.002), C (p = 0.003) y P disponible (p = 0.026; Figura 3.4). Los

resultados obtenidos con RDA fueron similares al envfit (datos no mostrados).

Gremios Ecologicos Y Aproximacion Intraanual

Los géneros y especies estuvieron pobremente representados, en porcentajes
de OTUs (menos del 40 %) y secuencias asignadas (menos de 45 %), con respecto a los
datos totales. Sin embargo, al analizar los gremios ecoldgicos de la comunidad fungica
del suelo, la distribucién de géneros y especies siguid estos patrones: los géneros mas
numerosos (con mas de 500 secuencias asignadas) en otofio fueron llyonectria (1694
secuencias), Mortierella (1597), Cryptococcus (1479), Hygrocybe (1321), Lecythophora
(607) y Trichocladium (607), principalmente representados por las especies Illyonectria
rufa, Hygrocybe conica, Mortierella verticillata, Cryptococcus terreus, Lecythophora
mutabilis, Mortierella spp., Trichocladium opacum y Cryptococcus terricola (Tabla
suplementaria 3.3). En verano, los géneros mas numerosos fueron Hygrocybe (1983
secuencias), Mortierella (1237), Cryptococcus (830), Cortinarius (699), llyonectria (653),
Clitopilus (638), Lecythophora (593) y Geoglossum (527), representados principalmente

por las especies Hygrocybe conica, Mortierella verticillata, Cortinarius spp., Clitopilus
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hobsonii, Ilyonectria rufa, Lecythophora mutabilis y Cryptococcus terreus (Tabla
suplementaria 3.3).

De los 207 géneros, 170 se asignaron a algun gremio ecolégico. Los saprétrofos
estuvieron altamente representados (49 y 59 % de secuencias asignadas en otofio y
verano respectivamente), seguidos por los fitopatdgenos (22 - 12 % de secuencias
asignadas en otofio y verano respectivamente) y otros simbiontes (12 — 11 % de
secuencias asignadas en otofio y verano respectivamente) y hongos ectomicorricicos (10
— 13 % de secuencias asignadas en otofio y verano respectivamente; Figura 3.5). La
asignacién a hongos micorricico arbusculares representd < 1 % del total de phylay de la
asignacion del gremio ecolégico en otono y verano.

El analisis NMDS evidencié que hay correlacién entre los gremios ecoldgicos, las
estaciones (p = 0.016) y algunas caracteristicas quimicas del suelo. El otofio se relaciona
con los valores altos de patégenos de plantas y mas altos de la HG (p = 0.002), la CE (p =
0.002), el C (p = 0.001) y el N (p = 0.001), mientras que el verano se asocié con
saprotrofos, otros simbiontes y hongos ectomicorricicos, y valores mds bajos de HG, CE,
Cy N (Figura 3.5 y Tabla suplementaria 3.2). Los resultados obtenidos con RDA fueron

similares al envfit (datos no mostrados).
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Efecto Del Ambiente Y Del Manejo Forestal En La Comunidad Fungica En La
Aproximacion Espacial (ftem 3.1i)

Diversidad Y Aproximacidn Espacial

En la aproximacion espacial (FS vs FN en verano, n=16) se encontrd un total de
2019 OTUs, de los cuales el aproximadamente 47 % se compartieron entre ambos sitios
estudiados (Tabla 3.3). FS presentd una abundancia de secuencias (3568) y riqueza de
OTUs (495) mas elevadas que FN (3087 secuencias y 483 OTUs). Sin embargo, la
estimacion de la riqueza fue mds alta para FN (Figura 3.1y Tabla 3.3).

Para los valores de riqueza de OTUs observados y estimados (Chao1l), el modelo
gue mejor se ajusto a los datos considera los efectos de las variables de manejo forestal
(implantacién: raleo: raleo?) y las interacciones entre ellas, mientras que el sitio no tiene
efecto sobre los valores de riqueza (modelo N° 1 en Tabla suplementaria 3.4 Ay B). El
efecto del manejo forestal fue similar para ambas riquezas (observada y estimada). En
las parcelas implantadas hubo un aumento de la riqueza con el raleo bajo, y una
disminucion con los raleos altos: mientras que, en las parcelas no implantadas las
riquezas aumentaron en el raleo intermedio y disminuyeron con el raleo mas intenso
(Figura 3.6). Los indices de diversidad de Shannon y de equidad de Simpson fueron altos
para ambos sitios, siendo superiores para FS con matorral alto (Tabla 3.3), sin embargo
los andlisis de modelos para ambos indices no mostraron efecto de los sitios ni del

manejo forestal (implantacion: raleo: raleo?; Figura 3.6, Tabla suplementaria 3.4 Cy D).

Tabla 3.3. Pardmetros de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de la region Andino
Patagonica en la aproximacion espacial. Abundancia= como ndimero de secuencias; riqueza
observada= como nimero de OTUs; riqueza estimada= como nimero de OTUs estimados por
Chaol. FS= Foyel Sur verano, FN= Foyel Norte verano. Se presentan las medias y los desvios

estandar.

FS (n=8) FN (n=8)
Abundancia de secuencias 3568 £ 219 3087 £ 528
Riqueza observada 495 + 47 483 + 46
Riqueza estimada (Chao1) 658 + 67 664 + 57
Diversidad de Shannon (H) 5.01+0.24 497 +0.34
Equidad de Simpson (D) 0.98 + 0.007 0.97 £0.02
OTUs compartidos 957 (47 %)
Similitud de Bray — Curtis 0.57

94



Z

Riqueza observada (OTU's)
450 500 550

400

=z

Riqueza estimada (Chao1)
500 550 600 650 700 750 800

Capitulo 3: Comunidad Fungica Del Suelo Del Matorral

O« . _
_ A w7 A Figura 3.6. Andlisis de la
4 ® | comunidad fungica del
A
T N ° . matorral nativo de la region
] ge! Andino  Patagdnica en
3 °
g o |e a | relacion al manejo forestal
2 A en la aproximacion
| % © espacial. A) riqueza
é“ oA . observada  (OTUs); B)
- Riqueza estimada (Chaol);
A g1° C) indice de diversidad; y D)
— o A A

, , , , | ‘ , , , , | , | ‘ , — indice de equidad. Las
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 lineas representan las
predicciones del modelo

D)m con mejor ajuste; para los
] - A ’ . . .
S . N ® | indices de diversidad y de
[ ]
_ o | ¢ equidad se representa el
—_— [}
o° _ modelo  nulo.  Negro=
— M~ Y
N é’ 2 & | modelo y parcelas
2 © implantadas; gris= modelo
— o 7
g © |, y parcelas no implantadas;
- g & circulo= Foyel Sur (FS);
=2 o
2. R triangulo= Foyel Norte (FN).
— o
. C)I
_ & A
T T T T T T T \ © T \ T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Intensidad de raleo (%) Intensidad de raleo (%)

Parcelas no implantadas @ Foyel Sur
= Parcelas implantadas A Foyel Norte

95



Capitulo 3: Comunidad Fungica Del Suelo Del Matorral

Clasificacién Taxonédmica Y Aproximacion Espacial

Teniendo en cuenta los 2019 OTUs obtenidos, el 0.2 % no fueron asignados a
nivel de reino y el 8 % fueron clasificados taxondmicamente sdlo a nivel del reino Fungi.
De los restantes, 86 % de los OTUs y el 92 % de las secuencias, se clasificaron en
diferentes niveles, determinando 5 phyla, 18 clases (71 % OTUs y 79 % secuencias), 56
ordenes (63 % OTUs y 70 % secuencias), 105 familias (48 % OTUs y 59 % secuencias), 205
géneros (36 % OTUs y 43 % secuencias) y 198 especies (27 % OTUs y 36 % secuencias).

El analisis espacial en la composicion taxonédmica de la comunidad fungica reveld
que los phylum Basidiomycota predominan sobre los Ascomycota en ambos sitios, el 53
y 45 % de secuencias de Basidiomycota en FN y FS respectivamente y 38 y 43 % de
secuencias de Ascomycota en FN y FS respectivamente. El resto de los phyla no
superaron el 5 % de abundancia en ambos sitios (Figura 3.7). Las clases mas
representativas fueron Agaricomycetes (Basidiomycota) y Leotiomycetes (Ascomycota),
en ambos casos hay una mayor abundancia en el sitio de FN con matorral intermedio
gue en FS con matorral alto. Eurotiomycetes y Sordariomycetes (ambos Ascomycota)
son otros de los grupos con cierta representatividad similar en ambos sitios (Figura 3.7).
En cuanto a los érdenes, los dos mds abundantes fueron Agaricales (Agaricomycetes)
con 27 y 22 % de secuencias asignadas, en el matorral intermedio y alto
respectivamente, y Helotiales (Leotiomycetes) con 12 y 11 % de secuencias asignadas,
en FN y FS respectivamente. El resto de las clases presentaron abundancias menores al

10 % (Figura 3.7).
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El analisis multivariado (Tabla suplementaria 3.5) a nivel de phylum y en relacién
a las variables de manejo forestal (raleo e implantacién), sitios y caracteristicas quimicas
del suelo, no mostré correlaciones entre los phyla y las variables de manejo forestal. Sin
embargo se evidencia una correlacién entre phyla con los sitios (p = 0.001) y algunas
caracteristicas del suelo. FN se asocia a Basidiomycota y un aumento de la relaciéon C/N
(p =0.026), mientras que FS se caracteriza por tener mayor contenido de Ca (p = 0.001)
estd correlacionado con la abundancia de Zygomycota. Una mayor abundancia de
Ascomycota se acerca a valores mas altos de CE (p = 0.01) y N (p = 0.012) en el suelo
(Figura 3.7). El mismo analisis a nivel de clases no mostré efecto de las variables de
manejo forestal y los sitios, pero si con algunas propiedades del suelo. Un aumento de
Agaricomycetes y Tremellomycetes (ambos Basidiomycota) se correlacionan con una
aumento del P disponible en el suelo (p =0.036), mientras que, las clases Leotiomycetes,
Dothideomycetes y Eurotiomycetes (las tres Ascomycota) se correlacionan con al
aumento de la CE del suelo (p = 0.045; Figura 3.7). Considerando los érdenes, analizados
en el nivel de parcela, se observé correlaciones entre algunas caracteristicas quimicas
del suelo, pero no se evidenciaron correlaciones para los sitios y las variables de manejo.
Las caracteristicas quimicas del suelo que mostraron correlaciones fueron: la HG (p =
0.028) y la CE (p = 0.007; Figura 3.4). Los resultados obtenidos con RDA fueron similares

al envfit (datos no mostrados).

Gremios Ecoldgicos Y Aproximacion Espacial

Al igual que en el andlisis intraanual, cuando consideramos los dos sitios (FS vs
FN) los géneros y especies estuvieron pobremente representados en porcentajes de
OTUs (menos del 40 %) y secuencias asignadas (menos de 45 %), con respecto a los datos
totales.

Considerando esta limitacidn, la distribucién de géneros y especies se utilizd para
analizar los gremios ecolégicos de la comunidad fungica del suelo siguid estos patrones.
Los géneros mdas numerosos (con mas de 500 secuencias asignadas) en el matorral
intermedio fueron Hygrocybe (3272 secuencias), Geoglossum (575) y Cryptococcus
(535), representados principalmente por las especies Hygrocybe conica, Rickenella

mellea, Hygrocybe spp., y Geoglossum spp. (Tabla suplementaria 3.6). En el matorral
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alto, los géneros mas numerosos fueron Hygrocybe (1586 secuencias), Mortierella (996),
Cryptococcus (671), Cortinarius (565), llyonectria (520), y Clitopilus (502), representados
principalmente por las especies Hygrocybe conica, Mortierella verticillata, Cortinarius
spp., llyonectria rufa, Clitopilus hobsonii, Lecythophora mutabilis y Cryptococcus terreus
(Tabla suplementaria 3.6).

De los gremios ecoldgicos, los saprétrofos fueron el gremio ecolégico mas
abundante en ambos sitios (63 y 56 % en FN y FS respectivamente), seguidos por hongos
ectomicorricicos (13 y 18 %), y otros simbiontes (11 % en ambos sitios; Figura 3.8). La
asignacion a los hongos MA representé menos del 1 % del total de phyla y de la
asignacion del gremio ecoldgico en ambos sitios; los resultados no se incluyeron en este
analisis. El andlisis multivariado no mostré correlaciones entre los gremios ecoldgicos y
las variables de manejo forestal (raleo e implantacion), los sitios y las propiedades
edaficas (Figura 3.8 y Tabla suplementaria 3.5). Los resultados obtenidos con RDA fueron

similares al envfit (datos no mostrados).
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Caracteristicas Fisicoquimicas Del Suelo En Los Matorrales Nativos Y EI Manejo
Forestal

En la aproximacion intraanual (i) el suelo de FS fue ligeramente acido (5.5), con
valores promedio de CE de 110 puSimen cm™, HG de 25.13 %, N de 0.46 %, C de 7.51 % y
relacion C/N de 16.5. El P disponible fue 7.02 pg g de suelo y el porcentaje de Ca fue
de 0.31 %. Al comparar los parametros del suelo entre estaciones, los valores de otofio
para la HG, pH, CE y N total fueron mas altos que en verano (HG: p = <0.0001; pH: p =
0.0001; CE: p =0.0001; N: p = 0.02; Tabla 3.4). No hubo diferencias entre estaciones en
el porcentaje de C total y de Ca, en las relacién C/N, y el P disponible (C: p = 0.06; Ca: p
= 0.06; C/N: p = 0.46; P: p = 0.06; Tabla 3.4). La Unica variable de suelo que mostré
efectos relacionados con el manejo forestal fue el P disponible. Se observé que un
aumento en la intensidad del raleo en parcelas implantadas condujo a un aumento en
la cantidad de P disponible, mientras que en parcelas no implantadas los valores
disminuyeron cuando se intensifico el raleo (Figura 3.9).

En la aproximacién espacial (ii) se evidenciaron diferencias entre ambos sitios (FS
vs FN) en todas las propiedades del suelo (HG: p = 0.01; pH: p = 0.001; EC: p = 0.005; N:
p = 0.006; C: p = 0.04; C/N: p = 0.003; P: p = 0.0004; Ca: p = 0.0002; Tabla 3.5). EI P
disponible fue la Unica caracteristica del suelo que mostré efectos del manejo forestal,
y se encontré interaccion entre el raleo y la implantacién (p = 0.04). Se evidencid que en
parcelas implantadas al aumentar la intensidad de raleo condujo a un aumento en P
disponible del suelo, mientras que en las parcelas no implantadas los valores disminuyen

cuando se intensifica el raleo (Figura 3.9).
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Tabla 3.4. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo del matorral nativo de la region Andino
Patagonica en la aproximacion intraanual. FSO= Foyel Sur otofo; FSV= Foyel Sur verano. Se
presentan las medias y los desvios estandar.

FSO(n=8) | FSV(n=8) ! P
pH 5944033 | 517£009 |  0.0001
CE (uSimencm?) 1382243505 | 89.00£26.13 |  0.0001
HG (%) 32714546 | 19444289 |  <0.0001
C (%) 820£092 | 7.00£122 | 0.06
N (%) 0.50£0.07 | 043£008 | 0.02
c/N 167145 | 16354072 | 0.46
P (ngg?) 787+434 | 639298 | 0.06
Ca (%) 033:005 | 029:004 | 0.06

Tabla 3.5. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo del matorral nativo de la region Andino
Patagonica en la aproximacion espacial. FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte. Se presentan las medias
y los desvios estandar.

FS(n=8) | FN(n=8) | p
pH 5174009 | 573+035 | 0.001
CE (uSimencm?)  89+2313 | 53.36+12.25 | 0.005
HG (%) 194442389 | 14554288 | 0.01
C (%) 7+122 | 55+133 | 0.04
N (%) 043+008 | 03+007 | 0.006
C/N 16354072 | 1814122 | 0.003
P(ngg?) 639+298 | 133+09 |  0.0004
Ca (%) 029:004 | 019:004 | 00002
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Figura 3.9. Contenido de fésforo disponible del suelo (g g*) en relacién con las estrategias de
manejo forestal en matorrales nativos de la region Andino Patagdnica. A) aproximacion
intraanual, y B) aproximacion espacial. En ambos graficos se presenta la prediccidon del modelo
con mejor ajuste en relacién a la intensidad del raleo. En ambos graficos: negro= parcelas
implantadas; gris= parcelas no implantadas. En A): circulos= otofio; triangulos= verano. En B):
circulos y linea continua= Foyel Sur; tridngulos y linea punteada= Foyel Norte.

Discusidn
Descripcion Del Suelo Del Matorral

Cuando se analizé el efecto estacional en las caracteristicas quimicas del suelo se
revelaron diferencias en la HG, el pH, la CE y el N, relacionada principalmente con el
aumento de la lluvia en otofio. Mientras que el C, la relacion C/N, el P disponible y el Ca
no mostraron cambios estacionales estadisticamente significativos. Estudios previos en
suelos forestales de la regidn informaron diferencias estadisticas en el P disponible entre
estaciones (Diehl et al., 2008; Satti et al., 2007), lo que puede constituir otra diferencia
entre este bosque mixto y el bosque dominado por otras especies de Nothofagus.
Mientras que al analizar el efecto del manejo forestal, el P disponible fue el Unico
parametro del suelo que mostré diferencias significativas en ambas aproximaciones.
Varios estudios han demostrado que las caracteristicas quimicas vy fisicas del suelo se
modifican con los cambios en el uso del suelo (Bastida et al., 2019; Dube et al., 2009;
Klein et al., 2008; Lauber et al., 2008; McDowell y Stewart, 2006; Redel et al., 2015).
Entre ellos, el trabajo de Redel et al. (2015), en bosques de Nothofagus en el sur de
Chile, encontré una disminuciéon en las diferentes fracciones de P, en particular el
disponible, con la aplicacion del manejo forestal y otros cambios en el uso de la tierra.

En este trabajo se observo que la intensificacion del raleo condujo a una disminuciéon en
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el P disponible en las parcelas no implantadas, mientras que las parcelas implantadas se

evidencid un aumento del P con la intensificacion del raleo.

Descripcion General De La Comunidad Fungica Del Suelo

La abundancias de secuencias y de OTUs, la riqueza observada y estimada y la
diversidad (indice H y D) de la comunidad fungica en las parcelas control (sin manejo
forestal) tienen valores cercanos a cuando se consideran todas las parcelas (incluidos el

manejo y las parcelas control; Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Resumen de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de la region Andino
Patagonica en los distintos niveles de andlisis. Abundancia= como nimero de secuencias;
rigueza observada= como numero de OTUs; riqueza estimada= como numero de OTUs
estimados por Chaol.

Matorral/manejo ' Intraanual ' Espacial
(n=3) | (FSO-FSV;n=8) | (FS—FN;n=8)

Secuencias promedio 3566 | 3350-3568 |  3568-3087
Total de OTUs 1396 § 1848 § 2019
Riqueza estimada 626 | 661-658 |  658-664
Riqueza observada 465 | 475-495 | 495-483
Diversidad (Shannon; H) 4.5 | 495-501 |  497-501
Equidad (Simpson; D) 0.98 | 0.98-0.98 | 0.98-0.97
Similitud (BC) - 0.66 0.57

Los resultados de la riqueza estimada con las curvas de rarefaccidn, la cantidad
de OTUs compartidos y el indice de similitud permiten observar que las comunidades de
hongos son mas similares entre si cuando se analiza entre las estaciones contrastantes
(verano vs otofio) del mismo sitio, que entre sitios. Entre estaciones del mismo sitio se
compartieron mas de la mitad de las OTU (57 %) y el indice de similitud de Bray-Curtis
fue de 0.66; en tanto que si comparamos entre los dos sitios, los OTUs compartidos
fueron menos de la mitad (47 %) y el indice de similitud de Bray-Curtis fue 0.57. Estos
resultados son comparables a los citados por Purahong et al. (2015) en bosques
caducifolios templados (Fagus sylvatica) de la regién central de Alemania (estudiados
durante un afio completo, en cada estacién) donde encontraron que aproximadamente
el 44-55 % de los OTUs fungicas se compartian en bosques con diferentes tipos e

intensidades de raleo. En base a estos resultados es posible suponer que existe una
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comunidad fungica propia del sitio (ambiente) aun si comparamos sitios dentro de un
ecosistema similar, como es en este caso el matorral mixto de Foyel en la misma region
Andino Patagénica.

La riqueza observada y estimada (Chaol) de hongos del suelo no se ve afectada
por cambios estacionales ni espaciales, pero si se encuentra afectada por la
implementacion de las dos practicas de manejo forestal conjuntas (raleo e
implantacion). Nuestros resultados contradicen en parte a Goldmann et al. (2015)
quienes estudiaron diferentes estrategias de manejo forestal de Fagus sylvatica, Picea
abies y Pinus sylvestris en Alemania, descubrieron que, en general, el sitio de estudio y
el tipo de manejo forestal no tuvieron ningun efecto sobre la diversidad y riqueza de
hongos. Es importante observar que en este estudio el raleo, una accién extractiva que
genera disturbios, interacciona con la implantacion de especies arbdreas nativas, que
podria ser considerada como una actividad de remediacion. Por ello el efecto de esta
interaccion entre los dos tipos de manejo deberia ser tomado en cuenta para planificar
practicas de manejo, y evaluar cudl es la mejor opcién de acuerdo a los objetivos del
planeamiento propuesto. La importancia de mantener o aumentar la riqueza de OTUs
de la comunidad fungica se basa en el mantenimiento de las funciones y los SE que esta
comunidad aporta al ecosistema y a la sociedad.

El indice de diversidad de Shannon presentd valores relativamente altos (H = 4.9),
indicando que las comunidades presentan alta diversidad. Otros estudios en bosques de
la regién, abordados con metodologias dependientes de cultivo y en grupos de hongos
particulares, reportaron tendencias en los valores de diversidad diferentes a los de este
trabajo. Por ejemplo, Mestre et al. (2014) encontraron que la diversidad de levaduras
de suelo en el bosque de N. antarctica varié entre 1.57 y 2.32 y en bosque de N. pumilio
varid de 1.05 a 2.24. En el mismo sentido, Fernandez et al. (2018) obtuvieron valores de
diversidad entre 0.84 y 0.98 para la comunidad de hongos en bosques de N. pumilio
afectados por la caida de ceniza volcanica utilizando patrones de bandas obtenidos por
DGGE. Es dificil establecer comparaciones dada las diferentes metodologias aplicadas
en cada estudio, y el bajo nimero de estudios gendmicos de hongos en la regién del
bosque del Noroeste Andino-Patagdnico. Pero, a priori estos resultados sugieren que los

suelos de los matorrales mixtos tienen una alta diversidad de hongos y que es mayor a
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la que se ha estimado hasta el momento en otros bosques de Nothofagus de la region.
Es importante avanzar en esta hipdtesis ya que podria ubicar a los matorrales, como

reservorio o punto caliente de la diversidad de especies.

Clasificacion Taxonomica De La Comunidad Fungica Del Suelo De Los Matorrales

En general, hemos encontrado un alto nimero de secuencias 55 %) no
identificadas o que sdélo se pudieron asignar a niveles taxondmicos altos (reino, phylum
o clase). Este aspecto sugiere la existencia de un alto nimero de hongos de suelo no
descritos hasta el momento, y coincide con otros trabajos realizados en suelos forestales
(Buée et al., 2009; Truong et al., 2017a), y suelos de otros bosques de la regién Andino
Patagonica (Mestre, 2011). También es importante tener en cuenta que en la actualidad
se utilizan nuevos métodos de secuenciacion masiva (NGS), que podrian producir
anadlisis novedosos o mas detallados que los que se explicitan en esta tesis, utilizando
plataformas 454 de pirosecuenciacion (Roche) (Henrik Nilsson et al., 2011; Lindahl et al.,
2013; Oulas et al., 2015).

Los phyla mas abundantes fueron Ascomycota y Basidiomycota. Estos hongos
predominan también en los suelos forestales de la region Andino Patagdnica; en
bosques de N. alpina en Neuquén predominan los hongos Basidiomycota (Fernandez et
al., 2020), mientras que en bosques de N. pumilio en Tierra del Fuego predominan los
Ascomycota (Eliades et al., 2019); y otros bosques forestales del mundo (Jumpponen et
al., 2010; Marin et al., 2017; Tedersoo et al., 2014; Voriskova et al., 2014). En la regién
se citan los mismos registros, con abundancia de levaduras de ambos filos en suelos de
bosques de N. pumilio y N. antarctica (Eliades et al., 2019; Mestre et al., 2014) y de alta
montafia (Duo Saito et al., 2018), en frutos de N. nervosa (Fernandez, 2012) y en
ambientes acuaticos (de Garcia et al., 2012; Duo Saito et al., 2018; Libkind Frati, 2006).
Muchos de estos grupos de hongos estdn asociados con funciones relacionadas con el
suelo y las plantas, por ejemplo: los saprdtrofos intervienen en la agregacion y
formacién del suelo, en los ciclos geoquimicos, y en la degradacion de compuestos
orgdnicos (Augé, 2001; Caravaca et al., 2002; Van Der Heijden etal., 1998); y los
simbiontes, como las micorrizas en el aporte de nutrientes y agua a las plantas (Moreira

y Siqueira, 2006; Peterson et al., 2004; Read, 1999; Smith y Read, 2008).
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Con respecto a los Glomeromycota en este trabajo no se ha considerado en los
analisis, ya que suponemos que estos datos estan subestimando lo que podria ocurrir
en el suelo del matorral. Estos hongos son simbiontes obligados de plantas y forman
asociaciones micorricico arbusculares (Schubler et al., 2001) con la mayoria de las
plantas presentes en los estratos arbustivo y herbaceo del matorral mixto y del bosque
de la region (Fernandez et al., 2012; Fontenla et al., 2001, 1998; Godoy y Marin, 2019;
Veldzquez et al., 2016). La baja representacion de secuencias de este grupo (<1 %) se
deberia al tipo de cebadores utilizados para amplificar el ITS (ITS1F e ITS2) ya que no son
eficientes para este phylum (Schoch et al., 2012; Stockinger et al., 2010).

En términos de phylum en las parcelas control (sin manejo) abundan los
Basidiomycota y Ascomycota con valores cercanos al 50% (47 y 43% respectivamente),
seguido de los Zygomycetes (4%). La abundancia de ambos phyla no presentaron
relacién con la estacionalidad, pero si se encontré relacion con la espacialidad. Sin
embargo, cuando analizamos la dominancia de los dos phyla abundantes, entre
Basidiomycota y Ascomycota tiende a depender de factores relacionados con la
estacionalidad. Entre las estaciones se observé una tendencia a la inversion: los hongos
Ascomycota son mds abundantes en otofio, mientras que Basidiomycota lo son en
verano. En tanto que, en el verano, los Basidiomycota dominaron ambos sitios de
matorral, alto e intermedio; y se relacionan con el aumento de la relacion C/N. En
relacion a estos resultados, los analisis de estructura de la comunidad (NMDS)
evidenciaron que los Ascomycota se relacionan con el aumento del N y CE. Los
Zygomycota se correlacionan con las parcelas de mayor contenido de HG y Ca. Estudios
realizados en ambos hemisferios han encontrado que los Ascomycota son el phylum
dominante en sitios frios como en turberas boreales y suelos aledafios a glaciares en el
sur de la Cordillera de los Andes (Duo Saito et al., 2018; Thormann, 2006). En relacién a
esto, se ha observado que los Ascomycota parecen ser mas tolerantes al estrés (Cho et
al., 2017; Sterkenburg et al., 2015) pero tienen capacidades de descomposicion mas
bajas que los Basidiomycota (Sterkenburg et al., 2015).

En términos de clases, en general, en los matorrales el mayor nimero de
secuencias se asignd a la clase Agaricomycetes, seguido de Leotiomycetes y

Sordariomycetes; en menor abundancia se encontraron Eurotiomycetes y
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Dothideomycetes. En bosques de Nothofagus en Chile, Marin et al. (2017) mencionan
que los tipos de hongos mas abundantes fueron Agaricomycetes, Dothideomycetes y
Sordariomycetes. Mientras que, en el suelo desnudo cercano a glaciares de la regién
andina, Duo Saito et al. (2018) mencionan como taxén mas abundante a Leotiomycetes,
seguidos por Sordariomycetes, Dothideomycetes y Eurotiomycetes. En su estudio
global, Tedersoo et al. (2014) encontraron que la clase Leotiomycetes presentd un pico
de rigueza hacia los polos, en regiones mads frias; en tanto que, Agaricomycetes y
Tremellomycetes presentaron picos de riqueza en latitudes medias. Nuestros resultados
podrian superponerse parcialmente a este comportamiento global, considerando la
latitud y las condiciones climaticas del area.

Con respecto a los analisis de estructura de la comunidad (escalamiento
multidimensional), se encontraron asociaciones entre las clases, las estaciones, y
algunas caracteristicas quimicas del suelo. En otofio un aumento en el niumero de
secuencias de Leotiomycetes, Sordariomycetes, y Tremellomycetes, esta asociado al
aumento de HG, CE y pH; mientras que un aumento de la clase Agaricomycetes,
Dothideomycetes y Eurotriomycetes se asocian al verano. Estos resultados son
coincidentes con los de Marin et al. (2017). En la comparacion entre sitios, se evidencia
una diferenciacion entre las clases en ambos sitios de matorrales muestreados, y que
estan relacionados con los gradientes de CE, Ca, P y la relacién C/N del suelo. Tedersoo
et al. (2014) evidenciaron que las variables climaticas tienen un fuerte efecto sobre la
riqueza de hongos, estos efectos se atribuyen a efectos directos del clima como a efectos
indirectos por la alteracidn de las condiciones edaficas.

Los 6rdenes mas abundantes en general, en las distintas condiciones, fueron
Agaricales y Helotiales, seguidos de Mortierellales y Filobasidiales. Agaricales, Helotiales
y Mortierellales presentaron altos porcentajes de abundancia en otros trabajos (Lim et
al., 2010; Sterkenburg et al., 2015; Truong et al., 2019; Zhang et al., 2016), y el orden
Agaricales tienen una gran diversidad de hongos en los Bosques patagdnicos de
Nothofagus en comparacion con los bosques europeos de Fagus (Godoy y Marin, 2019;
Marin et al., 2017) Las propiedades quimicas del suelo, como la HG, CE, C, Ny P
disponible, fueron modeladores de la comunidad fungica a diferentes niveles

taxondmicos.

107



Capitulo 3: Comunidad Fungica Del Suelo Del Matorral

Gremios Ecoldgicos De La Comunidad Fungica Del Suelo De Los Matorrales

En general, los géneros con mayor nimero de secuencias en los matorrales
fueron Hygrocybe, Mortierella y Cryptococcus. En ambas estaciones se encontraron
también Ilyonectria y Lecythophora como géneros abundantes; ademds en otofio se
encontraron abundancias altas de Trichocladium. También abundan en FS (matorral
alto) en verano los géneros Cortinarius, Clitopilus y Geoglossum, mientras que en la
misma estacion en FN (matorral intermedio) abunddé Geoglossum. El género Hygrocybe
fue descrito como saprétrofo-simbiotrofo (Halbwachs et al., 2013; Lodge et al., 2014;
Seitzman et al., 2011; Tello et al., 2013). Los géneros Clitopilus, Geoglossum, Mortierella
y Trichocladium fueron clasificados como saprétrofos (Tedersoo et al., 2014; Truong et
al., 2019). Las especies del genero llyonectria se han encontrado en raices de una gran
variedad de plantas, como en especies de Cyclamen, Lilium, Pseudotsuga, Quercus, Vitis
y otras, comportandose como patdgeno y siendo responsables de la enfermedad de
pudricion de la raiz (Cabral et al., 2012; Chaverri et al., 2011) y también se han citado
como endofitos en plantas asintomaticas (White et al., 1962). Se ha encontrado que las
levaduras del género Cryptococcus se asociaron con ciclos de nutrientes del suelo y con
plantas, actuando como promotores del crecimiento de las plantas (Cloete et al., 2009;
Mestre et al., 2016). Mientras que los hongos del género Lecythophora se asocian a
plantas como hongos endéfitos septados oscuros (Taylor et al., 2014) y los del género
Cortinarius forman ectomicorrizas (Fernandez et al., 2015; Rinaldi et al., 2008; Tedersoo
etal., 2010a).

La mayoria de las secuencias se relacionaron principalmente con los gremios:
saprotrofos y simbiontes, y en particular hongos ectomicorricicos. El andlisis de
escalamiento multidimensional asocia a los gremios con las estaciones y algunas
propiedades edaficas. En particular en el otofio se encontraron mayor abundancia de
hongos fitopatégenos (y endodfitos), relacionado con el aumento de la abundancia de
especies del genero llyonectria, esto se correlaciona con el aumento de la HG, la CE, el
Cy el N. Mientras que los hongos EcM se asocian al verano, reflejando el aumento de la
abundancia de especies del genero Cortinarius, uno de los géneros mas abundantes en
los bosques de Nothofagus (Hewitt et al., 2018; Truong et al., 2019). En trabajos previos,

se encontraron correlaciones positivas entre la composicidn de la comunidad de hongos
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EcM vy caracteristicas edéficas, como el pH, la HG y los niveles de nutrientes (Cox et al.,
2010; Paul, 2015; Taylor et al., 2000; Tedersoo et al., 2014; Toljander et al., 2006).

El estudio a nivel de gremios en este trabajo es limitado dada la baja
representatividad de los niveles taxondmicos de género y especies. Es necesario para
obtener resultados mads representativos realizar identificaciones adicionales o utilizar
nuevas metodologias de identificacion. También es necesario considerar, para que las
proporciones de los gremios sean concluyentes, a los hongos micorricicos arbusculares.
Particularmente porque todas las parcelas tienen un sotobosque con abundantes y
diversas especies de plantas asociadas a MA y con una importante cobertura del suelo.
Otro aspecto metodoldgico a tener en cuenta es el alcance de la plataforma FUNGuild,
usada en este trabajo para evaluar los gremios ecoldgicos. Esta asignacion depende de
la identificacién taxondmica precisa de las secuencias y la determinacion de la funcién
ecolégica de cada hongo (en sus distintos niveles taxondmicos) que conforman la base
de datos utilizada para esta asignacién; por ello los autores pretenden que esta base de
datos se actualice constantemente y continde en construccién (Nguyen et al., 2016). En
este trabajo y usando esta base de datos muchos OTUs se colocaron en el grupo no

asignado o con asignacion posible.

Efecto Del Manejo Forestal Sobre Las Comunidades Fuingicas

La mayoria de los parametros analizados no han mostrado efecto producido por
el manejo forestal. Sin embargo, si se han encontrado cambios relacionados con las
propiedades edaficas. Estos resultados son importantes ya que, a un afio de instaladas
las practicas de manejo forestal, nos permite observar que: por un lado, las
comunidades fungicas del suelo son capaces de responder de forma dinamica a los
cambios producidos por el uso de la tierra, como lo ha mencionado previamente por
Richter et al. (2018). Ademads, se debe tener en cuenta que las practicas de manejo
forestal podria tener un efecto indirecto sobre las comunidades fungicas, modificando
las caracteristicas edaficas, como lo afirmd Lauber et al. (2008).

La riqueza de OTUs fue la Unica variable de la comunidad fungica que evidencio
efecto directo del manejo forestal, presentando patrones de respuesta variables con el

tipo de manejo forestal aplicado; estos efectos también fueron encontrados por otros
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autores (Eliades et al., 2019; Goldmann et al., 2015; Grilli et al., 2017; Purahong et al.,
2015). Mientras que el manejo forestal no modificé la diversidad fungica, resultado
similar obtuvieron Eliades et al. (2019) en suelos de bosques de N. pumilio con diferentes
tipos de manejos forestales y diferentes tiempos de desde las intervenciones. Es por lo

gue proponemos a la riqueza de OTUs como un posible bioindicador del manejo forestal.

Conclusiones

Los matorrales en estudio se caracterizan por tener mayor abundancia de
hongos Agaricales (Basidiomycota, Agaricomycetes) y Helotiales (Ascomycota,
Leotiomycetes). Los géneros mads numerosos fueron Hygrocybe, Mortierella y
Cryptococcus, y las especies: Hygrocybe conica, Clitopilus hobsonii, Mortierela
verticulata, llyonectria rufa y Cryptococcus terrus. Siendo la mayoria hongos saproéfitos
y simbiontes, entre los que destacan los hongos ectomicorricicos. Ademas, existen gran
numero de hongos nuevos o no identificados, destacando la importancia de estos
entornos y la necesidad de ampliar su estudio por métodos clasicos y moleculares. Estos
resultados y la inclusién de los Glomeromycota podrian ampliar la estructura de
comunidad fungica acd analizada.

Cuando se analizaron ambas aproximaciones (intraanual y espacial), los
matorrales presentaron algunos cambios en la comunidad fungica con respecto a las
estaciones contrastantes (otofio y verano), a los sitios con un desarrollo ligeramente
distinto del matorral (alto e intermedios), y con algunas caracteristicas del suelo. La
composicidn taxondmica de la comunidad fungica del suelo es mas disimil entre sitios
(FS vs FN) que entre estaciones. Mientras que el andlisis de estructura de la comunidad
muestra cambios a diferentes niveles taxondmicos y gremios ecolégicos; siendo la HG,
el pH, 1a CE, el Cy el N las caracteristicas principales del suelo asociadas a la estructura
de la comunidad fungica.

Cuando se considerd el manejo forestal, la Unica variable de la composicién de
la comunidad fungica del suelo que respondié en forma diferencial en este disturbio fue
la riqueza de OTUs, tanto observada como estimada por Chaol. En general, en los
analisis de diversidad (indices de Simpson y Shannon) y la clasificacién taxondmica de la

comunidad flngica no se vieron afectadas por este disturbio antrdpico.
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Este trabajo se realizé un afio después del manejo experimental, las parcelas con
distintos manejos presentaron en general comunidades de hongos similares, pero se
deben observar algunas tendencias asociadas con la interaccidn de la estacion, el suelo
y los dos manejos. La riqueza de hongos podria ser utilizada como un pardmetro
bioindicador, siendo necesario corroborar esta hipétesis. Futuros estudios en afios
posteriores, considerando otros aspectos como la vegetacion, el uso y las funciones del
sistema, nos permitirdn evaluar si algunos de estos cambios son bioindicadores

tempranos del uso y manejo sostenibles.
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Introduccion
Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas (EcM) son una asociacidn simbidtica entre un hongo y una
planta capaz de incrementar la aptitud de uno o ambos organismos involucrados, siendo
una relacién de suma importancia en la produccion vegetal y en procesos
biotecnoldgicos. La simbiosis EcM evoluciond en distintas ocasiones, hace
aproximadamente 200 millones de afios (Selosse y Le Tacon, 1998; Taylor y Alexander,
2005), y se cree que a partir de una amplia gama de hongos saprofitos (Hibbett et al.,
2000). Los hongos que forman esta asociacidn pertenecen, principalmente, a los Phylum
Basidiomycota y Ascomycota (Tedersoo, May y Smith, 2010), e involucra alrededor de
335 géneros de plantas, mayoritariamente arbdreas (Brundrett y Tedersoo, 2018;
Steidinger et al., 2019).

La simbiosis EcM se forma en las raices finas de la planta y la modifica
morfoldgicamente, en la parte externa de la raiz se desarrolla el manto formado por
varias capas de hifas fungicas, mientras que en el interior de la corteza radical se forma
la red de Hartig que constituye el drea de contacto entre el hongo y la planta y permite
la transferencia eficiente de metabolitos (Peterson et al., 2004; Smith y Read, 2008).
Estas estructuras tienen un contacto limitado con el sustrato, sin embargo la presencia
del micelio extraradical, constituido por hifas emanantes y rizomorfos, incrementan
significativamente el volumen de sustrato explorado y explotado por el hongo, y es
donde ocurre principalmente la absorcion de nutrientes (Read, 1999; Smith y Read,
2008). Las caracteristicas del manto, la red de Hartig y el micelio extraradical conforman
una estructura llamada “ectomorfotipos” y son para caracterizar y clasificar el hongo
gue forma la EcM (Agerer, 1987).

La simbiosis micorricica mejora el estado fisioldgico de las plantas y su capacidad
de acceder a recursos antes no disponibles, aumentando su vigor y capacidad
reproductiva. Esto se debe a que el hongo incrementa el transporte de agua y nutrientes
hacia la planta a partir del micelio extraradical que desarrolla en el suelo circundante a
la raiz (Peterson et al., 2004; Smith y Read, 2008). De esta forma, las micorrizas brindan
a las plantas acceso a fuentes de nutrientes que de otra manera serian inaccesibles para

ellas, ya sea porqgue se hallen en baja concentracién, que presentan movilidad reducida
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(como P, S, Zn y Cu) o que estén en formas quimicas no disponibles (como fuentes
orgdanicas) (Moreira y Siqueira, 2006; Peterson et al., 2004; Smith y Read, 2008). Se ha
demostrado que el efecto de las EcM sobre el incremento de la aptitud vegetal y de la
adquisicion de nutrientes difiere entre especies de hongos e incluso entre cepas de una
misma especie (Burgess et al., 1993). Las micorrizas también afectan al hospedador
generando cambios en el tamafio, la longevidad y la forma del sistema radical. Ademas,
le brinda resistencia frente a diferentes patégenos, como bacterias, nematodos y otros
hongos, y es por ello que se proponen como potenciales biocontroladores de distintas
enfermedades vegetales (Read, 1999).

En el suelo, las micorrizas modifican la composicidn fisicoquimicas del suelo que
esta en intimo contacto con ellas y la biota presente en él debido a la liberacion de
exudados tanto radicales como fungicos, esta modificacion determina un nuevo
micrositio denominado micorrizésfera (Barea et al., 2002; Calvaruso et al., 2007).
Ademas de esta modificacion en el entorno de la micorizdsfera, los hongos del suelo, y
en este caso lo hongos ectomicorricicos, participan activamente en la conformacién de
la estructura del suelo, ya sea por la red de hifas que ayudan a la aglomeracidon de las
particulas edaficas como por la liberacion de compuestos extracelulares que acttdan
como cementantes (Paul, 2015; Ritz y Young, 2004). También participan activamente en
la degradacién de la materia organica, la movilizacién y el ciclado de los nutrientes.
Algunas especies de hongos EcM, como las de los géneros Russula y Lactarius, son
capaces de producir enzimas extracelulares (como fenoloxidasas) y de degradar lignina
y otras macromoléculas complejas (Smith y Read, 2008). Ademas los hongos, y en
particular los hongos EcM, son capaces de adquirir P desde formas no disponible por la
produccién de enzimas fosfatasa, acidos organicos de bajo peso molecular (como
oxalatos) (Jennings, 1995; Plassard et al., 2011), y siderdéforos (Lee Taylor y Sinsabaugh,
2015; Reid et al., 1985).

Ectomicorrizas Y Manejo Forestal
Como se menciond en capitulos anteriores los disturbios ocurridos en un
ambiente modifican los distintos factores bidticos y abidticos, estas modificaciones

pueden ser positivas, neutras o negativas; reversibles o irreversibles; segln el caso
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(Goldmann et al., 2015; Kardol y Wardle, 2010; Purahong et al., 2015; Tedersoo et al.,
2014). Los hongos EcM también estan sujetos a estas modificaciones, y el abordaje de
su estudio ha considerado diversas perspectivas (morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas,
productivas) y ha incluido distintas aproximaciones metodoldgicas tanto por métodos
tradicionales como por métodos moleculares (Tabla 1.1).

De estos trabajos, diversos autores sefialan que la comunidad de hongos EcM
fue afectada negativamente por el manejo forestal (Goldmann et al., 2015; Jones et al.,
2003; Varenius et al., 2016), y relacionan esta modificacién con cambios en el pH y la
relacion C/N del suelo (Goldmann et al., 2015), y cambios en la comunidad vegetal
(Jones et al., 2003; Luoma et al., 2004). Estos cambios en la comunidad de hongos EcM
se pueden mantener, incluso después de 50 afios de transcurrido el manejo forestal,
afectando la frecuencia de algunas especies fungicas (Varenius et al., 2016). Una practica
propuesta para mitigar los efectos negativos de los manejos forestales extractivos
intensivos (raleo de la cubierta vegetal) es dejar parches de bosque remanente sin
cortar. Se ha observado que las comunidades de hongos EcM en estos parches, son mas
similares a los bosques no manejados que a las areas sin vegetacién producto de la
extraccién (Cline et al., 2005; Hewitt et al., 2018; Jones et al., 2008; Varenius et al.,
2016). Estos sitios proporcionan condiciones favorables para el resguardo de
comunidades microbianas hasta 10 o 20 afios después de la cosecha (Varenius et al.,
2016); el resguardo depende del tamafio del parche y la distancias entre ellos, siendo
menor en islas arbéreas mas pequenas y aisladas (Peay et al., 2007). Los estudios
orientados a entender cdmo estos manejos forestales pueden repercutir en las
comunidades microbianas del suelo en los ambientes de bosque o de matorrales de
Patagonia son escasos e incipientes. En bosques de N. pumilio de Tierra del Fuego la
comunidad de hongos EcM fue afectada negativamente en aquellas parcelas de bosques
raleadas (Hewitt et al., 2018); sugiriendo que, al igual que en el hemisferio Norte, el
resguardo de la comunidad fungica en parches intactos (sin ralear) puede ser una

estrategia para aplicar en planes de manejos forestales.
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Ectomicorrizas En Entornos Forestales Y De Produccion

La simbiosis EcM constituye un componente importante de los ecosistemas
forestales en las zonas de clima boreal, templado y mediterrdneo, en estas regiones se
encuentran asociados con arboles que pertenecen a las familias Pinaceae, Fagaceae,
Tiliaceae, Betulaceae y Myrtaceae (Courty et al., 2010). La mayoria de estas plantas son
lefiosas perennes de gran importancia ecoldgica y econdmica, al ser componentes
dominantes de los ecosistemas forestales en gran parte de la superficie terrestre (Taylor
y Alexander, 2005).

En los Bosques Andino Patagodnico cerca del 70 % de las especies vegetales
presentan infeccién micorricica (Diehl et al., 2008, 2003; Fontenla et al., 2001, 1998;
Godoy y Romero, 1994). Las especies de coniferas nativas (Araucaria araucana,
Austrocedrus chilensis y Fitzroya cupressoides) y otras especies arbdreas y arbustivas,
como Azara mycrophylla, Bereberis buxifolia, Maytenus boaria, M. chubutensis, Ribes
magellanicum y Schinus patagonicus poseen micorrizas arbusculares (Diehl et al., 2008;
Fontenla et al., 1998, Godoy y Romero, 1994). Mientras que, los individuos
pertenecientes al género Nothofagus se caracterizan por presentar colonizacion de tipo
EcM (Diehl et al., 2008, 2003; Fernandez et al., 2015, 2013; Flores et al., 1997; Horton
etal.,2017; Tedersoo et al., 2013; Truong et al., 2017b). Estas especies arbdéreas ademas
de formar parte de nuestro patrimonio natural, presentan un valor econémico y
productivo importante.

N. antarctica (Nire) es una especie forestal nativa que se caracteriza por su gran
plasticidad fisioldgica, adaptandose a una gran variedad de condiciones ambientales
(Ramirez et al., 1985; SAyDS, 2005); en la provincia de Rio Negro estas especies forman
bosques bajos que pueden ser mixtos o no, algunos en areas protegidas, y ademas son
una de las especies forestales que predominan en sitios de matorrales (SAyDS, 2007).
Como se mencioné anteriormente, en el Capitulo 1, los matorrales han estado
histéricamente expuestos a procesos de explotacion y brindan productos madereros de
importancia econémica y social (postes y lefia), N. antarctica es una de las especies mas
afectadas (Martinez Pastur et al., 2008). Desde el punto de vista de la construccion, los
troncos obtenidos de esta especie son tortuosos y con frecuencia presentan pudriciones

en los centro, esto implica el uso de piezas cortas y de poca escuadria o el empleo de
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sistemas de uniones/encastres para lograr las piezas deseadas, para muebles o parte de
viviendas (Peri y Ormaechea, 2013). Sin embargo, el INTA Santa Cruz esta trabajando en
el marco del proyecto “AgroValor en bosques nativos de Nire en Patagonia, hacia un uso
integral y sustentable”, es llevado adelante en el marco de la Ley de Bosques Nativos de
la provincia, implementada por el Consejo Agrario Provincial (CAP), y entre sus objetivos
se pretende aumentar el valor agregado de esta madera desarrollando diversos
productos como muebles, utiles y artesanias, juguetes, y joyeria (Peri et al., 2020).

Por otra parte, el INTA EEA Bariloche esta llevando a cabo proyectos cuyos
objetivos son desarrollar conocimientos y tecnologias necesarias para la produccion de
especies forestales nativas, ajustando las técnicas de produccién y de establecimiento

en bosques nativos (http://inta.gob.ar/unidades/811000/forestales). Estos trabajos se

focalizan principalmente en el cultivo de N. alpina®, N. obliqua y N. pumilio, especies
nativas arbdreas que destacan por sus potencialidades productivas, la alta calidad de su
madera y sus diferentes utilidades. La madera de estas especies es bien cotizada y su
valor en general alcanza entre 3 y 4 veces por encima del de la madera obtenida de
especies exoticas en la regidon (Puntieri et al., 2013). Actualmente, la extraccién de
madera de las especies mencionadas procede en su totalidad de poblaciones naturales,
las que han decrecido notablemente en extension en el ultimo siglo (Puntieri et al.,
2013). Los disturbios antrépicos y naturales que tienen estas masas boscosas (incluidos
los matorrales) y la comprension de como los afectan los distintos manejos forestales,
son razones que indican que el desarrollo productivo forestal de estas especies requiere
de tratamiento particular.

Una manera de disminuir el impacto sobre el bosque nativo y de proveer madera
de alta calidad a los mercados es desarrollando el proceso de domesticacidn y cultivo de
estas especies forestales autdctonas. La domesticacidn se refiere a la forma en la que se
seleccionan, manejan y propagan especies arbdreas a fin de incrementar su tasa de
crecimiento, la resistencia a patégenos o distintos factores de estrés (Simons y Leakey,
2004). El mejoramiento de las practicas de produccién, domesticacién y la obtencion de
plantines de buena calidad forestal ayudaria a fomentar la actividad forestal con

especies nativas. Favorecer estos modelos productivos forestales evitaria los problemas

3 También suele encontrarse en la bibliografia como N. nervosa.
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ambientales asociados a las plantaciones de coniferas exéticas, ampliamente extendida
en la region, tales como la fragmentacién del habitat, alteraciones de las caracteristicas
propias del suelo, la eliminacion del sotobosque y un mayor riesgo de plagas,
enfermedades e incendios (Gallo, 2006; Rivas et al., 2009; Varela et al., 2008). Es por
esto que, la produccidn de plantines, de especies nativas de importancia forestal, de
mejor calidad es un punto clave para el crecimiento, desarrollo de las plantas y para

fomentar la actividad forestal.

Ectomicorrizas En Ambientes Forestales

Como se ha planteado en capitulos anteriores y en este capitulo, la asociacién
micorricica genera una serie de ventajas adaptativas para la planta hospedadora (Read,
1999; Peterson et al., 2004; Moreira y Siqueira, 2006; Smith y Read, 2008). En otras
regiones del mundo, es frecuente tener en cuenta a esta simbiosis micorricica en la
produccién en viveros forestales, mientras que, en Argentina es una practica poco
extendida. La inoculacién o el enriquecimiento natural con esta simbiosis persigue el
objetivo de reducir la cantidad de fertilizantes y pesticidas quimicos, aumentar la
resistencia a condiciones de estrés y patdgenos, y favorecer el estado nutricional de las
plantas. Estudios realizados en diferentes especies forestales han descrito que la
inoculacidn en el vivero aumenta el crecimiento de las plantas y el rendimiento cuando
se plantan en el campo (Chakravarty y Chatarpaul, 1990; Pera et al., 1999; Kernaghan et
al., 2003; Quoreshi, 2003; Parladé, 2005; Rincdn et al., 2005; Rincon et al., 2007; Smith
y Read, 2008; Oliveira et al., 2010; Fernandez et al., 2013). Estos trabajos han concluido
gue la simbiosis micorricica es un factor importante para determinar el vigor y la calidad
de las plantulas producidas en viveros forestales, reduciendo el estrés generado por el
trasplante e incrementando las posibilidades de desarrollarse exitosamente en sistemas
naturales, incluso bajo condiciones adversas. Es por esto que las EcM son aplicadas en
viveros forestales de diferentes lugares del mundo para mejorar el desempeno de las

plantas que producen.
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Objetivos Especificos

Objetivo especifico 3: Describir y estudiar la simbiosis ectomicorricica en especies
lefiosas nativas de la regién Andino Patagdnica de importancia forestal; y evaluar la
relacidn de estos con el ambiente y el manejo forestal experimental.

Objetivo especifico 4: Describir y estudiar la simbiosis ectomicorricica en
plantines de Nothofagus en distintos ambientes y formas de produccidn y con distintas
procedencias de semillas, con énfasis en la importancia del proceso de produccién y

puesta en valor dentro del plan de manejo forestal.

Materiales Y Métodos

Para estudiar la simbiosis micorricica de especies lefiosas nativas del bosque
Andino Patagdnico se plantearon tres abordajes de andlisis: 1. Ambiente natural; 2.
Ambiente de produccidn; 3. Interaccion entre el ambiente productivo y el natural.

1. Ambiente natural; micorrizacion caracteristica del matorral y efecto del
manejo en individuos adultos: se evalud el comportamiento micorricico y el efecto del
manejo (raleo e implantacién) en el matorral nativo de individuos adultos de N.
antarctica establecidos en forma natural. En este abordaje se utilizaron los tres sitios de
matorral: FS (matorral alto), FN (matorral intermedio), y LR (matorral bajo); descritos en
el Capitulo 1 (Descripcion General Del Area De Matorral Y Sitios De Estudio). Se
consideraron como variables explicativas de la colonizacidn micorricica: los sitios, las
caracteristicas quimicas del suelo y el manejo forestal (raleo e implantacidn). Los sitios
hacen referencia al matorral como ambiente, y a las caracteristicas intrinsecas
(condiciones climaticas, geograficas y la vegetacidn) propias de cada uno de ellos.

2. Ambiente de produccidn, micorrizacidn caracteristica en plantines de
vivero: se evalud la ectomicorrizacidn de distintas especies de Nothofagus producidos
en viveros, referentes en la regién, y con distintas formas de produccion (Tabla 4.1): i)
plantines producidos en los viveros de la Universidad Nacional de Rio Negro (UNRN) y el
Vivero Forestal Bosques Patagodnicos (FBP), que en general utilizan métodos de
produccién tradicionales; y ii) plantines producidos en el vivero de la EEA INTA Bariloche,

donde se aplican tecnologias de produccion con fertirriego, para aumentar la eficiencia
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(entiempo y tamaiio de los plantines) del cultivo (Pastorino, en prensa; Schinelli Casares,
2012).

3. Interaccion entre el ambiente productivo y el ambiente natural,
micorrizaciéon en plantines producidos en vivero y efecto del manejo (= ensayo de
interaccidn): se evalué la micorrizacidon en plantines producidos en vivero y luego de
establecidos en el ambiente natural. Para este ensayo se utilizaron los plantines de N.
alpina procedencia Tromen y N. obliqua procedencia Pilo Lil del item 2.ii) de la EEA INTA
Bariloche (Tabla 4.1). En este “ensayo de interaccién” a mediano plazo se considerd
como ambiente de produccion al vivero forestal de INTA Bariloche, y como ambiente
natural el matorral alto de FS en las parcelas implantadas. Se evalué el comportamiento
micorricico y el desarrollo de los plantines en dos momentos: primero cuando se
retiraron del vivero para ser trasplantados (T1), y segundo a los cuatro afios de que
fueron trasplantados y establecidos bajo condiciones naturales en el matorral (T2).
También se analizd la respuesta al manejo forestal (raleo); estableciendo relaciones con

la produccidn, el trasplante y el crecimiento de los plantines.

Muestreos Y Ensayos

Para el estudio de la micorrizacion en adultos en el ambiente natural del
matorral y el efecto del manejo (item 1) se colectaron muestras de tres individuos
adultos de N. antarctica establecidos de forma natural en los tres sitios de matorral (FS,
FN y LR) y en cada parcela (n= 3 individuos x 8 parcelas x 3 sitios = 72). Se analizaron por
Unica vez el primer afio de establecido el manejo. Los individuos se seleccionaron
aleatoriamente, considerando que se encuentren a mas de 10 m de distancia entre ellos
y ubicados en distintas areas de las parcelas. En cada individuo se seleccionaron tres
puntos equidistantes entre si en un radio no superior a los 50 cm del tronco. En estos
puntos se retird la hojarasca y se extrajo con sacabocado una submuestra de los
primeros 15 cm de suelo con raices. Estas tres submuestras conformaron una muestra
conjunta por individuo (n= 72). Las muestras se conservaron a 4 °C hasta su
procesamiento, antes de 20 dias de transcurrido el muestreo. Para evaluar la frecuencia
de micorrizacidén las raices se separaron del resto del suelo utilizando un tamiz de 5 mm,

y se lavaron cuidadosamente con agua corriente. La comunidad EcM se evalud
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considerando: el porcentaje de colonizacidn total, la presencia, riqueza y abundancia de
ectomorfotipos (ver: Capitulo 4, Andlisis De La Simbiosis EcM).

Para el analisis de micorrizacion de ambientes de produccién (item 2) se
utilizaron plantines de dos a seis afilos de N. alpina, N. antarctica, N. dombeyi, N. obliqua,
y N. pumilio provenientes de tres viveros de la regidn. La disponibilidad de las especies,
la edad, la procedencia de la semilla y la forma de produccién dependié de cada vivero
y representa la disponibilidad regional en un momento dado (Tabla 4.1). Se utilizaron
aproximadamente entre tres a cinco plantines por especie/procedencia/edad y vivero
(n= 62 plantines en total). Los plantines fueron analizados en el momento que se
retiraron del vivero; la mayoria en Julio del 2014, y los plantines N alpina procedencia
Tromen y N. obliqua procedencia Pilo Lil en Septiembre del 2015. Todos los plantines
fueron procesados completamente, las raices se separaron del resto del individuo y se
lavaron con agua corriente sobre un tamiz de 5 mm para separar el suelo. La
micorrizacion se observo en las raices frescas dentro de las 20 hs. Las fuentes de indculo
EcM de los plantines en cada vivero son principalmente los sustratos utilizados en el
cultivo (arena, turba, suelo y/o compost; Tabla 4.1) y la inoculacidn pasiva desde el
ambiente, que refiere a: la circulacion del aire, la presencia de materiales de trabajo y/o
construccion, y la circulacidén de personas que puedan transportar el inéculo en forma
pasiva (Fernandez et al., 2013). En ningun caso se utilizd inoculaciéon de micorrizas de ex
profeso. La comunidad EcM se evalué considerando: el porcentaje de colonizacién total,
la presencia, riqueza y abundancia de ectomorfotipos, y los indices de diversidad y

similitud (ver: Capitulo 4, Andlisis De La Simbiosis EcM).
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Tabla 4.1. Producciéon comercial de Nothofagus en viveros del Noroeste de Patagonia. UNRN= vivero de la Universidad Nacional de Rio Negro; FBP= vivero
Forestal Bosques Patagdnicos; INTA= vivero forestal EEA INTA Bariloche. T Edad de los plantines en el momento que se retiraron del vivero; 1 plantines de
produccidn tradicional (item 2); 11 plantines producidos utilizando tecnologias de produccién con aplicacion de fertirriego (Schinelli Casares, 2012); 1t
plantines utilizados para el ensayo de interaccién (item 3).

Plantines de Nothofagus Condiciones de cultivo en vivero

Vivero ! . Procedencia Aiio de Edad | . Recipiente de . Forma de
' Especie . . o i Repiques . Sustrato Riego
i de semillas siembra (afios) T ! cultivo entrega
i N. antarctica _.Challhuaco i Suelo : t
P Nirhvau 2012 2 i Invernaculo / ue o(.l?;)mpos 30 min Maceta
UNRN tt | N.dombeyi Lago Moreno i exterior con Maceta / maceta _ ___________ diariopor
: Plantacién El : sombra Suelo : compost ~ aspersion Raiz
' N. obliqua , 2011 3 |
: fau Bolsén : (2:1) desnuda
______________ et S Gl St
i i Aspersién,
| ) i refuerzo a
i N.dombeyi La Angostura 2010 4 i uerz Maceta
| i manguera. A
| ] Invernaculo / Tierra : arena demanda.
e T mvernacuio,oooooo -, . TEmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm e m s mm
FBP Tt L___N-__Cl/_ﬁl’l’lg__________':?_r_‘l"_‘ ___________ 2011 3 1 exterior Maceta / maceta volcanica : En
: ; compost del vivero invernaculo Raiz
| Marti i 2-3 veces
| N, pumilio ~ >an Martin 2010 4 desnuda
| de los Andes | semanales.
| | A demanda.
—————————————— e
N aloing | -..urrhug 2009 | 5o
TP Tromentttt 2012 3 "
I — Catritre .. 2008 - : Invernaculo / I?evriirrr:?ecguoo Raiz
INTA t11 | ! . Tubete / suelo Turba : arena i
' N. obliqua Lago 2010 4 i cantero de cria ! /s ! En cantero desnuda
i Epulaufquen i . .
! TPl Lttt 2010 R riego comun
frmmmmmmm e PilloLilttit 2010 S5 i a demanda
i N. pumilio Challhuaco 2012 2 |
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Para el ensayo de interaccion entre el ambiente productivo y el ambiente
natural (item 3) se utilizaron 25 plantines de N. alpina procedencia Tromen y 25 de N.
obliqua procedencia Pilo Lil producidos en el vivero de INTA. Se evaluaron cinco
individuos por especies en el momento inmediato anterior al implante (tratamiento T1=
que corresponde a la micorrizacién pasiva del vivero, mencionado antes) en Septiembre
del 2015, con edades de cinco afios para N. alpina y tres afios para N. obliqua (Tabla 4.1).
Los restantes 20 individuos por especie se trasladaron desde el vivero al matorral a raiz
desnuda y se implantaron en el sitio FS (tratamiento T2= micorrizacién en el matorral)
en las parcelas implantadas: T2-0= P7 (parcela 7) sin raleo implantada; T2-30= P6 con 30
% de raleo implantada; T2-50= P4 con 50 % de raleo implantada; y T2-70= P2 con 70 %
de raleo implantada (Tabla 1.3). Una vez implantados en el matorral los 20 plantines se
desarrollaron por cuatro afos en el matorral, hasta Mayo del 2019. En todos los
individuos se evaluaron las siguientes variables: crecimiento, supervivencia, porcentaje
de colonizacidon total, presencia, riqueza y abundancia de ectomorfotipos, y se

calcularon indices de diversidad y similitud.

Crecimiento Y Supervivencia De Plantines

En los plantines del ensayo de interaccién (item 3; 25 plantines de N. alpina
procedencia Tromen y 25 de N. obliqua procedencia Pilo Lil) producidos en el vivero de
INTA se evalud el crecimiento y la supervivencia luego de cuatro temporadas de
implantados en el matorral. El crecimiento se evalud en todos los plantines (n= 25 por
especie) al retirarlos del vivero (T1), y a los cuatro afios de implantados en el campo (T2,
n= maximo de 5 por especie, dependiendo de la supervivencia). Para evaluar el
crecimiento se registro la altura de la parte aéreay el didmetro a la base del tronco, y se
calculd la relacién altura / didametro. La supervivencia de los plantines en el campo se
evalud censando aquellos individuos que habian sobrevivido luego de cuatro afios de

ser implantados en el matorral.
Cuantificacion Y Caracterizacion De Los Ectomorfotipos
Para determinar la ocurrencia de ectomicorrizas se verificé la presencia de al

menos un ectomorfotipo por individuo analizado. Para describir la simbiosis EcM en los
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adultos y plantines de Nothofagus se evalué la frecuencia de colonizacién, la riqueza y
la abundancia de EcM por individuo analizado. Para ello se observaron las raices limpias
y frescas bajo microscopio estereoscopico (Olympus SZ30) y se registraron las
caracteristicas morfoldgicas de los ectomorfotipos: el manto (color, aspecto y patrén de
ramificacién) y de hifas emanantes y rizomorfos (presencia, color y aspecto) (Agerer,
1987). Con estas caracteristicas se formaron grupos de afinidad morfolégica (MT=
ectomorfotipos de adultos de N. antactica; y pMT= ectomorfotipos de plantines).

La cuantificacion de la colonizacion se realizé utilizando el método de conteo de
puntas colonizadas descripto por Grand y Harvey (1982), que consiste en colocar
fracciones de las raices de forma aleatoria sobre una placa de Petri (de 90 mm de
didmetro) con una grilla cuadriculada de 1x1 cm en la base. Bajo microscopio
estereoscdpico se cuantifican aquellos dpices radicales que se superponen con las lineas
verticales de la grilla. Luego, la placa se gira 90° y se vuelve a cuantificar el nUmero de
puntas que intersectan las nuevas lineas verticales. En total se cuantifico mas de 200
puntas por placa de recuento por individuo. A partir de este recuento se determinaron:

a) porcentaje de colonizacidn total

N° de apices colonizados

porcentaje de colonizacion total (%) = ( ) x 100

N° total de apices

b) porcentajes de colonizacidn relativos de ectomorfotipos (abundancia):

i. En los adultos de N. antarctica se cuantificaron los porcentajes
relativos de los ectomorfotipos (MT) mas abundantes, los MT que
estaban en baja ocurrencia se contaron en un grupo comun llamado
“Otros”.

ii. En los plantines de vivero (de los item 2 y 3) se determinaron los %

relativos de todos los ectomorfotipos (pMT).

N° de apices colonizados MT o pMT
x 100

taje de colonizaciéon de MT /pMT =
porcentaje ge cotonizacion ae /p < N° total de apices colonizados

Andlisis De La Simbiosis EcM
Las comunidades de EcM se analizaron considerando a cada uno de los grupos

de similitud morfoldgica calculando pardmetros tipicos para describir las comunidades:
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Riqueza de ectomorfotipos: nimero de ectomorfotipos distintos por individuo
analizado.

Distribucion de ectomorfotipos: cantidad de individuos (adultos o plantines) por
tratamiento en los que aparece un determinado ectomorfotipos.

Abundancia relativa de ectomorfotipos: se calculd utilizando el porcentaje
relativo de ectomorfotipos (ver: Capitulo 4, Cuantificacion Y Caracterizacion De Los
Ectomorfotipos, item b).

Diversidad de ectomorfotipos: para evaluar la diversidad de ectomorfotipos en
los plantines se calcularon los dos indices descriptos en el Capitulo 3 (Andlisis De La
Comunidad Fungica Del Suelo): el indice de diversidad de Shannon (H) y el indice de
Simpson (D).

Similitud: se calculd el indice de similitud de Jaccard clasico

_J
(A+B+]))

Donde J es el numero de ectomorfotipos compartidos entre las comunidades ay

JacC =

b, A es el nUmero de ectomorfotipos presentes en la comunidad a y B es el niUmero de
ectomorfotipos presentes en la comunidad b.

Los indices de diversidad y similitud se calcularon para los plantines de
Nothofagus en el ambiente de produccién (item 2) y en el ensayo de interaccién (item
3). Estos indices se calcularon en R 3.3.1 (R Core Team, 2019) con los paquetes vegan

2.5-6 (Oksanen et al., 2019).

Caracteristicas Fisicoquimicas Del Suelo

Para caracterizar ambientalmente los tres sitios de matorral (item 1) se
consideraron las caracteristicas fisicoquimicas del suelo: HG, pH, CE, porcentajes de Cy
N total, relacion C/N, porcentaje de Ca y concentracion de P disponible. Estos analisis
son comunes a los muestreos de suelo realizados para el estudio de la comunidad
bacteriana en la aproximacidn extensiva cronoldgica a corto plazo (ver: Capitulo 2,
Materiales Y Métodos, item 2.i), realizados en una muestra compuesta (de 25
submuestras por parcela) perteneciente a cada una de las ocho parcelas, de los tres

sitios de matorral, a un afio de instalado el manejo forestal. Cada determinacion se
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realizd segun la metodologia detallada en el Capitulo 2 (Caracteristicas Fisicoquimicas

Del Suelo).

Andlisis Estadistico

Para el estudio del efecto del manejo forestal en la micorrizacion de adultos de
N. antarctica (item 1) se estimaron modelos lineales generales de efectos fijos
evaluando la colonizacién micorricica (colonizacién total y riqueza) de adultos de N.
antarctica (n= 72) y el efecto del manejo (intensidad de raleo e implantacion). Los
efectos fijos incluyeron la intensidad del raleo (0, 30, 50 y 70% de area basal removida),
también modelada con una funcién polinomial de segundo orden (raleo?), la
implantacion (parcelas implantadas - | - vs parcelas no implantadas - NI) y sus
interacciones bidireccionales; los tres sitios (FS, FN y LR) se consideraron como bloques.
En todos los modelos se asumié la distribucion normal y homogeneidad de varianzas,
estos supuestos se evaluaron con graficos de residuales y predichos, graficos Q-Q y
pruebas de Shapiro-Wilk. En el modelo de colonizacién total (%) se excluyeron
observaciones atipicas y con gran influencia. Se utilizé el criterio de informacion de
Akaike corregido (AlCc) para seleccionar el modelo que mejor describa cada variable
respecto al manejo (raleo e implantacion). Los valores de AlCc y los pardmetros para los
modelos finales se estimaron con maxima verosimilitud (Zuur et al., 2009).
Posteriormente, se realizaron ANOVA utilizando el modelo con mejor ajuste y prueba
de Tukey como analisis a posteriori para las variables que resultaron significativas.

La relacidn entre la micorrizacion en los adultos de N. antarctica y el ambiente
natural (item 1) se analizé de forma multivariada con escalamiento multidimensional
no métrico (NMDS). Estos analisis se realizaron evaluando el ajuste (con la funcién
envifit) de la distribucién y abundancia de los ectomorfotipos en relacidn a las variables
ambientales: fisicoquimicas del suelo, manejo forestal (raleo e implantacién) y los sitios
de matorral (FS, FN y LR). El analisis multivariado (NMDS) se realizé, en todos los casos,
en base a la disimilitud de Bray-Curtis con 999 permutaciones libres, y se representaron
graficamente las variables ambientales que tuvieron un efecto significativo.

Para el analisis de la micorrizacion en los ambientes de produccion (item 2) y

dado la variabilidad de las condiciones de produccién (incluyendo las edades y
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procedencias de las semillas) y las especies disponibles en los viveros (Tabla 4.1) se
evalué la comunidad EcM (porcentajes totales, riqueza de pMT y los indices de
diversidad de Shannon y de Simpson) de los plantines en cuatro niveles de analisis:

2.a) comparaciones entre los distintos ambientes de produccién analizando la
diferencia entre los viveros (tratamiento= vivero; con tres niveles: UNRN, FBP, INTA;
Tabla 4.2); 2.b) comparaciones entre distintas especies de Nothofagus y procedencia de
la semilla, considerando la combinacion de estas dos categorias (tratamiento= especies-
procedencias; con 13 niveles, ver detalles en Tabla 4.1); 2.c) comparaciones entre las
distintas procedencias de semillas en las mismas especies y ambiente de produccién
(tratamiento= procedencia de semilla; N. alpina INTA con dos niveles, N. antarctica
UNRN con dos niveles y N. obliqua INTA con tres niveles; Tabla 4.2); y 2.d)
comparaciones de los distintos ambientes de producciéon y procedencias de semillas en
una especie dada (tratamiento= vivero - procedencia de semilla; N. alpina con tres
niveles, N. dombeyi con dos niveles, N. obliqua con cuatro niveles, N. pumilio con dos

niveles; Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Esquema de los niveles de andlisis estadistico para evaluar la micorrizacion en los
ambientes de produccion. X= refiere a plantines con una dada procedencia distinta en cada
vivero, circulo= comparaciones entre las distintas procedencias en una misma especie y vivero
(2.c; N. alpina INTA en azul, N. antarctica UNRN en naranja, y N. obliqua INTA en verde);
rectangulo= comparaciones entre las distintas procedencias y distintos viveros en una misma
especie (2.d; N. alpina en rojo, N. dombeyi en amarillo, N. obliqua en marrén y, N. pumilio en
violeta); Tt Plantines de produccion tradicional (item 2); t11 plantines producidos por
tecnologias de produccién y aplicacién de fertirriego (Schinelli Casares, 2012).

Plantines de Nothofagus

Viveros
N alpina N antarctica N dombeyi N obliqua N pumilio
X X [X]
X
X X
X X
X
X
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En los analisis 2.a, 2.b, 2.c y 2.d se estimaron modelos lineales generales para
cada una de las variables de la simbiosis ectomicorricica (% de colonizacién, riqueza de
pMT, los indices de diversidad de Shannon y Simpson), considerando como factores fijos
las variables respectivas para cada aproximacion (2.a= vivero; 2.b= especie-procedencia;
2.c= procedencia de semilla en cada especie; 2.d= procedencia de semilla-vivero). En
todos los modelos se asumid la distribucion normal y la homogeneidad de varianzas,
estos supuestos se evaluaron con gréficos de residuales y predichos, graficos Q-Q y
pruebas de Shapiro-Wilk. Posteriormente se realizaron andlisis de varianza ANOVA vy
prueba de Tukey como analisis a posteriori para las variables que resultaron
significativas; para el porcentaje de colonizacién entre los viveros (2.a) se aplicé
transformacién arcoseno. La riqueza de ectomorfotipos entre: 2.a) viveros, 2.b)
especies-procedencia de la semilla, y 2.c) vivero-procedencias de semillas en N. pumilio;
y la diversidad de Simpson entre viveros (2.a) se analizaron con el test no paramétrico
Kruskal-Wallis y Dunn’s como analisis a posteriori.

Las abundancias de los ectomorfotipos en los ambientes de produccion (item 2)
se visualizaron con mapas de calor, ajustando estas variables a escala log, los
dendrogramas se graficaron con distancias de Bray Curtis. Estos mapas de calor se
construyeron para los niveles de analisis 2.c y 2.d utilizando los datos de abundancia
relativas de cada ectomorfotipo.

Para evaluar la micorrizacidon en el ensayo de interaccidon entre el ambiente
productivo y el ambiente natural (item 3) en los plantines de N. alpina procedencia
Tromen y N. obliqua procedencia Pilo Lil se evalud la colonizacidn total (%), riqueza de
ectomorfotipos e indices de diversidad entre: el ambiente de produccion (T1; n=5
individuos por especie), y el ambiente natural de matorral (T2; n maximo= 5 individuos
x 4 parcelas por especie). Para ello se estimaron modelos lineales generales, siendo el
efecto fijo el ambiente (T1 vs T2). Para evaluar el efecto del manejo forestal en la
micorrizacion de los plantines en el ambiente natural (item 3) también se estimaron
modelos lineales generales, donde el efecto fijo fue la intensidad del raleo como variable
cuantitativa modelada con una funcién polinomial de segundo orden (raleo * raleo?). En
todos los modelos se asumio la distribucién normal y homogeneidad de varianzas, estos

supuestos se evaluaron con graficos de residuales y predichos, graficos Q-Q y pruebas
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de Shapiro-Wilk. Posteriormente se realizaron andlisis de varianza ANOVA y prueba de
Tukey como analisis a posteriori para las variables que resultaron significativas, a
excepcion del indice de diversidad (D) de N. alpina procedencia Tromen entre las
distintas parcelas (raleo) y indice de diversidad (D) de N. obliqua procedencia Pilo Lil
entre los tratamientos T1 y T2 que fueron analizado con el test no paramétrico Kruskal-
Wallis.

La abundancia relativa de los ectomorfotipos del ensayo de interaccion (item 3)
en los plantines de N. alpina procedencia Tromen y N. obliqua procedencia Pilo Lil, en
los ambientes de produccidn y natural, se visualizaron con mapas de calor, ajustando
estas variables a escala log y los dendrogramas se graficaron con distancias de Bray
Curtis. Esta variable también se analizé de forma multivariada considerando cada
especie en relacidon al ambiente (vivero vs matorral) y la intensidad de raleo (como
variable de manejo forestal). El analisis multivariado se realizd con escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS) en base a la disimilitud de Bray-Curtis con 999
permutaciones libres. El ajuste de las variables ambiente y raleo se evaluaron con la
funcién envifit y se representaron graficamente las que tuvieron un efecto significativo.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en R 3.3.1 (R Core Team, 2019) y se
utilizaron los paquetes vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019), nime 3.1-140 (Pinheiro et al.,
2019) y MuMin 1.43.6 (Bartén, 2019).

Resultados
Micorrizacion En Adultos De N. antarctica En El Ambiente Natural Y Efecto Del Manejo
Forestal (item 1)

Todos los individuos analizados, 72 adultos, de N. antarctica provenientes de los
tres sitios de matorral (FS, FN y LR, 24 en cada uno de los sitios) presentaron EcM. La
colonizacion superd el 70 % en la mayoria de los individuos analizados (68 individuos),
con rangos entre 74y 92 %, y una media de 84 % para los tres sitios (Tabla suplementaria
4.1). El modelo que mejor ajustd evidencié diferencias en el porcentaje de colonizacién
entre los sitios (p = 0.003; FN = LR > FS), los sitios de FN y LR (86 %) son significativamente

mayores al sitio FS (81 %; Figura 4.1). En cuanto al efecto del manejo forestal el modelo
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con mejor ajuste no evidencié cambios en la colonizacidn micorricica con respecto a las

variables de manejo, raleo e implantacién (modelo N° 1 en Tabla suplementaria 4.2 A).

Respecto a la riqueza de ectomorfotipos (MT) del matorral en total se

determinaron 32 grupos de similitud morfoldgica, las caracteristicas de cada uno de los

grupos se detallan en la Tabla suplementaria 4.3 y la distribucidn por sitios en la Figura

4.2. La riqueza de MT total por sitios fue: FS = 25, FN = 27 y LR = 26. Entre los tres sitios

se compartieron 19 MT (59 %), entre los pares de sitios se compartieron: FS-FN = 3; FS-

LR=1; y FN-LR =4, y los MT Unicos por sitios fueron: FSy LR =2; yen FN = 1 (Figura 4.2).
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Figura 4.1. Porcentajes  de
colonizacion EcM en adultos de N

antarctica en los tres sitios de

matorral en la region Andino
Patagdnica. Se representan las
medias y desvios estandar por sitio.
FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR=
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Figura 4.2. Distribucion de los
ectomorfotipos de adultos de N

antarctica en los sitios de matorral

en la region Andino Patagdnica. FS=
Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR= Los
Repollos.
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Se encontré en promedio 10 MT por adulto de N antarctica. Al comparar entre

los sitios se encontré diferencias significativas en la cantidad de ectomorfotipos entre

FS (ocho MT) y FN (diez MT), mientras que LR presenté valores intermedios (nueve MT)

entre los sitios mencionados (p = 0.01; Figura 4.3 A). Con respecto al efecto del manejo

forestal el modelo que mejor describe el comportamiento de la riqueza fue el que tiene

en cuenta las variables de manejo (raleo, raleo? e implantacion) y la interaccidon entre

los raleo (raleo : raleo?; modelo N°1 en Tabla suplementaria 4.2 B). Con respecto al raleo,

la riqueza aumentd en los raleos bajos (30 %) y disminuyd en las intensidades media y

alta (50 y 70 % de raleo; p = 0.0001; Figura 4.3 B). Mientras que, las parcelas no

implantadas presentaron valores de riqueza mayor que las parcelas implantadas (Figura

4.3 B).
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El ectomorfotipo con mayor distribucion en los individuos adultos de N.
antarctica fue MT32, este se observa en 71 de las 72 muestras analizadas (Tabla
suplementaria 4.3). Los otros ectomorfotipos con elevada distribucion (en mas de la
mitad), entre todos los individuos analizados, fueron: MT4 (63/72), MT15 (57/72), MT6
(49/72), MT19 (43/72), MT27 (43/72) y MT1 (38/72), todos estos ectomorfotipos se
encontraron en los tres sitios de matorral analizados (Tabla suplementaria 4.3). Del
analisis multivariado (NMDS) de la distribucion de los ectomorfotipos en adultos de N.
antarctica se evidencio correlaciones con los sitios (p = 0.002) y con el P disponible en el
suelo (p = 0.006). FS presentd los valores mas altos de P disponible del suelo, seguido
por LR, mientras que el FN tuvo los valores mas bajos (Figura 4.4 Ay Tabla suplementaria
4.4). En cuanto al efecto del manejo forestal no se evidencié correlaciéon entre la
distribucién de los ectomorfotipos y estas variables (Figura 4.4 A y Tabla suplementaria
4.4). Las abundancias relativas de ectomorfotipos en el analisis multivariado (NMDS) no
se correlacionaron con los sitios, las caracteristicas quimicas del suelo y el manejo

forestal (Figura 4.4 B y Tabla suplementaria 4.4).
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EcM En Plantines De Nothofagus De Ambientes De Produccion (ftem 2)

En el ensayo de plantines de Nothofagus se analizaron un total de 62 plantines
de cinco especies (N. alpina, N. antarctica, N. dombeyi, N. obliqua, y N. pumilio)
provenientes de tres viveros de la region y algunos con mds de una procedencia. Todos
los individuos con edades entre dos y seis afios presentaron colonizacién EcM, con un
promedio de 65 % para todas las especies de Nothofagus (Tabla suplementaria 4.5) y se
registraron 16 ectomorfotipos en total en todo el ensayo (Tabla suplementaria 4.6).

2.a) Comparaciones entre viveros: se evidenciaron diferencias en la colonizacién
EcM entre los tres viveros (p= 0.03). Los plantines presentaron porcentajes de

colonizacién de 72 % en el vivero UNRN, de 60 % en INTA, y de 66 % en FBP (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Resumen de la colonizacion EcM (%) en plantines de Nothofagus producidos en viveros
de la region Andino Patagdnica. Tt Plantines de produccidn tradicional; T+ Plantines producidos
por tecnologias de produccién. ! procedencia de semilla Currhué (C) y Tromen (T) en vivero INTA;
2 procedencia de semillas Challhuaco (Ch) y Nirihuau (N) en vivero UNRN; y 3 procedencia de
semilla Catritre (Ca), Lago Epulaufquen (E) y Pilo Lil (PL) en vivero INTA. Letras distintas indican
diferencias significativas entre los distintos andlisis; en mayusculas subrayado los analisis entre
viveros (2.a; p= 0.03); en mayuscula y negrita los analisis entre especie-procedencias en todos
los viveros (2.b; p <0.001); en minuscula y color (igual a los indicados en la Tabla 4.2) los analisis
entre las procedencias de semillas: 2.c= en azul N. alpina INTA, en naranja N. antarctica UNRN,
y en verde N. obliqua INTA. También se indica en minuscula y subrayado el andlisis por especie
entre los diferentes ambientes de produccidn: 2.d= en rojo y subrayado N. alpina, y en marrén
y subrayado N. obliqua.

Media de % de ectomicorrizacion

Viveros Por
N alpina® N antarctia> N dombeyi N obliqua® N pumilio
vivero
Ch:90A - 63 BC 64 BC—-b
1t =S 72 A
N: 73 ABC -
FBPt 69BC-a 50CD 72 ABC 66 AB
C:32D-b-b Ca:61BC-b-b 59 BC
INTATT T:74ABC-a-a E:61BC-b-b 60B
PL:.76 AB-a-a
p2.c <0.001 0.01 0.03
p2d <0.001 0.05 0.04 0.2
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Con respecto a la riqueza de ectomorfotipos en los plantines (pMT) también
hubo diferencias entre los viveros (p <0.001). La riqueza de pMT fue significativamente
mayor en los viveros UNRN (cinco) e INTA (cuatro) en comparacion con FBP (tres; Tabla
4.4). Esta diferencia entre los tres viveros analizados también se evidencié en las
abundancias relativas de los pMT. La riqueza total de pMT en cada vivero fueron INTA
16 pMT, UNRN 13 pMT, y FBP 7 pMT (Tabla 4.5). Entre los ectomorfotipos mas
abundantes en los tres viveros se observo que: pMT 1 presentd altas abundancias en los
tres viveros; pMT 11 y pMT 19 presenté altas abundancias en UNRN y FBP; pMT 3y pMT
5 en UNRN y pMT 15 presentd altas abundancias en INTA. Los ectomorfotipos pMT1,
pMT3, pMT8, pMT11, pMT13, pMT15 y pMT19 se observaron en los tres viveros (Tabla
4.5). Para los indices de diversidad, Shannon y Simpson, también se encontraron
diferencias entre los viveros (p=0.002 en ambos indices). La diversidad de Shannon fue
significativamente mayor en UNRN en comparaciéon a FBP, mientras que la diversidad
de Simpson fue significativamente mayor en FBP en comparacién a UNRN; INTA
presentd valores intermedios para ambos indices (Tabla 4.4). Los indices de similitud de
Jaccard entre los viveros fueron de menor a mayor: 0.24 entre FBP-INTA; 0.26 entre

UNRN-FBP; y 0.32 entre UNRN-INTA.

Tabla 4.4. Media de los parametros de la comunidad EcM en los plantines de Nothofagus
producidos en viveros de la region Andino Patagdnica. H= indice de diversidad de Shannon; D=
indice de diversidad de Simpson. Se presentan las medias y los desvios estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas.

Vivero i Riqueza de pMT i H i D
UNRN | 5+1a | 13+03a | 03%01b
FBP |  3:03b | 08t0lb | 05%01la
INTA | 4+14a | 10+04ab | 04%02ab
s ! <0001 | 0002 {0002
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Tabla 4.5. Frecuencia de cada ectomorfotipo por vivero. * Valor maximo de ocurrencia de un
ectomorfotipo en cada vivero (por la combinacion especie — procedencia; ver detalles Tabla 4.1);
** presencia del ectomorfotipo en los tres viveros.

UNRN FBP INTA .
pMT (n=4%) (n=3%) (n= 6%) Compartidos**
pMT 1 4 3 6 X
pMT 2 1 1
pMT 3 3 1 4 X
pMT 4 2
pMT5 2 3
pMT 6 2 2
pMT 7 3 2
pMT 8 3 2 1 X
pMT 9 1 2
pMT 10 1
pMT 11 4 1 3 X
pMT 12 2
pMT 13 1 1 1 X
pMT 14 1 3
pMT 15 3 1 4 X
pMT 19 3 2 6 X

2.b) En las comparaciones entre distintas especies y procedencia de la semilla
de Nothofagus (especies-procedencias = 13 niveles) se encontraron los siguientes
resultados: al analizar la colonizaciéon EcM en cada especie - procedencia observamos
que los porcentajes fueron entre 90 y 32 % en los 13 tratamientos (Tabla 4.3); se
evidenciaron diferencias significativas entre estas combinaciones (p <0.001). Cuando
analizamos estas diferencias por vivero observamos que: en UNRN se observa que N.
antarctica - Challhuaco presenta los valores mas altos de colonizacion (90 %), N.
antarctica - Nirihuau presenté valores intermedios de colonizacién (73 %); mientras que
N. obliqua y N. dombeyi presentaron los valores de colonizacion mas bajos (64 y 63 %
respectivamente). En FBP no se encontraron diferencias en las distintas especies -
procedencia; y en INTA se evidencio que N. pumilio, N. obliqua (Catritre y Epulaufquen),
y N. alpina - Tromen fueron significativamente mayor que N. alpina - Currhué (Tabla
4.6).

Con respecto a la rigueza los pMT también hubo diferencias en los 13
tratamientos (especie - procedencia: p <0.001). La mayor riqueza promedio fueron seis

pMT en N. antarctica - Challhuaco y Nirihuau (UNRN) y N. alpina - Tromen (INTA), y
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resultaron significativamente mayores a N. alpina - Currhué (INTA, dos pMT); N.
antarctica - Nirihuau (seis pMT) y N. dombeyi - La Angostura (tres pMT) no tuvieron
diferencias en la riqueza similar de pMT; no se realizaron el resto de las comparaciones
de tratamientos (Tabla 4.6).

Para los indices de diversidad, Shannon y Simpson, también se encontraron
diferencias entre las combinaciones de especies-procedencias de semillas (p <0.001 en
ambos indices). La mayor diversidad, medida con el indice de Shannon, se encontré en
N. antarctica - Nirihuau (1.5) y fue significativamente mayor a N. alpina - Currhué, que
fue el tratamiento con menor diversidad (0.3), el resto de las combinaciones especies-
procedencias presentaron valores intermedios. Para la diversidad de Simpson se
encontrdé que N. alpina - Currhué presentd mayor diversidad, y significativamente mayor
a N. alpina - Tromen, N. antarctica - Nirihuau y N. dombeyi - Lago Moreno. En ambos
indices de diversidad, Shannon y Simpson, dentro de los viveros UNRN y FBP no se
evidenciaron diferencias entre las especies-procedencias pertenecientes a cada uno,
mientras que en INTA se encontré que hay diferencia entre la mayoria de los

tratamientos (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Media de los pardmetros de la comunidad EcM en los plantines de Nothofagus
producidos en viveros de la region Andino Patagdnica analizados entre las distintas especies -
procedencias de semilla (item 2.b). Procedencia= procedencia de semillas; Riqueza= de pMT; H=
indice de diversidad de Shannon; D= indice de diversidad de Simpson; NA= no analizados. Se
presentan las medias y los desvios estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas
para cada variable.

Vivero Especie Procedencia i Riqueza i H i D
, Challuaco | 6+1.4a | 1.2+0.4abc | 0.37+0.2bc
N. antarctica . i i i
Nirihuau i 6x13a i 15+02a i 0.29+0.1c
UNRN ~ -==mmmmmmomee- mmeemmmeee s e
N. dombeyi Lago Moreno i 5x1NA | 13+02ab { 032+0.1c
N. obliqua El Bolson 15_4 +0.8 NA T 1+0.2abc 15_ 0.43+0.1bc
N. alpina Lanin i 3+0NA i 0.7+0.1cd i 0.57+0.1ab
"""""""""""""""""""""""""" 5 s
FBP N. dombeyi La Angostura i 3+0.6a { 0.8+0.2bcd {0.49+0.1abc
N. pumilio S.M. de los Andes 15_ 3+0.NA T 0.8+0.1 bed 15_ 0.47 £0.1bc
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Continuacion Tabla 4.6.

Vivero Especie Procedencia Riqueza H D
N. alpina Currhué 2+0.8b 03+03d 0.77+0.2a
Tromen i 6+16a | 14+01ab | 0.29+0.1c
Na Catrite [4+05NAT 1.1202abc | 0.38%0.1bc
N. obliqua Epulaufquen 1 3+0.8NA 1 0.9+0.3bcd ;| 0.47+0.1bc
Pilo Lil | 4+27NA | 1.1+0.4abc | 0.38+0.2 bc
N.pumilio Challuaco T5£1.2NA| 1.2+03abc | 037+0.1bc
p | <0.001 ! <0.001 | <0.001

2.c) En las comparaciones entre las distintas procedencias de semillas en las
mismas especies de plantines y el mismo ambiente de produccién (tratamiento=
procedencia de semilla; N. alpina INTA con dos niveles, N. antarctica UNRN con dos
niveles y N. obliqua INTA con tres niveles) se encontraron los siguientes resultados:

Para N. alpina INTA se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
en todas las variables analizadas. La colonizacién ectomicorricica (p <0.001; Tabla 4.3),
la rigueza de pMT (p <0.001) y la diversidad de Shannon (p <0.001) fueron mayores en
los individuos con procedencia de Tromen comparado con los de Currhué, en tanto que
la diversidad de Simpson (p <0.001) la diferencia fue inversa, mayor en los individuos
con procedencia de Currhué comparado con los de Tromen (Tabla 4.7). El indice de
similitud de Jaccard entre ambas procedencias de semillas fue de 0.13.

En N. antarctica UNRN la Unica variable que presentd diferencia entre las
distintas procedencias fue el porcentaje de colonizacién (p= 0.01) encontrando que los
individuos procedentes de Challuaco presentaron una mayor colonizacion (90 %) con
respecto a los de Nirihuau (73 %; Tabla 4.3). La riqueza de pMT y los dos indices de
diversidad no presentaron diferencias entre las procedencias (riqueza: p=0.1, H: p=0.2,
D: p=0.3; Tabla 4.7), y la similitud entre ambas procedencias de semillas fue de 0.32.

En N. obliqua INTA la Unica variable que presentd diferencia entre las distintas
procedencias fue el porcentaje de colonizacion (p=0.03) encontrando que los individuos
procedentes de Pilo Lil presentaron una mayor colonizacién (76 %) con respecto a los de
Catritre y Epulaufquen (61 %; Tabla 4.3). La riqueza de pMT y los dos indices de
diversidad no presentaron diferencias entre las procedencias (riqueza: p=0.4, H: p=0.7,

D: p=0.8; Tabla4.7). Los indices de similitud de Jaccard entre las distintas combinaciones
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de pares de procedencia fueron: Catritre - Epulaufquen= 0.25, Epulaufquen - Pilo Lil=

0.22, y Catrite - Pilo Lil= 0.21.

Tabla 4.7. Media de los parametros de la comunidad EcM en los plantines de Nothofagus
producidos en viveros de la region Andino Patagodnica analizados entre las distintas procedencias
de semillas en las mismas especies y mismo ambiente de produccion (item 2.c). H= indice de
diversidad de Shannon; D= indice de diversidad de Simpson; N= medias y desvios estandar para
cada variable. Letras distintas indican diferencias significativas.

Procedencia | Riqueza de pMT | H D
Vivero Especie d ill f T f T f T
e semilla i N i p i N i p i N i p
_ Challuaco | 6+1.4 | | 1.2+04 | | 0.37+0.2 !
UNRN  N. antarctica . : {01 | L 02 | 0.3
Nirihuau | 6£1.3 | | 15402 | | 029+0.1 |
, Currhué  i12+0.8b| 1 0.3+0.3b ! 1 0.77+0.2a |
N. alpina | 1 <0.001 ! i <0.001 i <0.001
Tromen  {6+16a| {1.4+01a | 1 0.29+0.1b |
__________________________________ 5 [ e ey R
INTA Catritre | 405 | | 1.1£02 | | 0.38+0.1 !
N.obligua  Epulaufquen| 3+0.8 | 0.4 | 09+03 { 07 | 047+0.1 | 038
Pilo Lil | 4427 | | 1.1+04 | | 038+0.2 |

En los mapas de calor de las abundancias relativas de los pMT, para las distintas
procedencias de semillas en las mismas especies y ambientes de produccidn, se visualiza
que: en N. alpina INTA las dos procedencias tienen distintas abundancias relativas de
pMT, pMT1 y pMT19 tienen altas abundancias en ambas procedencias de semillas
(Currhué y Tromen); en tanto que en N. alpina - Currhué se observa pMT14, y en N.
alpina - Tromen se observan ocho ectomorfotipos (pMT3, pMT4, pMT5, pMT6, pMT7,
pMT9, pMT11 y pMT12; Figura 4.5 A). En N. antarctica UNRN se observan diferencias
entre las procedencias de semillas Nirihuau y Challuaco, aunque hay un grupo que se
conforma con individuos de ambas procedencias (Figura 4.5 B). En N. obliqua INTA se
observa un grupo conformado por cuatro individuos de procedencia Catrite y que se
caracteriza por los ectomorfotipos pMT3 y pMT14, mientras que los provenientes de

Epulaufquen y Pilo Lil forman grupos combinando estas dos procedencias (Figura 4.5 C).
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Figura 4.5. Comparaciones de las distintas procedencias de semillas en la abundancia relativa de
ectomorfotipos (pMT) en plantines de la misma especie de Nothofagus y mismo ambiente de

produccion (vivero) de la region Andino Patagonica. En A) N. alpina INTA, B) N. antarctica UNRN,
y C) N. obliqua INTA.

2.d) En las comparaciones de las distintas procedencias de semillas y ambientes
de produccidn en una especie dada (tratamiento= procedencia de semilla - vivero; N.
alpina con tres niveles, N. dombeyi con dos niveles, N. obliqua con cuatro niveles, N.
pumilio con dos niveles) se encontraron los siguientes resultados:

Para N. alpina se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en
todas la variables analizadas (p <0.001 en todos los analisis). La colonizacién
ectomicorricica fue significativamente mayor en los individuos de INTA-Tromen (74 %)
y FBP-Lanin (68 %), en comparacién con los individuos INTA-Currhué (32 %; Tabla 4.3).
La riqueza de pMT fue significativamente mayor en los individuos de INTA-Tromen (6
pMT), en comparacion con los individuos de FBP-Lanin (3 pMT) e INTA-Currhué (2 pMT).
La diversidad de Shannon fue significativamente mayor en los individuos de INTA-
Tromen (1.4), en comparacién con los individuos de INTA-Currhué (0.3), mientras que

los proveniente de FBP-Lanin presentaron valores de diversidad intermedios (0.7), y la
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diversidad de Simpson fue significativamente mayor en los individuos de FBP-Lanin
(0.77) e INTA-Currhué (0.57), en comparacion con los individuos de INTA-Tromen (0.29;
Tabla 4.8). La similitud entre las distintas combinaciones de pares de procedencia para
N. alpina fue: 0.25 entre FBP-Lanin/INTA-Currhué, y 0.13 entre las combinaciones INTA-
Tromen/INTA-Currhué e INTA-Tromen/FBP-Lanin.

Los andlisis de N. dombeyi evidenciaron diferencias estadisticamente
significativamente en la riqueza de pMT (p= 0.01), el indice de Shannon (p= 0.01) y de
Simpson (p= 0.03). La colonizacién ectomicorricica no presenté diferencias entre los
individuos provenientes de UNRN-Lago Moreno (63 %) y FBP-La Angostura (50 %; p=
0.05; Tabla 4.3). La riqueza de pMT vy el indice de diversidad de Shannon fueron
significativamente mayor en los individuos provenientes de UNRN-Lago Moreno (5 pMT
y H=1.3) en comparacion con los de FBP-La Angostura (2 pMT y H= 0.8). Mientras que,
el indice de diversidad de Simpson fue significativamente mayor en los individuos de
FBP-La Angostura (0.4) en comparacion con los individuos de UNRN-Lago Moreno (0.3;
Tabla 4.8). La similitud, medida con el indice de Jaccard, entre UNRN-Lago Moreno/FBP-
La Angostura fue de 0.27.

Para N. obliqua se evidencid diferencias estadisticamente significativamente en
la colonizacién ectomicorricica (p= 0.04), la colonizacién fue significativamente mayor
en los individuos de INTA-Pilo Lil (76 %) en comparacion con los individuos de UNRN-EI
Bolsén (63 %), INTA-Catritre e INTA-Epulaufquen (61 %; Tabla 4.3). El resto de las
variables analizadas no presentaron diferencias entre los distintos viveros-procedencias
(La riqueza de pMT: p=0.5; H: p=0.7; D: p=0.9; Tabla 4.8). La similitud entre las distintas
combinaciones de pares de procedencia para N. obliqua fue: 0.25 entre INTA-
Catritre/INTA-Epulaufquen, 0.22 entre INTA-Epulaufquen/INTA-Pilo Lil, 0.21 entre INTA-
Catrite/INTA-Pilo Lil y UNRN-El Bolsén/INTA-Epulaufquen, 0.20 entre UNRN-EI
Bolsdn/INTA-Catritre, y 0.19 entre UNRN-EI Bolsén/INTA-Pilo Lil.

Los andlisis en N. pumilio evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
en la riqueza de pMT (p= 0.008) y el indice de diversidad de Shannon (p= 0.003). La
colonizacién ectomicorricica y el indice de diversidad de Simpson no presentaron
diferencias entre los individuos provenientes de FBP-San Martin de los Andes e INTA-

Challhuaco (% colonizacidén: p=0.2; D: p= 0.08; Tabla 4.3 y Tabla 4.8). La riqueza de pMT
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y el indice de diversidad de Shannon fueron significativamente mayor en los individuos
de individuos provenientes de INTA-Challhuaco (5 pMT y H= 1.2) en comparacién con
los de FBP-San Martin de los Andes (3 pMT y H= 0.8; Tabla 4.8). Entre ambos viveros-
procedencias de semillas, INTA-Challhuaco/FBP-San Martin de los Andes, la similitud fue

0.21.

Tabla 4.8. Media de los paradmetros de la comunidad EcM en los plantines de Nothofagus
producidos en viveros de la region Andino Patagdnica analizados entre las distintas procedencias
de semillas y ambientes de produccion en una especie dada (item 2.d). H= indice de diversidad
de Shannon; D= indice de diversidad de Simpson; N= medias y desvios estdndar para cada
variable. Letras distintas indican diferencias significativas.

. ) Procedencia | Riqueza de pMT ! H ! D
Especie  Vivero . P T { T { T
desemilla | N | p | N bop N Lop
FBP  Lanin | 3+0b ! 10.7£0.1b | 10.57+0.1a |
"""""""""""""""" | il | | | e |
N.alpina = Currhué { 2+0.8b {<0.001{0.3+0.3¢|<0.001}0.77+0.2 a | <0.001

Tromen ' 6+16a | 114%0.1a 10.29+0.1b |
_ UNRN LagoMoreno | 5+1a | 11.3+0.2a! 10.32+0.1b !

N. dombeyi ======m=mmmmmmzeemmmmmeena- poomomeoee- 1 0.01 fo-o-oo-ieee 0.01 f--------m-oem- 1 0.03
FBP La Angostura i 3+0.6b i 10.8+0.2bi 1049+0.1a
UNRN ElBolsén | 4+0.8 | | 1+0.2 | | 0.43£0.1 |
____________________________ | i | i | | |
_ Catritre | 4%05 | | 11402 | | 0.38+0.1 !

N. obliqua [ i 0.5 i 0.7 i 0.9
INTA  Epulaufquen | 3+0.8 | i 09+0.3 | i 0.47+0.1 |
Pilo Lil | 4£27 | | 11404 | | 0.38+0.2 !
gp oM-delos 5,0 10.8+0.1b! | 047401 |

N. pumilio . Andes b 10008\ 1003 1 4 0.08
INTA  Challuaco i5+1.2ai 11.2+03ai i 0.37+0.1 |

En los mapas de calor de las abundancias relativas de los pMT, para las distintas
combinaciones vivero-procedencias de semillas en las mismas especies, se observa que:
en N. alpina se conforman agrupaciones con respecto a los distintos viveros-
procedencias, los individuos de INTA-Tromen se caracterizan por los ectomorfotipos
pMT3, pMT4, pMT5, pMT6, pMT7, pMT9, pMT11 y pMT12, los individuos FBP-Lanin se
caracterizan por los ectomorfotipos pMT1 y pMT15, en tanto que INTA-Currhué se
caracteriza por los ectomorfotipos pMT1 y pMT14 (Figura 4.6 A). En el caso de N.
dombeyi se visualizan agrupaciones con respecto a los distintos viveros-procedencias,
los individuos de UNRN-Lago Moreno presentan altas abundancias de los

ectomorfotipos pMT1, pMT3, pMT11, pMT15 y pMT19; mientras que los individuos de
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FBP-La Angostura presentaron altas abundancias de pMT1 y pMT11 (Figura 4.6 B). Para
N.obliqua no se visualizan diferencias entre los distintos viveros-procedencias, sin
embargo hay un par de grupos bien definidos: uno con cuatro individuos de UNRN-EI
Bolso que presentan los ectomorfotipos pMT2, pMT9 y pMT11; y otro grupo con cuatro
individuos de INTA-Catritre y se caracteriza por los ectomorfotipos pMT3, pMT14 vy
pMT15 (Figura 4.6 C). En el caso del mapa de calor de N. pumilio no se observa una
diferenciacién entre los distintos viveros-procedencias con respecto a las abundancias

relativas de los ectomorfotipos (Figura 4.6 D).
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Figura 4.6. Comparaciones de las distintas procedencias de semillas y ambientes de produccion
en la abundancia relativa de ectomorfotipos (pMT) en plantines de Nothofagus producidos en

viveros de la region Andino Patagdnica. En A) N. alpina, B) N. dombeyi, C) N. obliqua, y D) N.
pumilio.
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Interaccion Entre EIl Ambiente Productivo y El Ambiente Natural (item 3)

Del analisis del ensayo interaccion de plantines de N. alpina - Tromeny N. obliqua
- Pilo Lili, analizando cinco individuos de ambas especies al momento de retirar del
vivero (T1= ambiente productivo), y 14 individuos de N. alpina y nueve de N. obliqua
implantados en condiciones naturales de matorral (T2= ambiente natural) en los cuatro
tratamientos de raleo (0, 30, 50 y 70 %) en las parcelas implantadas, se deducen los

siguientes resultados:

Supervivencia Y Crecimiento De Los Plantines

Al analizar la supervivencia de los plantines producidos en vivero y luego de
crecer por cuatro temporadas en el ambiente natural, N. alpina - Tromen presento tasas
de supervivencia superiores a N. obliqua - Pilo Lil en todos los raleos. N. alpina tuvo
mejor desempefio (supervivencia de 100 a 80 %) en las parcelas control y raleos bajos,
pero no sobrevivié en el raleo intenso (70 %). Mientras que N. obliqua presentd mayor
supervivencia (del 60 %) en los raleos bajos e intermedios (30 y 50 %; Tabla 4.9).
Respecto del desarrollo, los plantines de N. alpina producidos en vivero fueron llevados
al campo con cinco anos de edad, una altura promedio de 107 cm y 0.30 cm de didmetro
(T1); tras cuatro temporadas en el ambiente natural los individuos crecieron a una tasa
de 11.75 cm afio? en altura y 0.055 cm afio™* en didmetro, en promedio crecieron 47 cm
en alturay 0.22 cm en didmetro en el transcurso del ensayo (T2; Tabla 4.10). Mientras
que los plantines de N. obliqua se llevaron al campo con tres afios de edad, midiendo en
promedio 188 cm de alto y 0.46 cm de diametro (T1); tras las cuatro temporadas en el
campo los plantines supervivientes de N. obliqua crecieron a una tasa de 9.25 cm afio™
en altura y 0.078 cm afio! en didmetro, en promedio crecieron 37 cm de alto y 0.31 cm
de diametro en el transcurso del ensayo (T2). En cuanto a la relacién altura / didmetro,
en ambas especies, hubo una disminucién luego de cuatro temporadas de crecimiento

en el ambiente natural (Tabla 4.10).

143



Capitulo 4: Simbiosis Ectomicorricica En Especies Lefiosas Nativas

Tabla 4.9. Supervivencia de plantines de Nothofagus proveniente de produccidn en el vivero de
INTA e implantados en el matorral de la region Andino Patagdnica con manejo forestal. T1=
plantines provenientes del ambiente productivo e implantados en el ambiente natural; T2=
plantines luego de cuatro temporadas en el ambiente natural; T2-0= parcela P7 sin raleo
implantada; T2-30= P6 con 30 % raleo implantada; T2-50= P4 con 50 % raleo implantada; T2-70=
P2 con 70 % raleo implantada.

N. alpina i N. obliqua
Raleo (%) - - ] - -
1 T2 Supervivencia (%) | T1 T2 Supervivencia (%)
T2-0 5 5 100 |5 2 40
T2-30 5 5 100 i 5 3 60
T2-50 5 4 80 |5 3 60
T2-70 5 0 0 |5 1 20
Total 20 14 70 120 9 45

Tabla 4.10. Crecimiento de los plantines de Nothofagus proveniente de produccion en el vivero
de INTA e implantados en el matorral de la region Andino Patagdnica con manejo forestal. T1=
plantines provenientes del ambiente productivo e implantados en el ambiente natural; T2=
plantines luego de cuatro temporadas en el ambiente natural; A= diferencia entre T1 y T2. Se
presentan las medias y los desvios estandar.

N. alpina i N. obliqua
Crecimiento T1 T2 A LTl T2 A
(n=25) (n=14) i (n=25) (n=9)
Altura (cm) 107+29 154 +48 47 | 188435 226+75 37
Didmetro(cm) 0.3+0.1 0.52+0.2 0.22 i 0.46+0.1 0.77+0.2 0.31
A/D 376 £71 343+199 -33 i 425+105 316182 -109

Micorrizacion De Los Plantines

En ambas especies forestales, N. alpina y N. obliqua, se evidencié que la
colonizacién ectomicorricica total no varié entre el ambiente productivo (T1) y el
ambiente natural de matorral (T2) (N alpina: p= 0.9; N. obliqua: p= 0.06; Tabla 4.11).
Mientras que, ambas especies la riqueza de pMT evidencié un aumento luego de cuatro
temporadas en el ambiente natural (T1 < T2; N. alpina: p= 0.008, N. obliqua: p= 0.005;
Tabla 4.11). Cuando analizamos el indices de diversidad de Shannon (H) se observa una
tendencia aaumentar en T2, comparado con T1, en las dos especies de Nothofagus, este
aumento sdlo resulté significativo en N. obliqua (p= 0.01; N. alpina: p=0.9; Tabla 4.11).
Cuando analizamos el indice de diversidad de Simpson (D) observamos que en N. alpina

no hay diferencias entre ambos ambientes (T1 vs T2; p= 0.6), mientras que en N. obliqua

144



Capitulo 4: Simbiosis Ectomicorricica En Especies Lefiosas Nativas

se evidencié un aumento significativo en T2 comparado T1 (p= 0.4; Tabla 4.11). En
cuanto al indice de similitud de Jaccard los valores mas altos se encontraron entre ambas

especies en T1 (0.31) yen T2 (0.33; Tabla 4.12).

Tabla 4.11. Ectomicorrizacion de los plantines de Nothofagus del ensayo de interaccion entre el
ambiente productivo y el ambiente natural, de matorral de la region Andino Patagdnica. H=
indice de diversidad de Shannon; D= indice de diversidad de Simpson; T1l= plantines
provenientes del ambiente productivo e implantados en el ambiente natural; T2= plantines
luego de cuatro temporadas en el ambiente natural (n= depende de supervivencia; Tabla 4.9);
T2-0= parcela P7 sin raleo implantada; T2-30= P6 con 30 % raleo implantada; T2-50= P4 con 50
% raleo implantada; T2-70= P2 con 70 % raleo implantada. * Para N. alpina T2-70 no hubo
individuos supervivientes; ** dato unico del individuo de N. obliqua T2-70 superviviente. Se
presentan las medias y los desvios estandar. Letras distintas por columna indican diferencias
significativas.

. . ' Colonizacién ! Riquezade ! !
Especie Tratamiento i total (%) i pMT i H i D
T1 i 746 | 6%2b | 14%10 | 07%07
T2 | 74%5 | 9%2a | 16%10 | 0707
______________________ e e
P ; 0.9 i 0008 i 009 i 06
T2-0 | 76+5 | 9+0l1a | 18%01a | 08%0.1
a/N;na T2-30 | 76%3 | 10+1a | 19#01a | 08#0.1
) i i i i
P 2-50 {  69+5 | 7#1b | 14%01b ! 07%01
| | | |
T2-70 * i - i - i - i -
______________________ e e
p (raleo) ; 0.08 {001 | 00007 i 02
______________________ e s
p (raleo?) i 0.2 i 00002 | 0.0006 @
T1 i 76+7 | 4+3b | 11+1.1b | 06%06b
T2 | 68+7 | 8+la | 16+16a | 0.7+07a
______________________ e e
P ; 0.06 i 0005 i 001 | 004
y 120 {  67+#15 | 7+1 | 16+01 | 0.8%0.02
o T2-30 i 68+ 8 | 8+1 | 15%02 | 08008
obliqua | | :
2-50 {704 | 8+1 | 17%01 | 08%003
T2-70 ** § 66 § 7 {140 | 068
______________________ e e
p (raleo) | 0.8 | 0.7 | 0.7 | 0.9
______________________ e e
p (raleo?) i 0.7 i 0.2 i 0.2 i 0.1
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Tabla 4.12. indice de similitud de Jaccard de los plantines los plantines de Nothofagus del ensayo
de interaccion entre el ambiente productivo y el ambiente natural, de matorral de la region
Andino Patagdnica. T1= plantines provenientes del ambiente productivo e implantados en el
ambiente natural; T2= plantines luego de cuatro temporadas en el ambiente natural.

N. alpina T1 I N. alpina T2 I N. obliqua T1 I N. obliqua T2
N. alpina T1 - 0.19 031 {020
""""""""""""""""""""""""" 5 e
N. alpina T2 | | 0.19 | 0.33
""""""""""""""""""""""""" 5 e
N. obliqua T1 i | - | 0.17
""""""""""""""""""""""""" 5 e
N. obliqua T2 i i i -

En el total del ensayo de interaccién se registrd la presencia de 19 pMT, las
caracteristicas de cada uno de los grupos se detallan en la Tabla suplementaria 4.5. En
N. alpina se observaron seis pMT en T1 y T2 (pMT1, pMT3, pMT4, pMT9, pMT11 y
pMT19), y N. obliqua se observaron cinco pMT compartidos entre ambos ambientes
(PMT1, pMT3, pMT4, pMT11 y pMT19). De todos los pMT: pMT1, pMT3, pMT4, pMT11
y pPMT19 se observaron en ambos ambientes y especies (Tabla 4.13). Se registraron
cuatro pMT exclusivos en N. alpina T1, cinco pMT exclusivos en N. obliqua T1, y nueve
pMT exclusivos del ambiente natural en cada especie (Tabla 4.13).

En cuanto a las abundancias relativas de pMT se observé que los grupos
morfolégicos con mayores abundancias en ambas especies y ambos ambientes (T1y T2)
fueron: pMT 19, pMT 1y pMT 11; el ectomorfotipo pMT 5 se observé Unicamente en
vivero. El mapa de calor de las abundancias de N. alpina muestra tres grupos, un grupo
con los individuos de T1 y un individuo de T2 con raleo intermedio (T2-30); y dos grupos
con la mayoria de los individuos de T2 (Figura 4.7 a). El mismo analisis para N. obliqua
muestra dos grupos, ambos con individuos de T1 y T2 (Figura 4.7 c). El analisis
multivariado muestra que para ambas especies estas diferencias entre los plantines de
vivero y del matorral son significativas (N. alpina: r>= 0.6065, p= 0.001, N. obliqua: r’=

0.532, p=0.002; Figura 4.7 b y d).

146



Capitulo 4: Simbiosis Ectomicorricica En Especies Lefiosas Nativas

Tabla 4.13. Abundancias relativas de los ectomorfotipos en los plantines de Nothofagus del
ensayo de interaccion entre el ambiente productivo y el ambiente natural, de matorral de la
region Andino Patagdnica con manejo forestal. Tl= plantines provenientes del ambiente
productivo e implantados en el ambiente natural; T2= plantines luego de cuatro temporadas en
el ambiente natural. * X ectomorfotipos compartidos entre vivero y matorral; ** X compartidos
en ambas especies en vivero y matorral.

Ectomorfotipo i N. alpina de Tromen i N. obliqua de Pilo Lili ' Ambas
(PMT) PT1 T2 | Compartidos* | T1 T2 | Compartidos* | especies**
pMT 1 b 7.3 36.2 | X i 15.7 29.5 | X i X
"""""""""" [ e
pMT2 | 0.0 64 | i 0.0 83 | :
———————————————————— i L
pMT 3 i 3.4 42 | X i 6.4 36 i X | X
———————————————————— s e e L
pMT 4 i 1.6 2.2 i X i 0.2 2.6 i X i X
———————————————————— e e e e e e [
pMT 5 i 21.6 0.0 | 1249 0.0 | |
———————————————————— e R
pMT 6 i 5.3 0.0 | i 5.5 00 |
———————————————————— e e e e e [
pMT 7 P23 0.0 | i 3.0 0.0 | |
———————————————————— e e e e [
pMT 8 i 0.0 3.2 i i 0.0 7.5 i i
———————————————————— T et T
pMT 9 1.2 1.1 X i 0.0 0.8 | |
———————————————————— L e Lt s
pMT 10 i 0.0 36 i i 0.0 03 | |
———————————————————— e T e L
pMT 11 i 16.7 48 | X i 5.0 9.4 i X | X
———————————————————— i N T
pMT 12 P3.2 0.0 | i 0.5 0.0 |
———————————————————— e e
pMT 13 i 0.0 1.2 | i 0.0 20 |
———————————————————— L e e e
pMT 14 i 0.0 0.8 | i 0.0 1.4 | |
———————————————————— e T
pMT 15 i 0.0 0.1 | i 0.2 0.0 | |
———————————————————— e e e e e [ e
pMT 16 i 0.0 11.2 | i 0.0 23 |
———————————————————— e e e e [
pMT 17 i 0.0 4.1 | i 0.0 49 | |
———————————————————— R
pMT 18 i 0.0 21 i 0.0 22 |
———————————————————— e Lt e
pMT 19 i 375 18.8 ! X i 39.4 251 | X i X

Efecto Del Manejo Forestal

En N. alpina se observa una tendencia a disminuir la simbiosis EcM al aumentar
el raleo. Estas diferencias sélo son significativas en la riqueza de ectomorfotipos y la
diversidad (riqueza: p= 0.01, H: p= 0.0007; Tabla 4.11). En cuanto a N. obliqua no se
evidenciaron diferencias en la simbiosis ECM con el aumento de la intensidad de raleo
(Tabla 4.11), estos valores tendieron a ser mas bajos que en N. alpina. En los analisis
multivariados de las abundancias de ectomorfotipos se evidencid un ajuste con la

intensidad de raleo Gnicamente en N. obliqua (r>= 0.4, p= 0.04; Figura 4.7 d).
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4.7.
ectomorfotipos

Figura Andlisis de
(pMT) en los
plantines de N. alpina y N. obliqua
producidos en el vivero de INTA
Bariloche y luego de trasplantados
y desarrollados por cuatro afios en
el matorral de la region Andino
Patagdnica con manejo forestal.
Se presentan los a y d) mapa de
calor y b y c) andlisis multivariado
de las abundancias de pMT. En los
mapas de calor se especifica entre
paréntesis el tratamiento al que
pertenece: Tl= ambiente
productivo; T2= ambiente natural;
numero= intensidad de raleo (O,
30, 50 y 70 %). En los graficos
multivariados: T1;
T2. El aumento de
tamafo de los circulos amarillos
(T2) indican mayores intensidades
de raleo.

verde=
amarillo=
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Discusidn
Colonizacion EcM En Adultos De N. antarctica

Al igual que en los ambientes de bosques la especie N. antarctica, establecida
naturalmente en el matorral, posee colonizacién EcM. Ademads, los porcentajes de
colonizacidn (84 % promedio en adultos) fueron similares a los encontrados por Diehl et
al. (2008) en tres bosques de Nothofagus de las provincias de Neuquén y Rio Negro, con
valores de precipitaciones entre 500 y 2250 mm anuales, durante el verano. Las autoras
mencionan valores medios de colonizacién del 75 + 13 % en N. antarctica (950 a 2250
mm anuales). Asi mismo en el trabajo citan valores de 73 a 79 % para otras especies del
género (N. pumilio [800 a 1500 mm anuales], N. nervosa, N. obliqua y N. dombeyi [>1700
mm anuales]). Sin embargo, otros autores han registrado valores de colonizaciones mas
altos para otras especies de Nothofagus en la regiéon. Como es el caso de Fernandez et
al. (2015) y Longo et al. (2011) quienes han trabajado en bosques de N. alpina y N.
pumilio de las provincias de Neuquén y Rio Negro, respectivamente, y han encontrado
porcentajes de colonizacién entre 89 y 90 % para estas dos especies en las temporadas
de otofio y primavera, en ambos trabajos. Como se mencioné anteriormente, los suelos
donde se desarrollan estos bosques Andino Patagdnicos se caracterizan por presentar
baja disponibilidad de P para las plantas (Mazzarino y Gobbi, 2005). En este sentido, los
resultados aqui presentados y los ya citados sustentan la hipdtesis propuesta por Diehl
et al. (2008), quienes plantearon que esta asociacién simbidtica es posiblemente un
mecanismo de adaptacion de estas especies de Nothofagus a los ambientes Patagdnicos
facilitando la absorcidn de nutrientes (principalmente fésforo).

Con respecto a los ectomorfotipos (MT) en los adultos de N. antarctica, se
encontré que de los 32 ectomorfotipos, la mayoria (56 %) fueron comunes a los tres
sitios de matorral, sélo cuatro ectomorfotipos se encontraron en un unico sitios (FS=
MT8, FN= MT28 y LR= MT3 y MT14). No se observo diferencias en los valores de las
abundancias relativas de ectomorfotipos entre los sitios de matorral, pero si en la
riqueza y la distribucion de ectomorfotipos. Este comportamiento de los morfotipos
podria estar respondiendo a los requerimientos nutricionales y/o ambientales para el
desarrollo que tienen las especies de hongos EcM (Colpaert, 1999; Flores et al., 1997;

Marin et al., 2018).
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Si bien en este trabajo no se realizé las identificaciones moleculares de los
ectomorfotipos, algunos de los observados presentan caracteristicas morfoldgicas
comparables a otros ectomorfotipos encontrados en Nothofagus de la region Andino
Patagonica y que han sido identificados molecularmente, como por ejemplo el MT27
tiene caracteristicas morfoldgicas similar a los ectomorfotipos que se identificaron como
Cenococcum sp. 1 en N. alpina (Fernandez, 2012), y Cenococcum geophilum en N.
antarctica y N. pumilio (Mestre, 2011; Mestre y Fontenla, 2020); el MT31 presentd
caracteristicas morfoldgicas similares a los ectomorfotipo identificados como
Tricholoma sp. 1 en N. alpina (Fernandez, 2012) y Cortinarius macilentus en N. antarctica
y N. pumilio (Mestre, 2011; Mestre y Fontenla, 2020); y el MT10 presentd caracteristicas
morfolégicas similares al ectomorfotipo identificado como Hymenogastraceae 1
observado en N. alpina (Fernandez, 2012). Estos tres ectomorfotipos, MT10, MT27 y
MT31, se encontraron en los tres sitios de matorral. El material para los analisis

moleculares estd conservado, y su identificacidn se realizard en el futuro.

Colonizacion EcM En Plantines De Especies Forestales Nativas

La colonizacién ectomicorricica observada en los plantines de especies de
Nothofagus, de los tres viveros de la regidon Andino Patagdnica aqui estudiados,
estuvieron dentro de los rangos observados por otros autores (Fernandez, 2012;
Fernandez et al., 2013; Fioroni, 2020). Ensayos previos en plantines de N. alpina de 24
meses de edad, realizados en el vivero de la EEA INTA Bariloche y con condiciones de
cultivo similares a los utilizados en los plantines del mismo vivero de este trabajo,
encontraron porcentajes de colonizacién promedio de 72 en condiciones de invernaculo
y 65 % posterior paso a cancha de cria, y se identificaron cuatro ectomorfotipos
(Fernandez, 2012; Fernandez et al., 2013). Mientras que en otro trabajo donde se evalué
el desarrollo de plantines de N. obliqua de seis meses de edad cultivados en el mismo
vivero, sin fertirriego y utilizando como sustrato una mezcla (1:1) de perlita y suelos de
bosque de N. obliqua, el porcentaje de colonizacidon promedio fue superior al 40 % y se
identificaron seis ectomorfotipos (Fioroni, 2020). Reforzando la hipdtesis de que estas

especies presentan una alta dependencia con respecto a la micorrizaciéon, y destacando
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la colonizacién en estadios de desarrollo muy tempranos, aln en sistemas de produccién
y sin fuentes de exprofeso de indculo ectomicorricico.

Entre los plantines de Nothofagus provenientes de los distintos ambientes de
produccidn (viveros) y los implantados en el matorral (ensayo interaccidn) se registraron
19 ectomorfotipos (pMT). En comparacién con otros trabajos, realizados con N. alpina
(Fernandez et al., 2013) y N. obliqua (Fioroni, 2020) en invernaculos de viveros de INTA
Bariloche, y N. pumilio en invernaculos de viveros de INTA Trevelin (Barroetaveiia et al.,
2009), en este trabajo de tesis se han identificado un niumero mayor de grupos
morfoldgicos. Este resultado debe confrontarse con la identificacién posterior dado que
el criterio del operador es variable en este tipo de andlisis, sin embargo en plantines
suele ser mas fidedigno porque se evalla todo el sistema radical. Por otro lado,
observamos que la colonizacion EcM (colonizacion total, riqueza de ectomorfotipos e
indices de diversidad) varié en los plantines de los distintos viveros (item 2.a), y es
posible atribuir estas diferencias, principalmente, a las distintas condiciones de cultivo
de los viveros. La produccién regional tiene diversas metodologias de produccién, como
se observa en la tabla 4.1. Entre ellos destacan el tipo de sustrato, la frecuencia de riego
y la fuente donde proviene el agua, el lugar de cultivo (utilizacién de macetas y tamafios,
cancha de cria), la utilizacién o no de fertilizantes, el ingreso casual de inéculo natural
(de diversas fuentes). Estos aspectos afectan las comunidades de hongos EcM
(Fernadndez et al., 2013; Menkis y Vasaitis, 2011; Rincén et al., 2007; Sousa et al., 2012),
y los porcentajes de colonizacién. El factor edad, es otro aspecto a tener en cuenta;
aungue no es claro cémo influye en la micorrizacidon de los plantines en los ambientes
productivos.

Asi mismo, la colonizacidon ectomicorricica, la abundancia y la diversidad de
ectomorfotipos en los plantines de Nothofagus, variaron significativamente entre las
distintas especies-procedencia de semillas (2.b), entre las distintas procedencias de
semillas dentro de la misma especie en un mismo ambiente de produccién (2.c), y entre
los distintos ambientes de produccidn - procedencias de semillas en una misma especie
(2.d), encontrando variaciones intra e inter especificas entre las especies de Nothofagus
cultivadas en distintos viveros de la regién. No se han observado diferencias en los

siguientes casos: el porcentaje de colonizacién de N. dombeyi y N. pumilio entre los
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distintos ambientes de produccion - procedencias de semillas en una misma especie
(2.d); lariqueza de pMT y los indices de diversidad en N. antarctica y N. obliqua en entre
las distintas procedencias de semillas dentro de las mismas especies en un mismo
ambiente de produccién (2.c); y en N. obliqua entre los distintos ambientes de
produccién - procedencias de semillas en una misma especie (2.d). Esto podria
indicarnos que algunos ambientes de produccion propician un inéculo comun para el
desarrollo de EcM, pudiendo tener un efecto destacado en las EcM establecidas en
especies cercanas.

En el ensayo de interaccién, entre los ambientes de produccién y natural, los
plantines de N. alpina, implantados en el matorral y luego de desarrollarse durante
cuatro temporadas en el matorral, presentaron porcentajes de colonizacidn similares a
los del vivero (74 %) y una rigueza de EcM mayor en matorral (nueve pMT) en
comparacion con el vivero (seis pMT). Los valores de colonizacidn aqui mencionados
fueron aproximadamente un 20 % menores que los reportados por Fernandez et al.
(2015) en plantines de la misma especie, N. alpina, producidos en el mismo vivero (INTA
Bariloche) con forma de produccién similar y llevados al campo por nueve afios dentro
de ambientes de bosques en su area de distribucién, ademas también reportaron mayor
riqueza de ectomorfotipos, 26 grupos, en comparaciéon con nuestros datos y con los
datos de vivero. En el caso de N. obliqua, tampoco se evidenciaron diferencias en el
porcentaje de colonizacidn entre el vivero y el matorral en esta tesis (76 y 68 % de
colonizacidn en vivero y matorral respectivamente), pero si se evidenciaron diferencias
en la riqueza y diversidad de EcM, siendo mayor en el matorral (riqueza=8, H=1.6 y D=
0.7) en comparacién con el vivero (riqueza= 4, H= 1.1 y D= 0.6). No se encontraron otros
trabajos de esta especie en vivero y plantines o juveniles en campo, sin embargo,
nuestros resultados son mayores a los obtenidos por Fioroni (2020) que, como ya se
menciond, registré porcentajes de colonizacion promedio de 40 % y seis ectomorfotipos.
Vale recordar que estos plantines tenian seis meses de edad al momento de analizarlos
y fueron cultivados sin fertirriego y utilizando otro sustrato, todas estas condiciones
pueden explicar la diferencias en la colonizacidn EcM. La procedencia de la semilla, las
condiciones de cultivo y la edad de los plantines cuando salen del vivero para su

comercializacion/distribucidn son factores importantes a considerar para la produccion,
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y sugieren una ventana tecnoldgica a resolver. Asi mismo la implantacién en ambientes
naturales aumenta la diversidad de hongos que colonizan las raices de estas dos
especies de Nothofagus, aunque el matorral puede comportarse como un ambiente
poco propicio para el desarrollo de estas, y por ende favorecer la riqueza y diversidad
de hongos EcM.

Como se menciond, en este ensayo de interaccién se evidencié diferencias entre
los ambientes de vivero y campo en el andlisis de la simbiosis ECM. En este ensayo se
observaron aumentos de la riqueza de ectomorfotipos y abundancias relativas de
algunos de ellos, y de los indices de diversidad, desde el ambiente de produccién (T1)
hacia el ambiente natural (T2). Atribuible, entre otros aspectos, al indculo disponible en
el suelo, que es el responsable de la modificacidon de la colonizacién EcM con hongos
que se encuentran establecidos naturalmente donde se han implantado los plantines.
Las condiciones ambientales del matorral y del suelo en particular no deben descartarse
como factores determinantes. La simbiosis EcM esta influenciada por las condiciones en
la que se desarrollan las plantas, siendo mas parecidas en las dos especies (N. alpina 'y
N. obliqua) en la misma condiciéon (productivo o natural); dado por las condiciones
ambientales y de sustrato, y la disponibilidad de indculo de los dos ambientes. Trabajos
realizados en la regién Andino Patagdnica, analizando la simbiosis EcM en distintas
especies de Nothofagus han encontrado que hay similitud en los hongos EcM (en riqueza
y diversidad) entre distintas especies de este género (N. alpina, N. dombeyiy N. obliqua)
y que las diferencias estan dadas principalmente por un gradiente altitudinal (Nouhra et
al., 2013). Barroetavefia et al. (2019) mencionan que la comunidad de hongos EcM de
N. alpina y N. obliqua estan estrechamente relacionadas, incluso en aquellas areas
donde la superposicidon de nicho es baja. El ambiente donde se establecen las plantas
(productivo o natural) afecta la colonizacién EcM, en parte por el aporte del inéculo

III

“natural” disponible para la planta. Ademas, en las especies del género Nothofagus
comparten muchos de estos simbiontes y tienen la potencialidad de colonizacién con
hongos EcM fuera de su area de distribucion natural. Esta potencialidad seria de suma
importancia para el establecimiento y desarrollo de los plantines, ya que ayudaria al

hospedador a afrontar las condiciones edaficas y ambientales de la regién (poco P
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disponible en el suelo, condiciones de sequia durante las temporadas de crecimiento,

etc).

Supervivencia Y Crecimiento De Los Plantines

En general, N. alpina presentd tasas de supervivencia en el matorral total del 70
%, superior a N. obliqua que tuvo una supervivencia total del 45 %. Las dos especies
presentaron distintos desempefios con relacién al raleo; N. alpina se desarrollé mejor
en las parcelas control y con raleo bajo (30 %), mientras que N. obliqua lo hizo con el
raleo intermedio. En las parcelas con raleos altos (70 % raleo) ambas especies
presentaron muy baja o nula supervivencia (N. alpina= nula; N. obliqua= 20 %); estos
resultados son similares a los reportados por Nacif et al. (2020), quienes han realizado
un seguimiento de otros plantines de N. obliqua implantados en el mismo ambiente y
ensayo experimental aqui utilizados, y quienes suponen que en estas parcelas con raleos
altos el estrés hidrico, tipico de los veranos secos de la region, podria reducir la
supervivencia de los arboles. Ademas, estos resultados reflejan que lo matorrales
presentan condiciones para el crecimiento y desarrollo de estas dos especies; N. alpina
crece mejor a la sombra, mientras que N. obliqua tiene mayor requerimiento de luz para
establecerse y desarrollarse a estratos arbéreos superiores (Chauchard, 1991;
Chauchard y Sbrancia, 2003; Donoso, 1993; Loguercio et al., 2018; Nacif et al., 2020).

Las dos especies de Nothofagus aqui estudiadas presentan en sus sitios de
distribucién natural un patron anamérfico de crecimiento de altura dominante
(Loguercio et al., 2018). Los modelos muestran que en general N. alpina exhibe un mayor
crecimiento en altura comparado con N. obliqua, y que esta ultima presenta mayor
incremento de didmetro en edades tempranas (Attis Beltrdn et al., 2018). Estos patrones
los observamos en nuestro ensayo, donde N. alpina crecié mas en altura que N. obliqua,
y esta Ultima presentd una tasa de crecimiento en didmetro mayor que la primera.
Generalmente estas dos variables presentan una gran variabilidad y se suelen asociar a
diversos factores ambientales como el clima, la textura y la densidad aparente del suelo
(Echeverria y Lara, 2004; Thiers et al., 2008), las variables topograficas (Thiers et al.,

2008), y la autoecologia y las caracteristicas especificas de la especie, asi como el tipoy
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nivel de perturbacidn, entre otros factores (Chauchard y Sbrancia, 2003; Donoso, 1993;

Echeverria y Lara, 2004; Luebert y Pliscoff, 2006).

Efecto Del Manejo Forestal En La Simbiosis EcM En Adultos De N. antarctica Y Plantines

De N. alpina Y N. obliqua

En el anadlisis de la simbiosis ECM en el ambiente natural en los adultos de N.
antarctica se encontraron diferencias entre los distintos sitios con respecto a los
porcentajes de colonizacidn, la riqueza y distribucion de EcM, esta ultima variable esta
asociada significativamente a un gradiente de fésforo. En general, el FS (matorral alto)
fue el que presenté niveles de colonizacidn mas bajos y valores de P disponible mayores,
podria estar asociado a la discusién anterior sobre la importancia de este nutriente en
estos sistemas forestales y su relacion con el establecimiento de la colonizacién EcM en
estas especies forestales (Diehl et al., 2008, 2003).

En el analisis de la simbiosis ECM en los adultos de N. antarctica los efectos de
las practicas de manejo forestal (raleo e implantacién) en la colonizacién EcM fueron
iguales en los tres sitios de matorral. En general, se observa que la aplicaciéon de un raleo
intermedio puede favorecer la riqueza de EcM en los individuos adultos de N. antarctica
gue quedan en los parches remanentes de matorral. Sin embargo, esta respuesta se
modifica con la implantacion (y el disturbio asociado a dicha actividad) o no de plantines
en las parcelas, presentando una mayor riqueza en las parcelas que han sido
implantadas en comparacion con las no implantadas. Trabajos en otros sistemas
forestales encontraron que la comunidad de hongos EcM y su distribucidn esta afectada
negativamente por el manejo forestal (Goldmann et al., 2015; Jones et al., 2003;
Varenius et al., 2016). En muchos manejos forestales, el mantenimiento de parches de
bosques sin disturbar han sido utilizados como reservorio de la comunidad microbiana
(en particular de hongos EcM) para la regeneracién o restauracion del ambiente (Peay
et al., 2007; Varenius et al., 2016). Es por esto que, los efectos aqui encontrados son
importantes a la hora de proponer planes y objetivos de manejos forestales, ya que
elegir la combinacidn de prdcticas que aseguren el mantenimiento de la simbiosis en los
individuos adultos que quedan en pie, puede ser un factor fundamental para asegurar

la mantencion del matorral y de sus SE.
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En cuanto al ensayo de plantines de N. alpina y N. obliqua, en la primera especie
se encontré que el manejo forestal produjo una disminucion de los pardmetros de la
simbiosis EcM en las intensidades de raleo intermedia (50%). Esta diferencia no se
evidencio en N. obliqua. Considerando que ambas especies se encuentran en la misma
condicién (expuestas al mismo disturbio), la diferencia en la colonizacién EcM podria
deberse al comportamiento intrinseco de cada especie. A su vez, la disminucién en la
colonizacién EcM de N. alpina concuerda con la disminucién de colonizacién y riqueza
en adultos de N. antarctica, y podria estar vinculado a el efecto del manejo forestal

sobre los hongos EcM del suelo y su disponibilidad como indculos.

Conclusiones

N. antarctica presenta simbiosis ectomicorricica en los ambientes de matorral.
La simbiosis EcM siempre presenta valores altos de colonizacién, aunque presenta
diferencias entre los distintos ambientes de matorral y las condiciones de fésforo del
suelo.

Ambas variables de manejo (raleo e implantacién), aplicadas en los tres sitios de
matorral, afectaron los distintos pardmetros de la simbiosis EcM en los individuos
adultos de N. antarctica. Tener en cuenta esta interaccidn entre las practicas de manejo
forestal es importante para contribuir con el mantenimiento de la simbiosis EcM en los
arboles adultos que quedan en pie, y de esta forma facilitar el reservorio de hongos EcM
en el suelo y en las plantas hospedadoras.

La simbiosis EcM en plantines de N. alpina y N. obliqua es similar entre ambas
especies y dependen de las condiciones del ambiente donde se desarrollen, sea un
ambiente productivo o un ambiente natural. Al trasplantar plantines producidos en
viveros a suelos de ambientes naturales se establecen nuevos hongos EcM en las raices
de las plantas. Estas nuevas simbiosis podrian beneficiar la instalacion de estas especies
arbdreas en dareas de distribucion donde no se encuentran en la actualidad, y poder
aplicar planes de conservacion y desarrollo forestal.

Los ectomorfotipos de adultos de N. antarctica y de las distintas especies de
plantines de Nothofagus fueron conservados en el laboratorio para una posterior

identificacion molecular. Esta identificacion brindaria informacion sobre cuales son las
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especies de hongos que colonizan las raices de las plantas en estos ambientes y clarificar
algunos aspectos aqui estudiados. Ademas, futuros estudios en afios posteriores, y
considerando otros aspectos ambientales, nos permitiran evaluar si algunos de estos

cambios son bioindicadores tempranos del uso y manejo sostenibles.
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Discusion

Con el propdsito de ampliar el conocimiento sobre las comunidades microbianas
en los suelos de los matorrales nativos y evaluar cémo estas se ven afectadas por
practicas de manejo forestal, se planteé como objetivo de este trabajo describir estas
comunidades eddficas de los matorrales nativos de la region del NO Andino Patagdénico
y analizar el impacto del manejo forestal. En este trabajo, en el marco de un manejo
forestal combinado de raleo e implantacién, se caracterizaron y evaluaron: la
comunidad de bacterias del suelo (por métodos dependientes de cultivo), la comunidad
fungica del suelo (por métodos independientes de cultivo), y los hongos micorricicos
asociados a plantas naturalmente establecidas y de produccién forestal.

Los matorrales de la regién Andino Patagbénica son ambientes
ecofuncionalmente importantes, caracterizados por especies propias de los bosques de
la regidn y de la estepa patagdnica. Estos ambientes presentan una alta biodiversidad y
una alta productividad silvicola, y estdn incluidos como zonas utilizables para las
actividades forestales actuales. Las actividades forestales, como la extraccion de madera
para uso lefiero y construccion, representan una oportunidad importante para el
desarrollo productivo regional. Sin embargo, se conoce poco sobre cual es la
planificacion forestal adecuada para estos entornos y los efectos que pueda suponer
para el ecosistema. Por ello, es urgente y necesario ampliar la informacién para la
planificacion forestal adecuada de estos entornos, asegurando la sustentabilidad del
ambiente y sus SE.

Los matorrales presentan una comunidad microbiana edafica que varia con las
condiciones ambientales en funcién de los distintos sitios y en particular con las
propiedades de los suelos. Los resultados de esta tesis sugieren que las abundancias de
los grupos bacterianos, que varian entre 10° y 10* UFC de acuerdo al grupo, suelen ser
similares y/o menores a otros sistemas forestales, y similares a suelos agricolas. La
actividad microbiana del matorral (medida como respiracion potencial del suelo) fue de
683 mg CO2 kg! de suelo; estos valores de actividad microbiana fueron similares a los
obtenidos en otros trabajos realizados en la regiéon Patagdnica, en ambientes de
matorral y estepa. En cuanto a la comunidad fungica del suelo en estos ambientes se

obtuvo una alta diversidad de hongos, y un gran nimero de secuencias nuevas o no
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identificadas. Se encontré una alta abundancia de los phyla Basidiomycota vy
Ascomycota, y la mayoria pertenecieron a las clases Agaricomycetes (Basidiomycota) y
Leotiomycetes (Ascomycota). Los géneros mds abundantes fueron Hygrocybe,
Mortierella, Clitopilus, llyonectria y Cryptococcus. Los gremios fungicos dominantes en
los suelos de los matorrales fueron: saprétrofos, simbiontes y de ellos los hongos
ectomicorricicos en particular. A priori estos resultados sugieren que los suelos de los
matorrales tienen una alta diversidad microbiana, mayor a la que se ha estimado hasta
el momento en otros bosques de la regién, y podria ubicar a los matorrales como un
reservorio o punto caliente de la diversidad de especies fungicas de la regidon Andina.
Los porcentajes de colonizaciéon EcM, en los adultos de N. antarctica se
encontraron entre los valores esperados para la regiéon, mientras que, la riqueza de
ectomorfotipos resulté mayor a lo reportado por otros autores para distintas especies
de Nothofagus en distintos ambientes. En los plantines de Nothofagus producidos en
viveros (utilizados para la implantacion como parte del plan del manejo) también se
encontraron porcentajes de colonizacion similares a los obtenidos por otros autores en
la regién, mientras que la riqueza de ectomorfotipos resultdé mayor a lo reportado en
otros trabajos. Estos resultados concuerdan con lo postulado por otros autores quienes
expresan que las especies del genero Nothofagus presentan una alta dependencia por

esta simbiosis, facilitando la absorcion de nutrientes como el P.

Comunidades Microbianas Del Suelo En Los Sistemas Del Matorral

Las comunidades microbianas del suelo son de suma importancia en los
ecosistemas forestales, sobre todo en las funciones referidas al ciclado de los nutrientes,
la formacion y mantenimiento de la estructura del suelo, y las relaciones
microorganismo-planta, en particular aquellas que pueden resultar en una mejora para
el desarrollo de la comunidad vegetal. Como hemos descrito en el Capitulo 1, los tres
sitios de matorral (que representan un mismo ambiente) presentan distintos grados de
cobertura y riqueza de especies vegetales, lo que les confiere particularidades en la
comunidad vegetal. También, presentan distintas orientaciones de laderas, y por ende
la exposicién a la radiacion solar, la temperatura, y el contenido de humedad varian

entre sitios.
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En este trabajo, al igual que en otros sistemas forestales del mundo,
evidenciamos que las comunidades microbianas del suelo (la abundancia de bacterias,
la actividad microbiana, la composicidon fungica y la colonizacién EcM) se vieron
modificadas, de forma directa o indirecta, por las caracteristicas ambientales de los
distintos sitios de matorral, entre las que destacamos las propiedades fisicoquimicas del
suelo. Encontramos que las abundancias de los distintos grupos bacterianos estdn
asociados a gradientes de pH, Ce, C, N, P disponible y Ca. La comunidad fungica del suelo,
en términos de composicién taxonédmica y gremios ecoldgicos, se vio afectada por las
propiedades fisicoquimicas del suelo; HG, pH, CE, C y N. Mientras que, la colonizacién
EcM en individuos adultos de N. antarctica esta asociada por la cantidad de P disponible
del suelo.

En cuanto la colonizacién ectomicorricica de los plantines de especies lefiosas
nativas implantadas en los matorrales, en esta tesis se encontré que en cada vivero las
especies de Nothofagus presentan diferencias en los porcentajes de colonizacién y
riqueza de EcM, posiblemente debido a las condiciones de produccion de cada
establecimiento, y entre ellas a fuentes de indculos distintas. Destacando que,
independientemente de la especie y edad, todos los plantines estdn colonizados, aun
cuando no se utilicen inéculo ectomicorricico (agregado de ex profeso) como practica de
produccién. Los viveros de la regién Andino Patagdnica aplican diversas metodologias
productivas, variando el tipo de sustrato, la frecuencia de riego y fuente de agua, el lugar
de cultivo (utilizacién de macetas y tamanos, cancha de cria), y la utilizacién o no de
fertilizantes. Ademas, la procedencia de la semilla de los plantines cuando salen del
vivero para su comercializacion/distribucion arrojan diferencias en la colonizacion y
riqueza de EcM. Todos estos factores y practicas productivas tienen efecto en la
micorrizacion de los plantines, es por ello que resultan de suma importancia y plantean

interrogantes técnicos y tedricos a desarrollar.

Efectos Del Manejo Forestal
En este trabajo se encontré que el manejo forestal modificé algunas propiedades
fisicoquimicas del suelo y pardmetros de las comunidades microbianas del suelo,

mostrando diferentes patrones de respuestas en cada uno (Figura 5.1), esta respuesta
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depende del tipo de manejo forestal aplicado y el tiempo transcurrido. La intensificacion
del raleo provocé el aumento del pH, la CE (en la parcelas no implantadas) y el P
disponible (en las parcelas implantadas) del suelo; mientras que la CE (en las parcelas
implantadas) y el P disponible (en las parcelas no implantadas) disminuyeron con la
intensificacién del raleo.

Los efectos del manejo forestal en las abundancias de bacterias mesdfilas y
diazotrofas, a corto y a mediano plazo, fueron mds o menos similares en los dos tiempos
analizados; habiendo un aumento en las abundancias de estos grupos con los raleos
bajos e intermedios, cuando se implanta. Para los grupos de Pseudomonas y
Enterobacterias el efecto de las practicas de manejo vario en el tiempo con las distintas
practicas aplicadas. A corto plazo (en las parcelas implantadas y no implantadas) hubo
un aumento de la abundancia de ambos grupos bacterianos, mientras que, a mediano
plazo la abundancia de Pseudomonas aumenté con los raleos intensos, presentando
diferentes efectos en los raleos bajos e intermedios entre las parcelas implantadas y no
implantadas. Por otro lado, la abundancia de Enterobacterias disminuyé con la
intensificacién del raleo en ambos tratamientos de implantacion. Por su parte, la
actividad microbiana no mostré efectos de las practicas de manejo forestal (raleo e
implantacion).

Para la comunidad fungica del suelo la riqueza de OTUs fue el Unico pardametro
afectado por el manejo forestal, aumentando con los raleos bajos e intermedios,
dependiendo de la implantacion y la aproximacién analizada. Mientras que los indices
de diversidad (H y D) no se vieron afectados por las practicas de manejo. En cuanto a la
simbiosis EcM en adultos de N. antarctica se observa que la aplicacién de un raleo
intermedio puede favorecer la riqueza de ectomorfotipos en los parches remanentes de
matorral, sin embargo no se encontrdé efecto de estas practicas en los porcentajes de

colonizacion.
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Abundancias de Bacterias
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Figura 5.1. Esquema de los efectos de la intensificacion del raleo en las comunidades microbianas
del suelo de los matorrales en la region Andino Patagdnica. Corto plazo= a un afio de instalado
el manejo forestal; Mediano plazo= a cuatro afios de instalado el manejo forestal; Intraanual=
comparaciéon entre estaciones (otofio vs verano); Espacial= comparaciones entre sitios (FS vs
FN); Riqueza (OTUs)= riqueza de OTUs de la comunidad flngica (secuenciacion masiva);
Diversidad= indices de diversidad de la comunidad fungica (secuenciacidon masiva); H= indice de
diversidad de Shannon; D= indice de diversidad de Simpson; Riqueza MT= riqueza de
ectomorfotipos en adultos de N. antarctica; Riqueza pMT= riqueza de ectomorfotipos en
plantines implantados de N. alpina (mayor supervivencia en el matorral).

Los diversos efectos, del manejo forestal en los distintos pardmetros estudiados,
podrian deberse a que la respuesta de los microorganismos edaficos a los disturbios es
compleja, dependiendo no sélo de la practica de manejo y el tiempo transcurrido, sino
también, de cdmo se ven afectados los suministros de nutrientes al suelo. Muchas de
las respuestas de los microorganismos tienen forma similar a la hipétesis de disturbios
intermedios (HDI, aunque no exactamente igual a lo que postula), aumentando los
valores de abundancias y riquezas con los niveles de raleos (disturbios) bajos e

intermedios. Asi mismo, otros pardmetros presentaron otros tipos de respuesta, e
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incluso algunos (como los indices de diversidad fungica) no tuvieron efecto del manejo
forestal. Esta diversidad de respuestas concuerda con lo expresado por Fox et al. (2013),
gue afirman que hay multiples mecanismos que determinan los patrones de diversidad
y coexistencia de especies, aparte de la HDI.

En cuanto a los plantines implantados en el matorral, de los cuales N. alpina fue
la que presentd mayor supervivencia, se encontré que el manejo forestal produjo un
aumento de los parametros de la simbiosis EcM en los raleos bajos y una disminucién
con la intensificacidon del raleo. Esto concuerda con el efecto del raleo en la de riqueza
en N. antarctica, y podria estar vinculado a cierto efecto del manejo en la disponibilidad

o calidad del indculo, o a una respuesta de la planta afectada.

Implicancias Locales - Recomendaciones

La interpretacion de cémo las comunidades microbianas son modificadas por el
manejo forestal es compleja y variada, y posiblemente esté afectada por otras
modificaciones del ambiente producidas por el manejo y no medidas en este trabajo. Es
necesario conocer estas modificaciones en las comunidades y monitorearlas a lo largo
del tiempo, y en lo posible relacionarlas con los roles ecolégicos y los SE que tienen estos
grupos. Sin embargo, para poder proponer planes de manejos sustentables, que
aseguren el mantenimiento del ecosistema, se deben considerar no sélo las respuestas
de estas comunidades edaficas, sino que también se deben evaluar otros componentes
del ecosistema. Por otro lado y con respecto a la seleccidon de las especies que se van a
reforestar (seleccién de plantines producidos en viveros e implantados en el manejo
forestal) es importante reconocer los limites de adaptabilidad de estas especies
arbdreas y reconocer las restricciones del ambiente donde se va a implantar. Resulta asi
mismo importante desarrollar metodologia de cultivo de especies nativas para producir
plantulas de buena calidad, importante en actividades de reforestacién y restauracién
de manera exitosa, y, a la vez, convertirse en una fuente de ingreso para los productores
(Montagnini et al., 2006). Es por esto que la produccién y el cultivo de especies nativas
con valor forestal podrian mitigar el impacto de esta actividad sobre el bosque nativo.

Como se menciond en el Capitulo 1, en el mismo manejo forestal se han realizado

otros trabajos estudiando diversos componentes del ecosistema y SE. Del conjunto de
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estos trabajos se encontré que los raleos bajos e intermedios provocaron un aumento
en la composicién taxondmica (Chillo et al., 2020) y en la diversidad de plantas en FN y
LR (Goldenberg et al., 2020b). La intensificacién del raleo aumentd la composicion
taxondmica y la diversidad de plantas en FS (Goldenberg et al., 2020b), aumentoé el
crecimiento en los rebrotes y la produccion de biomasa vegetal (Goldenberg et al.,
2020a), y aument? la visita de polinizadores (Coulin et al., 2019). En contraste con esto,
la intensificacion del raleo disminuyd la cobertura del suelo, la acumulacién de material
combustible vegetal y la humedad del suelo (Goldenberg et al., 2020b). A partir de los
resultados de esta tesis se podria suponer que la aplicacion de raleos bajos e
intermedios, que favorecen ciertos parametros de la comunidad microbiana (concuerda
con la HDI), pueden resultar una buena estrategia de manejo para la obtencidn de leiia
de los matorrales nativos de la regién Andino Patagdnica. A su vez, estos raleos brindan
condiciones favorables para la reforestacion de especies nativas con fines productivos y
de restauracién. Ademads, la implementacién de raleos bajos e intermedios también
favorecen otros parametros ecolégicos, como los obtenidos en los trabajos citados
anteriormente (Chillo et al., 2020; Goldenberg et al., 2020b).

Con respecto a la implantacion, en otro trabajo se evidencid que en los raleos
intermedios aumentaron el dano foliar en plantines de N. obliqua, sin embargo esto se
contrarrestd con el aumento en la supervivencia y el crecimiento de estos plantines en
estos tratamientos (Nacif et al., 2020). Sin embargo, los resultados de esta tesis nos
permiten suponer que la implantacion de especies forestales nativas y de importancia
forestal es posible en estos sitios y puede resultar una buena estrategia de reforestacién.
Ademas, en este trabajo se destaca que resulta importante considerar las condiciones
de luz y humedad que tolera la especie a implantar para la supervivencia y desarrollo de
los plantines, y el éxito de esta practica. Sin embargo, se debe considerar que estos
ensayos se realizaron en un periodo de tiempo corto y muchos de estos datos pueden

requerir un seguimiento mas extenso.
Implicancias A Nivel Global
En trabajos realizados en distintos ecosistemas forestales se ha observado que,

en general, las comunidades microbianas del suelo se ven afectadas negativamente por

165



Capitulo 5: Discusion General

las practicas de manejo; sin embargo estas respuestas no siempre son negativas y
dependen del tipo de ecosistema y el clima donde se desarrolle el manejo, el tipo de
practica que se aplique y las acciones posteriores que se tomen. Nuestros resultados
concuerdan con que la respuesta de las comunidades del suelo responde de forma
diferencial al tipo de practica que se desarrolle, intensidad de raleo y accidén posterior
de implantacion, teniendo en cuenta un mismo ecosistema. Estos datos representan
informacién de base para sistemas forestales similares (en ecosistema y clima) en otras
regiones.

Por otro lado, los microorganismos del suelo, y en particular aquellos que se
asocian con las plantas, tienen un rol clave en los sistemas forestales; participando en el
mantenimiento de los ciclos geoquimicos, el secuestro del carbono y la aptitud para
resistir los efectos del cambio climatico (Soudzilovskaia et al., 2019; Steidinger et al.,
2019). Resulta importante conocer estas comunidades microbianas y como pueden ser
afectadas por las transformaciones de los ecosistemas. Las actividades antrdpicas
desarrolladas en los bosques han reducido la cobertura vegetal y por ende afecta los
microorganismos del suelo y las funciones que desarrollan, en particular a las que se
relacionan con las reservas de carbono terrestre (Soudzilovskaia et al., 2019). Los
resultados de esta tesis aportan datos de distintos grupos microbianos de suelos y de
como estos grupos son modificados por las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y la
aplicacion de manejo forestal. Cabe destacar que no todas las practicas aplicadas
resultaron en efectos negativos, esto es clave al momento de considerar las
problematicas ambientales actuales, mencionadas anteriormente, y proponer pautas de

manejo que garanticen la sustentabilidad de los sistemas forestales del mundo.

Estudios Futuros

Este trabajo de tesis se realizd al corto y mediano plazo de realizado el manejo
forestal (cuyo disefio implic6 manejo en un Unico momento temporal), y aplicando
diferentes abordajes metodolégicos para cada grupo microbiano. La complementacién
de estos resultados con otros parametros de las comunidades microbianas, otros
abordajes metodoldgicos, y otras escalas temporales resultaria de importancia para

proponer planes de manejos forestales sustentables en los matorrales, tanto de la
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region Andino Patagdnica como de otras regiones. Para esto se podria realizar andlisis
moleculares de la comunidad bacteriana, y en los hongos EcM de los adultos de N.
antarctica y de los plantines de las distintas especies de Nothofagus que permitiria tener
una visién amplia de los efectos del manejo forestal en la comunidad microbiana. El
estudio de los hongos micorricicos arbusculares es otro aspecto de interés para estudiar.

Por otro lado, realizar estudios futuros considerando un lapso de tiempo mayor,
en afios posteriores a la implementacion del manejo forestal, permitiran evaluar como
han respondido y se han desarrollado las comunidades microbianas del suelo. Mientras
que, realizar estudios con un abordaje similar al aqui planteado pero en otros sitios de
bosques y con diferentes practicas de manejo (otro tipo de extraccion de lefia y/o
considerando la produccidon animal) ampliarian la informaciéon sobre cémo estas

comunidades se ven afectadas por otros tipos de practicas.
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Anexo |: Calculos Suplementarios

Cdlculos respiracion microbiana
Peso molecular del CO2=44 ¢

Peso molecular del HCI=36,5 g
Peso molecular del NaOH=40 g
Concentracion HCI=0,5N (= 0,5 M)
Concentracion NaOH=1 N (=1 M)

x HCl = consumo HCl del blanco (ml) — consumo HCl de muestra (ml)

xmL HCl * mol HCI
1000

moles HCl consumido =

1molde HCl = 1molde NaOH
x moles de HCl = x moles de NaOH
2molde NaOH = 1molde CO,
x moles de NaOH = x molde CO,
gde CO, = xmolde CO, * 44

Cadlculos capacidad de campo
Psh= peso suelo saturado (100 % CC); Psa= peso del suelo seco al aire, con contenido minimo de
agua; Pss= peso suelo completamente seco sin agua

A= peso del suelo al 70% CC; B= peso de 100 g de suelo seco al 70 % CC; C= peso de 100 g de
suelo seco al aire al 70 % CC.

4= 70 x Psh
100
100 x A
B =
Pss

C = B— (Psa — Pss)
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Anexo ll: Tablas Suplementarias

Tabla suplementaria 2.1. Recuentos de unidades formadoras de colonias de los distintos grupos
de bacterias del suelo del matorral de la region Andino Patagdnica. Afo= aino en el que se realizd
el muestreo; Parcela= nimero de parcela y manejo forestal sometida (intensidad de raleo: O,
_3:9_,_50 y 70 % de raleo; NI: parcelas no implantadas; I: parcelas implantadas); FS= Foyel Sur; FN=

Foyel Norte; LR= Los Repollos; < 30= recuentos debajo del limite inferior (< 30 colonias); MNPC=
muy numeroso para contar (> 300 colonias).

Recuentos por parcela (UFC g suelo™)

Aiio  Sitio Parcela Bacterias Bacterias .
meséfilas diazétrofas Pseudomonas  Enterobacterias
. 1A5E+06 6.62E+05 1898403
1(30NI) 1.47E+06 . 4.738105 . 2976403
______________________ 2.278+05 _  5.54B+05  3.656+03 .
_72BH05 3.50E+05 1.00e+04
2(701)  __ 1.04E+06 3.35B+05 - 4.726%03
1.32E+06 MNPC 7.64E+03
"""""""""""" 3.08E+06  9.70E+05  3.48£+03
3(ONI) 2526406  1.77E+06  2.88£+03
3206406 121E+06 5456403
. 3:72E406 2538405 . 2.66£403 _
401 2.73E+06 3.198+05 1418403
2018 FS e 3.34E406  3.03E+05 3436402
. 3:68E+06 7788405 1598403
5(70N)  2.19E+06 7.30E+05 1328404
______________________ 3.05e+06 _ 8.73B+05  2.86E+03
. 3:73B+06 1.056406 . 1418403
6(301) __ 3.75E+06 1136406 . 1568403 .
______________________ 3.39E+06 _ 1.25B+06  1.256+03
_225EH06 1.01E+06 . 2A48E+02 .
700 2.47E+06 1.276406 . 2096102
______________________ 2.04E+06 _ _6.03E+05 _ 1.78£+03
L 2I9EH06 1.34E406 . 3136403 .
8(50NI)  372E+06 1.41E+06 . 2976403 ..
2.78E+06 8.44E+05 2.81E+03
. A4.89E+06 5.238+06 7218403 1.348405
1(30NI)  _ 5.24E+06 . 4.88E+06 6.058+03 1.23E+05
______________________ 5.82E+06  3.49%E+06  6.98E+03 <30
1.73E+06 4.88E+06 1.16E+04 7.28E+04
2015 PN 2(700) 1526+06 _ 439E+06  148E:04 TASE+04
______________________ 1.76E+06 _ 4.15E+06 1.46E+04  4.00E+04
_.2.63E+06 4.758+06 5.38E+03 2998404
3(ON)  181E+06 3.63E+06 5888403 <30 .
2.23E+06 4.50E+06 3.38E+03 4.36E+04
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Continuacion Tabla suplementaria 2.1.

Recuentos por parcela (UFC g suelo™)

Afio  Sitio Parcela Bacterias Bacterias ,
meséfilas diazétrofas Pseudomonas  Enterobacterias
L 158EX07 2628407 1.06E+04 1.28E405
4(01)  __106E+07 . 2.008+07 7858403 633804
______________________ 1.77e+07 _ 1.76E+07  1.27E+04 _ 7.63E+04
. 3:A47E406 3.33E+06 8.00E+03 2.36E+05
5(70N) <30 4.67E+06 760E+03 1456405
5.73E+06 4.13E+06 9.47E+03 2.37E+05
"""""""""""" 4386406  7.13E+06  2.88E+04  MNPC
FN 6(301) <30 5.50E+06 2586404 | MNPC
. 52SE406  750E+06  143E+04  MNPC
_.3:61E+06 4.30E+06 1586404 <30 .
700 261E+06 5.70E+06 2628404 2.27E¥04
______________________ 3.91E+06 6.58E+06  2.95E+04 4.56E+04
L J125EH06 MNPC 2.20E404 7858404
8(50NI) 3.26E+06 | MNPC . 1.76E+04 8.328+04
2.87E+06 MNPC 4.93E+04 1.26E+05
. 8.66E+06 1076407 8.09E+03 2.28E405
1(30NI) __ 9.10E+06 1456407 . 2.01E+04 2.108+05
______________________ 2.558+07 _ 1.16E+07 _ 1.47E+04  2.458+05
. 2.86E+06 1356407 | MNPC 2.758+05
2015 2(700) 146E+07 1.30E+07 | MNPC 2.838+05
______________________ 112e+407 _ _1.80E+07 = MNPC _  _ _2.68E+05
. JL02E+07 6.43E+06 3.258403 2.37E+05
3(ON)  5.93E+06 8.57E+06 8.528+03 1.80E+05
______________________ 5.44E+06 _ 8.24E+06 = 8.52E+03 1.89E+05
L L61Er07 1616407 1998404
401 1948407 199407 . 2898404
R 7.64E406  18IEX07  246E¥04
L 2A9EH07 8.248+06 2.798+04 3.85E+04
5(70NN) 1.47E+07 1136407 . 2.50E+04 2.248405
______________________ 1.71E+07 __ 8.82E+06  2.91E+04 = == 1.75B+05
. LO6EX07 1196407 - 2638404 3.08E+05
6(301) __819E+06 1.298407 3.138+04 2.84E+05
______________________ 1.01e+07 __ _1.47E+07 _2.82B+04 = 2.86E+05
(L A97EH06 6.33E+06 1956404 3.09E+05
700 7.68E+06 7.53E+06 2.098+04 1.96E+05
______________________ 6.02E+06 __  8.28E+06  1.74E+04  2.32B+05
. L.08EX07 >.80E+06 7.00E+04 1116405
8(50NI) 7.06E+06 7.53E+06 7728404 1356405
1.05E+07 4.70E+06 1.21E+05 1.49E+05
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Anexos

Continuacién Tabla suplementaria 2.1.

Recuentos por parcela (UFC g suelo™)
Ano Sitio Parcela / Muestra Bacterias Bacterias

P . Pseudomonas Enterobacterias
mesofilas  diazétrofas

__6.00E+06 _ 4.69E+06 2.62E+05 3.79E+05
1 _6.44E+06 _ 4.98E+06 2.69E+05 3.27E+05
______ 6.88E+06  4.83E+06 1.04E+05 ~  3.18E+05
__6.18E+06  5.61E+06 1.47B+05 3.31E+05
1(30N) 2 <30 6.18E+06 1.95E+05 2.82E+05
______ 6.04E+06  4.89E+06 2.59E+05 ~  2.86E+05
__6.02E+06  9.98E+06 2.26E+05 3.55E+05
3 __5.58E+06 _ 7.05E+06 9.98E+04 3.93E+05
_________________________ 5.A3E+06  8.07E+06 2.11E+05 ~  3.76E+05
__6.02E+06 _ 4.70E+06 | MNPC 6.46E+05
1 <30 6.32E+06 | MNPC 6.90E+05
______ 4.55E+06  6.17E+06  MNPC ~  8.96E+05
__5.09E+06 _ 6.11E+06 2.72E+05 9.17E+05
2(701) 2 _6.69E+06 _ 6.40E+06 | MNPC 8.15E+05
______ 6.26E+06  4.95E+06  MNPC  ~  6.69E+05
__OA4E+06  4.71E+06 | MNPC 2.71E+05
3 __7.50E+06 _ 5.44E+06 | MNPC 2.28E+05
2017 ES e 6.03E+06 _ 6.18E+06 _  MNPC  _  101E+05
__9.28E+06  5.65E+06 4.81E+04 8.99E+05
1 _7.25E+06 _ 6.09E+06 4.70E+04 8.70E+05
______ 6.23E+06 _ 7.54E+06 _ 5.71E+04 = 1.03E+06
__7.22E+06  S5.69E+06 | MNPC  _ 1.43E+06
3 (ONI) 2 _7.78E+06 _ 6.25E+06 | MNPC  _ 1.26E+06
______ 7.36E+06  S5.56E+06 MNPC  ~  1.24E+06
__6.91E+06  5.58E+06 | MNPC _ _ 1.59E+06
3 __6.02E+06 _ 6.32E+06 | MNPC  _ 1.32BE+06
_________________________ 6.76E+06  S5.58E+06 MNPC  ~  1.53E+06
__9.48E+06  6.42E+06 | MNPC 9.33E+05
1 _7.19E+06 _ 6.58E+06 | MNPC  _ 1.I3E+06
______ 7.80E+06  6.42E+06 MNPC ~  1.09E+06
__8.48E+06  6.05E+06 7.60E+04 1.50E+06
4(s01) 2 9.23E+06 <30 . 7.14E+04  1.44E+06
______ 1.156+07  4.99E+06 5.57E+04 ~  1.59E+06
___7.66E+06 _ 8.28E+06 6.99E+04 2.39E+06
3 _8.43E+06  828E+06 6.99E+04 2.35E+06

7.51E+06 6.90E+06 6.41E+04 2.45E+06
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Anexos

Continuacién Tabla suplementaria 2.1.

Recuentos por parcela (UFC g suelo™)
Ano Sitio Parcela / Muestra Bacterias Bacterias

‘g . Pseudomonas Enterobacterias
mesofilas diazétrofas

_6.ASE+06 _ 5.40E+06 _ 2.01E+05 7356405
1 _7.20E+06 _ 5.10E+06 _ 4.38E+05 _ 9.29E+05
______ 8.24E+06 _ 6.00E+06 _ 2.34E+05 720405
7656406 6.18E+06 _ MNPC 3.936405
5(70N) 2 _7.06E+06 _ 5886406 MNPC___ 4.01E+05
______ 5.886406 _ 4.26E+406 _  MNPC_ 3.97E+05
_LOIE+07 _ B.70E+06 _ 2.62E+05  2.29E+06
3 _129E+07 _ 8A41E+06 _ 4.30E+405 _ 2.26E+06
_________________________ LO7E+07 _ 1.13E+07 _ 2.75E+05 _ 2.28E+06
5426406 6.81E+06 _ 5.56E+03  2.76E+05
1 _6.94E+06 _ 1.11E+07 _ S5.83E+03 _  2.19E+05
______ 6.256+06 _ 8.19E+06 _ 6.04E+03 _ 2.24E+05
_5.A49E+06 _ 7.01E+06 _ LSSE+04  3.06E+05
6(301) 2 _594E+06 _ 625406 _ 203E+04 _ 343E+05
______ 5.04+406 _ 9.75E+06 _ LSIE+04 _ 3.23E+05
_6.87E+406 _ 4.84E+06 _ 3.03E+04 _ 3.44E+05
3 _781E+06 _ 6726406 _ 2666404 334E+05
2017 FS e 6416406 _ 5.47E+06 _ 3.31E+04 _  334E+05
5526406 5226406 _ 3.21E+03 MNPC
1 4776406 _ 5226406 448E+03 _ 2.98E+04
______ 5076406 5.22E+06 _ 2.76E+03 _ 2.98E+04
_6.07E+406__ 5.01E+06 _ LO0E+04 _ 3.90E+04
700)  2_607E+06 _ SO1E+06 _ 14SE+04  4.20E+04
______ 6.226406 _ SO01E+06 <30 MNPC_
_7.BIE06  LE8E07 <30 121E+06
3 9036406 _ 1536407 _ 237403 153E+06
_________________________ B.27E+06 _ L6AE+07 _ 7.50E+03 _ 164E+06
_6A7E406 _ 5.74E+06 _ 4.ISE+04 260405
1 _6.32E+06 _ S5.88E+06 _ 371E+04 2536405
______ 7.01E406 _ 5.59E+06 _ A.76E+04 3626405
_7.68E+06 _ BAIE+06 _ 2.01E+04 300405
B(SON) 2 5SIE+06 _ 6526406 _ 1S7E+404 _ 277E+05
_________ <30 5.04E+06 _ 2.36E:04 _ 310E+05
_6.BIE06 _ 9.86E06 _ 186E404 MNPC
37086406 _ 8.I9E+06 206404 MNPC

5.42E+06 8.19E+06 2.25E+04 3.13E+05
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Continuacién Tabla suplementaria 2.1.

Anexos

Recuentos por parcela (UFC g suelo™)

Aiio  Sitio Parcela Bacterias  Bacterias ,
meséfilas  diazétrofas Pseudomonas Enterobacterias
_3.16E406  2.78E+06  3.08E+04 = 1.27B+05
1(30N1) __266E+06  2.37E+06 _  2.85E+04 8.16E+04
_________________________ 2.78E+06 _ 2.71E+06  2.23B+04  9.46E+04
_A.34E406  290E+06 | MNPC _______170E+05
2(r0n) <30 .. 2856406 | MNPC_ ______L70E+05
_________________________ 5.43E+06 _ 3.08E+06 8.06E+04 = 2.02E+05
_A99E406  2.24E406  7.46E+04  1.88R+05
3(ONI) _AS6E+06 2.24E+06  7.49E+04 2428405
_________________________________________ 3.01E+06 _ 5061E+04 _ _ 2.08E+05
_855E+06  4.80E+06 _ 6.99E+04 3.52B+05
4(501) _J35B+06  5.55E+06  7.68E+04 2.76E+05
EN ommemmmeemmmeeeeeee 7.65E+06 _ 6.30E+06 8.31E+04 2.89E+05
_>A6E+06 8.29E+04 9.14E+05
630N <30 ] 8.76E+04 _  1.08E+06
_________________________ S01E+06 __ __ __MNPC __111E+06
_2:05E+06 3.36E+06 | MNPC 9.06E+05
5(70NI) _6.6%E+06 _ 3.67E+06 | MNPC . 5.50E+05
018 e 6.30E+06 _ 3.03E+06 _  MNPC__ 7A3E405
_3:93E+06 _ 3.40E+06 | MNPC 2.54E+05
7(01) _2:51E+06 2.97B+06 | MNPC . 2.578+05
____________________________ <30 _____3:.02E+06 __MNPC ___ 2.15E+05
_A62E+06 4.62B+06  7.36E+04 5.54E+05
8 (50 NI) _OALE+06  4.09E+06 | MNPC . 4358405
4.62E+06 <30 7.73E+04 <30
_.6.16E+06 _ 3.37E+06 _ _ 6.80E+04 2.07E+05
1{30N1) _L77B+06  2.23B+06  7.45E+04 2.248405
_________________________ 7.928+06 _ 1.98E+06 _  7.86E+04 2.16E+05
_3:39E406 2.21E+06 3.79E+04  1.24B+05
2(701) _2.84E+06  1.61E+06 _  3.42E+04 9.84E+04
LR memmmmeemmmeemmeeeme 3.238+06 _ 1.72B+06 _  3.39E+04 = 1.19E+05
_3A46E+06  3.12E+06 | MNPC 3.50E+05
3(ONI) _3A4B+06 2.61E+06 8.04E+04 4.15E+05
_________________________ 3428406 2.77B+06 MNPC_  _  2.97E+05
_60%E+06  1.75B+06 2.88E+04 9.83E+04
4(501) _2:26B+06  1.63E+06 4.43E+04 9.28E+04
6.51E+06 1.88E+06 5.82E+04 1.07E+05
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Anexos

Continuacién Tabla suplementaria 2.1.

Recuentos por parcela (UFC g suelo™)

Aiio Sitio Parcela Bacterias  Bacterias ,
meséfilas  diazotrofas Pseudomonas Enterobacterias
_5.51E+06  2.10E+06 _  2.81F+04 112E+05
5(70NI) _J.97E+06 2.41E+06 4.26E+04 1076405
_________________________ 6.96E+06 _ 1.90E+06 __ 3.65E+04 ~  1.16E+05
_D.A5E+06 3.21E+06  2.82F+04 150E+05
6(301) . 1.00E+07 | MNPC 297804 1758405
2018 LR oo 6.32E406 _ 2.54E+06 _ 3.24E+04  1.2SE+05
_A4.8BEt06  2.07E+06 _  3.93E+04 198E+05
7(01) _>:33B+06 2.41E+06  5.12B+04 2.228405
____________________________ <30 _____246E+06 _ 4.23F+04 = 2.19E+05
_6.19E+06  2.57E+06 _ 9.08E+04 3.02E+05
8 (50 NI) _J.78E+06  2.05B+06 | MNPC . 4.038+05
7.30E+06 2.89E+06 9.05E+04 4.21E+05
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Anexos

Tabla suplementaria 2.2. Actividad microbiana del suelo del matorral de la region Andino
Patagodnica. Aho= afio en el que se realizé el muestreo; FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR= Los
Repollos; Parcela= nimero de parcela y manejo forestal sometida (intensidad de raleo: 0, 30, 50
y 70 % de raleo; NI: parcelas no implantadas; I: parcelas implantadas).

Aio Sitio Parcela Réplica mg CO;
1 1.40

2 ass
1 (30 NI) 3 se4
a4 596
s 665
1 azs
2 54
2(70) 3 635
R
s 705
1 sea
2 se4
3oNn) 3 573
4 6835
s 710
1 a06
2 a3
2017 FS 4(501) __“““_“3“““““_““—““5_._6_4_1 __________
e
s 7719
1 288
2 588
5 (70 NI) 335
a4 658
s 799
R Y
2 a4
6(30) 3 a4
a4 635
s 799
I T X
2 281
70y 3 494
a4 521
s 534
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Anexos

Continuacion Tabla suplementaria 2.2.

Aio Sitio Parcela Réplica mg CO;
1.83
P30
2018 FS 8 (50 NI) 3 564
4 5.64
5 5.88
1 5.11
1(30NI)  =mmmmmmmmommmsmmmmmseeeen oo
2 6.50
1 0.93
2(701)  =mmmmmmmeeliemeee e e
2 3.71
1 5.57
3(ONI)  mmmmmmmmmmmmmmmm oo
2T
1 6.96
4(501)  mmmmmmmmmmmmeeeeee oo
2 5.57
FS
1 3.71
S(7ONI)  =mmmmmmmmmtsmmmmmmmme— oo e
2 3.71
1 5.11
6(301)  mmmmmmmmmememmmmmm oo
R S ND
1 3.71
7(01)  mmemmmmmmmmmeeeee e
2 3.71
1 2.32
8 (50 NI)  =mmmmmmmmmmmmmm s oo
2 3.71
2018
1 4.90
1(BONI) =t
2 4.90
1 5.57
2(701) =mmmmmmmmmmmemmmmmmm oo
2 4.18
1 9.11
3(ONI)  mmmmmmmmmmmmmmmmme oo
2 9.11
1 6.31
4(501)  memmmmmmmmmmmeeeeeee e
2 4.90
FN o
1 10.51
S{TONI)  =mmmmmmmmmtsmmmmmmmmm— oo e
2 4.90
1 9.11
L )
2 7.71
1 10.51
7(01)  meemmmmmmmmmeeee e
2 7.71
1 2.78
8(SONI)  =mmmmmmmmmdimmmm oo e
2 4.18
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Anexos

Continuacion Tabla suplementaria 2.2.

Aio Sitio Parcela Réplica mg CO;
1 5.14
1(BONI) = ftmmmmm o
2 5.14
1 4.18
2(701)  mmmmmmmmmm e
2 6.96
1 5.14
3(ONI)  mmmmmmmmmmmmmmmmm oo
2 6.54
1 5.57
4(501)  mmmmmmmmmmmmmmmmmmmme oo
2 2.78
2018 LR e e e
1 2.34
5(70 NI)  =====mmmmmmmm e
2 2.34
1 3.74
L )
2 9.34
1 5.14
P ()
S S 2 s S
1 3.74
8 (50 NI)  ==mmmmmmmmmmmmmmm e
2 3.74
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Anexos

Tabla suplementaria 2.3. Modelos con los ajustes mds altos de los distintos grupos funcionales y actividad microbiana de bacterias del suelo del matorral en
la region Andino Patagdnica analizados a corto plazo de instalado el manejo forestal. Int= interseccién; Sitio= tres sitios de matorral (FS, FN y LR); Im=
implantacion (parcelas implantadas y no implantadas); Ral= raleo; Ral2= raleo?; df= grados de libertad; A= diferencias entre los valores de AlCc con respecto
al primer modelo presentado; peso= peso relativo.

A) Bacterias mesdfilas

N°de modelo | Int Sitio  Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2 | df | loglik | AICc | A |peso
1 | 2086406  +  -192821 13224 +  + + 147 +  1121-273.741599.85} 0.00 | 0.98
2 | 1.96E+06  + 201916 -2911 +  + 6 111{-281.921607.85 | 8.00 | 0.02
3 | 192406  + 189321 -2311 +  + 110{-287.16 {611.24 | 11.39 | 0.00
4 | 2.41E+06  + 129633 -1699 +  + 6 110{-290.93 | 618.77 | 18.92 | 0.00

B) Bacterias diazotrofas

N°de modelo | Int Sitio  Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2 ! df | loglik | AICc | A |peso
1 | 5.35E+406  + 18565  -443 +  + 111!-246.621541.63 | 0.00 | 0.55
2 | 5.44E+06  + 81525 2185 +  + 12 1121-242.371543.40} 1.77 | 0.23
3 | 5.536406  + 222736 8150 +  + 68 +  1131-236.16{543.821 2.19 { 0.18
4 | 5.44E+06  +  -4468  -105 +  + 110{-254.281548.56 | 6.93 | 0.02
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Continuacidn Tabla suplementaria 2.3.

C) Pseudomonas

N° de modelo !

| Int Sitio  Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2 | df | loglik | AICc | A |peso

1 | 1406404  + 58 ; | 91-173.261379.521 0.00 | 0.52

2 | 1.41E+04  + .78 2+ 1101-170.24 | 380.48 | 0.96 | 0.32

3 | 1.40E+04  + 55 + | 8 1-178.20(383.47| 3.95 | 0.07

4 | 1.50E+04  + 93 2+ | 9 1-175.441383.87| 4.35 | 0.06

D) Enterobacterias

N°demodelo | Int Sitio Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2! df | loglik | AICc | A |peso
1 | 751E+04  + 127 + | 7 1-123.341279.361 0.00 | 0.80

2 | 1138405  + 1189  -14  + | 8 1-118.97/282.75! 3.39 | 0.15

3 | 1.19E+05  + 985  -14  + | 7 1-127.00|286.66 7.30 | 0.02

4 | 1.20E+05  + 13 + | 6 1-131.34/286.68] 7.33 | 0.02

Anexos
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Anexos

Tabla suplementaria 2.4. Andlisis multivariado de la comunidad bacteriana d-el suelo del matorral en la region Andino Patagdnica en la aproximacion extensiva
cronologica, a corto y mediano plazo de instalado el manejo forestal, y extensiva en un afio cronoldgico. r*= coeficiente de correlacién como medida de bondad
de ajuste. Vectores: CE= conductividad eléctrica, H= humedad gravimétrica, N= Nitrégeno, C= Carbono, C/N= relacién Carbono / Nitrégeno, P= Fésforo, Ca=
Calcio. Factores: Sitios= tres niveles: alto, intermedio y bajo, implantacién= dos niveles: implantadas y no implantadas. ND: no determinado. El andlisis se hizo
con 999 permutaciones libres.

Corto plazo Mediano plazo Mismo afio cronoldgico

VECTORES 2 p r p r p
__________________________________________________________________________________ .'______________________________________________+_________________________________________________

Raleo 0.15 0.27 ; 0.15 0.21 ; 0.091 0.47
pH 0.38 0.027 * | 0.09 0.43 | 0.07 0.60
CE 0.38 0.017 * | 0.56 0.002 ** | 0.10 0.43
H 0.03 0.81 | 0.09 0.42 | 0.08 0.54
N 0.45 0.009 ** | 0.10 0.372 | 0.02 0.85
C 0.44 0.013 * | 0.15 0.21 | 0.06 0.63
C/N 0.11 0.34 § 0.20 0.13 § 0.12 0.39
p 0.46 0.007 ** | 0.05 0.63 | 0.11 0.41
Ca 0.59 0.001 *** | ND ND § ND ND
FACTORES r2 p ] r’ p i r’ P

Sitios 0.36 0.002** | 0.31 0.005** | 0.13 0.35
Implantacion 0.02 0.734 i 0.03 0.52 i 0.00 0.99

Cddigos de significancia: 0 “***’ 0,001 “**" 0.01 “** 0.05‘./0.1°" 1
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Anexos

Tabla suplementaria 2.5. Modelos con los ajustes mds altos de los distintos grupos funcionales y actividad microbiana de bacterias del suelo del matorral en

la region Andino Patagonica analizados en la aproximacion extensiva cronologica a mediano plazo de instalado el manejo forestal. Int= interseccién; Sitio=

tres sitios de matorral (FS, FN y LR); Im= implantacidn (parcelas implantadas y no implantadas); Ral= raleo; Ral2= raleo?; df= grados de libertad; A= diferencias

entre los valores de AICc con respecto al primer modelo presentado; peso= peso relativo.

A) Bacterias mesdfilas

N°demodelo | nt Sitio  Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2|df | loglik | AICc | A |peso
1 | 4.69E+06  +  -225391 11437 +  + + 120 +  111{-519.43{1070.29} 0.00 ! 1.00
2 | 453E+06  +  -15478 3049 +  + Y 1101-527.35{1082.29{12.00 | 0.00
3 | 4.44E+06  + 95933 1403 +  + + | 9 1-532.5411089.08 | 18.79 | 0.00
4 | 5.16E+06  +  -101606 4303 +  + -42 | 9 1-538.5911101.18 | 30.89 | 0.00

B) Bacterias diazotrofas

N°demodelo | nt Sitio  Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2|df! loglik | AICc | A |peso
1 | 275406  + 113738 -2311 +  + + 10 +  1121-480.10! 996.68 | 0.00 } 0.95
2 | 275406  + 54388 107 +  + £ 13 111-485.32{1002.79 | 6.11 | 0.04
3 | 275406  + 87459 -1241 +  + + 110 {-489.59{1007.34 | 10.66 | 0.00
4 | 2938406  + 6325 1008 +  + -15 110{-494.3311016.81 | 20.14 | 0.00

C) Pseudomonas

N°demodelo | Int Sitio  Im Ral  RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2 | df | loglik | AICc | A |peso
1 | 2.69E+04  + 1996  -118 +  + + 2 +  113!-313.81! 673.84 | 0.00 | 1.00
2 | 4.48E+04  + 161 2+ o+ + 111{-329.59| 694.38 {20.54} 0.00
3 | 4.40E+04  + 380 2+ o+ 110{-333.73 | 697.94 |24.09 | 0.00
A | -3.14E+04  + 12525 521 +  + ¥ 6 1121-328.78| 697.99 |24.14} 0.00
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Continuacidn Tabla suplementaria 2.5.

D) Enterobacterias

N° de modelo !

RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2| df | logLik |

i Int Sitio Im Ral AlCc A ipeso
1 | 587 + 1 o+ | 9 1-254.09! 532.18 | 0.00 | 0.36
2 | 606 + 1 + | 8 1-255.85] 532.34 | 0.15 | 0.33
3 | 555 + + | 7 1-257.561 532.62 | 0.44 | 0.29
4 | 583 + 1 0+ + 110{-256.11} 539.80 | 7.62 | 0.01
E) Actividad microbiana
N°de modelo |  Int Sitio  Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2: df | loglik | AlCc | A !peso
1 | 6.65 + | 4 1-233.67! 475.71 | 0.00 | 0.66
2 | 6.76 + + | 5 1-233.56| 477.69 | 1.98 { 0.25
3 | 5.44 | 2 1-238.14! 480.39 | 4.68 | 0.06
4 | 555 + | 3 1-238.02! 482.26 | 6.55 | 0.02

Anexos
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Anexos

Tabla suplementaria 2.6. Modelos con los ajustes mds altos de los distintos grupos funcionales y actividad microbiana de bacterias del suelo del matorral en
la region Andino Patagdnica analizados en la aproximacion extensiva en un afio cronoldgico. Int= interseccion; Sitio= tres sitios de matorral (FS, FN y LR); Im=
implantacion (parcelas implantadas y no implantadas); Ral= raleo; Ral2= raleo?; df= grados de libertad; A= diferencias entre los valores de AlCc con respecto
al primer modelo presentado; peso= peso relativo.

A) Bacterias mesdfilas

N° de modelo | Int Sitio Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2| df | loglik | AICc | A |peso
1 |3.64E+06  +  -44873 5788 +  + 75 + 111 | -268.85 {581.70! 0.00 | 0.87
2 {3.62E406  +  -8969 4353 +  + 61 | 10 | -274.33 {585.58] 3.88 | 0.12
3 {3.49E+06  + 154919 -2196 +  + { 9 | -279.97 {590.79{ 9.09 { 0.01
4 {4.11E+06  +  -77510 5351 +  + 61 | 9 | -283.68 {598.23116.52} 0.00

B) Bacterias diazotrofas

N°de modelo | Int Sitio Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2! df | loglik | AICc | A |peso
1 {2.756406  +  -90426 5717 +  + -64 + | 11 | -231.65 |511.69 0.00 | 0.72
2 12726406+  -31369 3425 +  + 43 | 10 | -236.98 {513.96 2.26 | 0.23
3 12728406+ 90707 -1292 +  + | 9 | -242.23 {517.46} 5.77 | 0.04
4 {2.84E+406  +  -72641 4380 +  + -48 | 9 | -245.06 {523.12{11.42} 0.00

C) Pseudomonas

N° de modelo | Int Sito  Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2| df | loglik | AICc | A |peso
1 | 4.54E+04  + 265 + | 9 | -148.03 {336.56! 0.00 | 0.74
2 13306404 + 1370 -14  + | 10 | -143.77 {338.96! 2.41 | 0.22
3 |5.58E+04  + 156 + | 8 | -155.88 {343.77{ 7.21 { 0.02
A |4.81E+04 + 80 -9+ | 9 | -152.46 {34541} 8.85 | 0.01
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Continuacidn Tabla suplementaria 2.6.

D) Enterobacterias

N° de modelo

| Int Sito Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2| df | loglik | AICc | A !peso

1 | 549 + | 7 ! -137.01 {295.03} 0.00 | 0.60

2 | 595 1 + | 8 | -135.56 {29672} 1.69 | 0.26

3 | 606 -1 T | 9 | -133.70 {298.26| 3.24 { 0.12

4 | 602 + | 6 | -143.31 {303.56| 8.53 | 0.01

E) Actividad microbiana

N° de modelo | Int Sitio  Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2{ df | loglik | AlCc | A !peso
1 | 6.65 + | 4 | -97.00 [202.96} 0.00 |0.34

2 | 7.86 0 + | 5 | -96.00 [203.47} 0.51 |0.27

3 | 6.91 * + | 5 | -96.22 1203.91}0.95 |0.21

4 | 8.13 + 0 + | 6 | 9521 (20453} 1.57 | 0.16

Anexos
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Anexos

Tabla suplementaria 2.7. Modelos con los ajustes mds altos de los distintos grupos funcionales y actividad microbiana de bacterias del suelo del matorral en
la region Andino Patagdnica analizados en la aproximacion intensiva en Foyel Sur. Int= interseccion; Sitio= tres sitios de matorral (FS, FN y LR); Im=
implantacion (parcelas implantadas y no implantadas); Ral= raleo; Ral2= raleo?; df= grados de libertad; A= diferencias entre los valores de AlCc con respecto
al primer modelo presentado; peso= peso relativo.

A) Bacterias mesdfilas

N°de modelo |  nt Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 RalRI2 Im:Ral:RI2| df | loglik | AICc | A |peso
1 | 2549.17 | 2 1-173.17 ! 350.92 | 0.00 | 0.45
2 | 251333+ | 3 1.173.03 |353.26 | 2.34 | 0.14
3 | 2522.53 0.01 | 3 1-173.11!353.42 | 2.50 | 0.13
4 | 2527.09 0.59 | 3 1-173.151353.50 | 2.58 | 0.12

B) Bacterias diazotrofas

N°de modelo ! nt Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 RalRI2Z Im:Ral:RI2! df ! loglik | AICc | A |peso
1 | 2528.26 | 2 1-159.59 |323.78 1 0.00 | 0.36
2 | 2454.56 1.88 | 3 1-159.17 | 325.60 | 1.82 { 0.15
3 | 249546  + | 3 {-159.41 {326.08 | 2.30 | 0.11
4 | 2374.11 1168 -0.14 | 4 |-157.96 |326.13 | 2.35 | 0.11

C) Pseudomonas

N° de modelo | Int Im Ral  RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 ImRal:RI2| df | loglik | AlCc | A |peso
1 | 93.83 +  -132 006 + + 000 + | 9 | -8221 {20491 0.00 i 1.00
2 | 69.24 + 2313 -0.93 + 001 {7 1-102.01 | 229.22 {2430 0.00
3 | 97.07 + 2460 -0.98 0.01 | 6 |-105.27 | 230.17 {25.26 0.00
4 ! 62.56 + 24.18 -0.93  + 0.01 i 7 1-102.98 ! 231.15 !26.24 0.00
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Continuacidn Tabla suplementaria 2.7.

D) Enterobacterias

N° de modelo

| Int Im Ral  RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:RalRI2| df | loglik | AICc | A !peso
1 | 800.74 | 2 !-17536 | 35530 0.00 | 0.38
2 | 729.54 0.03 | 3 1-174.98 | 357.17 | 1.86 | 0.15
3 | 734.20 1.77 | 3 1-175.17 | 357.54 | 2.24 | 0.13
4 i 777.19 + i 3 1-175.311357.831 2.53 10.11
E) Actividad microbiana
N°de modelo |  Int Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 RalRI2 Im:RalRI2! df | loglik | AlICc | A !peso
1 | 533 i 2 | -7438 |153.09! 0.00 | 0.28
2 | 5.00 0.00 | 3 | -73.65 | 153.96 | 0.87 | 0.18
3 | 4.97 0.01 | 3 | 73.89 | 154.44 | 1.35 | 0.14
4 i 5.30 + i 3 1 -74.38 1155.431 2.33 10.09

Anexos
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Anexos

Tabla suplementaria 3.1. Seleccion de modelos con mejor ajuste de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de la region Andino Patagdnica con
respecto al manejo forestal en la aproximacion intraanual. N° de modelo= cuatro modelos con mejor ajuste para todas las variables de andlisis; Int=
interseccion; Estacidn= otofio y verano, “+” indica que esta incluido en el modelo; Im= implantacién (parcelas implantadas y no implantadas), “+” indica que
estd incluido en el modelo; Ral= raleo; Ral2= raleo?; df= grados de libertad; A= diferencias entre los valores de AlCc con respecto al primer modelo presentado;

peso= peso relativo.

A) Riqueza de OTUs

N de i Int Estacion Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2 i df i logLik i AlCc i A i peso
modelo ! i i i i i
1 | 469.00 +  -25855 1257.14  + +  -1188.10 + 1 1000 | -33.28 { 13055 { 0.00 | 0.61
2 | 465.80 + 159.82 -414.67  + + 37321 | 9.00 | -42.74 | 133.48 | 293 | 0.14
3 | 460.43 + 213.73  -486.20 + 373.21 | 8.00 | -49.29 | 13514 | 459 | 0.06
4 | 460.72 + 22948 -516.07  + 373.21 | 800 | -49.71 | 13599 | 544 | 0.04
B) Riqueza estimada (chaol)
N de i Int Estacion Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:RaI:RIZi df i logLik i AlCc i A i peso
modelo ! i i i i i
1 | 65437 ¥ 568 42060  + +  -499.98 + | 1000 | -33.99 | 131.98 | 000 | 0.81
2 | 648.85 + 72746 246362  + +  2193.61 | 9.00 | -44.00 | 136.00 | 4.02 | 0.11
3 | 644.81 + 768.04 -2517.47 + 219361 | 800 | -50.99 | 13855 | 658 | 0.03
4 | 642.02 + 82111 -2599.95  + 2193.61 | 800 | -51.43 | 13944 | 7.46 | 0.2
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Anexos

Continuacidn Tabla suplementaria 3.1.

Pe

C) Indice de diversidad (Shannon)

Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2

Im:Ral

Estacion

RI2

Ral

Im

-0.84
-0.02

0.61

s

D) Indice de equidad (Simpson)

Im:RI2 Ral:RI2 Im:Ral:RI2

Im:Ral

Estacion

RI2

Ral

Im

-0.01

0.00
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Anexos

Tabla suplementaria 3.2. Correlacion (envifit) de las variables ambientales en el andlisis

multivariado de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de la region Andino

Patagdnica en la aproximacion intraanual. r*= coeficiente de correlacién como medida de

bondad de ajuste. Vectores: CE= conductividad eléctrica, H= humedad gravimétrica, N=

nitrégeno, C= carbono, C/N= relacion carbono / nitrégeno, P= fosforo, Ca= calcio. Factores:

Estaciones= otofio y verano, implantacion= implantadas y no implantadas.

Phylum ' Clases I Ordenes I Gremios
VECTORES r2 p E r2 p E r2 p E r2 p
—————————————————————————————————————————————— e
Raleo 0.26 018 | 0.15 042 | 0.280 018 | 0.26 0.17
pH 0.19 033 | 047 0.03* | 0.380 007 | 029 0.16
CE 0.49 0.03* | 0.58 0.01* | 0.520 0.01* | 0.78  0.001%***
H 0.47 0.02* | 068  0.001*** | 0.480 0.02* | 074  0.001%**
N 0.51 0.02* | 0.38 007 | 0710  0.002** | 0.66  0.004**
C 048  0.02* | 039 006 | 0.620  0.009** | 0.68  0.004**
C/N 0.14 04 | 005 076 | 0.240 02 | 004 0.77
p 0.20 03 | 007 0.65 | 0.480 0.03* | 020 0.27
e I 031 017 | 025 021 | 025 019 ‘| 030 014
FACTORES 2 PP p P p 1 or p
Estaciones 0.24 005 | 036  0.003** | 021 006 | 027  0.03*
Implantacién ~ 0.008 091 | 001 082 | 0.009 091 | 0.06 0.41

Cadigos de significancia: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 “**’ 0.05°‘”0.1“" 1
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Anexos

Tabla suplementaria 3.3. Caracterizacion taxondmica de la comunidad fungica del suelo en los

matorrales nativos de la region Andino Patagdnica en la aproximacion intraanual. Género=

abundancias igual o superior a 20 secuencias en ambas estaciones; Especies= abundancias igual

o superior a 20 secuencias en ambas estaciones.

3 . Estacion
Phyla Género Especie o
Otoio Verano
Alatospora Alatospora acuminata 79 45
Archaeorhizomyces 37 43
Beauveria Beauveria bassiana 170 73
Botryotinia Botryotinia fuckeliana 50 106
Cadophora 125 105
Calyptrozyma Calyptrozyma arxii 50 48
Cenococcum 115 123
Chaetomium 25 13
Chaetosphaeria 47 38
) 25
Cladophialophora ~  -===------- mmmmmemmmmmmooe ey
Cladophialophora humicolae 22
’ :
Cladosporium ¢ adospor{um 34 34
________________________________ cladosporioides .
Cylindrocarpon 20 15
_ 22 27
Exophiala (109 / 73) i oo
Exophiala salmonis 87 46
116 212
Geoglossum umbratile 21 45
Ascomycota  Geoglossum (225 / 527) ------ giossum um? B e B e
(118 géneros y Geoglossum glutinosum 18 73
93 especies) Geoglossum fallax 70 197
Helicoma Helicoma monilipes 23 17
Hypocrea Hypocrea pachybasioides 20 25
Idriella 14 21
. 31 18
llyonectria (1694 / 653) ================mmmmmm oo ee
Illyonectria rufa 1663 635
Lachnum 21 1
Lecythophora Lecythophora mutabilis 607 593
Leptodontidium 165 158
Meliniomyces (154 / . 61
110) Meliniomyces bicolor 30 49
Nectria 70 6
. Neonectria radicicola 116 31
Neonectria (139 /60)  ------------ R
Neonectria ramulariae 23 29
Neurospora Neurospora terricola 61 68
Paecilomyces Paecilomyces carneus 54
1 17
Penicillium (38 /341)  ----—-- ettty
Penicillium montanense 37 324
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Continuacion Tabla suplementaria 3.3.

Anexos

Phyla Género Especie lEstacmn
Otoio Verano
Pezizella Pezizella chrysostigma 23

e 30 26
Podospora (102 /80)  ----------------- et

Podospora ellisiana 72 54
‘Pseudaegerita . Pseudeurotium desertorum 46 a1
pscomyeots (118 Seerotma g

génerosy 93  Tetracladium Tetracladium apiense 75 48
especies)  Thozetella Thuemenidium arenarium - s 24
Thuemenidium Torrendiella eucalypti a7
Trichocladium (607/  Trichocladium opacum 575 272
303) Trichocladium asperum 32 31
Trichoderma Trichoderma stromaticum 12 39

Clavulina 31 35
Clavaria Clavaria citrinorubra 20 29
e Clavulinopsis corniculata 7 21
Clavulinopsis (56 / 78)  ===========mmmmmm oo

Clavulinopsis luteoalba 49 57
Clitopilus - Clitopilus hobsonii 67 638
Cortinarius 253 699
Cryptococcus filicatus 21 1
Coyptococcts 1478/ G ococcusrjasthanerss 29 64

Cryptococcus terreus 771 512
Cryptococcus terricola 451 90
Descolea Descolea antarctica 29 14
‘Descomyces 9% 157
Basidiomycota Entoloma . Entoloma undatum 27 4
(73génerosy 84 Holtermanniella Holtermanniella festucosa 37 30
especies) "\ dnangium . Hydnangium carneum 20 26
Hygrocybe (1321/1983) Hygrocybe conica 1114 1673
‘Hygrocybe pseudoconica 11 27
e 46 134
Inocybe (58 / 186) ‘Inocybe luteobulbosa var . _.

luteobulbosa 12 >2
Lepiota Lepiota flammeotincta 58
‘leucoagaricus 35
‘Lyophyllum Lyophyllum semitale 29 9
‘Melanophyllum Melanophyllum echinatum 58
‘Moniliela 2 24
Oliveonia Oliveonia pauxilla 39 141
‘Psathyrella (54/176) 2 Y
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Anexos

Continuacidn Tabla suplementaria 3.3.

Phyla Género Especie Estacién
Otofio Verano
Psathyrella corrugis 52 152
‘Ramariopsis 31 28
‘Rhizoctonia 16 a8
e 9 93
Rhodotorula (160 / 113) --------====------—--- e
Rhodotorula ferulica 61 20
sosdomycota Fckenela " pickenelamelea 38357
(73 géneros 'y 84 Ripartites 4 21
especies)  Sistotrema . Sistotrema muscicola 33
‘Stereum Syzygospora effibulata 53 21
‘Thanatephorus 20 30
Tremella 2 34
Tricholoma 104 176
Trichosporon Trichosporon middelhovenii 5 37
Glomeromycota Entrophospora . Entrophospora infrequens 0 68 ..
(5 génerosy 5 18 64
especies)  C1omus (33/90) “Glomus macrocarpum 5T
593 367
Zygomycota (3 1o vierella (1597 / 1237) Mortierella alpina 109 148
e Morerelovericiiato a5 722
Umbelopsis 19 27
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Anexos

Tabla suplementaria 3.4. Seleccion de modelos con mejor ajuste de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de la region Andino Patagdnica con
respecto al manejo forestal en la aproximacion espacial. N° de modelo= cuatro modelos con mejor ajuste para todas las variables de andlisis; Int= interseccidn;
Estacion= otofio y verano, “+” indica que esta incluido en el modelo; Im= implantacién (parcelas implantadas y no implantadas), “+” indica que estd incluido
en el modelo; Ral= raleo; Ral2= raleo?; df= grados de libertad; A= diferencias entre los valores de AlCc con respecto al primer modelo presentado; peso= peso
relativo.

A) Riqueza de OTUs

Modelo N° !

| Int Sitio Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 RalRI2 Im:Ral:RI2 | df | loglik | AICc | A | peso
1 {45850 + 94052 -3171.43 + +  2676.79 + | 9.00 |-31.03 !110.06! 0.00 | 0.96
2 145225 o+ + 94052 -317143  + +  2676.79 + | 10.00 | -26.89 | 117.78 { 7.73 | 0.02
3 | 46294 + 35985 -851.10 + +  509.82 | 8.00 | -41.04 | 11865 859 | 0.01
4 145669 @ + + 35985 -851.10 + +  509.82 | 900 | -36.85 | 121.71 | 11.65 | 0.00
B) Riqueza estimada (chaol)
Modelo N°!  Int Sitio Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2 Im:RalRI2 | df ! loglik | AICc | A | peso
1 | 660.26 + 126468 -4705.50 + + 424467 + | 9.00 |-33.74 | 11549 0.00 | 0.96
2 166323  + + 126468 -4705.50 + + 424467 + | 10.00 | -29.42 | 122.83 | 7.35 | 0.02
3 | 66534 + 60095 -2053.25 + +  1767.74 | 8.00 | -43.73 | 124.02{ 854 | 0.01
4 166831  + + 60095 -2053.25 + +  1767.74 | 9.00 | -39.37 | 126.74 | 11.26 | 0.00
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Continuacidn Tabla suplementaria 3.4.

Pe

C) Indice de diversidad (Shannon)

Modelo N°

Im:Ral:RI2

Sitio Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2

Int

3.62

-1.29
-5.40
-0.20

1.97

s

D) Indice de equidad (Simpson)

Modelo N°

Im:Ral:RI2

Sitio Im Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2

Int

-0.03

-0.02
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Anexos

Tabla suplementaria 3.5. Correlacion (envifit) de las variables ambientales en el andlisis
multivariado de la comunidad fungica del suelo del matorral nativo de la region Andino
Patagdnica en la aproximacion espacial. r?= coeficiente de correlacién como medida de bondad
de ajuste. Vectores: CE= conductividad eléctrica, H= humedad gravimétrica, N= nitrégeno, C=
carbono, C/N= relacién carbono / nitrégeno, P= fésforo, Ca= calcio. Factores: Sitios= Foyel Sur
y Foyel Norte, implantacion= implantadas y no implantadas. El andlisis se hizo con 999
permutaciones libres.

Phylum i Clases i Ordenes i Gremios

VECTORES r p P p I P p PR p
—————————————————————————————————————————————— e o e

Raleo 0.02 0.85 i 0.01 0.91 i 0.01 0.9 i 0.07 0.67

pH 0.26 0.16 i 0.20 0.27 i 0.01 0.9 i 0.02 0.9

CE 0.57 0.01* i 0.40 0.04* i 0.57 0.009** i 0.13 0.44

HG 0.36 0.08 i 0.13 0.41 i 0.47 0.03* i 0.02 0.92

N 0.50 0.02* i 0.39 0.04* i 0.27 0.13 i 0.11 0.5

C 0.35 0.07 i 0.31 0.09 i 0.2 0.25 i 0.07 0.61

C/N 0.47 0.02* i 0.31 0.09 i 0.2 0.25 i 0.07 0.63

P 0.36 0.07 i 0.42 0.04* i 0.05 0.73 i 0.34 0.07
o 070 0001***! 024 018 | 018 029 | 006 069
_FACTORES ! e P P ] N S S P

Sitios 0.46 0.003** i 0.18 0.06 i 0.08 0.32 i 0.09 0.28

Implantacion 0.04 0.5 i 0.07 0.039 i 0.01 0.77 i 0.06 0.45

Cddigos de significancia: 0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 “*’ 0.05‘"0.1°"1
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Anexos

Tabla suplementaria 3.6. Caracterizacion taxonémica de la comunidad fungica de los matorrales
en la aproximacion espacial. FS= Foyel ladera Sur; FN= Foyel ladera Norte; Géneros=
abundancias igual o superior a 20 secuencias en los dos sitios; Especies= abundancias igual o
superior a 20 secuencias en los dos sitios.

3 . Sitio
Phyla Género Especie
FN FS
Alatospora Alatospora acuminata 60 37
Archaeorhizomyces 30 33
Beauveria Beauveria caledonica 72 57
Botryotinia Botryotinia fuckeliana 19 84
Cadophora 41 76
Calyptrozyma Calyptrozyma arxii 34 34
Capronia 113 1
Cenococcum 63 100
Chaetomium 63 11
Chaetosphaeria 31
Cladosporium Cladosporium cladosporioides 6 27
. 22 22
Exophiala mmmmmmmmmsmmmmmmmoee e
Exophiala salmonis 23 36
e M14 161
Geoglossum fallax 103 157
Geoglossum ~ moommmmmmmmmmmmsoeee- oo
Geoglossum glutinosum 25 59
Ascomycota Geoglossum umbratile 33 36
(114 génerosy Geomvces Geomyces pannorum var
95 especies) A asperulatus 28 2
Hypocrea Hypocrea pachybasioides 10 20
Ilyonectria llyonectria rufa 126 504
Lachnum 39 0
Lecythophora Lecythophora mutabilis 271 487
Leptodontidium 123 125
. 35 49
Meliniomyces === S
Meliniomyces bicolor 58 38
) Neonectria radicicola 23
Neonectria -~ e — St
Neonectria ramulariae 25
Neurospora Neurospora terricola 54
Oidiodendron 215 14
Paecilomyces Paecilomyces carneus 5 41
Penicillium Penicillium montanense 107 263
Phoma Phoma macrostoma 30 0
40 19
Podospora = -mmmeemeeeeeeee T ssesssmmmmosssooe-
Podospora ellisiana 25 49
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Anexos

Continuacion Tabla suplementaria 3.6.

Phyla Género Especie Sitio
FN FS
Ascomycota Tetracladium Tetracladium apiense 594
(114 génerosy Trichocladium Trichocladium opacum 110 214
95especies) Trichoglossum Trichoglossum hirsutum 137 - 12
___________________________________________ 2 A
Camarophyllopsis _Camarophyllopsis atropuncta . S
Camarophyllopsis
hymenocephala 71
Clavaria Clavaria asperulospora 37 7
Clavaria Clavaria citrinorubra 32 23
Clavaria Clavaria neonigrita 90 1
Clawdlina g 26
Clavulinopsis Clavulinopsis luteoalba 03 47
Clitopilus Ciitopilus hobsonii 2 502
Cortinarius 260 550
S 99 132
Cryptococcus rajasthanensis 10 45
L8 V7 o) ool o ol of U -3t
Cryptococcus terreus 288 407
Cryptococcus terricola 13 70
‘Descomyces 23 129
‘Entrophospora | Entrophospora infrequens 73 0
Basidiomycota Holtermanniella Holtermanniella festucosa 15 25
9 eeporiee)  _Hydnangium " Hydnangium carneum 15 34
464 230
‘Hygrocybe conica 2751 1332
Hygrocybe 'Hygrocybe pseudoconica 23 24
‘Hygrocybe virgineavar
ochraceopallida 26 0
S 39 104
Inocybe \Inocybe luteobulbosa var
luteobulbosa 157 38
Lepiota | Lepiota flammeotincta 0 49
‘Leucoagaricus g 29
‘Melanophyllum | Melanophyllum echinatum o 46
Meanophylum 0 L u
‘Moniliela o 2
‘Mycena 4020 7
Oliveonia . Oliveonia pauxilla 21 116
‘Psathyrella | Psathyrella corrugis o 119
‘Ramariopsis 36 19
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Continuacion Tabla suplementaria 3.6.

Anexos

Phyl Gé Especi Sitio
specie

yla énero peci EN Es
Rhodotorula 31 76

Rickenella Rickenella mellea 489 302
Basidiomycota Sistotrema Sistotrema muscicola | 0 .30 _
(79 génerosy Tomentella 135 22

89 especies)  Tricholoma 4 22

_ 52 131
Trichosporon mmmmmmmmmmmmmmmeeeeeemomooe F

Trichosporon middelhovenii 19 32
Entrophospora =~ mmmmmmmmmmmmmmmmee e -

GIom,eromycota phosp Entrophospora infrequens 0 53
(5 8ENEroS Y 5  mmmmmmmm e e e 33-52 -----
especies) Glomus  meeeeeeemeeeeemeeeemeeeee e e

Glomus macrocarpum 16 20
e s 233 ___

Zyg,omycota (3" Mortierella Mortierella alpina 42 116
generosy 8 _;\_ﬂ_“;““//_“““t_'“'/_/“t_ """"""""""""""""""""
especies) ... Mortierellaverticilata 198 569

Umbelopsis 42 19
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Anexos

Tabla suplementaria 4.1. Porcentajes de colonizacion en adultos de N. antarctica en los tres
sitios de matorral. Parcela= nimero de parcela y manejo forestal sometida (intensidad de raleo:
0, 30,50y 70 % de raleo; NI: parcelas no implantadas; |: parcelas implantadas); x parcela= media
por parcela; x sitio= media por sitio; FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR= Los Repollos.

Sitio Parcela N Colonizacion (%) x parcela X sitio
1 90.95
1 (30 NI) 2 91.98 90.0+1.1
3 89.71
S 8031
2(700) 2 7% 79+2.6
"""" 3 8055
I T 7963
3(ON) 2 8153 80.3+1.1
"""" 3 7975
e 7797
o Alo) 2 743 75918
3 75.48
5(70NI)  -------- e B 79.1+1.4
3 80.12
I T 8761
6(301) > 8321 82+6.3
"""" 3 7526
e 7981
700 2 7569 82.5+8.5
"""" 3 907
8 (SONI)  -------- e A N 79.6 + 4.6
2 82.83
1 77.06
1(30NI) 2 8436 80.7+3.6
"""" 3 8073
I T %0.78
2(701) 2 91.89 91.1+0.7
EN -3 ------------------ 9056 ---------------------------- 86+4.4
1 90.96
30N) 2 8471 89.2+3.9
"""" 3 9
T 7827
4(01) 2 8539 79.9+ 4.9
"""" 3 7591
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Continuacion Tabla suplementaria 4.1.

Sitio Parcela N Colonizacion (%) X parcela X sitio
1 83.98
5(7O0N) 2 85.85 87.2+4
"""" 3 9163
I T 8741
6(301) 2 8939 88+1.2
FN _________________________3_ __________________ _8_7__%_3_ ____________________________ 86+4.4
1 83.57
700 > 7616 81.8+5
"""" 3 878
T o172
8(50NI) 2 9072 89.7+2.6
"""" 3 88
1 86.06
1(30N) 2 7599 83.9+7.1
T S S
2(701)  -------- S A 89.7+1.4
2 90.67
I T 806
3(ON) 2 847 84.8+2.8
R R
4(501)  -------- R et R— 82.9+1.3
e B 8198 .
- R S I 85.8+2.3
5 (70 NI) 2 89.44 87+3.8
"""" 3 894
T %031
6(301) 2 9197 88.1+5.3
"""" 3 814
I T 8528
70) 2 8153 85.8+4.5
"""" 3 9051
T 8271
8(5ONI) 2 8265 84.4+3.1
"""" 3 898
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Tabla suplementaria 4.2. Selecciéon de modelos con mejor ajuste para la colonizacion EcM en relacién al manejo forestal (raleo e implantacion) en
adultos de N. antarctica naturalmente establecidos en el matorral de la region Andino Patagdnica. Int= interseccion, Sitio= tres sitios de matorral (FS,
FN y LR; el signo “+” indica que estd incluido en el modelo), Im= implantacién (parcelas implantadas y no implantadas; el signo “+” indica que esta
incluido en el modelo), Ral= raleo, Ral2= raleo?, df= grados de libertad, A= diferencias entre los valores de AlCc con respecto al primer modelo

presentado, peso= peso relativo.

A) Colonizacion EcM (%)

Modelo ! ! ! ! ! !
" E Int Sitio Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2  Im:Ral:RI2 E df E logLik E AlCc E A E peso
1 859525 + "4 | 210337 | 4293 0 | 024
2 lssesass 47.617 -199.21649 191.91 71 20723 | 4303 | 098 | 015
3 lss3es31 o+ 4 |5 | 200828 | 4306 | 130 | 013
4 lssesiiz  + 1.307802 |5 | 210248 | 4314 | 214 | 008
B) Riqueza de Ectomorfotipos
Modelo ! i i i i i
N E Int Sitio Im  Ral RI2 Im:Ral Im:RI2 Ral:RI2  Im:Ral:RI2 E df E logLik E AlCc E A E peso
1 1859525 + "4 | 210337 | 4293 | 0 | 024
2 lssesaas 47.617 -199.21649 191.91 71 20723 | 4303} 098 | 015
3 les3esst o+ 4 |5 | 200828 | 4306 | 130 | 013
4 lssesi1z 1.307802 |5 | 210248 | 4314 | 214 | 0.08
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Tabla suplementaria 4.3. Caracteristicas macromorfoldgicas de los ectomorfotipos y cantidad de individuos en adultos de N. antarctica presentes en los

tres sitios de matorral de la region Andino Patagdnica. MT= ectomorfotipo (= grupo de similitud morfolédgica); N° de individuos= cantidad de individuos

de N. antarctica en los que se registrd la ocurrencia de cada ectomorfotipo, FS= Foyel Sur; FN= Foyel Norte; LR= Los Repollos.

I Manto I Hifas emanantes I Rizomorfos ' N° de individuos (n=24 por sitio)
MT ! : | ! Total
i Color  Aspecto Ramificacion | Frecuencia  Color Aspecto | Frecuencia Color | FS FN LR (n=72)
i . simple- ! i i
MT1i blanco  brilloso pinnado | abundante blancas algodonosas i abundantes blancos | 18 12 8 38
-------
i simple- ! i i
MT2 i blanco lanudo . . i muchas blancas largas i ausentes i 0 6 6 12
i piramidal ! i i
"""" e
MT3 i blanco liso piramidal | pocas blancas cortas | ausentes i 0 0 3 3
------- T s Jpeewwsee e e
MT4 ! blanco liso 5|‘mp € ausentes o blancas cortas | ausentes i 21 22 20 63
i amiel pinnado | muy pocas ] ]
"""" e
| blanc brillo | largas | |
MT5 i . caramelo, simple i muchas blancas gas, ausentes ! 9 5 9 23
i a miel : algodonosas | :
! algodonoso : ! |
"""" oo
MT6 ! canela liso s.lmpl'e T ausentes o blancas finas, cortas ' ausentes ! 16 15 18 49
] piramidal i muy pocas | |
-------
i anela simple - i cortas, i i
MT7: € lanudo I. P i muchas blancas i ausentes i 8 5 0 13
i a miel pinnado | algodonosas | i
-------
i brillo i blancas - i variado i
MT8 ! clarito . simple i muchas algodonosas i (muchos - caramelo 4 0 5 9
i metalico i caramelo i p0CoS) i
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-- Manto Hifas emanantes Rizomorfos N° de individuos (n=24 por sitio)
MT i i | ! Total
i Color Aspecto  Ramificacion | Frecuencia  Color Aspecto iFrecuencia Color | FS FN LR (n=72)
MT9 idorado algodonoso i muchas  doradas algodonosas i ausentes i 2 0 0 2

"""" T_b”'IT_'r_r'_'
MT10 | dorad r|_ © S|.mp " ! rmuchas doradas largas ! muchos dorados 9 5 10 24

i metalizado pinnado | i i
"""" T_'IT_'r_r'_'
MT11: gris liso snlmp.e— i ausentes i ausentes i 7 7 8 22

| piramidal | | |
-------- e e
MT12§ gris lanudo simple muchas  blancas cortas ausentes 2 4 5 11
-------- e e
MT13§ gris liso simple pocas blancas ausentes 2 4 0 6
--------
MT14§ gris liso simple i pocas oscuras largas i ausentes i 0 0 1 1
--------
MT15 | marrén liso, brilloso 5|.mple " ! ausentes ! ausentes i 16 18 23 57

i pinnado | i i
--------

i imple- | i i
MT16 i marrén liso S|.mp € i ausentes o blancas i pocos blanco 0 6 1 7

| pinnado | muy pocas | |
--------
MT17 | marrén algodonoso S|.mple " ! muchas blancas cortas, | ausentes i 6 9 5 20

i pinnado | algodonosas | i
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Continuacion Tabla suplementaria 4.3.

Manto Hifas emanantes Rizomorfos N° de individuos (n=24 por sitio)
MT i i i ! Total

i Color Aspecto Ramificacién i Frecuencia Color Aspecto i{Frecuencia Colori FS FN LR (n=72)
i simple - i oscuras largas i i

MT18 1 marrén  lanudo . P i muchas (negras a 8as, i ausentes i 12 7 9 28
: pinnado | peludo | :
: : marrones) : :

-------- e e
. . cortas,

MT19: marréon  brilloso simple i pocas blancas i ausentes i 6 18 19 43
i i algodonosas | i

--------
! ! oscuras ! !

MT20: marrén liso simple i pocas (negras a largas i ausentes | 0 4 1 5
i i marrones) i i

———————— R s
i marron - i i i

MT21 | dorado lanudo simple i muchas doradas algodonosas | ausentes i 2 8 13 23

-------- e s
| marrén | | |

MT22 | arro liso piramidal | ausentes i ausentes i 0 12 8 20
| oscuro | | |

........ e T ammremere B
i i - t t 1 i

MT23 ! negro lanudo S|.mp € i abundante blancas cor as., MOt Susentes i 2 6 3 11
] pinnado | spiny ] ]

"""" 5
| simple - | ] i

MT24: negro liso I. P i ausentes i ausentes i 5 17 7 29
| pinnado | ] ]

--------
| lanudo simple - | oscuras | |

MT25: negro ’ . P i muchas (negras a largas i ausentes i 7 12 9 28
: wolly pinnado | | |
! ! marrones) ! !
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Manto Hifas emanantes Rizomorfos N° de individuos (n=24 por sitio)
MT ! ! : | Total
i Color Aspecto  Ramificacién | Frecuencia  Color Aspecto |Frecuencia Color i FS FN LR (n=72)
MT26 I negro liso I pocas claras I ausentes I 4 0 4
"""" 5 e e
MT27 1 negro liso simple i pocas negras largas i ausentes i 16 20 43
"""" e
i . L i largas, | |
MT28 i negro liso piramidal { pocas  marrones rigidas | ausentes i 0 5 0 5
-------- e A i A
MT29| Ve'C€ lanudo SIMPIE =4 huchas blancas cortas., | ausentes i 2 9 0 11
i oliva pinnado | short spiny | :
-------- e
MT30 | verae liso 5|.mp © ausentes | ausentes i 2 3 3 8
| oscuro pinnado | : :
-------- T e
- simple- , i ) |
MT31! violeta lanudo ) i muchas violeta largas 1 pocos  violeta: 2 4 1 7
i pinnado | i i
"""" T_Ilar_r__r_r___
MT32 i marrén |soa,] i:;' simple | ausentes i ausentes P23 24 24 71
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Tabla suplementaria 4.4. Andlisis multivariado para la presencia y abundancias relativas de los
ectomorfotipos en adultos de N. antarctica naturalmente establecidos en el matorral de la region
Andino Patagdnica y sometido a manejo forestal. MT= ectomorfotipos; r’= coeficiente de
correlacién como medida de bondad de ajuste. Vectores: CE= conductividad eléctrica, H= humedad
gravimétrica, N= nitrégeno total, C= carbono total, C/N= relacién carbono / nitrégeno, P= fosforo,
Ca= calcio. Factores: Sitios= Foyel Sur, Foyel Norte y Los Repollos, implantacién= implantadas y no
implantadas. El analisis se hizo con 999 permutaciones libres.

Variables Ambientales Abundancia relativa de MT Presencia de MT

VECTORES r? p r p
‘Raleo 015 02 o T 030

pH 0.06 0.58 § 0.16 0.18

CE 0.05 0.65 § 0.17 0.15

HG 0.04 0.64 | 0.11 0.33

N 0.11 0.30 | 0.20 0.11

C 0.08 0.43 | 0.17 0.16

C/N 0.11 031 § 0.14 0.23

p 0.17 0.17 § 0.41 0.009%*

Ca 0.07 0.46 | 0.12 0.27
'FACTORES 1 ¢ p i e p
siios 012 031 {033 0.001%**

implantacion 0.01 0.81 | 0.04 0.40

Cédigos de significancia: 0 “***’ 0.001 “** 0.01 **’ 0.05‘."0.1“"1
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Tabla suplementaria 4.5. Porcentajes de colonizacion y riqueza de ectomorfotipos en plantines de
Nothofagus en viveros del Noroeste de Patagonia. UNRN= vivero de la Universidad Nacional de Rio
Negro; FBP=vivero Forestal Bosques Patagdnicos; INTA= vivero forestal EEA INTA Bariloche. T Edad
de los plantines en el momento que se retiraron del vivero; Tt plantines utilizados para el ensayo
de interaccion (item 3).

. . Procedencia de Colonizacion Riqueza de
1.
Vivero Especie semilla Edad (%) oMT

60.86
50.72
N. dombeyi Lago Moreno 63.87
75.84

o o b~ b

3
4
Challuaco 2 96.25 6
6
6

UNRN N. antarctica  ----==-======ssmmsmmsmmsemm- o memeeeemeeeeemeeoeeeooeooe

N. obliqua Plantacién El Bolsén 3 60.97

N. dombeyi La Angostura 4 48.34

3
3
N. alpina Lanin 3 64.48 3
FBP 69.17 3

3

N. pumilio S.M. De Los Andes 4 82.86

w w w w w
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Procedencia de

Vivero Especie .
semilla

Edadt

Colonizacion Riqueza de

(%)

pMT

Currhué

35.26
24.13
52.38
25.12

N WL, N W

N. alping  ===mmmmmmm e oo

Tromentt

Pilo LilTt

INTA

N. obliqua
q9 Catritre

N. pumilio Challuaco

v b~ b
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Tabla suplementaria 4.6. Caracteristicas macromorfoldgicas de los ectomorfotipos en los ensayos de plantines de Nothofagus en ambientes de produccion
(viveros) y natural de la region Andino Patagodnica. pMT= ectomorfotipo (= grupo de similitud morfoldgica); Viveros= presencia de cada ectomorfotipo (pMT)
en los tres viveros de produccidon; UNRN= vivero de la Universidad Nacional de Rio Negro (tres especies, cuatro procedencias); FBP= vivero Forestal Bosques
Patagdnicos (tres especies, tres procedencias); INTA= vivero forestal EEA INTA Bariloche (tres especies, seis procedencias).

i Manto i Hifas emanantes i Rizomorfos i Viveros
pMT o . i . i UNRN | FBP | INTA
: Color Aspecto Ramificaciéon ! Frecuencia Color Aspecto ! Frecuencia Color ! : :
: : : i (n=20) ; (n=13) ; (n=29)
! blanco a . simple - i ! ! ! !
pMT 1 ; ) liso mPp I ausentes ! ausentes ! X ! ox 10X
i miel pinnado i i i i i
""""""" e I e e
i blanco a | | | | |
pMT 2 : claro algodonoso ! muchas blancas ! pocos blanco ! X : : X
—————————————— Tbl——l-r——'r—r'r'r
i anco a simple - i i i i i
pMT 3 : algodonoso . P ' muchas blancas largas ! ausentes : X : X : X
i1 canela pinnado i i i i i
""""""" T T B e
pMT4 | | | | | X
""""""" T t T ™ B e
i . i ausentes o - i i i i
pMT 5 : Gris liso : hialinas ! ausentes : X : : X
______________ e boMmuypoCcas b
pPMT 6 i Gris peludo i muchas blancas sucio i ausentes A S X
""""""" e e I I e
pMT 7 i Marrén  algodonoso i algunas blancas largas i ausentes PoX PooX
""""""" ST
1 , sim - 1 1 1 1 1
pMT 8 ' Marrén liso ) P : pocas blancas cortas | ausentes ! X ! X : X
: pinnado | : : : :
""""""" e e e
pPMT 9 i Marrén peludo simple i muchas marrones cortas | ausentes PoX PooX
""""""" e I e e
PMT10 | marrén peludo pinnado i muchas doradas i pocos dorados i i PoX
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Continuacidn tabla suplementaria 4.6.

i Manto i Hifas emanantes i Rizomorfos i Viveros
pMT o . i . i UNRN | FBP | INTA
i Color Aspecto Ramificacion | Frecuencia Color Aspecto | Frecuencia Color | : :
: : : i (n=20) ; (n=13) ; (n=29)
PMT11 | marrdn liso simple i ausentes i ausentes i X i X i X
""""""" e T
i gris oscuro . i i i | |
pMT 12 ! g 2 neero liso : pocas negras : : | | X
-------------- e e
: simple - : : : : :
pMT13 | negro peludo innado ! muchas marrones largas ! ausentes : X : X : X
—————————————— T__pT__IT_T'TT
i . i argas i i i i
pMT 14 | negro liso simple ; pocas negras g y ! ausentes ; X ! X
______________ e L 1 1. A S N S
pPMT15 | negro liso simple i ausentes i ausentes A S D S
""""""" N T
pMT 16 | ocre liso simple i ausentes i ausentes i i i
""""""" N -
pMT 17 | ocre liso simple i muchas blancas finas | ausentes i i i
H simple - H H H H H
pMT 18 ! ocre algodonoso innado ! muchas blancas largas ! ausentes : : :
-------------- s e
! , 1SO, Ssimilar ! ! ! ! !
pMT19 | marron a raiz simple i ausentes i ausentes i X i X i X
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some soil characteristics. The ordination analysis (NMDS) showed a correlation between taxonomic assignation
and some soil characteristics, and only between class seasons. The most abundant ecological guild was sapro-
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increase in autumn); and the ectomycorrhizal symbiont (Hygrocybe in both seasons, while in summer Cortinarius,
Clitopilus, and Geoglossum), all are related to C and N cycle. The only post-management changes observed in soil
fungal community and chemical characteristics were in fungal richness (OTUs) and available phosphorus values;
all the others (diversity indexes, taxonomy, and ecological guilds) were unaffected by this anthropic disturbance.
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1. Introduction

In the twenty-first century, sustainable forest management is a
principle that ensures the production of goods and services from forest
ecosystems in an optimal, permanent manner; it constitutes a strategy
for natural resource management that considers forestry activities in
ecological, economic and social contexts (Aguirre-Calderén, 2015).
Forest management modifies the original composition of forests
through changes in the vegetation composition of tree species, the
structure of age classes and the proportions of biomass contributed to
the soil. It also influences diverse components of the ecosystem, directly
and indirectly, including the availability and quality of resources for
microbial development, which leads to alterations in the structure and
succession of the microbial community (Goldmann et al., 2015;
Purahong et al., 2015). The challenge of sustainable forest management
and the basis of the new paradigms is responsible stewardship of the
forests and forest lands; that is, regulation of their use in such a way as
to preserve their biological diversity, productivity, capacity for re-
generation, vitality, and ability to fulfil their ecological, economic and
social functions, without causing damage to other ecosystems
(Grossberg, 2009; Higman et al., 2000; Malmsheimer et al., 2008).

Despite new and more efficient approaches to biodiversity, there are
still considerable gaps in geographical data in soil biodiversity
(Tedersoo et al., 2014; Bueno et al., 2017; Cameron et al., 2018). South
America holds one of the most diverse biodiversity hotspots, but little
research has been carried out in the region, particularly on below-
ground fundamental organisms and mycorrhizal symbiosis (Pagano and
Lugo, 2019).

The Fungi kingdom is one of the most diverse Eukaryote lineages
and is estimated to contain several million species (2.2-3.8 million
species; Hawksworth and Liicking, 2017). Fungi are important sapro-
phytic, symbiotic and pathogenic organisms that play critical roles in
the function of terrestrial and aquatic ecosystems (Read and Perez-
Moreno, 2003; Van Der Heijden et al., 2008; Taylor and Sinsabaugh,
2015; Grossart et al., 2016). Soil fungal communities represent the
highest soil biomass and are essential for the maintenance of a large
number of ecosystem services (diversity, abundance and plant pro-
ductivity, soil health, water quality, biocontrol of pathogens, among
others). Mycorrhizal (Brundrett, 2004) and free-living rhizospheric
fungi (Raaijmakers et al., 2009) are associated with plant species, and
they take part in nutrient fluxes from soil to plants (Van der Heijden
et al., 2015). Symbiotic mycorrhizal fungi, such as arbuscular mycor-
rhizal (AM) fungi or ectomycorrhizal fungi (ECM), are ubiquitous
components of most ecosystems throughout the world, and constitute a
key component of soil microbiota (Van der Heijden et al., 1998,
Brundrett and Tedersoo, 2018; Pagano and Lugo, 2019): they mobilize
and transport nutrients, especially carbon (C), nitrogen (N), and phos-
phorus (P), and they also reduce water stress (Augé, 2001) and improve
soil aggregation in eroded soils (Caravaca et al., 2002).

Environmental conditions have been shown to play an important
role in determining the soil fungal community. Diverse biotic and
abiotic factors could affect the structure and function of these com-
munities, such as host-plant diversity (Tedersoo et al., 2013; Bonito
et al,, 2014), seasonal patterns (Berg et al., 1998; Mandyam and
Jumpponen, 2005; Zinger et al., 2009; Dumbrell et al., 2011), weather
and geographic factors (Talbot et al., 2013; Miyamoto et al., 2015;
Truong et al., 2019), and edaphic variables (Zinger et al., 2009;
Dumbrell et al., 2011; Kauserud et al., 2011; Davey, 2012; Peay et al.,
2015; Erlandson et al., 2016). Changes in land use, such as forest
management, can modify the fungal soil community and alter the bal-
ance between carbon (C) allocation to ECM fungi, and N and P acqui-
sition by ECM plants, thereby influencing global C storage and N/P
cycles in forest ecosystems (Baskaran et al., 2017; Corrales et al., 2017).
Forest harvesting affects ECM fungi by changing the age structure and
species composition of their host plants, and by modifying the physical,
chemical and biological components of their soil habitat. Some ECM
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fungi taxa appear to be primarily associated with mature forests, while
others may persist as resistant soil propagules until disturbances occur
such as fire or harvesting, providing an opportunity for colonization of
seedling roots (Taylor et al., 2000; Jones et al., 2002, 2003). Manage-
ment without extraction of residual trees plays a role in recently har-
vested forests by retaining a unique ECM fungal community, by influ-
encing species composition and enhancing the diversity of ECM fungal
communities on seedlings adjacent to trees (Cline et al., 2005). Another
point of view was presented by Lauber et al. (2008) when considering
the effects of forest management on soil fungal communities in boreal
forests, suggesting that fungal community composition is more closely
associated with changes in soil nutrient content than with different land
uses.

In Argentina nowadays the sustainable management of native en-
vironments is regulated by National legislation (Law 26.331) and
Provincial laws. These laws establish the need to implement sustainable
wood extraction management (harvesting), and to encourage environ-
mental restoration action such as the implantation of native plants in
extraction areas. Andean Patagonian forests occupy an area of 3 million
hectares, representing approximately 10% of the total forest area of
Argentina (Laclau, 1997; Donoso and Lara, 1995; SAyDS, 2007). In
these forests one of the principal dominant tree species is Nothofagus
spp. (Cabrera, 1976; SAyDS, 2007). The mixed woodlands of this region
are dominated by young arboreal plants and shrub species. From the
XIX century the Northwestern Patagonian region has suffered a drastic
reduction in vegetation cover due to indiscriminate burning and de-
forestation caused by settlements in the region (Kitzberger and Veblen,
1999). This kind of disturbance has significantly affected its conserva-
tion status (Donoso and Lara, 1995) and the ecological functions of
these forests. The mixed woodlands (also called shrublands) are a
common successional post-fire environment included in these forests,
which are dominated by young arboreal plants, mainly the ECM N.
antarctica and some AM tree and shrub species. The mixed woodlands
have been subject to anthropic disturbance (Kitzberger and Veblen,
1999) due to their high productive capacity for livestock rearing (sheep
and cattle) and wood products (poles and firewood) used in domestic
heating and for sale on the timber market. It is estimated that more than
70% of mixed woodland in the Patagonian region is under some kind of
forest management (Peri et al., 2005), with different intensities and
extraction objectives (Veblen et al., 1992; Peri et al., 2005). Most of
these woodlands lack a sustainable management program, causing a
negative impact on the ecosystem and jeopardizing the sustainability of
the system (Peri et al., 2005). A suitable management program is thus
required for these native forest ecosystems (Tacon Clavain, 2004).

Authors such as Peri et al. (2005) and Reque et al. (2007) have
worked in forests where N. antarctica predominates, and have char-
acterized and proposed sustainable management guidelines for these
ecosystems. However, data concerning the effects of different man-
agement practices on these native forests is limited, and almost no in-
formation is available regarding their effect on soil microorganism
communities. In the Northwest Patagonian forest (including wood-
lands) some authors (La Manna and Barroetavena, 2011; Berrios et al.,
2014) indicated that the soil under N. antarctica presented higher N
content than under other shrubs, and they suggested that uncontrolled
productive use or the replacement of this native species could reduce
the N content of the soil with possible negative consequences for the
environment. However, knowledge is lacking on the effects of different
management practices on this extensively-used woodland. Further-
more, almost no information is available regarding forest management
effects on the soil microorganism communities.

Our objective was to study the fungal community and the effects of
an experimental forest management program, which combines har-
vesting and implantation, on these communities in an Argentinian
Patagonian mixed woodland. The study was carried out at one year of
installation, in two contrasting seasons, and soil chemical character-
istics were considered.
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2. Materials and methods
2.1. Study area and sampling site

This work was carried out in a site called El Foyel (41°3848.44"S,
71°29’59.06”W), a representative area of native mixed woodland lo-
cated in the homonymous community (Rio Negro Province, Argentina),
in Northwest Patagonia, Argentina. This site has a slope and an average
altitude of 850 m above sea level. It is a mixed high woodland, mainly
covered by low trees of Embotrium coccineum, Austrocedrus chilensis,
Lomatia hirsuta, Maytenus sp., and N. antarctica, and by mixed shrubs
such as Berberis sp., Discarya chacaye, Diostea juncea, and Schinus pata-
gonicus. Phytogeographically, the site is located in the Subantarctic
Domain, Andean-Patagonian region, Subantarctic Province, and the
deciduous forest district (Cabrera, 1971). Average rainfall is 1100 mm
annually, occurring principally during autumn and winter, due to the
humid winds of the Pacific. Winter precipitation is mainly in the form of
snow. Summer is the driest season. The climate in the area is temperate
cold, with an average annual maximum temperature of 17 °C; the
minimum temperature is 2.5 °C, and the annual average is 8.4 °C.

On the El Foyel site the Universidad Nacional de Rio Negro group (led
by Dr. L. Garibaldi) established a 11340 m? experimental program
consisting of eight plots (each 31.5 X 45 m) which simultaneously un-
derwent an experimental forest management program that combined
harvesting and implantation factors (Table 1). The eight plots were
located consecutively in the site (numbered from 1 to 8, Table 1) and
each was submitted to a certain level of harvesting (four levels), and
one implantation condition [two levels: implanted (I) with native forest
species of ecological interest, and non-implanted (NI)]. Table 1 shows
that each harvesting treatment had two plots, one with implanted na-
tive species and the other without implanted species.

Harvesting was performed as follows: three intensities were installed
(with 0.3, 0.5 and 0.7 of the basal area removed, corresponding to 30,
50, and 70% respectively), and a control plot that was not harvested
(0%, Table 1). In each plot harvesting was carried out in six transects of
different widths, according to the harvesting intensity. In plots with 0.3
harvesting intensity, six transects of 1.5 m width were cut; in plots with
0.5 harvesting six transects 2.5 m wide were cut, and for plots with 0.7
harvesting the transects cut were 3.5 m wide. Within transects the ve-
getation was cut at ground level (except for A. chilensis trees, which
were not cut). In each plot all the larger firewood was extracted, while
the smaller plant material was left scattered on the harvesting intensity
strip as soil cover.

Implantation: six native species of high forest value were planted: A.
chilensis, which are colonized by AM, and five ECM Nothofagus species
(N. antartica, N. dombeyi, N. nervosa, N. obliqua, and N. pumilio)
(Fontenla et al., 1998; Diehl et al., 2003, 2008). The seedlings used
were between four and six years old at the time of planting. They came
from three different geographical origins and were cultivated in
greenhouses in the region. Each species was planted in equal quantities,
30 plants per plot, resulting in a planting density of approximately 1269
plants ha™?, per species.

For the intra-annual seasonality analysis, sampling was carried out
in autumn (May of 2014) and summer (January of 2015), one year after
the forest management treatment had been established (May of 2013).

Table 1

Experimental block assay detailing the distribution of plots according to the
forest management established: harvesting (4 levels) and implanted (I) with
native forest species or non-implanted (NI).

Plot number 1 2 3 4 5 6 7 8
Harvesting 0.3 0.7 0 0.5 0.7 0.3 0 0.5
Implantation NI I NI I NI I I NI

'Harvesting intensity expressed as basal area removed.
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One soil sample was collected per plot, composed of 25 equidistantly
distributed sub-samples, thus forming a total of eight samples per
season. The “pooling” of these 25 samples enabled us to properly esti-
mate the average value of each plot, but did not allow analysis of
within-plot variability, which can be important in fungal communities.
The samples were stored at 4 °C for one day. Under aseptic conditions in
the laboratory each sample was homogenized and fractionated for the
different determinations: gravimetric humidity, soil chemical analyses,
and DNA extraction and amplification.

2.2. Description of plot vegetation and mycorrhizal behavior

Before establishment of the experimental program, M. Goldemberg
(per.com.) described some particular characteristics of the experimental
site where the plot was established; he determined the percentage cover
of dead organic matter (leaf litter, detritus and branches), bare soil and
abundant plant species. Using bibliographical data on the region
(Fernandez et al., 2012; Fontenla et al., 1998, 2001), each plant species
used for determination of cover was theoretically assigned a mycor-
rhizal behavior. Both types of result, cover and mycorrhizal behavior of
the species were analyzed together.

2.3. Soil characteristics

Chemical characteristics were determined in a soil sample from
each plot, in both seasons. Percentage of gravimetric humidity was
determined from the fresh samples (three repeats per sample) after
drying at 105 °C until constant weight (48 h approx.). The pH in deio-
nized water (2:5 w:v) and conductivity (EC = 1:5 w:v - pcimen em™h)
were measured (at room temperature) from dry soil samples sieved
through a 2 mm sieve, using a pH-meter and an electric conductivity
meter, respectively. The remaining determinations were made with
dried soil samples at room temperature (20-25 °C) sieved through a
0.5mm sieve. Percentages of total carbon (C) and total nitrogen (N)
were determined by combustion at 900 °C (Nelson and Sommers, 1996)
using the NC Soil analyzer Flash EA 1112 carbon-nitrogen analyzer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Available phosphorus (Olsen P - pg
g~ 1) was determined by extraction with a 0.5 N NaHCOj5 solution and
quantified by colorimetry with ascorbic acid, according to Kuos (1996).
Percentage Calcium (Ca) was determined by extraction with 1 N am-
monium acetate, followed by atomic absorption (Suarez, 1996) using
AAnalyst 100 (Perkin-Elmer, USA). Plots 3 and 7 were not analyzed in
autumn.

2.4. Molecular and bioinformatic analysis

The fungal internal transcribed spacer (ITS) region was sequenced
for each soil sample. The ITS fungal region was amplified by genomic
soil DNA, using a PowerSoil DNA isolation Kit (Mo Bio Laboratories,
USA), following the manufacturer’s instructions. DNA concentration
was quantified on a QuantiT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen,
USA). Genomic DNA was used as a template for PCR amplification of
the ITS ribosomal region using primers: ITS1F (5- CTTGGTCATTTAG
AGGAACTAA-3’; Gardes and Bruns, 1996) and ITS4 (5’- TCCTCCGCT
TATTGATATGC-3’; White et al., 1990) with TAG extensions. Each PCR
mix (Inbio Highway, Argentina) consisted of 15.8 ul ddH,O, 0.2 ul Taq
polymerase, 2.5ul 10x PCR buffer, 2 ul MgCl, (25mM), 0.5 ul dNTP
mixture (2 mM), 0.5 ul of each primer (10 uM), 1 ul BSA (20 mg ml™ Y
Sigma, USA) and 2 pl of a diluted DNA template. The parameters of the
first PCR were as follows: an initial denaturation step at 95 °C for 5 min
was followed by 35 cycles consisting of denaturation at 95 °C for 30s,
annealing at 55 °C for 30 s and extension at 72 °C for 60, followed by
the final extension at 72 °C for 10 min. A second amplification of the
PCR products was performed to include sequencing adapters and bar-
codes to identify each of the samples (Manual FLX + Roche, jun 2013,
Instituto de Agrobiotecnologia Rosario, INDEAR, Rosario, Argentina).
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The amplicon libraries were then purified with Agencourt AMPure XP
according to the Amplicon Library Preparation Method Manual - GS
FLX Titanium Series (Roche, USA). Purified amplicons were quantified
using the Quant-iT ™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen, USA).
The amplicon pool was prepared with all the equimolar libraries, ac-
cording to the corresponding concentration (ng ul™!). This pool was
brought to work concentration (1e7 molecules ul~'). Sequencing was
performed with the FLX + Roche Sequencing platform (INDEAR 2015).

The sequences were quality-filtered and pooled using Qiime v. 1.3.0
(Caporaso et al., 2010). The filtration criteria were: ambiguous bases
that exceeded 6 bases, with an average quality score below the
minimum of 25; homopolymer maximum exceeding 6 bases; inequal-
ities in the primer exceeding 10 bases; and absence of a discernible
reverse primer. The aligner was made using the MUSCLE v38 method
(Edgar, 2004). OTU mapping was done with Uclust v1.2.22 (Caporaso
et al., 2010) parameters at 97% similarity. OTUs represented by a single
sequence were discarded from the data set, according to Tedersoo et al.
(2010). The number of raw input sequences was 119235, giving a total
of 55,345 sequences at the end of the process.

2.5. Fungal community analysis

Diversity analyses: these were carried out using indices: OTU rich-
ness, expected richness (Chaol), evenness as equitability (=1-D, where
D is Simpson diversity index), community diversity (Shannon-Weaver
index, H), and similarity between communities (Bray-Curtis). The di-
versity indices were calculated using the vegan 2.5-6 (Oksanen et al.,
2019) and fossil 0.3.0 packages for expected richness (Vavrek, 2011), in
R 3.3.1 (R Core Team, 2019). Estimated species richness was also cal-
culated with rarefaction curves using the OTU numbers, and curves
were drawn using the vegan package rarefy function (Oksanen et al.,
2019). This was carried out for the entire data set (n = 16 samples) and
for each season: autumn (A) and summer (S) (n = 8 samples/season).

Taxonomic fungal classification: the OTUs were classified carrying
out the RAPD classifier application (Manual FLX + Roche, jun 2013,
Instituto de Agrobiotecnologia Rosario, INDEAR, Rosario, Argentina),
with a confidence of 0.5 (Wang et al., 2007), using the UNITE 12_11 ITS
database. Fungal taxonomy was considered at different levels: the
abundance of phyla, classes, orders, genera, and species. For each plot,
the number of sequences for each taxon was standardized by rarefaction
using the vegan package rarefy function (Oksanen et al., 2019).

Ecological guilds: OTUs were assigned an ecological guild using
FUNGuild database (Nguyen et al., 2016). As the authors suggest, we
filtered the assignments according to their confidence ranking (“highly
probable”, “probable”, and “possible”; reflecting the likelihood that a
taxon belongs to a given guild). Only assignments with highly probable
and probable confidence were considered, and the number of sequences
for each guild was standardized by rarefaction. The arbuscular my-
corrhizal fungi were not analyzed since the primers used cannot

Table 2
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identify the community of Glomeromycetes well (Stockinger et al.,
2010; Schoch et al., 2012).

2.6. Statistical analysis

To evaluate forest management (harvesting and implantation fac-
tors), seasonal effects, soil chemical characteristics (humidity, pH,
conductivity, C, N, P, and Ca) and fungal community diversity (ob-
served and expected richness, Simpson equitability index, Shannon -
Weaver diversity index) were estimated using general mixed-effect
models. Fixed effects included harvesting intensity (quantitative vari-
able modeled with a second order polynomial function), implantation (I
vs. NI), season (autumn vs. summer), and their two-way interactions.
The hierarchical data structure (two measures in each plot over time)
was accounted for by including plot as a random effect. In particular,
our model estimated different intercepts for each plot. A different
model was estimated for each soil and fungal community characteristic
as a response variable, and normal distribution was assumed for all
models. Model assumptions were met in all cases, and homogeneity of
variances and normality were evaluated with residual and predicted
graphs, Q-Q plots, and Shapiro-Wilk tests. We used the corrected Akaike
Information Criterion (AICc) to select the model that best described the
behavior of the fungal community with respect to management and
season variables. The AICc values and estimation of the parameters for
the final models were obtained from the maximum likelihood estimates
(Zuur et al., 2009).

Structure of the fungal community: In order to represent the
structure of the fungal communities at plot level, we performed a non-
metric multidimensional scaling analysis (NMDS). The abundance of
phyla, classes, orders, and ecological guilds (rarefied) was considered in
correlation with forest management, season, and soil characteristics.
The parameters used were the Bray-Curtis dissimilarity, with 999 free
permutations. The variables that had a significant effect on the ordering
of the fungal communities were plotted using envfit function, and were
also evaluated with distance-based RDA.

All statistical analyses were performed using the vegan 2.5-6
(Oksanen et al., 2019), nlme 3.1-140 (Pinheiro et al., 2019) and MuMIn
1.43.6 (Barton, 2019) packages in R (R Core Team, 2019).

3. Results
3.1. Vegetation and soil characteristics

The El Foyel site is a high woodland (as previously mentioned);
however, Goldemberg (per.com.) reported that in this area the experi-
mental program plots had certain particular vegetation characteristics:
the soil was covered by a significant amount of dead organic matter
(leaf litter, detritus and branches) over 75% in all the plots and the
percentages of bare soil were between 0 and 9.5%, the highest value

Description of El Foyel plots before establishment of the experimental program: percentage cover categorized into bare soil, fallen woody material and plants grouped

by their mycorrhizal types.

Cover (%)/Plot 1 2 3 4 5 6 7 8
(0.3" NI) 0.7D (0 ND 05D (0.7 ND 0.3D 0.0D (0.5 ND)

Bare soil 9.5 0.0 0.0 2.0 0.0 3.3 0.5 2.0
Leaf litter, branches and plant detritus 88.8 76.3 98.8 100.0 98.0 97.5 100.0 98.8
AM plants 98.8 30.5 19.5 14.0 25.0 18.8 17.5 51.0
ECM Nothofagus antartica 1.3 0.0 0.8 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
MER Gaultheria mucronata 0.0 0.0 0.0 0.5 3.0 0.0 0.0 0.0

ND mycorrhizal species 0.0 0.0 1.0 0.0 3.5 3.0 0.0 0.0

NH Embothrium coccineum 0.0 6.0 1.5 7.3 2.8 6.0 6.3 2.8

1 Harvesting intensity expressed as basal area removed, and implanted (I) with native forest species or non-implanted (NI). AM: arbuscular mycorrhizal symbiosis,
ECM: ectomycorrhizal symbiosis, MER: ericoide mycorrhizal, NH: non host mycorrhizal plants, ND: mycorrhizal types non-determined in the region.
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being for plot 1 and the lowest for plots 2, 3 and 5 (Table 2). The plants
associated with AM symbiosis were Acaena sp., Azara micriphylla, Ber-
beris buxifolia, Chusquea culeou, Cynanchum descolei, Galium hypo-
carpium, Geranium magellanicum, Lomatia hirsute, Maytenus boaria,
Maytenus chubutensis, Mutisia spinosa, Ribes cucullatum, Schinus patago-
nicus, Vicia nigricans, and Blechnum sp. These AM species presented the
highest soil cover in each plot (Table 2). The highest values were ob-
served in plot 1 (98.8%), principally associated with the presence of
Maytenus chubutensis and Berberis buxifoli; in plot 8 (51%) the value was
related to Blechnum sp. and Acaena sp. These species also contributed to
the intermediate cover values (between 30 and 10%) with the presence
also of Berberis buxifolia and Ribes magellanica. The ECM Nothofagus
antarctica and ERM Gaultheria mucronata showed lower cover values.
The ECM had 1.3 and 0.8% in plots 1 and 3, and the remaining plots
had undetectable cover (0%). Gaultheria mucronata, an ERM species,
had cover values of 0.5 and 3.0% in plots 4 and 5 respectively.

In general, El Foyel soil was slightly acidic (pH 5.5), with the fol-
lowing average values: electrical conductivity of 110 pcimen cm™?,
gravimetric humidity 25.13%, 0.46% of N, and 7.51% of C. Available P
was 7.02 ug g~ ! soil, and the Ca quantity was 0.31%. When comparing
soil parameters between seasons, autumn values for gravimetric hu-
midity, pH, EC, and N were all higher than in summer (humidity:
32.71-19.44%; F = 119.8, p = < 0.0001; pH: 5.94-5.17; F = 43.3,
p = 0.0001; EC: 138.22-89 pcimen cm ™l F = 48.6, p = 0.0001; N:
0.5-0.43%; F = 7.5, p = 0.02; Table 3). There were no differences be-
tween season in the amount of C, P and Ca (C: 8.2-7%; F = 4.5,
p = 0.06; P: 7.87-6.39 ug g_l; F =4.42, p = 0.06; Ca: 0.33-0.29%j;
F = 4.7, p = 0.06 autumn and summer respectively, Table 3). The only
soil variable that showed differences related to forest management was
available P (harvesting intensity: F = 0.003, p = 0.9; implantation:
F = 0.5, p = 0.5; harvesting intensity: implantation: F = 9.2, p = 0.01).
It was observed that an increase in harvesting intensity in implanted
plots led to an increase in P, while in non-implanted plots P values
diminished when harvesting was intensified (Supplementary Fig. 1).

3.2. Community analysis in relation to seasonality and forest management

3.2.1. Diversity indices

A total of 119,235 fungal sequences were generated from the soil,
which after the filtering process and removal of singletons constituted
55,345 sequences. These sequences were grouped into 1848 OTUs. The
average sequences and number of OTUs per plot (n = 16) were 3459
and 485 respectively, without considering the difference between sea-
sons.

Considering the diversity indices, the global Simpson equitability
was 0.98, the Shannon-Weaver diversity was 4.98, and Chaol estimated
richness was 659 (Fig. 1 and Table 4). The OTU rarefaction curves for
all data sets reached the asymptote (Fig. 1). Species richness estimates
were similar for both seasons and presented superposition of the esti-
mated curves (Fig. 1).

Considering the total dataset (1848 OTUs), over 50% (1047) were
shared between the two seasons, while 385 were found exclusively in
autumn and 416 only in summer. The between-season Bray-Curtis si-
milarity index was 0.66 (Table 4).

Analysis using the statistical models showed that neither fungal
richness parameters (expected or estimated) were influenced by the
intra-annual seasonality factor. However, an effect was observed when
interaction between the two forest management factors was analyzed
(implantation: harvesting intensity: harvesting intensity®) (Fig. 2 and
Supplementary Table 1). In the implanted plots, richness (OTU ob-
served) was similar for O and 0.3 harvesting intensities, and these va-
lues were lower than the other harvesting intensities. A similar ten-
dency was observed for estimated richness, with a high number of OTUs
in the 0.5 and 0.7 harvesting intensities. In non-implanted plots, the
estimated and expected richness values behaved in the same way, with
the highest values found for 0.3 harvesting intensity (Fig. 2). The
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statistical analysis of Simpson equitability and Shannon-Weaver di-
versity indices showed that there was no effect on fungal richness due
to season or forest management (harvesting and implantation) (Fig. 2
and Supplementary Table 1).

3.2.2. Taxonomic classification

Of the 1848 OTUs obtained, 3 (0.1%) were not assigned to kingdom
level and 245 (13%) were classified only to Fungi kingdom level. The
remaining 1600 OTUs and 51,667 sequences were classified into 5
phyla (87% of OTUs and 93% of sequences), 18 classes (72% of OTUs
and 79% of sequences), 61 orders (62% of OTUs and 68% of se-
quences), 103 families (49% of OTUs and 57% of sequences), 207
genera (37% of OTUs and 44% of sequences) and 194 species (17% of
OTUs and 32% of sequences).

Analysis of the effects of intra-annual seasonality on the fungal
community at site level revealed that at phylum level an inversion of
dominance was observed between seasons: Ascomycota fungi pre-
dominated in autumn, increasing from 42% in summer to 49% in au-
tumn, while Basidiomycota showed an increase in summer, rising from
36% in autumn to 45% in summer. The third most abundant phylum in
both seasons was Zygomycota (7 and 5% in autumn and summer, re-
spectively) (Fig. 3a). The most abundant classes in both seasons were
Agaricomycetes (Basiomycetes), followed by Leotiomycetes, Sordar-
iomycetes (both Ascomycetes), and Tremellomycetes (Basidiomycetes).
In autumn there was an increase in the abundance of Leotiomycetes,
Sordariomycetes, and Tremellomycetes. In contrast, Agaricomycetes
displayed an increase in abundance in summer (Fig. 3b). The most
abundant orders in both seasons were Agaricales (Agaricomycetes) and
Helotiales (Leotiomycetes) with sequence abundances of 12-22% for
Agaricales in autumn and summer respectively, and 13-11% for Helo-
tiales in autumn and summer, respectively. In autumn the orders
Mortierellales (Mortierellomycetes) and Filobasidiales (Tremellomy-
cetes) presented sequence abundances of 7 and 6%, respectively, which
decreased to values < 5% in summer (Fig. 3c).

Community structure: At plot level, the ordering study (NMDS
analyses) between phylum assignation, forest management, season, and
soil characteristics showed no correlation between phylum and season,
phylum and harvesting intensity or implantation. However, a statistical
relationship was observed between phylum and soil chemical properties
(Fig. 4a). The increase in Ascomycota was related to the increase in C
(p = 0.032%), N (p = 0.02%), and EC (p = 0.015%), while the increase in
Zygomycota was associated with higher humidity (p = 0.02*). When
considering plot and class level, correlations were observed only with
season (p = 0.004 **), humidity (p = 0.001**), EC (p = 0.007**), and
pH (p = 0.03*; Fig. 4a); there was no correlation with harvesting or
implantation (Fig. 4b). In autumn the plots had higher soil humidity,
EC, and pH, and these plots were correlated with Leotiomycetes, Sor-
darimycetes, and Tremellomycetes. In contrast, the summer plots were
associated with Dothideomycetes, Eurotiomycetes and Agaricomycetes
(Fig. 4b). The NMDS analysis of the orders at plot level showed corre-
lations between some soil chemical characteristics, but no correlations
were evidenced for the season and management variables (harvesting
and implantation; Fig. 4c). The chemical characteristics of the soil that
showed correlations were: EC (p = 0.013*), humidity (p = 0.025%), N
(p = 0.002**), C (p = 0.003**), and available P (p = 0.026%; Fig. 4 c).
The results obtained with distance-based RDA were similar to envfit (not
shown).

3.2.3. Ecological guild characterization at species level

The genera and species frequencies were poorly represented with
respect to the total data (as mentioned in the previous section).
However, in order to analyze the ecological guilds of the assigned
species, the distribution of genera and species followed these patterns:
in autumn the most numerous genera (more than 500 sequences) were:
Ilyonectria (1694 sequences), Mortierella (1597), Cryptococcus (1479),
Hygrocybe (1321), Lecythophora (607), and Trichocladium (607),
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Fig. 1. Rarefaction curve for the complete OTU dataset (n = 16) and for each
season (n = 8), summer and autumn. The rarefied OTU richness values were for
the complete dataset = 1868, summer = 1445 and autumn = 1432.

Table 4
Average values for total and seasonal soil fungal data and the diversity index of
El Foyel Patagonian woodland.

Autumn + Summer  Autumn Summer

3459 =+ 361
1047 (56.75%)

Abundance’

Number of shared OTUs

Number of non-shared
OTUs

3350 * 453 3568 + 219

385 (20.8%) 416 (22.5%)
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(Supplementary Table 2). In summer the most numerous genera were
Hygrocybe (1983), Mortierella (1237), Cryptococcus (830), Cortinarius
(699), Ilyonectria (653), Clitopilus (638), Lecythophora (593), and Geo-
glossum (527), and the species were Hygrocybe conica, Mortierella verti-
cillata, Cortinarius spp., Clitopilus hobsonii, Ilyonectria rufa, Lecythophora
mutabilis, and Cryptococcus terreus (Supplementary Table 2).

Of the 207 genera, 170 were assigned to ecological guilds (with
highly probable and probable confidence). The saprotroph ecological
guild presented the highest sequence abundance (49 and 59% in au-
tumn and summer respectively), followed by plant pathogens (22-12%
in autumn and summer respectively), other symbionts (12-11% in au-
tumn and summer respectively), and ectomycorrhizal fungi (10-13% in
autumn and summer respectively; Fig. 5a). Since the primers used were
not able to identify the community of Glomeromycetes well, and the
assignation to AM fungi represented < 1% of the total phyla and of
ecological guild assignment in autumn and summer respectively, they
were not included in this analysis (see Materials and methods, taxo-
nomic fungal classification).

At plot level, the NMDS study was performed between ecological
guilds, forest management, season, and soil chemical characteristics.
Correlations were found between seasons (p = 0.016*) and soil che-
mical characteristics: humidity (p = 0.002**), EC (p = 0.002**), C
(p = 0.001***) and N (p = 0.001***; Fig. 5 b). Autumn was related to

Expected richness® 485 + 43 475 = 40 495 = 47
Estimated richness® 659 * 59 661 * 57 658 + 67
Equitability Index 0.98 = 0.006 0.98 = 0.006 0.98 * 0.007
Diversity Index 4.98 = 0.2 4.95 = 0.16 5.01 = 0.24
Similarity Index 0.66

! Number of sequences.
2 Observed OTUs.
3 Estimated OTUs.

represented principally by the species Ilyonectria rufa, Hygrocybe conica,
Mortierella verticillata, Cryptococcus terreus, Lecythophora mutabilis,
Mortierella spp., Trichocladium opacum, and Cryptococcus terricola

increased values for plant pathogens and an increase in humidity, EC, C,
and N, while summer was associated with saprotroph, other symbionts,
and ectomycorrhizal fungi, and a decrease in soil characteristics (Fig. 5
b).

4. Discussion

The mixed woodland of the experimental program presented vege-
tation typical of this environment (as mentioned in the introduction)
with low and young trees and high shrubs. Although each plot had
certain particular characteristics with respect to the abundance of ve-
getation, in general the higher cover levels were determined by more or
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less the same species, with a predominance of Maytenus chubutensis and
shrub species. It has previously been reported (Fernandez et al., 2012;
Fontenla et al., 1998, 2001; Veldzquez et al., 2016; Godoy and Marin,
2019) that AM plants are the most abundant in the native forest of
North Patagonia, not only in forest where the dominant tree species had

AM, such as those dominated by ECM native species, Nothofagus spp. In
the mixed woodland analyzed here, the species with highest cover were
associated with AM symbiosis. In another study, carried out in the same
experimental management program between October 2014 and Jan-
uary 2015, it was found that the most abundant floral plant species
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Fig. 4. Non-metric multidimensional scaling plot from phyla (a), classes (b), and orders (c1 and c2), using the Bray-Curtis differences as parameters. The order data
were presented in two complementary graphs for visual clarity: Ascomycota orders (c1); Basidiomycota and Zygomycota orders (c2). The plots are represented by
circles: autumn, triangles: summer, black: implanted plots, gray: non-implanted plots. Size represents harvesting intensity, an increase in size indicating an increase
in harvesting level (smaller control plots). Environmental variables that were significant in the analysis are presented; SeasonA: autumn; SeasonS: summer; C: carbon;

N: nitrogen; H: humidity; P: phosphorus; EC: electric conductivity.

were woody, including D. chacaye, S. patagonicus, and Maytenus sp., and
that plant density decreased in the plots with increasing harvesting
intensity, while plant richness increased with an increase in harvesting
level (Coulin et al., 2019).

In general, the site had slightly acidic soil, with values of N and C
consistent with those obtained in different native forests from similar
regions in Northwest Patagonia (Diehl et al., 2003; Alauzis et al., 2004;
Chaia et al., 2006; Satti et al., 2007). When the seasonal effect was
analyzed, differences were revealed in some soil chemical character-
istics: gravimetric humidity, mainly related to the increase in rainfall at
autumn, and pH, EC, and N (Table 2). Ca and available P did not show
statistically significant seasonal changes. Previous studies in forest soil
of the region reported statistical differences in available P between
seasons (Satti et al. 2007; Diehl et al., 2008), which may constitute
another difference between this mixed woodland and forest dominated
by other Nothofagus species.

Several studies have shown that soil chemical and physical char-
acteristics are modified with changes in land use (McDowell and
Stewart, 2006; Klein et al., 2008; Lauber et al., 2008; Dube et al., 2009;
Redel et al., 2015). When analyzing the effect of forest management,
available P was the only soil parameter that showed significant differ-
ences (Supplementary Fig. 1). This was in accordance with studies in
Nothofagus forests in southern Chile, where a decrease in different
phosphorus fractions was found, in particular available P, with the
application of forest management (Redel et al., 2008) and other land-
use changes (Redel et al., 2015).

Taxonomic classification of the community showed a high number
of unidentified sequences (Buée et al., 2009; Truong et al., 2017),
suggesting a considerable number of undescribed fungi for these en-
vironments, as previously mentioned by other authors in the region (de
Garcia et al., 2012; Duo Saito et al., 2018). It also important to con-
siderer that nowadays new NGS methods are used, which could produce
novel or more detailed analyses than considered here using 454-pyr-
osequencing (Roche) platforms (Henrik Nilsson et al., 2011; Lindahl

et al., 2013; Oulas et al., 2015). The Shannon-Weaver diversity index
presented values close to 4.5 in both seasons (Table 4). These values
were lower than those found by Fernandez et al. (2018), with a di-
versity value of 0.84 for the rhizosphere of total fungi in N. pumilio
forests, and around 0.95 for the area affected by the tephra fall. The
number of total fungal genomic studies in the Northwest Patagonia is
small, with very few that address subject of forest management, but
these suggest that mixed woodland could have an intermediate di-
versity value.

The community analysis (richness, Shannon-Weaver, and Simpson
indexes) showed that these factors were similar between seasons. More
than half of the OTUs (57%) were shared between the two seasons, and
the Bray-Curtis similarity index was 0.66. These results are comparable
to those cited by Purahong et al. (2015) in temperate Fagus sylvatica
forests of the central region of Germany (studied over a complete year,
in each season) where they found that approximately 44-55% of the
fungal OTUs were shared between the different types of forest cutting.

At a fungal community level, neither the equity nor diversity indices
showed a significant management effect. When considering richness, a
significant effect was observed in the interaction between harvest in-
tensity and implantation (Fig. 2). Our results partly contradict
Goldmann et al. (2015) who studied different forest management
strategies of Fagus sylvatica, Picea abies, and Pinus sylvestris in Germany,
and found that in general the study site and the type of forest man-
agement had no effect on fungal diversity and richness.

In our work, when analyzing the taxa between seasons, a tendency
of an inversion of dominance was observed: Ascomycota increase in
autumn, and Basidiomycota in summer. This data partially overlaps
with studies in cold regions in both hemispheres, in spring and summer,
where it has been reported that Ascomycetes were the dominant
phylum in soils (Goldmann et al., 2015; Duo Saito et al., 2018). It has
been documented also that Basidiomycota, and to a lesser extent As-
comycota fungi, are predominant in forest soils in different regions of
the world (Tedersoo et al., 2014; Voriskova et al., 2014) and in similar
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Fig. 5. Relative abundance of sequences (a) and
non-metric multidimensional scaling (b) assigned
to ecological guilds. In (a) “Others” includes:
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vesting intensity, an increase in size indicating an
increase in harvesting level (smaller control plots).
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regions to that studied in this work (Marin et al., 2017). In addition,
yeasts from these groups have also been cited in soil (Mestre et al.,
2014), in aquatic environments (Libkind, 2006), and in N. nervosa fruits
(Fernandez et al., 2012) in the region. The Glomeromycota showed very
little representation of sequences and OTUs in this study and were not
analyzed, since the primers used (ITS1F and ITS2) are not effective for
amplification of this group of fungi (Stockinger et al., 2010; Schoch
et al., 2012).

The most abundant classes in both seasons were the
Agaricomycetes, followed by Leotiomycetes, Sordariomycetes, and
Tremellomycetes. These results could partially overlap with the work of
Marin et al. (2017) and Duo Saito et al. (2018). Marin et al. (2017)
found that in general Agaricomycetes, Dothideomycetes, and Sordar-
iomycetes were the most abundant soil fungus classes in Nothofagus
forests of Chile. Furthermore, Duo Saito et al. (2018) found that in
naked soil near glaciers the Leotiomycetes were the most common
taxon, followed by Sordariomycetes, Dothideomycetes, and Euro-
tiomycetes. In their global study, Tedersoo et al. (2014) found that
Agaricomycetes and Tremellomycetes presented peaks of richness at
mid-latitudes, whereas Sordariomycetes presented a maximum peak in
tropical ecosystems and Leotiomycetes did so towards the poles. Our
results could partially overlap with this global behavior, considering
the latitude and climatic conditions of the area. In our work, the mixed
woodland in autumn presented an increase in the number of sequences
of Leotiomycetes, Sordarimycetes, and Tremellomycetes, and these
were correlated with an increase in humidity, conductivity, and pH
(Fig. 4b). In the summer, Agaricomycetes, Dothideomycetes and
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Eurotriomycetes showed an increase in number of sequences. These
results are in agreement with the work done in N. betuloides forests in
Chile (Marin et al., 2017).

The most abundant orders in both seasons were Agaricales
(Agricomycetes) and Helotiales (Leotiomycetes), followed by
Mortierellales (Mortierellomycetes) and Filobasidiales
(Tremellomycetes). Agaricales, Helotiales and Mortierellales presented
high percentages of abundances in other works (Lim et al., 2010;
Sterkenburg et al., 2015, Zhang et al., 2016; Truong et al., 2019), and
Agaricales have high diversity in the Patagonian Nothofagus forests
when compared with European Fagus forests (Marin et al., 2017; Godoy
and Marin, 2019). Chemical properties of the soil, such as gravimetric
humidity, EC, C, N, and available P, were modelers of the fungal
community at different taxonomic levels (Fig. 4).

If we consider the genera and species assigned instead of the low
representative values, the most numerous genera shared in both seasons
were: Hygrocybe, Mortierella, Cryptococcus, Ilyonectria, and Lecytophora;
in autumn the genus Trichocladium was also important, as were
Cortinarius and Clitopilus in summer. The most numerous species in
autumn were Hygrocybe conica, Ilyonectria rufa, Mortierella verticillata,
and Cryptococcus terreus, and in summer Hygrocybe conica, Mortierella
verticillata, Cortinarius spp., Clitopilus hobsonii, and Ilyonectria rufa. The
genus Hygrocybe was described as a saprotroph-symbiotroph, and its
carbon signature suggests plant biotrophy, including bryophytes
(Seitzman et al., 2011; Halbwachs et al., 2013; Tello et al., 2013; Lodge
et al., 2014). The genera Clitopilus, Geoglossum, Mortierella, and Tri-
chocladium are classified as saprophytes (Tedersoo et al., 2014; Truong
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et al., 2019). It has been found that the yeasts of the genus Cryptococcus
were associated with soil nutrient cycles and with plants, acting as
promoters of plant growth (Cloete et al., 2009; Mestre et al., 2016). The
species of genus Cortinarius and Lecythophora are symbionts, the former
being ectomycorrhizal fungi (Rinaldi et al., 2008) and the latter dark
septate endophytes (Taylor et al., 2014). Finally, species of the genus
Ilyonectria have been reported as pathogenic, causing the disease of root
rot (Chaverri et al., 2011; Cabral et al., 2012) and have been found as
an endophyte in asymptomatic plants (White et al., 1962). With the
limitations of the low representative values of these two taxa, and until
further identification is made or new identification methodologies are
used, it seems that most of the abundant sequences were principally
related to saprotrophs and symbiotrophs related to summer and lower
soil values of C and N, maybe associated, and pathotrophs. Also, for
definitive conclusions is would be necessary to consider the important
AM fungi group, particularly because all the plots had higher soil cover
associated AM plants.

In our work we found a correlation between soil characteristics and
ecological guilds (Fig. 5 b), but not with management. The NMDS
analysis revealed that the ecological guilds, in autumn there was an
increase in the sequences pathogens (i.e. plant pathogens such as Ilyo-
nectria) and other symbionts, related with high values of C and N. In
summer there was an increase in the sequences of saprotrophs and
ectomycorrhizal fungi, which could be related to the increase in se-
quences of Cortinarius, one of the most abundant genera in Nothofaga-
ceae forest (Hewitt et al., 2018; Truong et al., 2019). Marin et al. (2017)
saw an inverse relationship between pathotrophs and symbiotrophs,
related to the use of land; in plots with intense use (=total removal of
vegetation) pathogens were more abundant, and the pristine, managed
(=partial removal of vegetation) plots had higher mycorrhizal fungal
abundance. Tedersoo et al. (2014) recorded the effect of pH and the
plant community on ectomycorrhizal fungi, and the effect of the dis-
tance from the equator and soil C/N ratio for pathogens, and suggested
that the richness of fungi and functional groups is unrelated to plant
diversity, with the exception of ectomycorrhizal fungi, since plant-soil
feedbacks does not influence the diversity of soil fungi on a global scale.
In these work we also could bear in mind that the FUNGuild platform
depends, to a large extent, on precise taxonomic identification and
many OTUs were placed in the unassigned group for the incomplete
database (Nguyen et al., 2016).

The mixed woodlands of Andean-Patagonian forests constitute an
important habitat characterized by representative plant species of this
region and some of the Patagonian steppe, with a high level of biodi-
versity and ecosystem services (Larreta et al., 2017; Rusch et al., 2017).
However, these, mixed woodlands are considered usable zones for
current forest activities (Gowda et al., 2014; Grosfeld et al., 2019), and
are underrepresented in terms of protection measures (for example,
they are underrepresented in the National Parks system of Argentina).
These attributes represent an opportunity for social and economic de-
velopment of forestry activities in the region, but these activities must
be regulated because of the high ecological value of this environment
(Rusch et al., 2017; Grosfeld et al., 2019). For this reason, further re-
search should be carried out to establish sustainable management plans
that guarantee the best use and maintenance of these resources. These
results suggest that diverse factors, such as those analyzed here, modify
the fungal community structure at different taxonomic levels and eco-
logical guild, but not the management at one year of done. Further
research, with other sequencing technology and an expanded database
of the ecological guilds, is required to clarify how these microbial
groups are affected over time by management of this environment.

5. Conclusion
This study contributes to the knowledge of woodland fungal com-

munities in the Northwest Patagonian region, and is one of the first
basal studies to show the effect of forest management on the soil fungal
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community in a mixed woodland. The work is novel due to its experi-
mental approach in a native environment. At site level, the mixed
woodlands appear to have soil chemical characteristics similar to other
forest environments in the same region, but could have intermediate
fungal diversity than forests, which could be attributed to the high plant
diversity of these environments. This work revealed a high number of
new or non-identified fungi, highlighting the fact that this environment
has been little studied, and the importance of doing so.

When the seasonal effect was analyzed, no changes were observed
in the diversity of the fungal communities (evaluated by richness and
diversity index), whereas modifications were recorded in the taxonomy
and ecological guilds of the community, and in certain soil parameters
(gravimetric humidity, pH, EC, C, and N); the changes in the propor-
tions of abundant taxa should be considered.

When considering forest management, in general the fungal com-
munity (diversity indexes, taxonomy, and ecological guilds) was not
affected by this anthropic disturbance, with the exception of species
richness. Available P was the only soil chemical characteristic that re-
gistered changes associated with forest management.

It should be highlighted that available P and species richness could
be proposed as bioindicators. Future studies considering more results
from this kind of native program and other aspects such as vegetation,
use and system functions of the area, will allow us to assess whether
some of these changes are early bioindicators of sustainable use and
management.

Future studies with analysis over a longer period of time following
management, and a greater number of experimental assays, could also
complement the conclusions of this work. Questions remain as to how
resilient soil fungi are in the face of disturbances such as forest man-
agement, whether they constitute a positive response strategy, and how
the duration of the management period influences the system.
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