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Lista de abreviaturas

HMA: Hongos Micorricicos Arbusculares.

HE: Hongos Enddfitos.

DAC: Diametro a la altura del cuello.

CRA: Contenido relativo de agua.

Fv/Fm: Rendimiento Cuantico Maximo del fotosistema II.
PF: Peso fresco.

PT: Peso total.

Pll: Fotosistema II.

CAT: Enzima Catalasa.

APX: Enzima Ascorbato peroxidasa.

GPX: Enzima Guayacol peroxidasa.

PA: Enzima Fosfatasa acida.

BG: Enzima B-Glucosidasa.

NBG: Enzima N-acetil- B-Glucosaminidasa.

GFE: Glomalina facil extraccion.

GT: Glomalina total.

SUELOS:

ctSP: Control sustrato de pino.

SP: Sustrato de pino.

ctALTA: Control suelo alta afectacion por fuego.
ALTA: Suelo alta afectacién por fuego.

ctBAJA: Control suelo baja afectacion por fuego.
BAJA: Suelo baja afectacion por fuego.

ctCONS: Control suelo conservado (sin afectacién por fuego).
CONS: Suelo conservado (sin afectacion por fuego).

“control”: Sin inoculacién de consorcio fungico.



Resumen:

Araucaria araucana es una conifera nativa endémica de Chile, perteneciente a la
familia Araucariaceae. Actualmente se encuentra en peligro de extincion debido a varios
factores como pastoreo, cosecha de sus semillas, tala ilegal, vulcanismo, sequia e incendios
forestales, por tanto, es imperativo contar con un plan de restauracion forestal que sea
eficiente y eficaz, el cual considere microorganismos presentes en el suelo, como hongos
micorricicos arbusculares (HMA) y hongos endoéfitos (HE) como potenciadores del
crecimiento vegetal. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta de las plantas de A.
araucana inoculadas o no con consorcio fungico (HMA + HE) al ser establecidas (bajo
condiciones de vivero) en suelos con distintos grados de afectacién por fuego estudiando
variables morfoldgicas, fisioldégicas y bioquimicas para ser considerados en planes de
restauracion forestal, en ambientes afectados por fuego. Las plantas previamente inoculadas
y con un porcentaje de colonizacion sobre el 35% (HMA 'y HE) fueron establecidas en suelos
nativos afectados por fuego, de alta afectacién, baja afectacion y sin afectacidon
(conservado), ademas, en sustrato de corteza de pino, cada uno de ellos con sus respectivos
controles sin inoculacién. El ensayo duro 8 meses, durante el cual se mantuvo riego a
capacidad de campo vy fertilizacion baja en fosforo (medio Hoagland modificado). Los
resultados mostraron un impacto positivo en las plantas inoculadas v/s las no inoculadas, en
variables morfoldgicas existié un aumento en la altura, longitud radicular, DAC y en cuanto
a la biomasa aérea y radicular hubo un aumento del 30% en promedio. En parametros
fisiologicos, aumentd la produccidn de pigmentos fotosintéticos, ademas, disminuyé el
contenido de prolina y enzimas oxidativas. En cuanto a los parametros bioquimicos de
suelos, la presencia del consorcio fungico aumenté la cantidad de glomalina presente y de
enzimas relacionadas al ciclado de nutrientes (B-glucosidasa y fosfatasa acida). Finalmente,
las plantas inoculadas en todos los tratamientos presentaron un 100% de sobrevivencia, en
cambio las que no fueron inoculadas presentaron sobre un 70 % de mortalidad. Por tanto,
se concluyé que la utilizaciéon del consorcio fungico (HMA+HE) para programas de
restauracién forestal es una herramienta efectiva y que debe ser considerada, ya que
promueve el establecimiento de las plantas en suelos quemados con un alto grado de
repelencia al agua, mejorando su capacidad para tolerar ambientes perturbados, mejorando

su desarrollo, asi como también mejorando sus propiedades fisicoquimicas.



Abstract

Araucaria araucana is a native conifer endemic to Chile, belonging to the
Araucariaceae family. It is currently in danger of extinction due to several factors such as
grazing, seed harvesting, illegal logging, volcanism, drought, and forest fires, therefore, it is
imperative to have an efficient and effective forest restoration plan, that considers
microorganisms present in the soil, such as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and
endophytic fungi (EF) as enhancers of plant growth. The objective of this work was to
evaluate the response of A. araucana plants inoculated or not with the fungal consortium
(AMF + EF) when established (under nursery conditions) in soils with different degrees of fire
damage, studying morphological, physiological, and biochemical variables to be considered
in forest restoration plans in environments affected by fire. The previously inoculated plants
with a colonization percentage of over 35% (AMF and EF) were established in native soils
affected by fire, highly affected, low affected, and unaffected (preserved), in addition, in pine
bark substrate, each of them with their respective controls without inoculation, the trial lasted
8 months, during which irrigation was maintained at field capacity and low phosphorus
fertilization (modified Hoagland). The results showed a positive impact on the inoculated
plants vs. non-inoculated plants, in morphological variables, there was an increase in height,
root length, and DAC, and in aerial and root biomass there was an increase of 30% on
average. In physiological parameters, photosynthetic pigment production increased and
proline and oxidative enzyme content decreased. In soil enzymatic parameters, the presence
of the fungal consortium increased the amount of glomalin and enzymes related to nutrient
cycling (B-glucosidase and acid phosphatase). Finally, the inoculated plants in all treatments
showed 100% survival, while those that were not inoculated showed over 70% mortality.
Therefore, it was concluded that the use of the fungal consortium (AMF+EF) for forest
restoration programs is an effective tool that should be considered, since it promotes the
establishment of plants in burned soils with a high degree of water repellency, improving their
ability to tolerate disturbed environments, improving their development, as well as improving

their physicochemical properties.



l. Introduccion:

Los incendios forestales son un fendmeno actual que sucede de forma reiterada por
todo el mundo (Gonzales et al., 2011; ONU, 2023) En Chile, los incendios forestales han
ocurrido desde siempre, incluso antes de la época de los pueblos originarios, en los bosques
de Araucaria araucana (Molina & Koch) esto incide como factor importante en la estructura
y dinamica de sus bosques, la cual es una especie endémica de chile, ademas es un arbol
con un alto valor ecoldgico, econdmico y cultural ya que son parte importante del pueblo
Mapuche y Pehuenche (Aguilera et al., 2017). Esta especie alcanza alturas de hasta 50
metros y diametros de 2,5 metros de tronco, con una gruesa capa de corteza la cual la
protege del fuego, pudiendo soportar incendios de gravedad baja a moderada (Fuentes et
al., 2019; Kutchartt et al., 2021). La ocurrencia de estos eventos ha sido influenciada tanto
por la actividad humana como por el clima, por tanto, el aumento de los incendios se debe
a las mejoras en las condiciones que los favorecen, como la sequia, causada por el cambio
climatico (McWethy et al., 2018). En consecuencia, se espera que la frecuencia de las
sequias, asi como su magnitud proyectada en el contexto del calentamiento global,
propicien la ocurrencia de incendios mas severos y frecuentes extendiendo la duracién de

la temporada de incendios (Lestienne et al., 2022).

Los bosques de A. araucana se han visto afectados por incendios sucesivos de gran
severidad y extension, tanto de origen natural como antrépico afectando extensas
superficies, incluyendo parques y reservas protegidas. Como el del 2015 en el Parque
Nacional Tolhuaca, la Reserva Nacional Malleco y la Reserva Nacional China Muerta los
cuales generaron danos irremediables a corto y mediano plazo, considerando una gran
pérdida de biodiversidad y ademas, su restauracion a nivel ecoldgico tardara cientos de

anos (Figueroa & Vergara, 2018; Gonzales et al., 2020).

Por otra parte, es necesario considerar la severidad de quema asociada a un
incendio, ya que este determina cambios en la estructura y composicion del suelo y la
disponibilidad de nutrientes (Adkins et al., 2019). A mayor escala, la distribucién espacial de
estos efectos puede generar reemplazo de especies o tipos de vegetacion y alterar la
dinamica del paisaje, por lo que el efecto de la intensidad del incendio es un factor importarte

para tener en cuenta (Keeley, 2016).



Al ver afectadas las propiedades y composicion del suelo es necesario la utilizacion
de microorganismos que ayuden al establecimiento de las plantas bajo estas condiciones,
especialmente hongos, ya que mejoran las propiedades del suelo dafiado por incendios al
aumentar la actividad microbiana, descomponer la materia organica transformandola en
nutrientes, aumentando su concentracion pudiendo ser absorbidos por las plantas (Acufa,
et al. 2020).

Estudios han demostrado que A. araucana logra establecer asociaciones mutualistas
con microorganismos presentes en el suelo, otorgandoles beneficios para su salud, estos
pueden ser hongos micorricicos arbusculares (HMA) u hongos enddfitos (HE). El primero
de ellos, establece asociacidn con sus raices permitiéndole una mejor absorcion de
nutrientes y agua, ya que estos tienen la capacidad de poder solubilizar nutrientes y dejarlos
a disposicién de la planta, obteniendo un mejor establecimiento y un aumento en su
crecimiento (Restrepo et al., 2019) y ademas otorga proteccion contra ataques de
patdgenos, a cambio el hongo recibe productos de la fotosintesis de parte de la planta,

formando una sociedad mutualista (Benedetti et al., 2018).

Por otra parte, estan los hongos enddéfitos que viven al interior de la planta sin causar
dafo aparente, los cuales desarrollan una relacion simbibtica que promueven el crecimiento,
suprimen infecciones de patdgenos, ayudan al estrés de las plantas y mejoran la eficiencia
en el uso del agua (Yu et al., 2016). Estos pueden encontrarse en diferentes partes de la
planta, como las hojas, tallos, raices, semillas y frutos. Estos hongos tienen la capacidad de
mejorar la absorcion de nutrientes y el desarrollo de las plantas (Lee et al., 2021). Sin
embargo, los beneficios proporcionados por estos organismos pueden variar segun las
condiciones ambientales y nutricionales. Pudiendo cambiar el tipo de relacion de
mutualismo a parasitismo, debido a que estos microorganismos son particularmente
sensibles a dichos cambios. Los efectos negativos ocasionados por factores ambientales
adversos o la presencia de hongos endofitos podrian mitigarse o regularse con la presencia

de hongos micorricicos arbusculares (Aristizabal, 2021).

A pesar de que la literatura sefiala que post incendio se reduce la riqueza de especies
de hongos y la colonizacion de micorrizas in situ, este se puede recuperar si las condiciones

asi lo permiten (por ejemplo, sin perturbaciones posteriores, condiciones de crecimiento



favorables). Los hongos del suelo son resilientes en escalas de tiempo de décadas y esta
resiliencia de los hongos del suelo probablemente contribuya a la rapida recuperaciéon

general del ecosistema después de un incendio (Dove & Hart, 2017).

Por lo tanto, el poder manipular y manejar los hongos micorricicos arbusculares
como los hongos enddfitos (nativos y aislados directamente de Araucaria) tiene el potencial
de poder permitir una mejor restauracion de los ecosistemas naturales (Koziol et al. 2018;
Chavez et al. 2023). Por lo anterior el objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta de
las plantas de A. araucana inoculadas o no con un consorcio fungico (hongos micorricicos
arbusculares y hongos endofitos) al ser establecidas (bajo condiciones de vivero) en suelos
con distintos grados de afectacion por fuego estudiando variables morfolégicas, fisioldgicas
y bioquimicas para ser considerados en planes de restauracion forestal, en ambientes

afectados por fuego.



Il. Marco teérico:

2. Araucaria araucana:

Araucaria araucana (Molina) K. Koch (araucaria, pehuén, “monkey puzzle tree”) es
una conifera nativa endémica perteneciente a la familia de las Araucariaceae, presente en
los bosques templados del centro-sur de Chile, es un arbol siempreverde de larga vida que
puede vivir mas de 1.000 afos (Aguilera et al, 2017). Es reconocida alrededor del mundo
por su alto valor ecoldgico, econdmico y cultural, ya que los bosques de A. araucana son
parte importante de la cosmovision del pueblo mapuche-pehuenche que habita el sur de

Chile, los que la consideran un arbol sagrado (Sedrez dos Reis et al., 2014).

Puede alcanzar alturas de hasta 50 metros y 2,5 metros de diametro del tronco, el
tronco es cilindrico y posee una corteza rugosa y gruesa, de color gris oscuro o rojizo de
hasta 20 centimetros de espesor la cual la protege del fuego, ademas que concentra el 14%
de su biomasa total aérea (Kutchartt et al., 2021). El perfil vertical de la copa es céncavo en
su estado juvenil, plana en estado adulto y convexa en su estado senil. Las hojas son de
color verde oscuro y provistas de mucron en el apice, son coriaceas en forma triangular de
3 a 4 cm (Hernandez et al.,, 2022). Es una especie dioica, por tanto, hay individuos
masculinos y femeninos estos ultimos son quienes producen los frutos, los conos
masculinos son amentiformes cilindricos, estan ubicados en la zona terminal de las ramas,
de color castaino oscuro, de 8 a 12 cm de largo y 4 a 5 cm de diametro, con numerosas
escamas punzantes, espiraladas, densamente imbricadas que al abrir liberan el polen, estos
se desarrollan entre agosto y septiembre. Los conos femeninos son esféricos de color verde,
de unos 15 a 20 cm de diametro, compuestos por numerosas escamas coriaceas y
punzantes, se localizan en los extremos de las ramas nuevas y comienzan a desarrollarse

hacia fines de noviembre (Chilebosque, 2016).

Los conos femeninos donde se encuentran las semillas de A. araucana se
encuentran entre los mas grandes y pesados de entre todas las coniferas, llegando a pesar
hasta diez kilogramos. Estan formados por numerosos y complejas secciones
(bracteas/escala) de semillas, donde cada uno contiene un unico évulo invertido. La bractea
del complejo bractea/escala de semilla es mas grande y estd mas desarrollada, mientras

que la escama de semilla esta fusionada congénitamente a la primera y sélo queda libre su



extremo (Herting & Stitzel, 2020). La produccién de sus semillas (pifiones) es inducida por
los periodos de sequia (Franco et al. 2022) y la maduracién de las estructuras reproductivas

(conos femeninos) demora aproximadamente 2 afos (Hadad et al. 2021).

En Chile, esta presente en la Cordillera de los Andes y en la Cordillera de Nahuelbuta,
teniendo una distribucion desde la Regién del Biobio hasta el sur del Volcan Villarrica en la
Region de Los Lagos, en dos zonas delimitadas: la primera en la Cordillera de Nahuelbuta
37°40’-38° 40°S y la segunda en la Cordillera de Los Andes 37° 03’- 40° 03 'S, los limites en
la Cordillera de los Andes son desde el sur (37° 20°S) de la Regién del Biobio hasta el norte
de la Regién de Los Lagos (40°00°S). En la Cordillera de Nahuelbuta (costa) se pueden
encontrar dos subpoblaciones, una desde 37°40’ hasta 38°29’S, a los 1.400 m de altitud y
la segunda, mas costera, se ubica mas al sur, encontrandose entre los 38°26’ a 38°29’S
(Ruiz et al., 2007). Los suelos sobre los cuales crece son de tipo arcillosos o volcanicos,
habitando lugares poco favorables de suelo rocoso y deficientemente drenados, lo cual es

habitual en las coniferas chilenas (Donoso, 2008).
2.1 Problemas de conservacion:

Su distribucion se ha visto reducida debido a que ha sufrido diferentes perturbaciones
naturales y antropogénicas como el pastoreo de ganado doméstico, cosecha de sus semillas
y tala ilegal (Gonzalez et al., 2006), utilizando su madera para la construccion de durmientes
de ferrocarril, vigas de tuneles, mastiles de buque, fabricacion de muebles, puertas,

ventanas, tableros (Conaf, 2017).

La semilla de A. araucana (piiidn) suele ser recolectada con el fin de consumo
alimenticio ya que tiene propiedades antioxidantes, es regulador del azucar en la sangre, y
contiene compuestos como acido benzoico, procianidinas, fenilpropanoides, flavonoides y
lignanos (Schmeda et al, 2021), ademas de promover el turismo de naturaleza (etno-
turismo) y el intercambio comercial. Sin embargo, las posibilidades econdémicas
contemporaneas basadas en el pifidon varian ampliamente, debido basicamente a las
posibilidades de acceso a los bosques y al mercado por parte de las comunidades (Cortes,
2019).



Se estima que la superficie original de A. araucana antes de la llegada de los
espafoles era alrededor de 500.000 hectareas, la cual se ha ido reduciendo drasticamente
hasta las 261.000 hectareas en el transcurso del siglo XX debido a la actividad humana,
encontrandose la mayoria de estos bosques protegidos en la Cordillera de los Andes, dentro
de parques y reservas nacionales. En tanto, de las 7.453 hectareas de los bosques costeros,
solamente 2.537 hectareas se encuentran protegidas en el Parque Nacional Nahuelbuta.
(Hechenleitner et al. 2005; Conaf, 2017).

Esta explotacion y talas incontroladas (algunas de ellas concesionadas por el Estado
de Chile entre la década de 1940-1960) causaron que esta especie fuera declarada
Monumento Natural en el afio 1990, lo cual prohibe su explotacion y la clasifica en estado
‘vulnerable’ en el afo 2008 (D.S N°43 & D.S. N° 51); ademas, la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) la ha clasificado en la categoria de especie “En

peligro” (Premoli et al. 2013).
2.2 Sequia:

Los periodos de extrema sequia actuan como elementos que perturban la
configuracion de la dinamica del bosque a través de cambios en el crecimiento de los
arboles (Piraino, 2020), éstos enfrentan la sequia gracias a distintos mecanismos de
tolerancia morfolégica, anatdmica y fisiolégica, como el cierre estomatico, disminucion de la
absorcion de carbono, etc. (Choat et al., 2018). La resistencia de los arboles a la sequia
extrema es el resultado de varias interacciones complejas entre factores abidticos y factores
bidticos interviniendo simultaneamente a diferentes escalas espaciales y temporales
(Carnicer et al., 2021).

Las plantas pueden cerrar temporalmente sus estomas para reducir la pérdida de
agua por transpiracion, lo que limita la entrada de CO: y las tasas de carboxilacién al
aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las coniferas responden
ajustando su sistema hidraulico para reducir el riesgo de cavitacion del xilema, lo que se
logra mediante traqueidas mas estrechas y una pared celular mas gruesa (Varas et al.,
2022). Esto se logra ver en algunas especies del género Araucaria las cuales son muy
resistentes a la sequia debido a sus altos niveles de acido abscisico (ABA), lo que les

permite tener un cierre estomatico eficiente. Sin embargo, A. araucana tiene caracteristicas



tipicas de una especie primitiva, como estomas grandes y baja densidad estomatica, lo que
resulta en una baja conductancia y una respuesta estomatica lenta a los cambios en las
condiciones ambientales (Chavez et al, 2023), lo que la vuelve una especie con una

capacidad reducida para resistir sequias extremas (Puchi et al, 2021).
2.3 Incendios forestales:

Sumado a todos estos factores antropicos donde A. araucana esta expuesta, también
existen eventos naturales como: viento, vulcanismo e incendios, la extension de periodos
calidos y las graves sequias que desde el afio 2000 se han estado experimentado en Chile,
los que han dado lugar a incendios forestales de gran magnitud que han quemado
ecosistemas templados, incluidos los bosques de A. araucana (Garreaud et al. 2017;
Fernandez et al. 2018; Valderrama et al. 2018).

Esta especie es conocida por su gran resistencia al fuego debido a que presenta
atributos que le permiten sobrevivir a incendios de diversa severidad, como su gruesa
corteza de hasta 14 cm de espesor, sus yemas terminales protegidas, su capacidad de
rebrote y su desrame natural, lo que produce una elevacion de la base de la copa. Aunque
posee estas cualidades para la resistencia al fuego, sus caracteristicas reproductivas, como
la regeneracion post-incendio por medio de semillas es espacialmente limitado y depende
de la supervivencia de suficientes individuos femeninos, frente a este tipo de perturbaciones

A. araucana logra colonizar y prosperar mediante rebrotes (Fuentes et al., 2019).

Chile ha experimentado multiples incendios forestales en diferentes territorios, tanto
asi que en el periodo que comprende entre 2015 al 2017 se quemaron aproximadamente
640.000 hectareas de bosques (CONAF, 2017). Estos incendios afectaron areas silvestres
protegidas, como el Parque Nacional Conguillio, el Parque Nacional Tolhuaca y la Reserva
Nacional China Muerta, la mas afectada de las tres, con mas de 3.600 hectareas (Conaf,
2017), de las cuales 1.550 se localizaron en la Reserva Nacional China Muerta, afectando

principalmente a A. araucana (Figueroa & Vergara, 2018).

Los incendios forestales pueden tener un impacto significativo en la composicion del
suelo, los principales afectados son los nutrientes totales que se mineralizan

instantaneamente y ademas son lixiviados y afectados por accién de la lluvia. Otros



impactos del fuego en los suelos incluyen cambios en sus propiedades fisicas, como en
estabilidad y repelencia al agua, en las propiedades quimicas, elevando el pH, y biolégicas,

eliminando la actividad y composicion microbiana (Gémez, et al. 2014).
2.4 Planes de restauracion forestal:

Actualmente, hay un interés creciente en la restauracion de estos ecosistemas y una
decision importante es la eleccién correcta del material de propagacion adecuado. La
practica mas comun es utilizar fuentes de material geograficamente cercanas al sitio que se
va a restaurar (Atkinson et al. 2021). El uso de genotipos locales aumenta la probabilidad
de supervivencia, establecimiento y crecimiento de los propagulos y, por lo tanto, aumenta
la probabilidad de éxito del programa de restauracion, por tanto, el uso de material genético
no local puede sufrir mala adaptacion, lo que lleva a un establecimiento deficiente, por lo
que se considera necesario el uso de microorganismos presentes en el sitio (Rojas et al,
2023).

2.5 Hongos micorricicos arbusculares (HMA):

Los Hongos micorricicos arbusculares (HMA) son organismos que estan presentes
en todos los ecosistemas terrestres (Cofré et al., 2019; Sturmer & Kemmelmeier, 2021), y
entre los cuatro tipos principales de micorrizas, los HMA son los mas importantes a nivel
mundial dentro del sistema suelo-planta y estan considerados simbiontes universales,
debido a que estan presentes de manera natural en mas del 80% de las especies vegetales
(Carrillo et al., 2022).

Los HMA se caracterizan por tener un crecimiento inter e intracelular en la raiz de la
planta, generando dos tipos de estructuras, arbusculos y vesiculas. Y la relacién entre la
planta y el hongo se llama asociacion "micorricica arbuscular" con "arbuscular" que significa
similar a un arbol, refiriéndose a estructuras fungicas especializadas que interactuan con el
contenido de las células corticales de la raiz y "micorricica" que se refiere a la interaccion
hongo (mico) - raiz (rhizo) (Barrera & Silvia, 2009). Entre los microorganismos que se
encuentran en el suelo, los HMA se destacan por su funcién ecoldgica y pueden tener una
alta incidencia en la estabilidad de los ecosistemas, donde las condiciones edaficas son

extremas. La funcién mas importante de las micorrizas es solubilizar los nutrientes del suelo



relativamente inmoviles, tales como el zinc (Zn) y el fésforo (P), e igualmente poner los
elementos minerales a disposicion de la planta para obtener un aumento en su crecimiento.
Ademas, le brinda proteccion contra patdgenos, y a cambio de ello la planta le cede
carbohidratos para su sostenimiento metabdlico (Restrepo et al., 2019). La mayor absorcién
de nutrientes por las plantas micorrizadas se debe al aumento del volumen de suelo
explorado por las raices micorrizadas debido al micelio extraradical de los hongos
micorricicos arbusculares (HMA) el cual tiene acceso al fésforo mas alla de la zona de
agotamiento. La simbiosis es del tipo mutualista y obligada para los HMA, ya que reciben
los fotoasimilados de la planta hospedadora a cambio de nutrientes (Allen et al., 2020).

La glomalina es una glicoproteina recalcitrante producida por los HMA, con elevada
estabilidad, vida media entre seis y 42 afos, lenta velocidad de degradacién que depende
del suelo de origen y se ha sefialado que constituye el mayor componente de la materia
organica del suelo. Esta proteina puede influir en la fertilidad del suelo al acomplejarse con
el hierro (Fe), asi como en la remediacion de suelos dafiados (Rodriguez et al., 2020). Esta
glicoproteina esta altamente relacionada con la estabilidad de los agregados, funciona como
un pegamento de las particulas del suelo al mejorar la estructura e influir en la aptitud frente
a la erosion y pérdida de agua (Arzuaga et al., 2022). Por lo tanto, la glomalina es una
glicoproteina del suelo que se encuentra en abundancia en las hifas y las esporas de los
hongos micorricicos arbusculares (HMA), en la materia organica del suelo y en las raices,
es muy estable con una alta capacidad de humectacion, lo que permite disminuir la erosion
y pérdida de nutrientes en el suelo. Ademas, su aparente caracteristica hidréfoba protege

las hifas de las pérdidas de nutrientes y agua (Rodriguez et al., 2020).

Los HMA logran una mayor tolerancia al estrés mediante el control de ciertas
caracteristicas en la planta como; morfolégicas (desarrollo de raices adventicias),
fisiologicas (produccion de fitohormonas), genéticas (produccién de acuaporinas) y
bioquimicas (producciéon de enzimas antioxidantes) (Bahadur et al. 2019; Bahmani et al.
2018; Ruiz-Lozano et al. 2016; Li et al. 2013).
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2.6 Hongos endofitos (HE):

Los hongos endoéfitos son un grupo polifilético de organismos que tienen la capacidad
de colonizar cualquier 6rgano y tejido vegetal, y que aparentemente no causan sintomas de
enfermedades. Se ha demostrado que pueden mejorar el crecimiento de las plantas
sometidas a condiciones desfavorables ya sea por factores bidticos como abiéticos (Parada
et al., 2018). Por tanto, estos hongos desarrollan una relacién simbidtica con la planta,
promoviendo el crecimiento vegetal mediante la produccién de (fito)hormonas, suprimiendo
las infecciones de patdégenos fungicos, ayudando a la resistencia sistematica a
enfermedades y estrés de las plantas, a la mejora de la eficiencia en el uso de del agua y

los nutrientes (Yu et al., 2016).

La relacién entre los hongos endodfitos y su planta hospedera puede variar de
mutualismo a patogénesis. En estas interacciones, ambos organismos generan metabolitos
secundarios potencialmente toxicos. El hongo endéfito produce factores de virulencia, como
exoenzimas y metabolitos fitotoxicos, mientras que la planta desarrolla defensas mecanicas
y bioquimicas. Para permitir la coexistencia, se establece una relacion de antagonismo
balanceado entre ellos, dependiendo de la virulencia del hongo y las defensas de la planta.
Estas defensas y la virulencia del hongo varian y se ven influenciadas por factores
ambientales y etapas de desarrollo. Cuando los factores de virulencia del hongo y las
defensas de la planta estan equilibrados, se forma una relaciéon endofitica. Sin embargo, si
el hospedero sufre senescencia o esta bajo estrés, el equilibrio se inclina a favor del hongo
y éste se expresa como patdgeno, lo que se manifiesta en sintomas de enfermedad
(Rodriguez et al., 2021).
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Ml Hipotesis:

La inoculacion de consorcios fungicos (hongos micorricicos arbusculares y hongos
endofitos), ayudara al establecimiento de plantulas de Araucaria araucana en suelos
afectados por distintas intensidades de fuego, permitiendo un mayor desarrollo vegetativo

(aéreo y radicular), fisiolégicos y bioquimicos que las plantas no inoculadas.
V. Objetivos:
4.1 Objetivo general:

Evaluar la respuesta de las plantas de A. araucana inoculadas o no con consorcio
fungico (hongos micorricicos arbusculares y hongos endodfitos) al ser establecidas (bajo
condiciones de vivero) en suelos con distintos grados de afectacion por fuego, estudiando
variables morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas para ser considerados en planes de

restauracion forestal, en ambientes afectados por fuego.
4.2 Objetivos especificos:

1) Evaluar el grado de colonizacidn de las plantulas de Araucaria araucana
inoculadas con consorcio fungico (HMA y HE), previo al establecimiento en suelos con

diferentes niveles de afectacién por fuego.

2) Comparar quimica y enzimaticamente (B-glucosidasa, N-acetil-B-
glucosaminidasa y fosfatasa acida) los suelos recolectados de zonas con diferentes niveles

de afectacion por fuego, pre y post al trasplante de Araucaria araucana.

3) Estudiar la respuesta de las plantulas de Araucaria araucana colonizadas o no
con HMA y HE al ser trasplantadas a suelos con distintos grados de afectacion por fuego,

evaluando parametros morfo-fisiologicos y bioquimicos.
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V. Metodologia:

5.1 Material vegetal

Se utilizaron plantas de Araucaria araucana obtenidas a partir de semillas (pifiones)
los cuales fueron recolectados en la Reserva Nacional China Muerta, Region de la
Araucania (Fig. 1), se realizé la prueba de flotacion para determinar la viabilidad de la semilla
y se sembraron en bandejas de poliestireno expandido (plumavit) de 300 cc con sustrato de
corteza de pino (grado G12) compostado estéril hasta su germinacion. Dichas plantas fueron
mantenidas bajo condiciones de invernadero en la Universidad de Concepcion, Campus Los

Angeles.

Regién del Bio Bio

« |

Regién de La Araucania

y § Leyenda
'-\:{‘J; . : B Araucaria

Kometros Region

Fig. 1. a) Distribucién de A. araucana (en verde) en territorio chileno en la Cordillera de los
Andes (derecha) y sus dos subpoblaciones en la cordillera de Nahuelbuta (izquierda). Punto
azul indica el area de toma de muestras vegetales (Muioz & Serra, 2006). b) Colecta de
semillas de A. araucana.

5.2 Activacion de hongos arbusculares y endéfitos e inoculacion de A. araucana

La activacion de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) se realiz6 mediante la
técnica de plantas trampa utilizando alfalfa (Medicago sativa) y suelo proveniente de sitios
conservados de la Reserva Nacional China Muerta, para lo cual durante 4 meses y bajo
condiciones de invernadero se mantuvieron las plantas con riego a capacidad de campo
periodicamente y fertilizacion baja en fésforo (solucion de Hoagland modificada).
Posteriormente se quitd el riego con la finalidad de generar una mayor colonizacion de las

raices y una mayor esporulacion de los HMA en el sustrato. Finalmente, se utilizé una
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mezcla del sustrato y raices trituradas (2,5 g) como fuente de indculo, el cual contenia

esporas de HMA para las plantas de A. araucana.

Los hongos endofitos que se utilizaron para la inoculacién fueron; Penicillium melinii,
Preusia cimatomera, Umbelopsis dimorfa y Phialocephala fortinii, los cuales se aislaron
anteriormente desde raices de A. araucana (Rivas, 2020). La activacion de las cepas se
realizé mediante replique de material stock en medio liquido extracto de malta 1% en
matraces Erlenmeyer de 250 ml e incubado durante 1 mes bajo condiciones estaticas a
24+1°C. Luego se extrajo la biomasa y se mezcld con agua destilada estéril para ser usados
como in6culo miceliar liquido (1,5 g de micelio en 10 mL de agua).

La inoculacién de A. araucana con HMA (2,5 g) y Mix de HE (10 ml) se realiz6 en el
momento que fueron trasplantadas desde las bandejas de plumavit a contenedores de 1L
con sustrato de corteza de pino. Dichas plantas fueron mantenidas durante ocho meses
bajo condiciones de invernadero, cuidando el riego para garantizar la colonizacion del

consorcio fungico en las plantas.
5.3 Recoleccion, preparacion y analisis de suelos afectados por fuego

Se recolectaron suelos de la base de arboles de Araucaria araucana, en
profundidades de 10 cm y 20cm en 3 puntos distintos y que tuvieran presencia de raices,
los cuales fueron afectados por incendios forestales durante la temporada 2015 en la
Reserva Nacional China Muerta, estos se categorizaron en funcién del grado de afectacion
que tuvieron, siendo las categorias: AA) alta afectacién (aquellos incendios de copa y de
sotobosque, con ejemplares de Araucaria muertos; coordenadas S 38° 45’ 02,27” W 71° 30’
31,77, 1605 msnm), BA) baja afectacién (fuego a nivel de sotobosque, pero con ejemplares
de Araucaria vivos; coordenadas S 38° 43’ 55,7” W 71° 30’ 26”, 1525 msnm) y sitio SA) sin
afectacién por fuego (conservado; coordenadas S 38° 44’ 52,9” W 71° 30’ 21,2”, 1488
msnm) (Fig. 2 a-c). Los suelos fueron trasladados a la Universidad de Concepcion, Campus
Los Angeles, donde se establecioé el ensayo, después prepararon las muestras por tamizaje

y se realizaron analisis enzimaticos (B-glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa y fosfatasa
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acida) y permeabilidad de los suelos. Los analisis quimicos completos se realizaron en el

Laboratorio de Suelos de la Universidad de Concepcién Campus Chillan.

L] { s

\\\\\\

Fig. 2 Sitios con diferentes niveles de afectacion por fuego a) alta afectacion, b) baja
afectacion, y c) sitio conservado (sin afectacion por fuego).

La actividad enzimatica de B-glucosidasa (BG; EC 3.2.1.21; Eivazi & Tabatabai, 1988), que
esta asociada al ciclo del C, y de N-acetil-B-glucosaminidasa (NGA; EC 3.2.1.52; Parham &
Deng, 2000), relacionada con los ciclos del C y N, se determinaron en 1 g de suelo fresco
utiizando  p-nitrofenil-B-D-glucopiranésido y  p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminido,
respectivamente. El p-nitrofenol (p-NP) liberado de la reaccion después de 1 h de incubacion
se midi6 a 410 nm usando un espectrofotdmetro TU-1810 split beam (Tabatabai & Bremner,
1969). La fosfatasa acida (PA; EC 3.1.3.2), principalmente relacionada con el ciclo del P,
también se midié en 1 g de suelo usando fosfato de p-nitrofenilo, y la p-NP liberada después
de 1 h de incubaciéon se midié6 a 400 nm (Tabatabai & Bremner, 1969). La actividad
enzimatica se cuantificd utilizando como referencia una curva de calibracion con p-NP.
Dichas actividades se midieron directamente de los suelos provenientes de campo (“Antes”)

y al finalizar los ensayos en vivero “Después”.

En cuanto a la permeabilidad de los suelos se siguio la metodologia propuesta por
Dekker & Ritsema (1994). Los distintos tipos de suelo fueron secados a 65° C en una estufa
por 48 h, luego se depositaron en placas de vidrio, se aliso la superficie y se dejaron
estabilizando a 20° C por 48 h. Se colocaron tres gotas de agua destilada sobre la superficie
alisada con ayuda de un gotario. Se tomé como valor WDTP (“water drop penetration time”)
el tiempo que demora la segunda gota en ser absorbida por el suelo y se clasificé segun la

clasificacién propuesta por Dekker & Jungerius (1990) (Tabla 1).
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Tabla 1: Clasificacion WDTP propuesta por Dekker y Jungerius (1990).

Clase de Persistencia Nivel de la persistencia de la repelencia del agua Valores de WDPT(s)

0 No repelente al agua <5

1 Ligeramente repelente al agua 5-60

2 Fuertemente repelente al agua 60 - 600
3 Severamente repelente al agua 600 - 3600
4 Extremadamente repelente al agua >3600

5.4 Trasplante de A. araucana a suelos con diferentes grados de afectacién por fuego

Después de seis meses de inoculadas las plantas de A. araucana con los consorcios
de HMA 'y HE, se evaluo el porcentaje de colonizacion de acuerdo con Chavez et al. (2023)
y se procedié a trasplantar a suelos con diferentes niveles de afectacién por fuego sin
esterilizar y en sustrato de corteza de pino como control. Para ello, se utilizaron macetas de
3 L donde se pusieron las plantas inoculadas y control (sin inoculacion) en forma individual

y se rellenaron con los diferentes suelos segun se detalla en la Fig. 3.

Sustrato . ; i
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Fig. 3. Diseno del ensayo general con el trasplante de plantas inoculadas y no inoculadas
en los suelos con diferentes niveles de afectacion por fuego con su respectivo control en
corteza de pino como sustrato base en viverizacion.
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5.5 Porcentaje de colonizacion de HMA y HE

Para calcular el porcentaje de colonizacién de HMA y HE se inicié con un lavado de
las raices con agua del grifo para eliminar todo el sustrato, luego se diseccionaron en trozos
y se dispusieron en tubos Falcon con KOH al 10%. Posteriormente se dejaron en un
calefactor durante 1 h a 95°C, pasado el tiempo, se lavaron con agua destilada mas
hipoclorito de sodio para eliminar el exceso de KOH. Luego la raiz se corté en trozos de
aproximadamente 1cm y se agrego HCI al 10% durante 3 min, luego se eliminé el HCIl y se
agrego azul de tripano, se calenté durante 1 h a 95°C en bano de agua. Finalmente se
elimind el exceso de azul de tripano adicionado lactoglicerol y se dejo reposar durante 48 h
para poder observar en microscopio Motic BA 310 (Phillips & Hayman 1970). El porcentaje
de colonizacion de HMA se estimé observando vesiculas, arbusculos y micelio, y la
presencia de los hongos enddfitos se calcul6 identificando la cantidad de micelio de septos
oscuros y microesclerocios, mediante el método de intercepciéon de linea (Giovannetti &
Mosse, 1980).

5.6 Analisis morfolégicos de las plantas de A. araucana

Terminado el periodo de los ensayos se comenzo con la evaluacidn de las variables
respuestas. Las variables morfologicas que se midieron fueron el alto total (cm), el cual se
considero desde la primera proyeccion del tallo (cuello) hasta el meristema apical; el largo
de la raiz que se considero desde la primera proyeccion de la raiz hasta la punta del apice
de la raiz mas larga (cm), y, ademas, con pie de metro se midi6 el diametro a la altura del
cuello (DAC) en mm. La biomasa se midi6é pesando la parte aérea y radicular por separado,
las cuales fueron cortadas con bisturi, la raiz se consideré desde su primera proyeccién en
el tallo. El tallo se considero entre el meristema apical hasta la primera proyeccion de la raiz.
Se calculd el peso fresco y posteriormente el peso seco, el cual se realizd luego de secar
en estufa ambas partes a 72° C por 48 h. Con base en los rasgos medidos, se calculo el
indice de calidad de Ritchie (Rueda-Sanchez et al., 2018). Para obtener la mortalidad de las
plantulas se calculé como la frecuencia de plantulas que murieron al finalizar el experimento,

expresado en %.
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Indice de Ritche = Peso seco total de la planta (g)

Longuitud del brote (em) Peso fresco del brote (g)

+

DAC (cm) Peso fresco de la raiz {g)

5.7 Contenido relativo de agua (CRA)

Para obtener el CRA, se recolectaron hojas de la seccion media de la planta, se
pesaron inmediatamente obteniendo el peso fresco (PF). Se pesé un minimo de 0,5 g peso
fresco de cada muestra. Para la obtencion del peso turgente (PT) se colocaron las hojas en
agua destilada durante 24 h dentro de placas Petri cerradas. Luego se pesaron
periddicamente hasta tener un peso constante y finalmente las hojas fueron secadas en
horno durante 48 h a 72°C obteniéndose el peso seco (PS) (Yamasaki & Dillenburg, 1999;

Rivas, 2020). La ecuacién utilizada para el calculo fue:
CRA (%) =[ (PF-PS) / (PT-PS) ] * 100
5.8 Pigmentos fotosintéticos

La obtencion de los pigmentos fotosintéticos se realizé extrayendo discos foliares de
5 mm de hojas desde la seccion media de la planta, los cuales se sumergieron en acetona
al 80% v/v. Luego fueron calentadas en bafo de agua a 80°C durante 10 min logrando
extraer los pigmentos. Luego se midid la absorbancia de los pigmentos fotosintéticos a 470,
646,8 y 663,2 nm en espectrofotometro (Aroca, 2001). Los coeficientes de extincion y las

ecuaciones utilizadas fueron reportados por Lictenthaler (1977).
Ca=12.25A663.2— 2.79A646.8
Cb = 21.50A646.8 — 5.10A663.2

Ca+b = 7.15A6632 + 18.71Ac46.38
Cx+c = (1000A470 — 1.82C, — 85.02Cy) / 198
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5.9 Maxima eficiencia cuantica del fotosistema Il (Fv/Fm)

Se midié la fluorescencia de la clorofila Il utilizando un fluorimetro Hansatech modelo
pocket PEA Chlorophyll fluorimeter. Las mediciones se realizaron adaptando las hojas a la
oscuridad con clips de hojas durante 20 min. El calculo se realizé por el instrumento a partir
de la relacion de fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) que refleja la eficiencia cuantica maxima
del PSII (Aghai et al. 2019).

5.10 Enzimas Oxidativas (CAT, APX, GPX)

Para determinar la actividad enzimatica de catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa
(APX) y guayacol peroxidasa (GPX), primero se obtuvo un extracto enzimatico de las plantas
que se utilizaron. Se inici6 pesando 150 mg de tejido vegetal fresco y se depositd en un
crisol, luego se vertid nitrégeno liquido para con el mortero realizar la molienda,
asegurandose que el material quedara bien pulverizado, esto se repitié de 1 a 2 veces por
tratamiento. Luego el material pulverizado se deposité en tubos eppendorf de 1,5 ml a los
cuales se les adiciono 1,5 ml de buffer fosfato de potasio pH 7,4 y se homogeniz6 con Vortex
10 s, para posteriormente proceder a centrifugar las muestras en un centrifuga refrigerada
a 10.000 g a 4 °C durante 20 min, procurando dejar los tubos de forma que la bisagra del
tubo apunte hacia afuera, para facilitar la extraccion del precipitado. Finalmente se recuperé
el extracto con micropipeta evitando resuspender el pellet y se transfirié a un nuevo tubo

eppendorf limpio y estéril. Este se almacené a -20 °C para su posterior uso.

Para determinar la actividad enzimatica primero fue necesario determinar la cantidad
de proteinas totales de los extractos enzimaticos mediante el método de Bradford. La
cuantificacion de proteinas se realizé agregando 1 ml de reactivo Bradford en tubos de vidrio
a los cuales se agrego 30 ul del extracto enzimatico y al blanco 30 pl de agua desionizada,
se dejo incubar la reaccion a temperatura ambiente durante 2 min, se realizé una curva de
calibracion utilizando seroalbumina bovina (BSA) en concentraciones desde 0 a 10 ug/mly

se midio la absorbancia a 595 nm (Bradford, 1976).

La actividad enzimatica de catalasa se determin6 agregando en cubetas de cuarzo
de 2 ml, 1700 pl de buffer fosfato de potasio pH 6.5, 200 ul de peréxido de hidrégeno (H202)

100 mM y 100 pl del extracto enzimatico. Se mezcld dos veces en la cubeta por inversion e
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inmediatamente se llevo al espectrofotometro donde se realizé la lectura de absorbancia a
240 nm en intervalos de 10 s, durante 5 min. En el blanco se reemplazé el extracto
enzimatico por 100 pyl de agua desionizada (Frary et al. 2010; Bertini et al. 2019). La

actividad enzimatica se expreso en umoles de H202 oxidado mg-' PF min-'.

La actividad enzimatica de la Ascorbato peroxidasa se determiné agregando en
cubetas de cuarzo de 2 ml, 1750 pl de buffer fosfato de potasio pH 7, 200 pl de H202 100
mM, 20 ul de acido ascorbico 100 mM y 30 ul del extracto enzimatico. Se mezcld dos veces
en la cubeta por inversion e inmediatamente se llevé al espectrofotometro donde se realizo
lectura de absorbancia a 290 nm en intervalos de 10 s, durante 5 min. En el blanco utilizado
se reemplazo el extracto enzimatico por 100 ul de agua desionizada (Hodges et al., 2000;
Lester et al., 2004 & Bertini et al., 2019). La actividad enzimatica se expresé en umoles de

ascorbato oxidado mg' PF min".

La actividad enzimatica de guayacol peroxidasa se determin6 agregando en cubetas
de cuarzo de 2 ml, 1.890 pL de buffer fosfato de potasio 100 mM pH 6.5, 50 ul de H202 100
mM, 50 ul de guayacol 12 mM y 10 ul del extracto enzimatico. Se mezcld dos veces en la
cubeta por inversion e inmediatamente se llevd al espectrofotometro donde se realizo la
lectura de absorbancia a 470 nm en intervalos de 10 s, durante 10 min. En el blanco utilizado
se reemplazé el extracto enzimatico por 10 ul de agua desionizada (Mazhoudi et al., 1997;
Bertini et al., 2019). La actividad enzimatica se expres6 en pmoles de guayacol oxidado mg-

"PF min.
5.11 Prolina

La determinacion de prolina se realizé basandose en la reaccidn con ninhidrina, para
lo cual se pesaron muestras de 0,25 g de hojas de la seccion media de la planta, las cuales
se molieron usando nitrégeno liquido, luego se homogenizaron con 1,25 ml de &cido
sulfosalicilico al 3%, se filtr6 el contenido y se deposité en tubos eppendorf. Ademas, se
adicion6 0,5ml de acido acético glacial y 0,5 ml de reactivo de ninhidrina en cada tubo y
fueron agitados en vortex. Posterior a eso, las muestras se incubaron en bafo de agua a
100 °C durante 1 h, luego se enfriaron durante 15 min en agua fria, y finalmente se adicion6
1 ml de tolueno y se agitd en vortex durante 30 s. Se midié absorbancia a la fase superior

de la reaccion a 520 nm utilizando tolueno como blanco (Bates et al., 1973).
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5.12 Glomalina total y de facil extraccion

Se obtuvo la fraccion de glomalina de facil extraccion (EE-GRSP), pesando 3 g de
suelo en tubos Falcon, se adicion6 20 ml de buffer citrato 20 mM, pH 7,0 y la solucion fue
autoclavada por 30 min a 121°C y luego centrifugada a 3000 rpm por 15 min. Para la
glomalina total (GRSP) se pesaron 3 g de suelo en tubos Falcon, se adicion6 20 ml de buffer
citrato 50 mM, pH 8,0, se autoclavé por 60 min a 121°C se centrifugé a 3000 rpom durante
15 min y se extrajo el buffer, este proceso se repitié 4 veces consecutivas, la solucion se

midié en espectrofotometro a 595 nm (Wright & Upadhyaya, 1998).
5.13 Cantidad de esporas (100 g)

La cantidad de esporas de HMA en los suelos se obtuvo mediante la técnica de
tamizado, para lo cual se pesaron 20 g de suelo y se tamizaron en tamices de 500, 250, 150
y 53 um el material retenido en el tamiz de 53 ym se depositdé en un tubo Falcon y se rellend
con agua destilada hasta los 45 ml, luego se centrifugo a 2500 rpm durante 5 min, el
sobrenadante se elimind dejando el pellet del fondo y posteriormente se adiciond una
solucién de sacarosa al 70% con agua destilada, se realizé una segunda centrifugacion con
los mismos parametros, se extrajo el sobrenadante el cual contendra las esporas y se vertio
en un tamiz de 53 pm, finalmente se lavé con agua de grifo para eliminar el exceso se
sacarosa y se dispuso en una placa Petri para su contabilizacion ajustando la cantidad a

100g de suelo seco (Trejo-Aguilar & Banuelos, 2020).
5.14 Anadlisis estadisticos

Los datos se analizaron buscando la normalidad de estos y la homogeneidad de la
varianza mediante pruebas de andlisis estadisticos, Shapiro-Wilk y Levene
respectivamente, la significancia de los datos se determiné utilizando el Test de Tukey con
un nivel de confianza del 95% (p< 0,05), los analisis ANOVA de una via se realizaron en el
programa de analisis estadistico StatSoft (Statistica) V.10.0. Ademas, los conjuntos de datos
se sometieron a analisis de componentes principales (PCA), que permite resumir los
resultados obtenidos con todas las variables respuesta. Los analisis estadisticos se

realizaron utilizando los paquetes de software de libre acceso Past 4.1.
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VL. Resultados
6.1 Analisis quimico de suelos

Los suelos analizados de los sectores conservado, y con baja y alta afectacién por
fuego presentaron caracteristicas quimicas diferentes, siendo mas semejantes los suelos
de los sectores que presentan algun grado de afectacion por fuego (alta y baja afectacion).
El sitio conservado presenté una mayor cantidad de Fe, K disponible como también un

mayor contenido de materia organica, nitrégeno disponible, y Ca, entre otros (Fig. 4).

Al de intercambio

N tomtrate —
Saturacian de Al

" - I—‘

Fe R |
Saturacion de Ca -
K disponible mg/Kg

Fésfora Olsen mg/kg

Nitratos (N-NO3)

M "

Saturacion de Mg

259
n . i I
fhateria Organica

%
cice
Suma de bases
Riftragenc dsponible. 106
K

Ca intermSaple
Amomo (N-Npa)

mg/Kg

B

cu -0469
Saturacion de K

5 disponitle I

Mg intercambisble

n Afectacién)

Conservado (si

Alta fectacién

a

Fig. 4. Agrupacidon jerarquica de muestras basada en analisis quimico de suelos
provenientes de sitios conservado y afectados por fuego. R?: 0,86.

6.2 Evaluacion de las plantas de araucaria previo al trasplante a suelos con

diferentes grados de afectaciéon por fuego.

Previo al trasplante de las plantas a los distintos suelos afectados por incendio, se
evaluo distintos parametros morfolégicos y fisiolégicos de las plantas de araucaria (Tabla 2),
donde se observé un 35% de colonizacién micorricica en las raices, ademas de una altura
promedio de 9,60 cm de alto con un DAC de 0,57 cm y 1,41 gr de biomasa total. Los
parametros fisiolégicos fueron normales, con un valor de Fv/Fm de 0,82 y 3,21 de clorofila

relativa.



22

Tabla 2: Parametros morfologicos vy fisiolégicos de plantas de A. araucana previo trasplante
a suelos afectados por incendio.

% de colonizacion

Total (HMA+HE) Altura [cm] DAC [cm] Fv/Fm  Clorofila relativa Biomasa total [gr]

35+13 9,60+1,38 0,57+0,41 0,82+0,02 3,21+0,41 1,41+0,13

El simbolo * representa la desviacidén estandar con un n=3 para los parametros fisiolégicos
y % de colonizacion y un n= 30 para parametros morfolégicos (altura y DAC).

6.3 Determinaciéon de la colonizacién de plantas de araucaria por HMA y HE

establecidas en suelos con diferentes grados de afectacién por fuego.

La colonizacién en las plantas de araucaria (Fig. 5-a.) fue alta, bordeando un 80%
para todos los tratamientos inoculados y sin diferencia significativa entre ellos, en tanto que
las plantas no inoculadas alcanzaron una colonizacion alrededor de un 45%, siendo menor
a las plantas previamente inoculadas (con suelos no estériles y sin previa inoculacién). En
las raices de estas plantas se observaron distintas estructuras de HMA predominando la
formacién de hifas y vesiculas dentro de las raices. En cuanto a las estructuras de HE, se

observaron microesclerosios, hifas de septo oscuro y conidias (Fig. 5-b.).
100

80 - a

60 - b b

40 A

Porcentaje de colonizacién (%)

=/
J

ctSP SP ctALTA ALTA <ctBAJA BAJA ctCONS CONS
Fig. 5. Colonizacion en plantulas de A. araucana por HMA (%), luego de 8 meses de

tratamiento con el consorcio fungico (derecha). Letras diferentes en cada barra indican
diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test Tukey).
Observaciones microscopicas (izquierda) mostrando las distintas estructuras micorricicas y
endofiticas dentro de las raices de plantas de araucaria donde, EF: esporas en formacion;
H: hifas; V: vesiculas; C: conidia; ME: microesclerocios.
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6.4Parametros morfolégicos de plantas de araucaria establecidas en suelos

con diferentes grados de afectaciéon por fuego.

Las plantulas inoculadas con el consorcio fungico y establecidas en suelos nativos

con distinta afectacién por fuego y conservado mostraron una diferencia significativa en la
altura, siendo las mas altas (ALTA, BAJA, CONS) (Fig. 6a.). Por su parte las plantulas no

inoculadas y establecidas en los suelos nativos afectados por fuego y conservado (ctALTA,

ctBAJA, ctCONS), presentaron una altura menor a las inoculadas pero significativamente

mayor a los tratamientos control sustrato pino (ctSP) y sustrato pino (SP) inoculado. En el

largo de la raiz los tratamientos que mostraron un desarrollo mayor fueron los tratamientos
CONS, BAJA y SP, superando los 30 cm (Fig. 6-b.; Fig. 7.), existiendo diferencias

significativas con los demas tratamientos. Los tratamientos ctALTA, ALTA, ctCONS, tuvieron

largos similares y los tratamientos con un menor desarrollo radicular fueron ctSP, ctBAJA.
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Fig. 6. Altura (a) y largo de raiz (b) de
plantulas de A. araucana establecidas en
suelos nativos con distintos grados de
afectacién por fuego y en suelos control de
sustrato de pino, inoculadas y no
inoculadas con consorcio fungico. Letras
diferentes en cada barra indican diferencias
significativas entre tratamientos con un
P<0.05 (Anova, Test Tukey).
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ctsp sp CtALTA ALTA CtBAJA BAJA CtCONS

Fig. 7. Caracteristicas morfologicas de las plantas sometidas a los diferentes tratamientos,
que evidencian diferencias en tamarno tanto de la parte aérea como radicular, asi como

también en el color de las plantas.

Los datos obtenidos muestran que las plantulas inoculadas y establecidas en suelos
de baja afectacidon y conservado presentaron los mayores DAC en las plantas de araucaria
(Fig. 8), siendo estas diferencias significativas si se compara con las plantas no inoculadas
establecidas en las mismas condiciones, a excepcion de la condicion alta donde no se
observaron estas diferencias. Sin embargo, estas diferencias, no fueron significativas si se

comparan con las plantas control inoculadas y no inoculadas (ctSP y SP).

7

DAC en mm

ctSP SP  ctALTA ALTA ctBAJA BAJA ctCONS CONS

Fig. 8. Diametro a la altura del cuello (DAC) de plantulas de A. araucana establecidas en
suelos con distintos grados de afectacion por fuego y en suelos control de sustrato de
corteza de pino, inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test

Tukey).



25

Los datos de biomasa total tanto aérea como radicular mostraron que las plantulas

de araucaria inoculadas con el consorcio fungico y establecidas en los diferentes suelos sin

afectacién por fuego (CONS) mostraron la mayor cantidad de biomasa total (Fig. 9), siendo

significativamente mayor a todos los demas tratamientos, seguido por las plantas inoculadas

establecidas en suelos afectados por fuego (ALTA, BAJA). Para el caso de plantas

inoculadas o no en sustrato de pino no se observaron diferencias significativas para biomasa

aérea (a), pero si para la biomasa radicular (b) donde las plantas inoculadas presentaron el

doble de biomasa en comparacion con ctSP (plantas no inoculadas). Finalmente, las

plantulas que mostraron la menor cantidad de biomasa radicular fueron las establecidas en

suelo de alta afectacion sin inoculacion (ctALTA).

Biomasa aérea (g)

Biomasa radicular (g)

ctSP

Sp

ctALTA ALTA ciBAJA BAJA ctCONS CONS

Fig. 9. Biomas area (a) y radicular (b)
de plantulas de A. araucana
establecidas en suelos con distintos
grados de afectacién por fuego y en
suelos control de sustrato de corteza
de pino, inoculadas y no inoculadas
con consorcio fungico. Letras
diferentes en cada barra indican
diferencias significativas entre
tratamientos con un P<0.05 (Anova,
Test Tukey).
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Los datos sobre indice de calidad de la planta (indice de Ritchie) indican que las
plantas establecidas en suelo CONS presentan la mejor calidad, siendo
significativamente diferentes a los demas grupos, seguido por las establecidas en suelo
de BAJA afectacion, luego los tratamientos ctSP, SP y ALTA, finalmente las plantas
establecidas en suelos afectados, sin presencia del consorcio fungico presentaron los

niveles mas bajos (Figura 10).
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Fig. 10. indice de calidad de la planta (Ritchie) de plantulas de A. araucana establecidas en
suelos con distintos grados de afectacién por fuego y en suelos control de sustrato de
corteza de pino inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test
Tukey).

La tasa de mortalidad obtenida al finalizar el experimento mostré que las plantulas
inoculadas con el consorcio fungico tuvieron 100 % de sobrevivencia, independiente de la
procedencia del suelo donde fueron establecidas, ademas, de las plantas que fueron
trasplantadas a sustrato de pino sin inoculacion previa. Sin embargo, las plantas no
inoculadas y que fueron trasplantadas a los sitios ctCONS, ctBAJO y ctALTA presentaron
mas de un 70% de mortalidad (Tabla 3).
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Tabla 3: Tasa de mortalidad en porcentaje para plantulas de Araucaria araucana despues
de 8 meses trasplantadas a suelos con diferentes grados de afectacion por fuego.

Tratamiento Total plantas Plantas vivas  Plantas muertas Tasa mortalidad (%)
CtSP 23 23 0 0
SP 23 23 0 0
CtALTA 23 2 21 91
ALTA 23 23 0 0
CtBAJA 23 6 17 74
BAJA 23 23 0 0
ctCONS 23 7 16 70
CONS 23 23 0 0

6.5 Parametros fisiolégicos de plantas de araucaria establecidas en suelos con
diferentes grados de afectacion por fuego.

Las mediciones del rendimiento cuantico maximo del fotosistema PIl después de 8
meses de inoculacion y trasplante a los suelos en estudio, mostraron que los grupos que no
estaban previamente inoculados (controles) y con suelos con distintos grados de afectacion
por fuego y conservado (ctALTA, ctBAJA y ctCONS), mostraron valores de Fv/Fm menores
a 0,4 (Fig. 11), presentando diferencias significativas con los otros tratamientos estudiados.
Los valores de Fv/Fm para las plantas inoculadas (ALTA, BAJAy CONS) y las plantas en
sustrato de corteza de pino (ctSP y SP) estuvieron cercanos a 0,8 y sin diferencias

significativas entre ellos.
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Fig. 11. Rendimiento cuantico maximo
del fotosistema PII de plantulas de A.
araucana establecidas en suelos con
distintos grados de afectacion por
fuego y en suelos control de sustrato de
corteza de pino, inoculadas y no
inoculadas con consorcio fungico.
0.2 1 Letras diferentes en cada barra indican
diferencias significativas entre
tratamientos con un P<0.05 (Anova,
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Los resultados obtenidos para los pigmentos fotosintéticos mostraron que las
plantulas establecidas en el suelo sin afectacion por fuego (CONS) e inoculadas con el
consorcio fungico, presentaron la mayor concentracién de clorofila total (Fig. 12), siendo
significativamente mayor a los demas tratamientos, seguido por los suelos afectados por
fuego (ALTA, BAJA) inoculados. Las plantulas establecidas en sustrato de corteza de pino,
inoculadas y no inoculadas, no presentaron diferencias significativas entre ellas. Finalmente,
las plantulas que mostraron la menor concentracion de pigmentos fotosintéticos fueron las
establecidas en suelos afectados por fuego, no inoculadas (ctALTA, ctBAJA) y las
establecidas en suelos no afectados por fuego y no inoculadas (ctCONS).
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Fig. 12. Contenido de clorofila total en hojas de plantulas de A. araucana establecidas en
suelos con distintos grados de afectacion por fuego y en suelos control de sustrato de
corteza de pino, inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test
Tukey).

Los resultados para clorofila a, b y carotenos (Tabla 4), muestran que los tratamientos
CONS y BAJA presentan los valores mas altos en estos parametros, con diferencias
significativas con los demas tratamientos, seguidos por los tratamientos ctSP, SP y ALTA.
En tanto los tratamientos que presentaron los menores valores fueron ctALTA, ctBAJA y
ctCONS (Tabla 4).
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Tabla 4: Concentracion (ug/mL) de pigmentos fotosintéticos en plantas de A. araucana
establecidas en suelos con distintos grados de afectacion por fuego y en suelos control de
corteza de pino, inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico.

Trat Clorofila a Clorofila b Clorofila Total  Relacién Carotenos
Chla/Chlb

ctSP 416+0,78ab 4,85+1,08abc 8,77+1,80ab 0,86+ 0,04 bc 5,04 +0,21a
SP 391+137ab 296+1,39abc 6,70+2,68ab 1,36+0,18abc 5,48 +0,00a
ctALTA 0,6+0,34c 0,40+0,20d 097%0,52bc 1,44+0,25ab 1,33+0,62b
ALTA 6,25+1,39 a 3,95+0,79abc 9,97 +2,12ab 1,58 +0,08 ab 514 +0,80 a
ctBAJA 0,43+0,22¢c 0,67+021cd 1,08+0,10bc 0,75+0,53 ¢ 0,21+0,26 ¢
BAJA 7,03+1,84 a 433+1,48a 11,09+3,22a 1,65+0,17 a 5,96 + 0,68 a
ctCONS 0,27 +0,01 ¢ 0,60+024d 084+023bc 0,49+0,16¢C 1,92+0,42b
CONS 9,73+250a 5,05+1,08 a 1446 +350a 1,91+0,09a 6,34 £ 0,96 a

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test

Tukey).
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Los contenidos del aminoacido prolina en las plantulas de A. araucana de los distintos
tratamientos con inoculacién con el consorcio fungico (SP, ALTA, BAJA y CONS) fueron
bajos (<1 umoles x gr de PF) y sin diferencias significativas entre ellos (Fig.13). En cambio,
en los tratamientos con suelos control no inoculados (ctALTA, ctBAJA, ctCONS), se
detectaron los valores mas altos de prolina, en un rango de 3,9 — 6,2 (umoles x gr de PF).
Sin embargo, el tratamiento control con sustrato de corteza de pino (ctSP) fue el que

presento la mayor concentracion de prolina, con 7,7 ymoles g de PF.
10
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ctSP SP ctALTA ALTA ctBAJA BAJA ctCONS CONS

Fig. 13. Contenido de prolina en plantulas de A. araucana establecidas en suelos con
distintos grados de afectacion por fuego y en suelos control de sustrato de corteza de pino,
inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada barra indican
diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test Tukey).

El contenido relativo de agua (CRA) obtenido de las hojas de las plantulas de araucaria
establecidas en el sustrato de corteza de pino, inoculadas y no inoculadas con el consorcio
fungico, ademas, de las plantulas establecidas en el suelo CONS inoculadas, presenté la
menor pérdida de agua foliar (Fig. 14), seguido por los tratamientos establecidos en los
suelos afectados (ALTA y BAJA). Los tratamientos que presentaron la mayor pérdida de
agua foliar fueron los establecidos en suelos afectados por fuego y conservado sin

inoculacién con el consorcio fungico
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Fig. 14. Contenido relativo de agua (CRA) de plantulas de A. araucana establecidas en
suelos con distintos grados de afectacion por fuego y en suelos control de sustrato de
corteza de pino, inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test
Tukey).
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6.6 Enzimas oxidativas (CAT, GPX, APX):

La enzima CAT (Fig. 15-a.) presente en las plantas de araucaria, mostro una mayor
actividad enzimatica en los suelos no inoculados, con una mayor actividad en las plantas
del tratamiento ctALTA, seguido de los tratamientos ctBAJA y ctCONS que no presentaron
diferencia estadistica entre ellas (5,406, 2,665 y 2,403 umoles H202 oxidado mg-1 PF min-
1 respectivamente). La enzima GPX (Fig. 15-b.), mostro una mayor actividad en el
tratamiento SP, seguido a tratamiento ctALTA mostrando diferencia significativa entre ambas
(0,548 y 0,192 pymoles guayacol oxidado mg-1 PF min-1 respectivamente). La enzima APX
(figura 15-c.) tiene una alta actividad en los tratamientos sin inoculacién previa, siendo
mayor el tratamiento ctALTA, seguido ctBAJA y ctCONS (3,702, 2,847 y 2,338 umol de
ascorbato oxidado mg-! PF min', respectivamente). En general los tratamientos con inoculo
previo se observo una baja actividad de enzimas oxidativas, a diferencia de las plantas no

inoculadas.
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Fig. 15. Actividad de distintas enzimas oxidativas presentes en plantulas de A. araucana
establecidas en suelos nativos con distintos grados de afectacion por fuego y en suelos
control de sustrato de pino inoculadas y no inoculadas con consorcio fungico. Letras
diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05
(Anova, Test Tukey).
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6.7 Analisis de parametros bioquimicos en suelos.

Los analisis enzimaticos de los suelos se realizaron solamente en los tratamientos que
contemplaron inoculacion con el consorcio fungico antes y al finalizar los ensayos de vivero.
La enzima fosfatasa acida (PA) (Fig.16-a.) “Antes” present6 la mayor actividad en el suelo
de sustrato de corteza de pino y conservado, y “después” en conservado muestran una
disminucién respecto al tratamiento corteza de pino. En tanto que los suelos con una alta
afectacion por fuego mostraron la menor actividad de la enzima PA, respecto a los otros
suelos. La actividad de la enzima B-glucosidasa (BG) (Fig. 16-b) fue estadisticamente mayor
en los suelos conservados, siendo aproximadamente 2 veces mayor respecto a los otros
suelos. La actividad de la enzima NGA (Fig. 16-c) al finalizar los ensayos no mostré
diferencias estadisticas entre los suelos con alta y baja afectacién y conservado, siendo los
valores significativamente menores que en los suelos de sustrato de corteza de pino.
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6.8 Glomalina total y de facil extraccion (GFE) y Cantidad de esporas en

suelos.

La determinacion del contenido de glomalina total (Fig. 17-a) “Antes” del trasplante
muestra un mayor contenido en sitio conservado, sin embargo, al finalizar los ensayos de
vivero en los suelos de los distintos tratamientos no mostré diferencias significativas entre
ellos. Por otra parte, los resultados de la cantidad de glomalina de facil extraccion (Fig. 17-
b.) presente en los suelos de los distintos tratamientos mostraron que el sustrato de pino
(SP) presentd la concentracion mas baja de glomalina “Antes y Después”, y los de alta
afectacidon por fuego la mayor cantidad al finalizar los ensayos de vivero, con diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Fig. 17. Cantidad de glomalina total (a) y de facil extraccion (b) presente en los suelos con
distintos grados de afectacion por fuego y en suelos control de sustrato de corteza de pino
con plantulas de A. araucana inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test
Tukey).

Los datos obtenidos de la cantidad de esporas de HMA presentes cada 100 g de
suelo en los distintos tratamientos demostraron que en el suelo con sustrato de corteza de
pino (SP) se observo la menor cantidad de esporas, seguido por el suelo de alta afectacion
por fuego. Por otro lado, los suelos conservados mostraron la mayor cantidad de esporas

“Antes y Después”, presentando diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 18).
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Fig. 18. Cantidad de esporas presentes en 100 g de suelos con distintos grados de
afectacién por fuego y en suelos control de sustrato de corteza de pino con plantulas de A.
araucana inoculadas con consorcio fungico. Letras diferentes en cada barra indican

diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test Tukey).
6.9 Permeabilidad de los suelos.

El parametro indicador del estado de permeabilidad de los suelos (WDPT), mostré
que el suelo conservado tiene una clase de persistencia de 1 “Antes y Después” de
finalizados los ensayos de vivero, indicando que es ligeramente repelente al agua (25 y 21
s, respectivamente en absorber la segunda gota de agua). Por otro lado el suelo con una
baja afectacion por fuego “Antes y Después” tiene una clase de persistencia de 3
severamente repelente al agua (2640 y 2263 s en absorber la segunda gota de agua) y el
suelo con una alta afectacion por fuego al inicio de los ensayos tubo una clase de
persistencia de 4, lo que lo hace extremadamente repelente al agua (5200 s en absorber la

segunda gota de agua). Sin embargo, al finalizar los ensayos de vivero se observé una
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disminucion de la repelencia al agua de 4 a 3 de “extremadamente repelente al agua” a

“severamente repelente al agua”.

Tabla 5: Permeabilidad de los suelos de acuerdo con el indicador WDPT, en los
distintos suelos con distintos grados de afectacion por fuego, antes y al finalizar los ensayos.

El simbolo * representa la desviacién estandar con un n=3.

Antes Después
Sitio Tiempo [s] Clase de persistencia Grado de persistencia Tiempo [s] Clase de persistencia Grado de persistencia
SA 25+2 1 Ligeramente repele el agua 2142 1 Ligeramente repele el agua
BA 2640 + 216 3 Severamente repele el agua 2263 +121 3 Severamente repele el agua
AA 5200 + 434 4 Extremadamente repele el agua | 3386 + 380 3 Severamente repele el agua
VIl.  Analisis multivariado.

El analisis de componentes principales (CP) reflejo la formacion de grupos altamente
homogéneos de variables experimentales (Fig. 19), donde el CP1 explica el 54,8% y CP2
el 25,7%, explicando entre ambos componentes un 80,5 % de la varianza experimental total.
Se observé un claro agrupamiento de las plantas que fueron inoculadas (SP, ALTA, BAJA,
CONS) en comparacién a las que no fueron inoculadas (ctSP, ctALTA, ctBAJA, ctCONS)
con el consorcio fungico. Ademas, se observé que las plantas no inoculadas presentaron un
mayor porcentaje de mortalidad y alta presencia de enzimas oxidativas como APX, CAT y
GPX y un mayor contenido de prolina. En cambio, las plantas inoculadas, a pesar de estar
expuestas a suelos con alta afectacion por fuego, presentaron una mayor tasa de
sobrevivencia, actividad fotosintética (Fv/Fm), contenido de pigmentos fotosintéticos
(clorofila ay b, y carotenos), parametros morfoldgicos (altura, DAC, largo radicular, biomasa
aérea y radicular), indice de vitalidad, contenido de agua (CRA), nimero de esporas y una

mayor actividad enzimaticas en los suelos.
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Fig. 19. Analisis de componentes principales de todas las variables estudiadas en relacién
a las plantas de A. araucana, con o sin inoculacion con el consorcio de HMA + HE,
establecidas en los diferentes suelos afectados o no por fuego.

VIIl. Discusion

Los incendios tienen un impacto significativo en los suelos y ecosistemas forestales,
estos efectos pueden ser directos, como la pérdida de animales, vegetacion y degradacion
del suelo, o indirectos, como la erosion del suelo y la contaminacion del agua, ademas,
ocurren modificaciones en las propiedades fisicas y quimicas, cambios en la cantidad de
materia organica, pH, estabilidad estructural y disponibilidad de nutrientes (Gonzalez et al.,
2017; Chavez et al., 2020). Los hongos, principalmente los micorricicos arbusculares (HMA)
y los enddfitos (HE), tienen un papel crucial en el sistema suelo-planta, ayudando a la
adaptacion de las especies vegetales en situaciones de estrés o perturbacion (Benedetti et
al., 2018). Estos hongos pueden mejorar la absorcion de nutrientes por las plantas,
promover un mayor crecimiento radicular, mejorar la retencion de agua, etc. (Cauich-Cauich

et at., 2023). Luego de un incendio forestal la recuperacion del ecosistema debe ser una
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accion urgente y los hongos desempefian un papel importante, permitiéndoles a las plantas
tolerar ambientes extremos al mejorar sus capacidades para resistir el estrés (Guadarrama
et al., 2014). Por esto aqui se inocularon plantas de Araucaria araucana con un consorcio
fungico (HMA + HE) y posteriormente las plantas fueron establecidas en suelos con
diferentes grados de afectacién por fuego, durante 8 meses en invernadero. En cuanto a los
rasgos morfologicos de las plantulas de araucaria se puede inferir que la inoculacién con el
consorcio HMA+HE tuvo un efecto significativo en el crecimiento, ya que las plantas
establecidas en suelos nativos afectados con fuego y conservado mostraron las mayores
alturas con diferencias significativas respecto a los otros tratamientos, esto sugiere que la
inoculacion con el consorcio mejord la adaptabilidad de las plantas a las condiciones del
suelo. Tal como describen otros autores (Quifioes-Aguilar et al., 2014; Leos-Escobedo et al.,
2022) donde destacan que los consorcios fungicos de HMA promueven el crecimiento de
papaya bajo condiciones de pocos nutrientes especialmente fosforo. En cuanto a la longitud
de raiz de las plantas de araucaria los tratamientos de sustrato de corteza de pino, baja
afectacién por fuego y conservado mostraron la mayor longitud superando los 30 cm, lo cual
es consistente con estudios previos donde se ha demostrado que los HMA pueden mejorar
la absorcion de nutrientes lo que a su vez promueve y obliga a desarrollar un crecimiento
radicular mayor (Carrillo et al., 2022). Resultados similares son reportados por Cauich-
Cauich et at. (2018), donde la inoculacién de un consorcio de HMA y HE proporciono una
mayor longitud radicular en plantas de Stevia rebaudiana, la cual fue 50% mayor a las no
inoculadas. Un factor importate a tener en consideracion es lo relacionado al estado
nutricional de las plantas, donde la inoculacion y un buen desarrollo radicular estimulan la
produccion de fitohormonas, que las ayudan en su establecimiento (Oliveira et al., 2016).
Por otra parte, se ha observado en los hongos enddfitos una alta produccién de acido indol
acético (AlA) y solubilizacion de fosfato, lo que podria estar influyendo en el aumento del
crecimiento de las plantas de araucaria (Petigrosso et al., 2022). En cuanto al diametro a la
altura del cuello (DAC), las plantas inoculadas y establecidas en suelo de baja afectaciéon y
conservado presentaron mayores DAC, sugiriendo que la inoculaciéon tiene efectos
beneficiosos en el desarrollo del tallo, siendo importante en condiciones de baja afectacion.
En este sentido, el diametro del tallo representa un parametro indispensable en el

rendimiento de las plantas, a mayor grosor del tallo, es mayor el area del parénquima
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vascular, permitiendo una mayor reserva de asimilados, ademas, una mayor area del xilema

posibilita un mayor transporte de nutrientes (Holbrook & Zwieniecki, 2011).

Los resultados de biomasa de las plantas de araucaria indicaron que la inoculacion
con el consorcio HMA+HE, tiene un impacto significativo en la biomasa total de las plantas
ya que las que fueron establecidas en suelos sin afectacion mostraron una mayor cantidad
de biomasa total, sugiriendo que la inoculacion puede mejorar la adaptabilidad de las plantas
a las condiciones del suelo, promoviendo el crecimiento. Esto mismo se puede ver en un
estudio realizado con Calopogonium mucunoides y Stegolepis. guianensis en suelos
altamente afectados por agricultura extensiva donde las plantas inoculadas con consocio
fungico de HMA muestran un incremento significativo en la biomasa total (Trejo et al,. 2021).
En cuanto a la biomasa aérea, no se observaron diferencias significativas entre las plantas
en los diferentes tratamientos. Sin embargo, en la biomasa radicular las plantas inoculadas
presentaron el doble de biomasa que las no inoculadas, confirmando lo que describe
Soteras et al. (2013), que los HMA y HE estimulan el desarrollo radicular para una mejor
absorcion de nutrientes. Las plantas que mostraron un menor desarrollo radicular fueron las
de alta afectacion, esto coincide con la teoria de asignacion de biomasa, la cual sugiere que
la colonizacién micorricica disminuye la relacion raiz/tallo debido a que las plantas asignan
menos fotosintatos al crecimiento radical al adquirir los nutrientes principalmente por el

micelio extraradical de los HMA asociados (Johnson, 2010; Veresoglou et al., 2011).

El indice de Ritchie es una medida que se utiliza para evaluar la calidad de las plantas
basandose en indicadores de crecimiento y desarrollo, proporcionando una vision integral
del vigor de las plantas. Su importancia radica en la capacidad de proporcionar informacion
valiosa de la salud y el potencial de crecimiento, ayudando a entender mejor las condiciones
de crecimiento optimas y poder identificar cualquier problema en etapas tempranas de
crecimiento (Ritchie et al., 2000). Segun los resultados en este ensayo, las plantas
establecidas en suelo conservado presentan la mejor calidad y las que presentaron la peor
calidad fueron las establecidas en suelos de sustrato de corteza de pino y alta afectacion
por fuego. Este resultado puede indicar que el funcionamiento fungico efectivo tuvo una
estrecha relacién con las propiedades del suelo. Al respecto, se ha reportado que, en
presencia de una alta disponibilidad de nutrientes, la respuesta de las plantas a la

inoculacion micorricica se ve limitada, aunque esta respuesta va a depender de muchos
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factores, entre ellos, la posible disponibilidad de un elemento presente versus la presencia
en alta o baja cantidad de otro elemento quimico que puede afectar la absorcion de

nutrientes por la planta (Martin et al., 2017).

En los tratamientos con inoculacién del consorcio fungico se observa un aumento en
la cantidad de clorofila en las plantas, esto puede estar relacionado a que existe una mayor
demanda de productos de la fotosintesis como consecuencia de la colonizacion (Moreno,
2022). Esto también se puede ver en otros estudios donde se sugiere que la colonizacion
de HMA, aumenta la produccion de pigmentos fotosintéticos (Almaraz et al., 2022). Al
respecto, Rodriguez et al. (2016), sefalan que al haber colonizacién efectiva de HMA, estos
promueven la actividad fotosintética al aumentar la carboxilacion de la RuBisCo y la
regeneracion de RuBP (ribulosa-1,5-bis-fosfato). Ademas, que existan valores altos de
Fv/Fm posiblemente se relacionen con que las plantulas inoculadas no hayan sufrido estrés

y tengan un adecuado estado nutricional (Moreno et al., 2008).

La clorofila es una molécula verde presente en las células vegetales que juega un
papel importante en el proceso de fotosintesis, que absorbe luz solar y de esta forma permite
que la planta utilice la energia para sintetizar carbohidratos a partir de CO2 y agua. Hay dos
tipos de clorofila en las plantas, clorofila a y b, y ambas funcionan como captando energia
en los fotosistemas (Khaleghi et al., 2012). Los fotosistemas son altamente sensibles al
estrés afectando la fotosintesis y el contenido de clorofila (Falks et al., 1996), ademas se ha
informado que la clorofila total y la fluorescencia pueden ayudar a estimar el impacto del
estrés ambiental en las plantas (Araus et al., 1998). En cuanto a este estudio los contenidos
de clorofila total mostraron diferencias significativas entre las plantas inoculadas y las no
inoculadas, por lo tanto la inoculaciéon mostré un efecto positivo en las plantas de araucaria.
Las concentraciones mas altas de clorofila se obtuvieron en los tratamientos CONS y BAJA
seguido de los tratamientos ALTA, SP y ctSP. Estudios realizados por Begum et al. (2022),
co-inoculando plantas de Nicotiana tabacum con HMA y bacterias promotoras del
crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés hidrico, mostraron un aumento considerable
de clorofila a y b, clorofila total y carotenoides de un 96,99%, 76,90% y 67,96% y 56,88%,
respectivamente, comparando con las platas no inoculadas. Finalmente, los autores

concluyeron que la inoculacién de HMA junto a las bacterias es una fuente valiosa para la
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agricultura, mejorando su produccion bajo distintos estreses ambientales, aunque todavia

se debe evaluar en condiciones de campo.

El trasplante de plantulas en general es un proceso critico para las plantas porque
desarrollan un desequilibrio entre la absorcion de agua y la transpiracion, debido a esto las
hojas se marchitan o mueren por un estrés hidrico (Yamamoto, 1989; Yamamoto & Hisano,
1990). Este estrés conduce a un intenso cierre de estomas que afecta el intercambio de
gases Y dificulta el flujo de electrones durante la fase luminosa de la fotosintesis, por lo que
aumenta la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). Entre los mecanismos de
defensa que tienen las plantas esta la activacion de enzimas oxidativas como la APX, GPX
y CAT, que tienen el mecanismo para degradar estos radicales (Jahan et al., 2023; Wang et
al., 2024). Los resultados demostraron que las especies no inoculadas previamente al
trasplante no toleraron el déficit hidrico producido por los suelos que son altamente
impermeables segun los ensayos de WDPT, ademas, de tener menos retencion de agua en
las hojas, estos resultados se correlacionaron con la actividad oxidativa de enzimas. En
ensayos similares se reporta que el trasplante de Olea europaea L. al estar previamente
inoculada con dos cepas de Rhizophagus irregularis (HMA), reduce el estrés oxidativo,
observando menor actividad enzimatica de CAT y GPX en plantas previamente inoculadas,
esto se debe a que los HMA protegen las raices del estrés medioambiental, reduciendo los
gastos energéticos y la generacion de ROS dentro de las células de la planta (Bompadre et
al., 2014). Otro estudio en Oryza sativa L. inoculadas con un hongo endofitico de septo
oscuro (EF0801) y sometidas a estrés hidrico, mostré una reduccién de peréxido de
hidrégeno y de enzimas anti oxidativas APX y GHS al estar inoculadas previamente. Estos
resultados sugieren que la infeccion endofitica promovié el ciclo del acido ascérbico-

glutation, inhibiendo asi el estrés oxidativo en las plantas de arroz (Li et al., 2023).

En los resultados de prolina se puede ver que los tratamientos inoculados con el
consorcio fungico presentaron bajos niveles de este aminoacido, indicando que estas
plantas no presentaban alguna condicién de estrés. Por otro lado, los tratamientos no
inoculados presentaron mayores concentraciones de prolina sugiriendo que estaban bajo
algun tipo de estrés. Al respecto Garcia-Sanchez et al. (2007) menciona que la prolina es
un aminoacido que se encuentra en pequefas cantidades en las plantas cuando estas no

estan bajo ningun tipo de estrés y al encontrarse estresadas el contenido de prolina aumenta
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para actuar como un agente osmotico protegiendo a las plantas de la deshidratacion (estrés

por sequia).

En cuanto al contenido relativo de agua (CRA), los datos obtenidos indican que la
inoculacion con el consorcio HMA+HE puede tener un impacto positivo en el contenido
relativo de agua presente en las hojas, ya que las plantulas inoculadas presentaron una
menor pérdida de agua, sugiriendo que la inoculacion mejora la adaptabilidad a las
condiciones del suelo y promueve una mayor retencién de agua en las hojas. Por otro lado,
los tratamientos que presentaron una mayor pérdida de agua foliar fueron los establecidos
en suelos afectados por fuego, pero sin inoculacion. Segun Lui et al. (2017) las micorrizas
pueden mejorar la absorcion de agua a traveés de las hifas, las que se logran extender mas
alla de la propia raiz, logrando generar cambios a nivel morfolodgico en la raiz de las platas.
Calvo et al. (2013) afirmaron que los HMA aumentan la produccion de acido abscisico (ABA),
fitohormona involucrada en el proceso de cierre estomatico, regulando de manera eficiente

la evapotranspiracion.

Las enzimas de suelo son secretadas por microorganismos que interactuan con la
rizosfera, ademas son las encargadas de dar funcion a los distintos ciclos bio-geoquimico
como el ciclo del carbono, fosforo, nitrégeno, entre otros (Zuccarini et al. 2023). Este
parametro nos indica que tan saludables estan los suelos, como también cuantos nutrientes
estan disponibles para ser absorbidos por las plantas (Prakash et al. 2023). En este estudio
los suelos altamente afectados presentaron una disminucion de la actividad enzimatica (PA
y BG) al comparar con los suelos conservados (sin afectacion), la enzima NGA que se
presente en el ciclo del C y N, (Turner et al. 2002) también fue estudiada y no presento
diferencia significativa con los distintos suelos nativos estudiados. Pocos estudios se han
realizado sobre enzimas de suelos en la Reserva nacional China Muerta, uno se ellos es la
investigacion realizada por Chavez et al., (2020), donde compararon suelos de distintas
reservas y parques nacionales entre ellas La reserva Nacional China Muerta, las cuales
mostraron resultados similares con una disminucién de la actividad en los suelos afectados
por fuego, en las actividades de las enzimas PA y BG, los autores mencionan que la
actividad de los suelos es moderada y se relaciona con una tasa intermedia de
descomposicion de detritos vegetales. A su vez la actividad enzimatica después de un hecho

catastrofico como incendios forestales es dificil de recuperar en corto tiempo ya que la
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recuperacion de los procesos bioquimicos es lenta, esto lleva a un impacto en la
disponibilidad de nutrientes y en el reciclaje de MO. Otro estudio realizado en el Parque
Nacional Conguillio, donde compararan la actividad enzimatica de suelos de distintos
bosques, entre ellos uno de Araucaria-Lenga, mostro resultados en la actividad de PA con
42,7 pymol PF g-1 ss h-1y 3,38 pymol PF g-1 ss h-1 de BG, similares a los suelos CONS.
Estos autores mencionan que la actividad enzimatica de suelos depende de la cantidad de
microorganismos y de las especies vegetales que se encuentran en el sitio (Lillo et al. 2011).
Otro estudio realizado por Machuca et al. 2018, mostro resultados similares en el sitio Las

nieves en la actividad enzimatica NGA con un promedio de 6,59 umoles PF g-1 ss h-1.

Los resultados de glomalina total presente en los suelos tratados mostraron que no
existe una diferencia significativa entre ellos, pudiendo deberse a una caracteristica comun
de los suelos tratados independiente de las condiciones especificas de perturbacion.
Autores como Rillig et al. (2006) y Borie et al. (2006), reportan que la glomalina total no solo
esta presente en el horizonte superficial, sino que también en profundidad, por tanto, se
puede inferir que la cantidad de glomalina presente en los suelos medidos es producto de
las esporas que se desarrollaron durante el ensayo. Por otra parte, los resultados de la
cantidad de glomalina de facil extraccion presente en los suelos mostraron que el
tratamiento sustrato de corteza de pino obtuvo la mas baja y el tratamiento de alta afectacion
la mas alta, esto indica que las condiciones en las que el fuego afecta de gran manera el
suelo y en donde no hay disponibilidad de nutrientes, promueven la produccion de
glomalina, posiblemente como una respuesta a las condiciones de estrés (Rivas et al.,
2016).

La cantidad de esporas presentes en 100 g de suelo vari6 dependiendo del
tratamiento, en sustrato de corteza de pino la cantidad de esporas fue menor y la mayor en
los suelos de baja afectacion y conservado, estas diferencias de la cantidad de esporas
pueden estar relacionada con varios factores. Uno de ellos, esta relacionado con el pH, al
haber un incendio forestal este aumenta el pH del suelo, al respecto, Vilcatoma-Medina et
al., (2018) senfala que el pH del suelo es un factor importante que altera la diversidad de los

HMA, donde a niveles altos de pH se limita la produccion de esporas.
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El “water drop penetration time” (WDPT) es un indicador que mide el tiempo que tarda
en infiltrarse completamente una gota de agua destilada colocada sobre la superficie del
suelo, utilizado para determinar la repelencia al agua del suelo, ya que esta puede afectar
una amplia gama de procesos hidrolégicos como la infiltracion, el flujo preferencial y la
distribucion de agua en el suelo (Caltabellotta et al., 2022). En este estudio los resultados
de WDPT varian entre tratamientos, donde el suelo conservado presento una persistencia
de 1 donde se indica que es ligeramente repelente al agua, segun Bodi et al., (2011), los
suelos no afectados por el fuego tienden a retener mas agua y permanecer humedos por
mas tiempo debido a su menor hidrofobicidad, mayor estabilidad de los agregados del suelo,
y una biota del suelo mas saludable que ayuda a mantener la estructura del suelo y
promover la infiltracién de agua. Por otra parte, el suelo de alta afectacién al inicio de los
ensayos “Antes” presentd una persistencia de 4 lo que indica que es extremadamente
repelente al agua. Segun Doerr et al. (2009), los suelos altamente afectados por fuego se
modifican formando poros y microporos en su estructura haciendo que se modifique la
reorientacion de las moléculas anfifilicas, haciendo mas lenta su reorganizacién por tanto
mas lenta la interaccién suelo-agua. Sin embargo, al finalizar los ensayos “Después” del
trasplante de plantas inoculadas con consorcio fungico presenté una disminucién de la
repelencia al agua de 4 para 3, lo que indicaria la importancia de los microorganismos para

la recuperacion de suelos.

Los resultados de la colonizacién en las plantas de araucaria fueron altos,
aproximadamente un 80% para todos los tratamientos inoculados, por otro lado, las plantas
no inoculadas obtuvieron una colonizacién alrededor de un 45%, lo que es
significativamente menor que las plantas inoculadas, esta diferencia se debe principalmente
a la inoculacion previa antes del trasplante. Sin embargo, la baja colonizacion presentada
en araucarias no inoculadas se debe posiblemente a la mortalidad de microorganismos
debido a las altas temperaturas durante el incendio, el nivel de afectacion (Ebrecht et al.,
2022) y a la capacidad de retencion de humedad durante la fase de establecimiento de la

planta (Massone et al., 2023).
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IX. Conclusion

A partir de los resultados obtenidos en este estudio se concluye que la utilizacion de
consorcio fungico HMA+HE nativos obtenidos desde Araucaria araucana, proporcionan a la
planta una mayor resistencia al ser trasplantadas a suelos con diferentes grados de
afectacién por fuego, en este caso a suelos de alta afectacion (afectacidén aérea y a nivel de
sotobosque/arboles muertos) y baja afectacién (solo a nivel de sotobosque con arboles
vivos), permitiendo una mayor sobrevivencia en vivero y mejoras en parametros

morfofisiolégicos y enzimaticos.

Ademas, la inoculacion del consorcio fungico aumenté la actividad enzimatica (BG y
PA) y aporté glomalina al suelo, la cual puede mejorar las propiedades fisicoquimicas de

estos.

Por tanto, se aprueba la hipétesis de que la inoculacion de consorcios fungicos
micorricicos (HMA+HE), en plantulas de Araucaria araucana ayudan a su establecimiento

en suelos afectados por fuego.

Si bien estos resultados son significativos a nivel de vivero, son necesarios estudios
de campo para evaluar in situ el desempefo de las plantas inoculadas con los consorcios
fungicos con las variables ambientales, como radiacion, periodos prolongados de sequia,

nieve, pastoreo, entre otros.
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