uSTRAL 3

Universidad Austral de Chile

Facultad de Ciencias

Profesor Patrocinante

Dr. Roberto Godoy Borquez

Instituto de Ciencias Ambientales y Evolutivas.
Facultad de Ciencias

Profesor Co-Patrocinante

Dr. Eduardo Valenzuela Flores.
Instituto de Bioquimica y Microbiologia
Facultad de Ciencias

HIDROLISIS DE FLUORESCEINA DIACETATO Y ACTIVIDAD DE
LAS ENZIMAS PROTEASA, CELULASA, NITRATO REDUCTASA'Y
UREASA DEL SUELO EN BOSQUE PRISTINO, SUR DE CHILE

Tesis de Grado presentada como parte de
los requisitos para optar al grado de
Licenciado en Bioquimica y Titulo
Profesional de Bioquimico

GUSTAVO ADOLFO ULLOA LARREA

VALDIVIA - CHILE
2014



“La vida no es triste sino alegre, el mundo no es un desierto sino un jardin; el
hombre no nace para sufrir sino para gozar; el fin de nuestras vidas no es la
muerte, sino la vida. ”.

Alberto Hurtado (1901-1952) Sacerdote Jesuita.

Dedicado a mi padres.
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1. RESUMEN

Por sus bajas depositaciones atmosféricas, los bosques templados de la cordillera de Los Andes
en el Sur de Chile representan ecosistemas unicos, caracterizados por una alta eficiencia en el
ciclaje de nutrientes con mecanismos conservativos, bajo condiciones climaticas extremas de
precipitaciones (> 7000 mm afio®). Las alteraciones catastréficas de estos ecosistemas
promueven la dindmica natural de las comunidades biol6gicas y los procesos biogeoquimicos.
Sin embargo, las perturbaciones naturales y el manejo forestal, afectan drasticamente los
reservorios de carbono, nitrégeno y los ciclos biogeoquimicos. Planteamos que la actividad
bioldgica del suelo en bosques temperados de Chile, disminuye por perturbacion antropogénica,
como el cambio de uso de suelo, lo que afecta la biomasa y cobertura vegetacional. Estas
situaciones provocan cambios en microclima, con aumento de temperatura y disminucién de la
humedad del suelo, cuyos resultados a corto plazo son incremento del N inorganico del suelo, con
variacion estacional. Para evaluar el impacto ambiental en el suelo de estos bosques, generado
por la deforestacion, se comparan las actividades enzimaticas en suelo de bosques pristinos e
intervenidos, del Parque Nacional Puyehue, Sur de Chile. Las actividades especificas de las
enzimas celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa y la hidrdlisis de fluoresceina diacetato,
fueron alteradas producto de la deforestacion, disminuyendo respecto del suelo sitio control
(bosque pristino). Las correlaciones fueron estadisticamente significativas y positivas con el
contenido hidrico y quimica del suelo y negativas con la temperatura. Los resultados obtenidos
proveen una linea base, como indicador frente al impacto antropogénico, para ser incorporado en

programas de monitoreo ambiental en bosques templados lluviosos del sur de Chile.



1.1 SUMMARY

Due to their low atmospheric depositions, the temperate forests of the Andes in southern Chile
represent unique ecosystems, characterized by a highly efficient nutrient cycling despite rapidly
draining soils, under extreme conditions of weather rainfall volumes (> 7000 mm year™).
Catastrophic disturbances of these forest ecosystems drive the natural dynamics of living
communities and alter biogeochemical processes. However, natural disturbances and forest
management drastically affect both carbon and nitrogen pools and their biogeochemical cycles.
We assert that the biological activity in soils, in temperate forests of southern Chile decrease after
anthropogenic disturbances, e.g. by land-use change, diminishing standing biomass and land
cover. These circumstances alters the microclimatic conditions, leading to a rise in soil
temperature and a decline in soil moisture, which in short-term result in increasing soil inorganic
N, with seasonal fluctuations. To evaluate the environmental impact in temperate rain forest soils
generated by deforestation, enzyme activities in soils of pristine and disturbed forest-sites at the
Puyehue National Park in southern Chile were compared. Specific enzyme activities of cellulose,
urease, protease and nitrate reductase and the hydrolysis of fluorescein diacetate were altered due
to deforestation, decreasing in disturbed as compared to pristine sites. The statistical correlations
were significant and positive with soil moisture, but negative against soil temperature. The results
provide a baseline, as an indicator of anthropogenic disturbance, to be incorporated into

environmental monitoring programs in Chilean temperate rainforests.



2. INTRODUCCION

2.1. Bosques del sur de América

Los bosques del Cono Sur de América constituyen una reserva de la biosfera y tienen una gran
importancia a nivel local, regional y global. Poseen mas de la mitad de la superficie total de los
bosques templados en el hemisferio Sur (Armesto et al., 2009). Estos ecosistemas tienen un alto
valor ecoldgico y social, ya que proporcionan una gran variedad de bienes y servicios que, son de
enorme importancia medio ambiental y econdmica, tanto a nivel nacional como internacional
(Lara et al., 2003; Frank et al., 2009). Los bosques templados de la region del Sur de Chile,
poseen una biota particular y son reconocidos como un hotspot de biodiversidad (Olson y
Dinerstein 1998), especialmente en relacion con su historia geoldgica y climatica. Esta
peculiaridad les confiere un caracter de isla biogeografica con representantes derivados de
elementos Gondwanicos, un elevado nimero de especies endémicas, géneros y familias
monotipicas y en algunos casos, con representantes de singularidad taxonémica (Armesto et al.,
2001). Asi por ejemplo, a los bosques templados del Sur de Chile se les conoce por ser bosques
pristinos, ya que presentan escasa - nula polucidn crénica, a diferencia de los bosques del
hemisferio norte, cercano a grandes ciudades y areas industriales (Godoy et al., 2001, 2009). En
la actualidad los bosques templados de Sudamérica, presentan una condicion critica de especies
amenazadas con problemas de conservacion, debido al fuerte impacto antropico, a su area de
distribucion reducida y aislamiento geografico (Armesto et al., 2001, 2009, Frank et al., 2009).

Estos inconvenientes han sido favorecidos por un incremento paulatino de cambios de uso del



suelo, especialmente el reemplazo de la vegetacion nativa por plantaciones exdticas y la
expansion de la actividad agricola y ganadera, que ocurre en forma acentuada en diversas areas

de la region (Aguayo et al., 2009, Lara et al., 2009).

Por la composicion quimica de las precipitaciones, los bosques templados de la Cordillera de los
Andes en el Sur de Chile, representan ecosistemas unicos en el mundo, libres de contaminacion al
compararlos con los del Hemisferio Norte, constituyen sitios control y de linea base con
caracteristicas excepcionales (Oyarzun et al., 2004, Perakis y Hedin, 2001, 2002). La evaluacién
de eventos de contaminacion por transporte atmosférico a grandes distancias, particularmente
para estos ecosistemas boscosos en areas montafiosas remotas, es aun incipiente (Godoy et al.,
2001, 2009) y son caracterizados por presentar una gran dependencia del ciclo interno de la
materia organica, cuyos mecanismos conservativos, revelan una alta eficiencia en la economia de
nutrientes, particularmente bajo condiciones climaticas extremas de elevadas precipitaciones (>
7000 mm afio™) (Oyarzin et al., 2004, Huygens et al., 2008). Los bosques de Nothofagus spp. de
la Cordillera de Los Andes, localizados en suelos de origen volcanico, presentan a menudo
caracteristicas limitadas de nutrientes, especialmente en elementos esenciales tales como N y P
(Godoy et al., 2009), lo que plantea la necesidad de conocer el funcionamiento y la dindmica de
aquellos ciclos biogeoquimicos, que son vitales en la conservacion de estos ecosistemas

boscosos.



2.2. Ciclos biogeoquimicos

Se define al ciclo biogeoquimico como los procesos bioldgicos, geoldgicos y quimicos que
ocurren en la atmdsfera, océanos y sistema terrestre y al intercambio de nutrientes que ocurre
entre estos sistemas. La circulacion de nutrientes es uno de los aspectos claves en la dindmica de
los ecosistemas terrestres y forman parte substancial en la evolucion de los sistemas ecoldgicos
(Likens, 2001).

En relacion al ciclo del Carbono, los ecosistemas terrestres y acuéticos realizan un intercambio
constante de sus componentes con la atmosfera. Como consecuencia de esto, la composicion
quimica de la atmosfera se encuentra fuertemente influenciada por procesos naturales (e.g.,
intercambio gaseoso de plantas y animales, volcanismo, etc.) y procesos antropogénicos a nivel
local y global (Sala et al., 2000, Schulze, 2000, Madsen, 2008).

En la naturaleza, el Carbono se encuentra en forma orgéanica e inorgéanica. Con respecto a la
forma inorganica, la mayor fuente se presenta en forma gaseosa, representado principalmente
por el monoxido y por el dioxido de carbono (CO, CO,), respectivamente. En el suelo se
encuentra una segunda fuente de C inorganico, en donde las formas méas comunes son el &cido
carbdnico (H2CO3), el carbonato de calcio (CaCOs3) y la dolomita CaMg (CO3), (Sala et al., 2000,
Larcher, 2003). Por su parte el C organico, se encuentra formando parte de moléculas vitales de
todo ser vivo como son; hidratos de carbono, proteinas, acidos nucleicos, lipidos, y ademas
formando parte del humus del suelo, que corresponde a un conjunto de compuestos organicos de
alto a bajo peso molecular. Estos son producto de la descomposicion microbiana de
principalmente fuentes organicas que son incorporadas al suelo (Godoy et al., 2014). De esta

forma la transformacion del C-inorganico a C-organico es realizado principalmente por las



plantas via fotosintesis y algunas bacterias (Thiobacillus, Nitrosomonas, Nitrobacter),
constituyendo la forma de C maés activamente reciclada (Larcher, 2003, Madsen, 2008). Por
medio del Ciclo de Calvin (fotosintesis), el CO, es fijado y posteriormente transformando en
glucosa (C¢H1206), quedando el C inmovilizado en forma temporal en los organismos Vivos.
Luego que éstos llevan a cabo sus procesos metabdlicos, liberan CO, y cuando mueren, los
microorganismos principalmente bacterias y hongos (Pseudomonas, Bacillus, Sarcina,
Penicillium, Aspergillus, Geotrichum, entre otros) por medio de la accion de exo-enzimas,
mineralizan los compuestos organicos, provocando un retorno de una alta proporcién del C a la
atmosfera en forma de CO, (Madsen, 2008). Si bien una buena proporcion del C-organico se
mineraliza (alrededor del 85%), también un porcentaje de éste forma el humus del suelo. El
humus estd constituido por moléculas organicas parcialmente degradadas, mas desechos
metabolicos (antibidticos, aminoacidos, poli- y monosacaridos, pigmentos, etc.) de los propios
microorganismos. Por otro lado una parte importante del C también es secuestrado en el suelo a
diferentes profundidades, y puede permanecer por tiempos prolongados sin ser mineralizado

(Madsen, 2008, Neculman et al., 2013).

El ciclo del nitrogeno corresponde a cada uno de los procesos bioldgicos y abidticos en que se
basa el suministro de este elemento en losseres vivos. Es uno de losciclos
biogeoquimicos importantes en que se basa el equilibrio dindmico de composicion de la
biosfera terrestre. EI N es un elemento quimico que en la naturaleza se encuentra tanto en formas
organicas como inorganicas, que son asimilables o liberadas como producto de las diferentes
transformaciones bidticas y abidticas. El gran reservorio de N lo constituye principalmente la
atmosfera con un 78% que corresponde fundamentalmente a su forma gaseosa, como gas inerte

(N2@)- Este gas en si no es aprovechable directamente por la mayoria de los organismos, sino
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cuando forma parte de moléculas organicas como proteinas (formadas por aminoacidos), acidos
nucleicos (bases nitrogenadas) y moléculas energéticas como el ATP (Adenosin trifosfato) (Jaffe,

2000).

Dentro del ciclo del N en la naturaleza, el primer evento que acontece es la fijacion de Ny Y su
consecuente conversion a moléculas orgénicas. Este proceso biolégico, lo realizan
exclusivamente los procariontes como las bacterias, como Azotobacter (aerobia), Clostridium
(anaerobia estricta), Klebsiella (anaerobia facultativa) y algunas cianobacterias (aerobias o
anaerobias facultativas) (Newton, 2007). Independiente de la especie de bacteria que fije
biologicamente el Ny, el proceso es llevado a cabo por medio de la accion de la enzima
nitrogenasa, En esta reaccion se obtiene como producto el amoniaco (NH3), el que a su vez es
incorporado por las bacterias para la sintesis de sus aminoacidos (Madsen, 2008). Esta enzima es
un complejo enzimatico compuesto por metaloproteinas, entre ellas la dinitrogenasa codificada
por el gen nifH (Mo-Fe proteina) y dinitrogenasa reductasa codificada por los genes nifD y nifK
(Fe proteina). Un segundo evento en el ciclo del N lo constituye la protedlisis que realizan
bacterias y hongos del suelo (Pseudomonas, Bacillus, Proteus, Mucor, Penicillium, Alternaria,
Trichoderma, etc.), donde las proteinas que forman parte de la MOS son hidrolizadas a
aminoacidos y éstos posteriormente son desaminados y descarboxilados retornando a la
atmosfera el N en forma de NH3 y el C en forma de CO,. Un tercer evento es la nitrificacion,
proceso que es llevado a cabo por bacterias aerobias estrictas que ademas son lito-autétrofas
(Nitrosomomas y Nitrobacter). Estos procariontes, oxidan el NH;" a NO," y finalmente el NO, a
NOg, este ultimo compuesto queda en el suelo y sirve como nutriente para las plantas y para
poblaciones de microorganismos heterotroficos. Sin embargo, si el NO3; no es utilizado

rapidamente, se lixivia desde el suelo hacia las fuentes de agua méas profundas o hacia cursos de



agua, con la pérdida asociada al ecosistema y contribuyendo al proceso de eutrofizacion de los
sistemas acuaticos (superficiales y/o subterraneos). Un cuarto evento denominado
desnitrificacion, es llevado a cabo por bacterias y hongos anaerobios facultativos (Bacillus,
Streptomyces, Pseudomonas, Absidia, Fusarium, Penicillium, entre otros) que en condiciones de
anaerobiosis, utilizan el NO3™ como aceptor de electrones, provocando la reduccion del NO3 a N

gaseoso (Nx(g), evento final con el que el ciclo se completa. (Madsen, 2008).

La figura 1 esquematiza los ciclos biogeoquimicos correspondientes al carbono y nitrégeno en

ecosistemas boscosos, indicando ademas sus principales rutas.

2.3. El suelo

Es un recurso viviente, dinamico y no renovable, al menos en una escala de tiempo humano
(Garcia et al., 2003), cuya condicion y funcionamiento es vital para la productividad del
ecosistema y para el mantenimiento de la calidad ambiental local, regional y global (Doran et al.,
1999). Los procesos de descomposicién y mineralizacion de la materia organica en el suelo

tienen un papel importante para la conservacion del balance entre la produccion y el consumo del

CO, de la biosfera, tanto al reciclar el C atmosférico que estd en forma de CO, como en la
formacion de la materia organica, la cual es reservorio no solo del C atmosférico sino que
también de otros elementos. Las etapas esenciales de los ciclos globales, como el del agua, C, N,

Py S, suceden en el suelo. Es asi como la velocidad de ciclaje y la disponibilidad de estos.
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Figura 1. Esquema general de las rutas principales del C y N en ecosistemas boscosos. Se
resaltan los tiempos de integracion convencionales o tiempos de residencia promedio en los
diferentes subciclos. Las flechas enteras indican el flujo de C y las punteadas, las rutas del N de

origen antropogénico. Fuente: esquema Godoy et al., 2014 (Modificado de Schulze, 2000).
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elementos estan siendo alteradas continuamente por las diferentes formas de vida y por la

explotacion desmedida de los recursos naturales (Lara et al., 2003).

Las practicas de manejo convencionales como los cambios en los patrones del uso del suelo, la
utilizacion de plaguicidas y fertilizantes han tenido una fuerte influencia sobre la calidad del agua
y de la atmosfera, generando variaciones ademés en la calidad del suelo, en la produccion y
consumo de gases como el CO, Oxido nitroso y metano (Doran y Zeiss, 2000). Ademas, el
manejo convencional ha promovido la perdida de materia organica, reduciendo la fertilidad y la
estabilidad estructural e incitando de esta forma a un incremento en la erosién y del CO,
atmosférico; favoreciendo asi al calentamiento global (Roldan et al., 2003). Los niveles elevados
de gases asociados al efecto invernadero y las alteraciones en los ciclos hidrolégicos han
contribuido a la generacién de cambios en el clima global y en la reduccion de la capa de 0zono
(Intergovernmental Panel on Climate Change, 2007). Para afrontar estas amenazas es necesario
comprender como el manejo del suelo esta afectando sus procesos, ademas de la necesidad de
plantear alternativas de uso que mantengan tanto la calidad ambiental como la eficiencia de este
recurso. En base a esto, es importante hacer una correlacion a nivel particular en reciprocidad a
nuestros bosques, especialmente a aquellos que son antiguos y que constituyen una parte

importante de la reserva mundial de bosques templados del mundo (Frank et al., 2009).

2.3.1. Andisoles

Son suelos desarrollados sobre material piroclastico depositado por erupciones volcanicas y cuya

principal caracteristica es la variedad de material parental (roca madre) debido a la naturaleza de
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los materiales expulsados en las erupciones. El origen de estos suelos se debe al rapido
enfriamiento de los materiales expulsados, que no permite la cristalizacion de los minerales con
un alto grado de organizacion, resultando asi un material vitreo o vidrio volcanico amorfo. Son en
estos suelos donde se ubica la mayor parte de los bosques templados de Chile (Tosso, 1985), que
poseen un alto contenido de materia organica (MOS), acumulada en forma de complejos de
humus-Fe y Al (Huygens et al., 2005; Matus et al., 2006). La MOS adsorbida por el alofan
(suelos provenientes de cenizas volcanicas, depositadas en ambientes de alta pluviosidad)
presenta una dinamica de la MOS maés lenta que en suelos no volcanicos, debido a factores de
descomposicion gue protegen a la misma, interfiriendo en los principales ciclos de nutrientes (C,
N y P). Como consecuencia de lo anterior, poseen una alta retencion de MOS (hasta un 31 %)
(Matus et al., 2008, 2009). El efecto de las propiedades fisicas del suelo tipo Andisol, que se
caracteriza por presentar baja densidad, influye sobre las propiedades estructurales y que por
cambio en su uso disminuyen la permeabilidad del agua y aire junto con la capacidad de
retencion de agua y contraccion, en particular frente a escenarios de regimenes climéaticos
contrastante (elevada precipitacion y sequia), modificando su comportamiento dindmico y
productividad (Huygens et al., 2005).

Recientes estudios sefialan que los bosques de lento crecimiento, pueden continuar almacenando
carbono y contribuir en forma significativa a su secuestro, en particular con distribucion en areas
boscosas y acumulacion en el suelo profundo (Matus et al., 2008, 2009). Se preveé que el tamafio
de los reservorios de C organico en suelos volcanicos y su tiempo de residencia medio en suelos
profundos, puede incrementar, con periodos estimados de 2.000-10.000 afios (Fontaine et al.,
2007). Un estudio comparativo de perfiles de suelo de bosques montafiosos de lento crecimiento

en el Sur de Chile en éareas libres de contaminacion mostro que poseen una relacion C/N = 33,0—
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49,3, comparados con areas de bosques de coniferas con entrada de N atmosférico, que poseen
indice de la relacion mas bajos (16,2-23,5) (Zarin et al., 1998). La materia organica disuelta en la
matriz del suelo, cuyo origen corresponde a lixiviados de origen bidtico y exudados de las raices
y microflora, y de la hidrolisis de materia organica insoluble en el suelo, es una fuente labil de C
para el edafén; sin embargo, podria ser acumulada en el perfil del suelo, favorecido por las
caracteristicas fisico-quimicas del sustrato y por las condiciones climaticas de la regién
(Neculman et al., 2013).

Cambios en los patrones de distribucion del pool de N en suelos volcanicos de la region, como
producto de la deforestacion de un bosque primario, indican una tendencia hacia la reduccion de
N hacia las fracciones de alto peso molecular (humina y acidos himicos) (Borie et al., 2002).
Esto produce una pérdida del equilibrio natural, afectando la rotacion y reservorio de N, que en
ultimo término afectan el ciclo de N y C (Huygens et al., 2005). Las bajas tasas de N-min en los
meses frios y humedos de invierno, pueden ser explicados por la absorcién de N inorganico por
las raices y su eventual inmovilizacion en la biomasa microbiana (Rivas et al., 2009). El papel de
algunos procesos biogeoquimicos claves, como son la nitrificacion heterotréfica, reduccion de
nitrato via des-asimiladora hacia amonio y un ciclo de nitrégeno inorganico disuelto (DIN) que
opera independientemente de las pérdidas de nitrégeno orgéanico disuelto (DON), son discutidos
como mecanismos claves en estos bosques templados lluviosos, al minimizar las pérdidas a
través de emisiones gaseosas 0 por escorrentia (Pérez et al., 2004, Huygens et al., 2008).Estos
autores demostraron que el ciclo de N en bosques siempreverdes lluviosos en Chiloé (42°S),
cambia durante los estadios sucesionales y, que existe una estrecha relacion dependiente en como
los regimenes de perturbacion del bosque (incendios, tala) afectan la pérdida del C y N, la

fijacion biologica de N y los ensambles del componente bidtico.
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2.4. Evaluacion bioldgica del suelo

Una evaluacion de la diversidad biologica de suelo, no solo debe estar basada en la identificacion
y cuantificacion de los microorganismos involucrados, sino que es esencial investigar el rol
funcional para asi definir el significado de la diversidad microbiana (Valenzuela et al., 2001). El
material vegetal depositado en el suelo constituye la principal fuente de nutrientes para la
vegetacion, fauna y microorganismos edéaficos. Un gran porcentaje de la degradacion del material
vegetal es realizado por la microbiota del suelo, donde los hongos y bacterias son el principal
componente (Madsen, 2008).

Es asi como las propiedades de los suelos varian naturalmente a través del tiempo por factores
que determinan su formacion, como la precipitacion, los organismos que lo habitan, la actividad
antropogénica, etc. En consecuencia, no existe solo una medida biolégica o quimica para
determinar el estado y calidad de un suelo, sino que para poder aproximarse al entendimiento de
los ciclos de los nutrientes y a los niveles de actividad microbiana responsables de estos procesos,
se investigan varias actividades enzimaticas a la vez, dado que son estos parametros los que dan
cuenta de las reacciones bioquimicas que suceden dentro de este heterogéneo y complejo sistema
(Steubing et al., 2002; Madsen, 2008). Ademas, ellas estan estrechamente relacionadas con las
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas y son sensibles a los cambios generados por el manejo
o intervencion del hombre (Godoy et al., 2013). Por ende las actividades enzimaticas permiten
monitorear el funcionamiento del suelo, respondiendo a la necesidad de entender los efectos
positivos y negativos sobre las propiedades y los procesos que suceden dentro de esta matriz y las

relaciones entre estos factores, los usos y practicas de manejo (Madsen, 2008; Rivas et al., 2009).
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2.5. Enzimas en el suelo

Las enzimas son biocatalizadores de naturaleza proteica de alto grado de especializacion, en que
su gran mayoria necesitan de coenzimas no proteicas o cofactores para llevar a cabo su rol
catalitico, el que es ejecutado en un ambiente especifico denominado sitio activo, dentro del cual
una reaccion determinada puede transcurrir a mayor velocidad (Nelson y Cox, 2009) Este
confinamiento posee un elevado grado de especificidad respecto a sus sustratos, ya que la
superficie del sitio activo se encuentra revestida con residuos aminoacidicos, con sustituyentes
especificos que se unen al sustrato, catalizando su transformacién quimica hacia la formacion del
producto. La velocidad de la reaccion catalizada, estard determinada por la energia requerida para
que se produzca el alineamiento de los grupos reactivos, los reordenamientos de enlaces y otras
transformaciones, que son necesarias para que ocurra el proceso catalitico (Garcia et al., 2003).
Para que haya reaccién, las moléculas deben desde el estado basal de energia alcanzar un nivel
energético superior, momento en el que se alcanza el estado de transicion, que corresponde a un
momento molecular fugaz en el que acontecimientos tales como rotura o formacion de enlaces y
desarrollo de cargas han llegado al instante preciso en el que el colapso hacia sustrato o hacia
producto es igualmente probable (Lehninger, 2009).

Los microorganismos y las raices de las plantas (incluidas las micorrizas), liberan enzimas al
suelo por secrecion o por lisis celular; un bajo porcentaje de estas proteinas quedan inmovilizadas
y estabilizadas en interaccion con los diferentes componentes de la fase solida del suelo, como las
arcillas, moléculas organicas y complejos 6rgano-minerales (Joinville et al., 2004). Dependiendo
del material, la interaccion se da por mecanismos que incluyen: micro encapsulacion, enlaces

transversales, formacion de co-polimeros, adsorcion, entrampamiento, intercambio iénico y
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enlaces covalentes (Dick y Tabatabai, 1992). Solo un bajo porcentaje de las enzimas que
abandonan las células se encuentran estabilizadas, ya que se liberan a un medio ambiente donde
pueden ser sometidas a desnaturalizacion no biologica, adsorcion, inactivacion o degradacion por
proteasas (Garcia et al., 2003). Al igual que en los otros sistemas vivos, la velocidad de la
reaccion catalizada por una enzima es dependiente del pH, de la fuerza idnica, de la temperatura
y de la presencia o ausencia de inhibidores (Burns, 1982; Sarkar et al., 1989). Las enzimas
proceden de células proliferantes, latentes o restos de ellas. La mayor produccion de enzimas
extracelulares se le atribuye a microorganismos producto de su gran biomasa, su alta actividad
metabolica y su corto ciclo de vida, en contraste con otros organismos que también las pueden
liberar como las plantas y los animales. En el suelo se ha detectado la actividad de hidrolasas,
transferasas, oxidoreductasas y liasas que estan directamente relacionadas con los ciclos del C, N,
Py S (Garcia et al., 2003). Las enzimas del suelo son consideradas “sensores”, ya que entregan
informacidn sobre el estado y condiciones fisicoquimicas del suelo (Aon y Colaneri, 2001, Garcia
et al., 2003), de esta forma los cambios provocados en la actividad de las enzimas no solo
dependen de las variaciones de la expresién génica, sino también de factores ambientales que

afectan a la actividad (Nanniperi et al., 2002).

2.5.1. Enzimas en estudio

Bacterias y hongos, sintetizan y excretan enzimas extracelulares tales como ureasas, proteasas,
esterasas, fosfatasas, etc., catalizando las reacciones para la descomposicion de la MOS y de los
ciclos de nutrientes en los ecosistemas terrestres y acuaticos (Taylor, 1989; Zhang et al., 2005).

La ureasa es una enzima que participa en el ciclo del N, como catalizador de la reaccion de
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hidrolisis de la urea en amonio y didxido de carbono (Steubing et al., 2002, Garcia et al., 2003).
Las proteasas catalizan las reacciones que degradan proteinas y péptidos (Nannipieri et al., 1994).
La nitrato reductasa que cataliza la reduccion del NO3™ en NO,, juega un importante rol en el
proceso de desnitrificacion, actuando en el primer paso de una cascada de reacciones que tiene
como producto N, (Abdelmagid y Tabatabai, 1986), por lo que, al igual que ureasas y proteasas,
estan involucradas en el ciclo del N. Por su parte las celulasas son glucosidasas que corresponden
a un conjunto de enzimas capaces de catalizar la degradacién de la celulosa, especificamente
hidrolizando los enlaces glucosidicos B 1-4 entre las unidades de glucosa del polimero,
originando el disacarido celobiosa como producto de la catalisis. Derivan de aquellos organismos
celuloliticos fundamentalmente hongos (Trichoderma, Aspergillus, Penicilium etc.) y bacterias,
tanto aerobias como anaerobias (Cellulomonas, Clostridium, Streptomyces etc.) (Valenzuela et
al., 2008), que de esta manera forman parte del ciclo del C. La hidrolisis de diacetato de
fluoresceina (FDA), es una reaccion que involucra diversos grupos de enzimas, tales como:
proteasas, lipasas, esterasas, constituyendo un indicador sensible de la actividad microbiana total
de la hojarasca y el suelo (Adam y Duncan, 2001; Green et al., 2006). Sin embargo, considerando
la capacidad de resiliencia del ecosistema (definiéndolo como un ente vivo y dinamico), se puede
pensar que cualquier cambio medio ambiental podria ser detectado en su inicio por su
componente bioldgico (por ej.; enzimas). De ahi que la presencia o deficiencia de enzimas del
suelo, puedan ser consideradas como un bioindicador sensible ante una posible perturbacion

ambiental.
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2.6. Hipdtesis

» Hj: La actividad bioldgica del suelo en bosques templados del sur de Chile disminuye por la
perturbacion antropogénica por cambios en la cobertura vegetacional del suelo y consecuente

exposicion a un aumento de la temperatura medio ambiental.

= H,: Laactividad bioldgica del suelo en bosques templados Iluviosos varia temporalmente a
través del afio, asociada a variaciones estacionales del microclima y estatus del N inorganico

disponible en el suelo.

2.7. Objetivos

2.7.1. Objetivo general:

= Determinar la variacién de la actividad enzimatica del suelo en el tiempo, como un
bioindicador en los procesos naturales del ecosistema boscoso templado lluvioso de Chile y la

evaluacion de los impactos producto de la intervencion antropogenica.
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2.7.2. Objetivos especificos:

Analizar y comparar la actividad enzimatica potencial del suelo en 3 parcelas experimentales
del bosque templado lluvioso, elegidas bajo condicion natural (pristina) versus sitios con

diferentes grados de perturbacidn antropica por actividad silvicultural.

Determinar la variacion estacional de las actividades bioldgicas del suelo en respuesta a las
variaciones del microclima y quimica de suelo (NOs" y NH;") en cada parcela experimental,

del bosque templado lluvioso.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Reactivos

Determinacion de celulasa: Buffer Acetato 2 M pH 5.5 (Acido Acético, Acetato de Sodio
anhidro). Reactivo A: Carbonato de Sodio anhidro, Cianuro de Potasio. Reactivo B:
Hexacianoferrato 111 de Potasio. Reactivo C: Acido Sulfurico concentrado (H,SOg),
Dodecilsulfato de Sodio (SDS), Sulfato de Amonio-Fierro I1l. Solucién Madre (Glucosa anhidra
25 pg/ml), Solucidn Sustrato (Carboximetilcelulosa sal sédica 7 mg/mL) (CMC).

Determinacion de proteasa: albumina de bovino 10 mg/mL; Reactivo de Biuret: loduro de
Potasio, Hidréxido de Sodio (NaOH) 2.5 N, Sulfato de Cobre (CuSO, * 5 H20), Tartrato de
Sodio y Potasio; Solucion sustrato (Gelatina 10 mg/mL).

Determinacion de ureasa: Acido Dicloriosocianuro-Sodio dihidratado, Hidroxido de Sodio
(NaOH) 0.3 M, Cloruro de, Nitroprusiato de Sodio; Salicilato de Sodio (C7HsNaNO3); Solucion
de extraccion de KCI 1M (KCI, HCI 1M); Solucién sustrato (Urea (CO (NHy),) 4.8 mg/mL).
Determinacion de nitrato reductasa: Tampon Fosfato de potasio 25 mM. pH 7.2, 30 ml/L de
n-propanol, 30 ml/L de Triton X-100, Sulfanilamida, N- N-(1-naftil) etilendiamino
dihidrocloruro; Solucién sustrato (Nitrato de Potasio (KNO3) 0,01 gr/mL).

Determinacion de la hidrolisis de diacetato de fluoresceina (FDA): Tampén Fosfato de
Potasio 60 mM, pH 7.6, Mezcla de Cloroformo:Metanol (2:1); Solucién sustrato (Diacetato de

fluoresceina 1 mg/mL).
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3.1.2. Equipos

Agitador orbital Boeco® 0OS-20 Germany, balanza analitica Belltronic® PBX-310, balanza
precisa Shimadzu® UX 220 H, bafio termorregulado Memmert® WNB7, bomba de vacio
Millipore® WP6122050, camara de secado e incubacion Labtech®, destilador Thermo
Scientific® easypure Il barnstead, espectrofotometro Shimadzu ®UV-visible UV mini 1240,
estufa Binder®, pHmetro Ultrabasic® benchtop, placa calefactora y magnética Labtech® LMS-

1003, refrigerador Consul® 240 vortex manual Maxi mix Il 37600.

3.1.3. Otros

Cubeta de cuarzo 1 cm (camino Optico), desecador, embudos de vidrio, espatula, filtros de papel
Whatman® 42, gradillas para tubos de ensayos, , jeringas 10 mL, matraces Erlenmeyer y
aforados 100, 250, 500, 1000 mL, micropipetas Eppendorf® P-100, P-200, P-1000, P-5000, P-
10000 pL, papel de aluminio, parafilm®, pinzas, pipetas Pasteur, pipeta volumétrica, pipetas
graduadas de 1, 5, 10, 25 mL, piseta, probetas de 100, 500, 1000 mL, propipeta, tips 100, 200,
1000, 5000 y 10000 pL, recipientes de polipropileno de 50 y 80 cc, soporte universal, tubos de

ensayo de 10 mL tubos de ensayo de 10 mL, vasos de precipitado de 100, 250, 500 y 1000 mL.
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3.2 Métodos

3.2.1. Area de estudio

Las muestras de suelo fueron recolectadas en el Parque Nacional Puyehue (40°47°S —
72°12°W), ubicado en la Cordillera de Los Andes a una altitud de 700-900 m.s.n.m., emplazado
entre los sectores Las Parras - Lago Paraiso. Este Parque se localiza entre las provincias de
Valdivia y Osorno, en las regiones de Los Rios y Los Lagos, respectivamente (CONAF, 2008a),
(Figura2). Se seleccionaron 3 parcelas de experimentacion (de aproximadamente 0,5 ha cada
una), las que implican &area de estudio control (pristina) y otra area que fue sometida a
deforestacion (lugar de instalacion central hidroeléctrica “Correntoso-Palmar™), separadas por
200 m de longitud, con igual exposicién, tipo de suelo y altitud, establecidas en un sector
representativo para mediciones in situ y colecta de muestras. En forma complementaria se
instaldé una parcela en un area deforestada en el limite perimetral externo del Parque, con el

objetivo de comparar los cambios que ocurren frente a intervencidn antropica (silvicola).

. P1: Parcela sometida a deforestacion (54° 79° 85 S y 72° 95° 38”> W). Ubicada en el
limite perimetral externo del Parque. Es importante sefialar que, en los meses iniciales del
estudio de las actividades enzimaticas, esta parcela fue sometida a un proceso de
intervencion total en el mes de Noviembre del 2011, en la cual se liberd la superficie de
toda la vegetacion arbdrea y arbustiva, permaneciendo solo una cubierta herbacea para no
alterar el suelo de la parcela. Los arboles talados fueron cortados con una motosierra y las

trozos resultantes fueron retirados en forma manual (sin arrastrar por animales de tiro),
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Figura 2. Sitio de recoleccion muestras de suelo. Parque Nacional Puyehue, emplazado en la

Cordillera de los Andes entre las regiones de Los Rios y Los Lagos. Centro- Sur de Chile.
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ademas no se extrajo ningun tocon (para no perturbar el suelo). Lo mismos fue realizado

para las ramas y hojas.

e P,: Parcela semi-intervenida (54° 79’ 94°> S y 72° 95° 24°> W). Se encuentra en proceso
de regeneracion tras ser sometida a manejo silvicultural, consistente a una intervencion

parcial en donde fue extraida la vegetacion arbustiva (Agosto 2011).

e Pj3: Parcela Control, no posee intervencion antropogénica (54° 80’ 65° S 'y 72° 85’ 30”’

W), correspondiente a bosque pristino.

3.2.2 Climay suelo

Ha sido clasificado como templado frio lluvioso, donde las temperaturas medias fueron: minima
de 3,3 °C, maxima de 12,3 °C y media anual de 7,6 °C. Si bien el sector registra precipitaciones
estivales, el régimen pluviométrico indica los méaximos de lluvias se registran en invierno. Los
meses de mayo Yy junio serian los mas lluviosos, mientras que enero y febrero serian los de menor
precipitacion. Las precipitaciones fluctdan entre los 3.700 mm en el sector de Aguas Calientes
(baja altitud) y los 2.700 mm en el sector de Anticura (CONAF, 2008b). En el sector Lago
Paraiso, se registran montos del orden de 8.000 mm anuales (Oyarzin et al., 2004). Los meses
mas calidos son diciembre, enero y febrero con una temperatura media mensual promedio de
14°C. Las temperaturas mas bajas se producen en los meses de junio, julio y agosto con un

promedio mensual de 3°C (CONAF, 2008b).
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El area posee una topografia compleja de caracter montafioso y los suelos son jovenes, originados
fundamentalmente a partir de cenizas volcanicas, que corresponden al tipo de suelo definido
como Trumao (Typic Dystrandepts) (Tosso, 1985). La vegetacion existente corresponde a bosque
siempreverde pristino de Nothofagus betuloides (Coiglie de Magallanes) y Saxegothaea

conspicua (Maiiio de hojas cortas), cuya edades estimada es >300 afios.

3.2.3 Medicion de las variables microclimaticas

En cada una de la toma de muestras mensuales de suelo en las tres parcelas en estudio, se
realizaron registros simultaneos de las variables microcliméticas visibles a simple vista, por
medio de un protocolo en el que se evaluaba: nubosidad, lluvia, viento, etc. Ademas, se midio la
temperatura del suelo en distintos intervalos de tiempo (0, 20, 40 y 60 min), para lo cual se utilizd
un termoémetro digital portable, el que era insertado en el suelo con una profundidad de 5 cm.
Ademas, en cada una de las parcelas en estudio se registrd la temperatura en intervalos de 1 hora,
por medio de la utilizacién de dispositivos de registro continuo, data logger HOBO®, cuyos
sensores fueron instalados cuidadosamente para no ser removidos, a una profundidad de 5 cm.

La precipitacion en el sitio de estudio fue registrada por medio de pluviémetros instalados en el
sitio de estudio. En forma paralela la estacién meteoroldgica, Aguas Calientes, ubicada en el
Parque Nacional Puyehue, registré las variables microclimaticas de temperatura (°C) del aire

(maxima, media y minima) y precipitacion mensual (acumulada y la maxima) del sitio de estudio.
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3.2.4. Colecta de suelo

En cada parcela se ubicaron 3 subparcelas al azar de 0,1 ha, distantes entre 10-50 m una de otra.
En cada subparcela se seleccionaron al azar tres calicatas. En cada una de estas fueron tomadas
en forma mensual, 3 muestras de suelo (Ej: P1A, P1B y P1C), cada una de 2 kg
aproximadamente para obtener una muestra compuesta de los primeros 10 cm de profundidad del
suelo. Esta toma de muestras se realiz6 en forma mensual por un periodo de 15 meses.

En cada oportunidad las muestras de suelo colectadas para el analisis, fueron depositadas en
bolsas plésticas transparentes de 24x40 cm, debidamente rotulada y posteriormente trasladadas en
cajas aislantes, con refrigerante en su interior, hasta el laboratorio para proceder al analisis
enzimético antes de las 3 horas de haber realizado la colecta del material. Previamente a la
ejecucion de los experimentos de las actividades enzimaticas, las muestras de suelo fueron
tamizadas a 2 mm, en tamices limpios mediante el uso de bandejas y guantes quirdrgicos
dispuestos especialmente para el proceso. En forma inmediata se procedid a pesar el material de

suelo y asi desarrollar en forma expedita los procedimientos analiticos.

3.2.5. Determinacioén de la humedad del suelo

Se utilizé el método gravimétrico, que evalta el cambio del peso inicial de suelo, tras perder el
contenido hidrico que este posee luego de ser sometido a un proceso de desecacion. Para ello las
3 muestras de suelo de las parcelas en estudio, fueron tamizadas mediante el uso de un tamiz de 2

mm de diametro de particula. Posteriormente se pesaron 10 gr. que fueron depositados en bolsas
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de papel rotuladas. Luego las muestras se colocaron en una estufa a 105 °C por un periodo de 24
hrs, hasta peso constante.

El contenido de humedad se calculo a partir de la diferencia de peso (gramos) entre el suelo
fresco (humedo) y el suelo seco, para asi expresar el resultado obtenido en porcentajes (Steubing

et al., 2002).

1. Humedad del suelo (%) = Peso humedo (gr.) — Peso seco (gr.) * 100

Peso humedo (gr.)

3.2.6. Variables quimicas del suelo

Se hizo analisis de los pardmetros quimicos del suelo (pH, Ciotal, Ntotai, relacion C/N), con el fin
de caracterizar el suelo de cada una de las parcelas en estudio y asi poder relacionar estos
pardmetros con los valores que se obtuvieron de las actividades enzimaticas del suelo en

diferentes grados de perturbacién antropica.

Para obtener las muestras de suelo para el analisis se realizd una calicata en cada parcela
experimental, donde las muestras de suelo fueron colectadas en el horizonte superficial de 0-20
cm de profundidad. Las muestras de suelo fueron analizadas por servicio en el Laboratorio de
Nutricion y Suelos Forestales, Facultad de Ciencias Forestales y Recursos Naturales, de la

Universidad Austral de Chile.
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La determinacién de nitrato y amonio con el fin de cuantificar sus concentraciones, permitira
individualizar las diferentes parcelas experimentales y determinar si existe relacion significativa
entre las actividades enzimaticas en estudio y N inorganico. De esta forma, a partir de las
muestras de suelo colectadas en forma mensual, se procedié al analisis por la extraccion de N
inorganico (NOs™ y NH,") utilizando KCI (solucion de extraccion). Posteriormente a través de
técnicas colorimétricas se identificaron ambos analitos usando el método del acido sulfosalicilico
(Robarge et al., 1983) para la identificacion de nitrato (N-NO3’), mientras que para el amonio (N-
NH,") se utilizd la metodologia del indofenol (APHA, 2005). Las muestras de suelo fueron
analizadas en el laboratorio de Biogeoquimica, Instituto de Ciencias Ambientales y Evolutivas,

Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.

3.2.7. Actividades enzimaticas potenciales

Para la cuantificacion de las actividades enzimaticas se utilizaron técnicas que se fundamentan en
los principios de la espectrofotometria. En donde por medio de la utilizacion de reactivos
especificos se consigue una reaccion quimica con los productos obtenidos a partir de las
diferentes actividades enzimaticas estudiadas. Estos reaccionan en forma proporcional generando
soluciones coloreadas la que por medio del espectrofotometro se consigue cuantificar sus
absorbancias respectivas en regiones del espectro visible, permitiendo asi conocer la
concentracion del producto de las catalisis, lo que da cuenta de las actividades enzimaticas

(Figura 3).
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Figura 3: Esquema base de los procedimientos colorimetros que se utilizan para la cuantificacion

de las diferentes actividades enzimaticas del suelo analizadas.



29

3.2.7.1. Determinacion de celulasa

La actividad potencial de la enzima celulasa se determind por duplicado para muestras y
controles segun el método de la CM-celulosa, modificado por Schinner y Von Mersi (Schinner y
Von Mersi, 1990). Para ello se pesaron 5 gr de suelo en un recipiente de polipropileno tapa rosca
de 80 cc. Se adicionaron 15 mL de tampon acetato y 15 mL de solucion compuesta por CMC
(Carboximetil Celulosa), se cerrd el frasco y se incubd durante 24 hrs., a 50 °C. Se filtré y se
diluyd 1 mL del filtrado con 30 ml (suelos forestales). Luego 1 mL del filtrado diluido fue
vertido en tubos de vidrio. Se adiciond 1 mL del reactivo A y 1 mL del reactivo B. Finalmente se
mezclo6 en vortex y se llevé a ebullicién en bafio termoregulado (100 °C) por 15 min. Después, se
dejo enfriar en bafio de agua a 20 °C durante 5 minutos, se adiciond 5 ml del reactivo C, se
mezclo y se dejo reposar a una temperatura de 20 °C por 60 min para el desarrollo del color azul
de berdines. Finalmente, se midi6 la densidad 6ptica dentro de los siguientes 30 minutos a 690
nm. frente al blanco.

Para obtener la concentracion de glucosa equivalente de cada muestra se procedio a realizar una
curva de calibracion, para lo que se utilizd una solucion madre de glucosa monohidratada. Se
prepararon soluciones de concentracion conocida; 0,0028, 0,056, 0,084, 0,0112, 0,0140 y 0,0168
mg/mL respectivamente. Los datos obtenidos fueron graficados en funcién de; A° (Absorbancia)
versus concentracion y la pendiente obtenida correspondio al factor de calibracion. Luego, los
datos de absorbancia obtenidos a partir de las diferentes muestras analizadas (hecho previamente
el calculo de la diferencia entre el tubo control y el tubo de muestra), fueron cuantificados
mediante la utilizacion de la relacion; Absorbancia (A) = Factor de Calibracion ¢ Concentracion,

luego multiplicando por los diferentes factores de dilucion atribuidos a las diluciones realizadas
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durante el procedimiento, se obtuvo la concentracion de glucosa equivalente, la que equivale al
producto obtenido a partir de la catalisis del complejo enzimatico de la celulasa. Los resultados

fueron expresados en funcién de la glucosa equivalente por la relacién: mg glucosa gss™ 24 h,

3.2.7.2. Determinacién de ureasa

La actividad de la enzima ureasa se determin6 por duplicado para muestras y controles segun el
método descrito por Steubing et al., (2002). Para ello se pesaron 5,0 gr de suelo humedo y fino o
una cantidad equivalente de suelo fresco y se depositd en un recipiente de polipropileno tapa
rosca de 80 cc. La muestra fue humedecida con 2,5 mL de la soluciéon de urea (1). Luego se
incub6 a 37°C durante 2 horas, agitando a intervalos regulares. Luego se procedié a enfriar la
solucién a temperatura ambiente. Después del enfriamiento se adicion6 nuevamente 2,5 mL de
urea (1) y se agregaron 47,5 mL de la solucion de KCI (2), se agit6 durante 30 min. Esta solucién
se filtro y del filtrado se tom6 1 mL que fue depositado en un tubo de ensayo, diluyendo con 9
mL de agua. Finalmente se adicionaron 5 mL de la solucion mixta (5) (Mezcla de las soluciones
3,4 y agua destilada), 2 mL de solucién de oxidacion (6) (Acido dicloroisocianuro-sodio
dihidrato) y se agit6 durante 30 min. Finalmente se midio la absorbancia de la muestra contra el
blanco a 660 nm.

Para obtener la concentracion de amoniaco de cada muestra se procedié a realizar una curva de
calibracion, para lo que se utilizé6 una solucion madre de cloruro de amonio. Se prepararon
soluciones de concentracién conocida; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12,0; 14,0 y 17,0 pg/mL. Los datos

obtenidos fueron graficados en funcién de; A° (Absorbancia) versus concentracion y la pendiente
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formada correspondio al factor de calibracion. Luego los datos de absorbancia obtenidos a partir
de las diferentes muestras analizadas (hecho previamente el calculo de la diferencia entre el tubo
control y el tubo de muestra), fueron cuantificados mediante la utilizacién de la relacion;
Absorbancia (A) = Factor de Calibracion « Concentracién, luego multiplicando por los diferentes
factores de dilucion atribuidos a las diluciones realizadas durante el procedimiento se obtuvo la
concentracion de amonio, que equivale al producto obtenido a partir de la catalisis enzimatica de

las ureasas. Los resultados fueron expresados en funcion de la relacion; pg N-NH4* gss™ 2h™,

3.2.7.3. Determinacion de proteasa

La actividad de la enzima proteasa se determind por duplicado para muestras y controles
mediante la reaccién de Biuret segun Toro (2005). Se pesaron 5,0 gr de suelo fresco tamizado y
se depositaron en un recipiente de polipropileno de 125 mL con tapa rosca. Se adicionaron 25 mL
de agua desionizada. Luego se adicionaron 25 mL de la proteina (Gelatina) que actia como
sustrato de la enzima (Proteasa). Se Incubd la muestra por 2 horas a 37 °C, se agité 4 veces por
cada hora (una vez cada 15 minutos). Luego, se retird la muestra de la incubadora y se dejo
reposar a temperatura ambiente al menos por 15 minutos. Después, se filtrd la muestra utilizando
papel filtro N°2. Una vez filtrada se utilizaron 700 pL de la muestra y 2,8 mL del reactivo de
Biuret para el desarrollo del color azul purpura. El color se dejé desarrollar durante 30 minutos.
Finalmente, se midid la absorbancia a 540 nm contra el blanco. Si hubo accion enzimatica, las
proteinas que constituian la gelatina seran hidrolizadas y la reaccion de Biuret dara negativa. En

una hidrolisis enzimatica parcial, el reactivo de Biuret cuantificara las proteinas remanentes.
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Para determinar la actividad proteasa de las muestras se realiz6 una curva de calibracion para lo
que se utilizé una solucién madre de gelatina. Se prepararon soluciones de concentracion
conocida; 0,08; 0,20; 0,40; 0,80; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 y 12,0 mg/ml. Los datos obtenidos fueron
graficados en funcién de; A° (Absorbancia) versus concentracion y la pendiente formada
correspondio al factor de calibracion. Luego los datos de absorbancia obtenidos a partir de las
diferentes muestras analizadas (hecho previamente el calculo de la diferencia entre el tubo control
y el tubo de muestra), fueron cuantificados mediante la utilizacion de la relacion; Absorbancia
(A) = Factor de Calibracion « Concentracion, luego multiplicando por los diferentes factores de
dilucion atribuidos a las diluciones realizadas durante el procedimiento se obtuvo la
concentracion de proteinas que fueron hidrolizadas por la accion de las proteasas. Los resultados

fueron expresados en funcion de la relacién; mg. gelatina gss™ 2h™.

3.2.7.4. Determinacioén de nitrato reductasa

La actividad de la enzima nitrato reductasa se determind por duplicado para muestras y controles
segun el método de Jaworski (1972) modificado segln Faleiros y Cazetta (1996). Se pesaron 5,0
gr de suelo fresco y se depositaron en un frasco de polipropileno tapa rosca de 125 cc. Después
fueron adicionados 60 mL de medio de incubacién, compuesto de 25 mM de buffer fosfato pH
7,2, 25 mM de KNOg (Sustrato) 30 mL/L de n-propanol 30 mL/L de Triton X-100. Luego el
sistema fue sometido a infiltracion de vacio para remover el aire contenido en la muestra. La
muestra fue incubada durante 24 horas a 30 °C manteniéndose en oscuridad. El nitrito (NO)
producido por la actividad enzimatica de la nitrato reductasa fue determinado utilizando una

alicuota de 1 ml de la muestra incubada. A esta alicuota se le adicioné 1 mL del reactivo de
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sulfanilamida (10 gr/L en HCI 3M) y 1 mL de N-(1-naftil) etilendiamino dihidrocloruro (0,2
gr/L). Finalmente, se dejo desarrollar el color por 20 min y se procedié a medir la absorbancia a
540 nm.

Para la obtencidn de la concentracion de nitrito (NO;") de cada muestra, se realiz6 una curva de
calibracion utilizando una solucién madre de nitrito de sodio (NaNO,). Se prepararon soluciones
de concentracion conocida; 0,010; 0,025; 0,050; 0,100; 0,200; 0,300 y 0,400 pg/mL. Los datos
obtenidos fueron graficados como; A° (Absorbancia) versus concentracion y la pendiente
formada correspondi6 al factor de calibracion. Luego los datos de absorbancia obtenidos a partir
de las diferentes muestras analizadas (previamente se calculé la diferencia entre el tubo control y
el tubo de muestra), fueron cuantificados mediante la utilizacion de la relacion; Absorbancia (A°)
= Factor de Calibracion « Concentracion, luego multiplicando por los diferentes factores de
dilucion atribuidos a las diluciones realizadas durante el procedimiento se obtuvo la
concentracion de nitrito (NOy), que equivale al producto obtenido a partir de la catalisis
enzimatica de las nitrato reductasa. Los resultados fueron expresados en funcion de la relacion;

ug N-NO,™ gss™*24 h,

3.2.7.5. Determinacion hidrdlisis de diacetato de fluoresceina (FDA)

La reaccion de hidrolisis de FDA se determiné por duplicado para muestras y controles segun el
método de Adam y Duncan (2001) modificado. El suelo himedo natural se almacena a 4 °C antes
del analisis en caso de no ser utilizado en forma inmediata. Para este estudio se utilizd suelo
fresco, para ello se pesd 1,0 gr de suelo fresco y se depositd en un tubo centrifuga tipo Falcén de

50 mL. Después se adicionaron 7,4 mL de Buffer fosfato pH 7,2, en el caso de los controles se
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adiciono 7,5 mL. Luego se realizd una pre-incubacion a 30°C por 10 minutos. Posterior a eso se
adiciono a las muestras y blancos 0,1 mL de diacetato de fluoresceina y luego se incub6 a 30 °C
por 50 min. Finalmente se adiciond 7,5 mL de la mezcla Cloroformo/Metanol (2:1) y se procedid
a centrifugar los muestras a 3000 rev/min por un periodo de 5 min para decantar las particulas de
suelo que pudieran haber estado en suspension.

Para obtener la concentracion de diacetato de fluoresceina de cada muestra se procedié a realizar
una curva de calibracion utilizando una solucién madre de fluoresceina sal de sodio. Se
prepararon soluciones de concentracion conocida; 12,0; 18,0; 24,0; 30,0; 36,0 y 42,0 ug/mL. Los
datos obtenidos se graficaron como; A° (Absorbancia) versus concentracion y la pendiente
formada correspondi6 al factor de calibracion. Luego los datos de absorbancia obtenidos a partir
de las diferentes muestras analizadas (hecho previamente el calculo de la diferencia entre el tubo
control y el tubo de muestra), fueron cuantificados mediante la utilizacién de la relacion;
Absorbancia (A) = Factor de Calibracion « Concentracién, luego multiplicando por los diferentes
factores de dilucidn atribuidos a las diluciones realizadas durante el procedimiento se obtuvo la
concentracion de fluoresceina (pg fluoresceina gss™ h™), que equivale al producto obtenido a
partir de la reaccién de hidrolisis que involucran al conjunto de enzimas que son cuantificadas
mediante esta reaccion. Los resultados fueron expresados en funcion de la relacion; ug
fluoresceina gss*h™,

Ademas de las expresiones enzimaticas individuales, se considerd la expresion de estas en una
unidad com(n correspondiente a pg (producto) gss™ min™. En donde el término en paréntesis
corresponde a una equivalencia del producto obtenido por cada enzima. Esto, con fines de
realizar comparaciones a nivel estacional entre las actividades como también para efectuar

correlaciones a nivel estadistico entre las diferentes variables analizadas.
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3.2.8. Andlisis de datos

Los resultados obtenidos a partir del analisis de las actividades enzimaticas y de la reaccién de
hidrélisis FDA, fueron sometidas a un andlisis de varianza (ANOVA) y las medias fueron
comparadas mediante Test de Tukey a un nivel de significancia de o < 0,05. Ademas, esta prueba
estadistica fue utilizada para el andlisis de estacionalidad de las actividades enzimaticas.
Posteriormente se busco correlaciones de las actividades enzimaticas y de la cuantificacion de la
reaccion de hidrdlisis de la FDA con variables del suelo (temperatura del suelo, contenido hidrico
y quimica del suelo). Para ello se realizd un analisis de correlacién de mudltiples variables
utilizando las correlaciones producto de Pearson entre cada par de variables (el rango de
coeficiente de correlacion Pearson va de -1 a +1) midiendo la fuerza de la relacién lineal entre las
variables para un nivel de confianza del 95%. En forma complementaria se realizaron
correlaciones por rangos de Spearman entre cada par de variables (el rango de este coeficiente de
correlacion Spearman va de -1 a +1) midiendo la fuerza de la asociacion que existe entre las
variables comparadas. Finalmente para aquellas variables seleccionadas que presentaron
importancia estadisticamente significativa en las correlaciones, se procedié por medio de una
regresion lineal simple de un factor a estimar los modelos ajustados que mejor representen las
relaciones obtenidas entre las variables estudiadas. Los analisis estadisticos fueron realizados con

el programa STATGRAPHICS Centurion XV.1.
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4. RESULTADOS

4.1. Variables microclimaticas en el area de estudio y contenido humedad del suelo

En relacion a las variables microclimaticas y humedad del suelo se muestran (Figura 4) los
montos de precipitacion mensual, asi como también los datos de temperatura ambiental del area
de estudio. Se exponen los valores obtenidos de temperatura maxima, media y minima (°C),
obteniéndose un valor promedio de temperatura de 9,4 °C; la maxima de temperatura fue de 22,7
°C registrada durante el mes de enero 2012, mientras que la minima de temperatura fue de -0,9
°C que se registro en el mes de Julio 2012. Los datos registrados muestran un marcado ritmo
estacional, donde los valores de temperatura fluctuaron en relacion a las distintas estaciones del
afio, tendiendo a la baja durante los meses que conforman el otofio e invierno, con valores
extremos de 0,3 °C y -0,9 °C, respectivamente. Mientras los valores se presentan, en alza con el
comienzo de la primavera en donde luego se alcanzo los picos de temperatura durante los meses
de verano (14,7 °C).

En cuanto a la precipitacion mensual, ésta también exhibié una regularidad estacional con
excepcion de los meses de febrero y diciembre del 2012 en que se obtuvieron 392 y 629 mm,
respectivamente. La méaxima de precipitacion se registré en el mes de junio del 2012 con un
monto de 684 mm, mientras que la minima de precipitacion fue registrada en diciembre del 2011

registrando un valor de 79 mm.
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Para la temperatura del suelo registrada en forma continua en intervalos de una hora, se utilizo el
promedio mensual de los registros obtenidos (Figura 5), formato que permitio visualizar un
particular ritmo estacional, con valores de temperatura mayores en P1, donde la méaxima
promedio fue 14,86 °C registrada en enero del 2012. Un caso similar acontecié para las otras
parcelas experimentales P2 y P3 donde se obtuvieron valores promedio de temperatura de 13,20 y
13,21 °C, respectivamente. Mientras que para P1 la minima temperatura promedio obtenida fue
de 2,59 °C correspondiente al mes de Julio del 2012, mes en el que también para P2 y P3 se
obtienen las minimas promedio de temperatura correspondientes a 1,11 y 0,20 °C
respectivamente. (ANEXO 1).

Junto con la observacion de las minimas y maximas de los promedios de temperatura mensual,
también se registré que para P1 se obtuvieron valores de temperatura levemente mayores en
todos los meses en paralelo con las otras parcelas experimentales que mostraron valores
equivalentes de temperatura en la gran mayoria de los meses del estudio. Asi mismo es
importante hacer mencién de los datos individuales registrados con los que se generaron los
promedios mensuales, ya que en forma particular en la parcela experimental P3 se obtuvieron
valores inusuales de temperatura tales como 21,46; 26,92; 29,22 y 32,51 °C, respectivamente.
Estos valores fueron observados a las 13:00 hrs. en 4 dias diferentes del mes de septiembre del
afio 2012. Esto correspondié a un hecho fortuito provocado por un despliegue del sensor de
registro, que quedod en la intemperie y con una exposicion directa a la radiacién solar. Estos

factores pudieron haber provocado los aumentos de temperatura anteriormente sefialados.
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Los porcentajes de humedad (contenido hidrico) del suelo de las tres parcelas experimentales
fueron registrados a partir del mes de Septiembre 2011 hasta Diciembre 2012, los registros
fluctuaron desde un 72,84% a un 48,59% (Figura 6). En P1, se exhibio el maximo de humedad
en Noviembre del 2011 con un valor de 68,08% mientras que el menor porcentaje de humedad se
registré en Marzo del 2012 con un valor de 56,22%. P2 presentd un maximo de humedad en
Octubre del 2012 con un valor de 71,33%, mientras que el menor porcentaje se registré en Enero
del 2012 con un valor de 48,59%. Finalmente P3, presentd un maximo de humedad en
Septiembre del 2011 con un valor de 72,84%, en tanto el menor porcentaje de humedad se

registro en Enero del 2012 al igual que P2 pero con un valor de humedad de 52,05%.

Por otra parte, segin andlisis estadistico correspondiente a ANOVA y Test de Tukey (95% de
confianza) (ANEXO 3), se originaron diferencias estadisticamente significativas entre las
parcelas experimentales en los meses de Septiembre 2011, Octubre del 2011, Enero 2012 y
Febrero 2012. Inicialmente en el mes de Septiembre, P3 registré un valor de 72,84 % donde
exhibié diferencias estadisticamente significativas en relacién con las parcelas P1 y P2, cuyos
porcentajes de humedad registrada fueron de 60,74% y 64,49% respectivamente. Estos registros
fueron menores en relacion con P3. En el mes de Octubre, P2 registrd un valor correspondiente a
70,02%, el que exhibi6 diferencias estadisticamente significativas en relacion a la parcela P3,
cuyo porcentaje de humedad registrada fue de 58,80%, cuyo registro es menor en relacion al %
de humedad obtenido en P2. En el mes de Enero, P1 registr6 un valor correspondiente a 56,89%,
lo que exhibio diferencias estadisticamente significativas en relacion con la parcela P2, cuyo

porcentaje de humedad registrada fue de 48,59 %, registro que es menor en relacién al % de hu-



41

m P2 mP3

a P

o O o o o o o o o

[c0) N~ © Lo < o™ N —

0]ans |ap BaLBWIARIG pepawny %

desviacién estandar) en; parcela

suelo (promedio mensual *

idrico del

Figura 6. Contenido h

deforestada (P1), parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Parque Nacional Puyehue.

Centro-Sur de Chile.



42

medad obtenido en P1. Finalmente en el mes de febrero, P1 registrd un valor correspondiente a
65,23% lo que exhibe diferencias estadisticamente significativas en relacion con las parcelas P2
y P3, cuyos porcentajes de humedad registrada fueron de 52,82% y 52,33% respectivamente.

Estos registros fueron menores en relacion al valor de humedad obtenido en P1.

4.2. Parametros fisicos y quimicos del suelo

4.2.1 Densidad y caracterizacion quimica del suelo

Se determind la densidad y algunos parametros quimicos del suelo en el horizonte superficial
(Tabla I) de las parcelas experimentales. La densidad del suelo que se obtuvo en cada parcela
experimental fue correspondiente a: P1 = 0,335 g/cm3; P2= 0,297 g/cm3y P3 = 0,379 g/cm3. Los
suelos que poseen un alto contenido de materia organica pueden alcanzar densidades aparentes
muy por debajo de 1,0 g/cm3, valores inferiores indican un grado importante de porosidad del
suelo que se caracteriza por una alta presencia de raices. Situacién observada durante la colecta

de las muestras de suelo, en las parcelas experimentales.

En relacion al pH, este manifesto valores que van desde 5,26 a 5,51 obtenido del analisis de los
suelos de las parcelas. En cuanto al carbono total (C;), es mayor en P1 (9,7 %), P2 y P3 presentan
valores inferiores con 5,3 % y 4,3 %, respectivamente. El nitrégeno total (N;) presenta mayor
valor en el suelo de P1, los valores de % N; son: 0,41; 0,16 y 0,16 en P1; P2 y P3,

respectivamente (Tabla I).



43

Tabla 1. Densidad y algunos parametros quimicos del suelo superficial de las parcelas
experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro- Sur de Chile. Parcela Deforestada (P1),

Parcela Semi-intevenida (P2) y Parcela Control (P3).

Parcelas Densidad pH % Ct % Nt C/N
glcmé.

P1 0,335 5,51 9,7 0,41 23,6

P2 0,297 5,48 53 0,16 32,7

P3 0,379 5,26 4,3 0,16 27,9
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4.2.2. Amonio y Nitrato

Las concentraciones de amonio (N-NH,;") y de nitrato (N-NO3) en el suelo de las parcelas
experimentales fueron cuantificadas y analizadas mensualmente, para asi posteriormente poder
determinar la respuesta de las enzimas en relacién a la variacion de N inorganico en el suelo

(ANEXO 4y 5).

La concentracion de amonio (N-NH;") no present6 una clara tendencia estacional en los meses en
que fue realizado el presente estudio. Las concentraciones promedio del amonio fueron desde
0,86 hasta un 11,75 pg N-NH4" gss™, respectivamente, con una gran variacién en la desviacion

estandar. (Figura 7).

En relacion a la parcela P1 los valores de amonio (N-NH;") minimo y maximo cuantificados
correspondieron a; 1,16 pg N-NH," gss™ en Octubre 2012 y a 7,11 pug N-NH4" gss™ en Enero
2012, respectivamente. En general, estos valores en P1 presentaron montos relativamente
inferiores respecto de las parcelas en comparacion P2 y P3. Por su parte, la parcela P2 exhibid
una concentracion oscilante en el tiempo y se cuantific6 una minima de amonio de 0,85 pug N-
NH." gss™ en el mes de Octubre 2012, mientras que el maximo valor cuantificado fue de 9,22 pg
N-NH,* gss™ en el mes de Noviembre 2012. Finalmente, en la parcela P3 se presenté la mayor
parte del tiempo del estudio valores de concentracion superiores a las parcelas en comparacion P1
y P2. En P3, se cuantifico una minima de 1,91 pg N-NH," gss™ en el mes de Diciembre 2012,
mientras que la maxima cuantificada fue de 11,75 pg N-NH4" gss™ en el mes de Enero 2012.

Ademaés, también es destacable la medicion realizada en Junio 2012 donde se obtuvo 11,56 pg N-
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Figura 7. Concentracion mensual de amonio en el suelo (ug N-NH," gss™) de las parcelas
experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: parcela deforestada (P1),
parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales exhiben * desviacion
estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el grafico), sefializan a cada una de
las parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias estadisticamente significativas

(Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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NH,* gss™. En consiguiente, no fue posible observar alguna tendencia, puesto que no hubo una

regularidad en la concentracion de este i6n en ninguna de las parcelas estudiadas.

En relacion a esto la Parcela P1, no mostr6 una gran variabilidad en los resultados cuantificados
con respecto a la parcela control. Sin embargo, luego de la intervencion total realizada en P1, se
observo un aumento gradual de la concentracion de amonio, posiblemente por un incremento en
el proceso de mineralizacion y consecuente biodisponibilidad del N para la generacion de NH,",
Ilevado a cabo por los microorganismos del suelo. Si bien no existe una gran diferencia con las
otras parcelas experimentales, esto daria cuenta de que los mecanismos de retencion e
inmovilizacion de N en las otras parcelas estarian siendo mas efectivos, lo cual se podria

relacionar ademas, con la concentracion de NO3™ en el suelo.

Segin ANOVA vy test de Tukey (95% de confianza), solo los meses de Febrero, Abril, Junio,
Agosto y Noviembre del 2012 presentaron diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de amonio en el suelo, durante los meses de estudio. Asimismo y en forma

coincidente, los meses anteriormente descritos presentaron un p-valor < 0,05 (ANEXO 6).

Para el promedio anual de las mediciones obtenidas en el analisis de las concentraciones de

amonio, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre las parcelas en estudio.

En relacion al nitrato (N-NO3") (Figura 8), se observé principalmente una tendencia estacional en
las concentraciones. Puesto que en el mes de Diciembre 2011, comenz6 un incremento de los
valores cuantificados, mientras que a partir del mes de Marzo 2012 una disminucion gradual de
las concentraciones de nitrato hasta Septiembre 2012. Luego present6 una oscilacion con nuevas
alzas en Octubre y Diciembre. Las concentraciones obtenidas variaron desde 2,48 hasta un 8,87

ug N-NO3 gss, respectivamente. En relacién a la P1, el minimo y méximo cuantificados fue de;
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Figura 8. Concentracién mensual de nitrato en el suelo (ug N-NOs™ gss™) de las parcelas
experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: deforestada (P1), parcela
semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales exhiben + desviacion estandar
mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el grafico), sefializan a cada una de las
parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias estadisticamente significativas (Test

Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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2,48 en Noviembre 2012 y 8,87 pg N-NO3 gss™ en enero del 2012, respectivamente (Figura 8).
Por su parte P2, expreso la minima concentracion en el mes de Mayo 2012 con un valor de 3,49,
mientras que el maximo valor cuantificado fue de 7,10 pg N-NO3 gss™ en el mes de Diciembre
2011, respectivamente. Finalmente en la parcela P3, se cuantificd una concentracion de 3,14 en el
mes de Marzo 2012, mientras que la maxima obtenida en Enero 2012 fue de 6,62 pg gss?,
respectivamente. En consiguiente, en esta parcela control (P3) se presentd en casi la totalidad de
los meses valores promedio menores en comparacion con las otras parcelas en estudio (P1 y P2)
con excepcion del mes de Marzo 2012 en el que el valor minimo cuantificado fue en la parcela
P1. Esto implicaria que la parcela control refleja mecanismos eficientes de retencion de
nutrientes, evitando los procesos por los cuales se realiza la transformacion de amonio a nitrato,
puesto que este Gltimo puede ser facilmente lixiviado desde el suelo sobre todo en periodos de
alta pluviometria, principal caracteristica del sitio estudiado. Ademas el nitrato no estaria siendo
asimilado por las plantas, producto de la intervencién realizada en P1, proceso que se refleja en el
aumento considerable de la concentracién durante la estacion final del afio 2011 que luego

disminuye en los meses de invierno.

Segin ANOVA y test de Tukey (95% de confianza), en todos los meses en estudio se presentaron
diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de nitrato (N-NOgs) en suelo,
destacandose principalmente la parcela control (P3), que mostré diferencias estadisticamente
significativas con respecto a las otras parcelas experimentales, en casi la totalidad de los meses en
estudio, seguido de P2 y finalmente P1 (ANEXO?7). La gran mayoria de los meses presentaron p-

valor < 0,05, con excepcion de Septiembre del 2011, Agosto y Septiembre del 2012,

El promedio anual de las mediciones obtenidas en el analisis de las concentraciones de nitrato no
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exhibieron diferencias estadisticamente significativas entre las parcelas en estudio.

4.3. Actividades enzimaticas y FDA en el suelo

Se presentan las actividades enzimaticas mensuales en suelo de las enzimas; celulasa, ureasa,
nitrato reductasa y proteasa, asi como también la cuantificacién de la reaccién de hidrdlisis de
fluoresceina diacetato (FDA), la que involucra la medida de un conjunto de enzimas (proteasas,

lipasas y estereasas principalmente).

4.3.1. Actividad enziméatica de celulasa

En general para la medicion de la totalidad de las parcelas estudiadas, la medicion de la actividad
enzimatica de la celulasa en el suelo (Figura 9) no mostré una regularidad para el periodo en que
fue realizado el andlisis, puesto que se observaron procesos de incrementos y disminuciones en
la actividad, sin mostrar una clara tendencia estacional. Los valores de actividad registrados,
variaron entre 1,45 mg. glucosa gss™ 24 h™ como valor minimo cuantificado (Agosto 2012) y

6,97 mg. glucosa gss™ 24 h™*, correspondiente a la maxima actividad (Julio 2012).

En forma especifica en la parcela P1, presentd un rango de valores sensiblemente méas bajos en
comparacion con las otras parcelas en estudio (P2 y P3 respectivamente) (Figura 9). Se

obtuvieron registros de actividad enzimatica que modelaron un comportamiento relativamente
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Figura 9. Actividad enzimatica mensual de la celulasa en el suelo (mg. glucosa gss.™ 24 h™) de

las parcelas experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: parcela

deforestada (P1), parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales

exhiben + desviacion estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el gréafico),

sefializan a cada una de las parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias

estadisticamente significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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constante con alzas y bajas pero que mostraron una leve tendencia hacia un incremento de los
registros de actividad enzimatica hacia los meses finales del monitoreo. Fue asi como, el valor
minimo de actividad de la celulasa que fue registrada correspondié a 1,45 mg. glucosa gss.*24 h
obtenido durante el mes de Agosto 2012, mientras que el maximo de actividad fue de 4,89 mg.

glucosa gss™ 24 h, fue registrado en el mes de Junio 2012.

En cuanto a la parcela P2, los registros principalmente fueron variables, en donde en los primeros
meses de medicién mostrd una tendencia de actividad enzimatica de la celulasa elevada, respecto
de P1. Se registré el valor minimo de actividad en el mes de Enero 2012 (2,53 mg. glucosa gss.™
24 h') (Figura 9), para luego ascender gradualmente hasta Abril 2012 y luego en forma oscilante
nuevamente desde Agosto a Noviembre del 2012 (6,57 mg. glucosa gss.* 24 h™) con los

maximos registrados en el ultimo mes mencionado para el periodo de estudio.

Finalmente para la actividad de la celulasa del suelo de la parcela P3, se observé en general una
mayor actividad en el periodo Septiembre 2011 a Enero 2012 y luego en el periodo de Abril 2012
hasta el Diciembre 2012 en comparacion a la P1. Se registré como minima de actividad un valor
de 3,01 mg. glucosa gss™ 24 h™, valor obtenido en el mes de Febrero 2012, mientras que el
maximo de actividad se registrd en el mes de Julio 2012, con un valor correspondiente a 6,97 mg

glucosa gss™ 24 h* (Figura 9).

Para el promedio anual (Diciembre 2011 a Noviembre 2012) de las mediciones obtenidas en el
analisis de la actividad enzimaética de la celulasa en las parcelas experimentales fue de: 3,86; 4,47
y 4,61 mg. glucosa gss.™ 24 h™ en; parcela intervenida (P1), parcela semi — intervenida (P2) y
parcela control (P3), respectivamente. Para estos resultados no se obtuvo diferencias

estadisticamente significativas en las parcelas en estudio (ANEXOS 8 y 9). El suelo de la parcela
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deforestada (P1) revelé una disminucién de un 16,26% de la actividad enzimatica de la celulasa
en comparacion con la parcela control (P3). En relacidn con la parcela semi — intervenida (P2), la

parcela deforestada (P1) present6 una disminucién de 13,65% para la actividad celulasa del suelo.

4.3.2. Actividad enziméatica de ureasa

En general la medicion de la actividad enzimatica de la ureasa en el suelo (Figura 10) mostro una

tendencia con un grado de estacionalidad con leves alzas en los meses de Primavera — Verano,

con excepcion de algunos registros mensuales que presentaron valores de actividad similares a

los que se obtuvieron en los periodos de Otofio-Invierno, en los que se produjo un descenso en la

actividad. Los valores de actividad registrados para esta enzima variaron entre 189,95 pug N-NH,"
-1 opa-1 - e + el ol :

gss™ 2h™™ como valor minimo cuantificado y 1568,04 pg N-NH,™ gss™ 2h™, valor correspondiente

a la maxima de actividad.

En forma especifica la parcela P1, presentd los valores méas bajos de actividad durante los 15
meses de medicion correspondiente a la totalidad del periodo estudiado. Exhibio registros de
actividad enzimatica que modelaron un comportamiento relativamente constante, con excepcion
del registro del mes de Febrero 2012 correspondiente al méaximo de actividad de 820,67 pg N-
NH,* gss™ 2h™. El valor minimo de actividad registrada correspondié a 189,95 pg N-NH;* gss™

2h™* obtenido en el mes de Agosto 2012

La parcela P2, exhibi6 inicialmente una tendencia hacia el incremento en la actividad enzimatica
en Primavera 2011 reflejada por la obtencion del registro de maxima actividad durante el mes de

Octubre 2011 (1285,07 pug N-NH," gss™ 2h™), que posteriormente se vio interrumpida por una
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Figura 10. Actividad enzimatica mensual de la ureasa en el suelo (ug N-NH,* gss™ 2h™) de las
parcelas experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: parcela deforestada
(P1), parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales exhiben *
desviacién estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el grafico), sefializan a
cada una de las parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias estadisticamente

significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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disminucion gradual de la actividad, registrando la minima durante el mes de Enero 2012 (486,27
ug N-NH," gss.™ 2h™).

Por su parte en la parcela P3 luego de registrarse la actividad maxima de los suelos estudiados
1568,04 pg N-NH," gss? 2h™ obtenida durante el mes de Septiembre 2011, en el mes
subsiguiente la actividad decay6 en forma considerable para luego disminuir en forma gradual
hasta el mes de Enero 2012. En los meses subsiguientes, la actividad enzimatica ureasa descendid
gradualmente hasta el mes de Mayo (601,39 pg N-NH4" gss™ 2h™) registrandose la minima de

actividad.

El promedio anual (Diciembre 2011 a Noviembre 2012) de las mediciones correspondientes a la
actividad enzimatica de la ureasa en las parcelas experimentales fue de: 399,23; 727,00 y 764,99
ng N-NH4" gss? 2h™ en; parcela intervenida (P1), parcela semi — intervenida (P2) y parcela
control (P3), respectivamente. Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en P1
(ANEXOS 8y 9). El suelo de parcela deforestada (P1) presentd una disminucion de un 47,81%
de la actividad enzimética de la ureasa en comparacion con la parcela control (P3). En relacién
con la parcela semi — intervenida (P2), la parcela deforestada (P1) present6 una disminucion de

un 45,08%.

4.3.3 Actividad enzimatica de proteasa

A grandes rasgos, la medicion de la actividad enzimatica de la proteasa en los suelos de las
parcelas en estudio (Figura 11), mostré una tendencia oscilante (variable) en el periodo en el que

fue realizado el analisis, puesto que principalmente se observaron registros de actividad que mo-
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Figura 11. Actividad enzimética mensual de la proteasa en el suelo (mg. gelatina gss™ 2h™) de
las parcelas experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: parcela
deforestada (P1), parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales
exhiben + desviacion estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el gréafico),
sefializan a cada una de las parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias

estadisticamente significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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delaron procesos de alzas y bajas sin expresar una clara tendencia. La parcela P1, mostré siempre

valores inferiores en su actividad al compararlas con las parcelas P2 y P3, respectivamente.

Los valores de actividad enzimatica de la proteasa variaron entre 5,77 como valor minimo y
67,29 mg. gelatina gss™ 2h™, valor que correspondi6 a la méxima actividad, respectivamente.

En forma especifica la parcela P1, modelé un comportamiento variable en el tiempo. Sin
embargo, en el mes de Diciembre 2011 la actividad enzimatica de la proteasa ascendio en forma
gradual hasta alcanzar en el mes de Febrero 2012 un registro de 35,67 mg. gelatina gss.™ 2h™,
cuyo valor fue mayor en relacion a las otras parcelas en el mismo mes de estudio (P2 y P3).
Desde Julio 2012 (36,77 mg. gelatina gss™ 2h™) se exhibe un comportamiento errético en la
actividad llegando a la minima durante el periodo Noviembre 2012 (5,77 mg. gelatina gss™ 2h™),
mientras que la maxima actividad fue de 53,77 mg. gelatina gss™ 2h™, fue registrado en el mes de

Diciembre 2012.

En cuanto a P2 y P3, ambas mostraron un comportamiento similar en la actividad de esta enzima,
con diferencias durante el periodo de invierno-primavera del afio 2012, (Mayo, Junio, Julio y
Agosto) donde la situacion control (P3) mostré los maximos de actividad enzimatica de proteasa,
respecto a P1 y P2, respectivamente. Destaca para P3, la actividad maxima de los suelos
estudiados correspondiente a 67,29 mg. gelatina gss* 2h™ durante el anélisis del mes de
Septiembre 2011.

El promedio anual (Diciembre 2011 a Noviembre 2012) de las mediciones correspondientes a la
actividad enzimatica de la proteasa en las parcelas experimentales fue de: 27,21; 37,63 y 37,69
mg. gelatina gss* 2h™ en parcela intervenida (P1), parcela semi — intervenida (P2) y parcela

control (P3), respectivamente. Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en P1 con
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respecto a la parcela P2 y P3 (Figura 11) (ANEXOS 8 y 9). El suelo de parcela deforestada (P1)
presentd una disminucién de un 27,80% de actividad enzimatica de la proteasa en comparacion
con la parcela control (P3). En cuanto a la comparacion de P1 versus P2, se obtuvo una

disminucién de un 27,69%.

4.3.4. Actividad enzimatica de nitrato reductasa

A nivel global, la actividad enzimaética de la nitrato reductasa en los suelos de las parcelas en
estudio (Figura 12) fue menor en la parcela deforestada P1. Ademas, expuso una irregular
tendencia en el periodo en que fue realizado el andlisis, puesto que se observaron
comportamientos variables. Sin embargo, se logra apreciar que la actividad disminuye entre los
meses de Diciembre 2011 y Marzo 2012 para luego, a fines del periodo de andlisis (primavera
2012), aumentar gradualmente con ciertos registros variables de disminucion en la actividad. Los
valores de actividad registrados variaron entre 0,02 y 3,49 pg N-NO, gss™ 24h™, como valor

minimo y maximo registrado, respectivamente.

En relacion a P1, exhibio registros de actividad que modelaron un comportamiento variable con
algunas alzas en ciertos meses en particular. En los primeros meses, la actividad enzimatica de la
nitrato reductasa descendié gradualmente, alcanzando en el mes de Diciembre 2011 un valor
cercano a la minima de actividad registrada (0,14 pg N-NO, gss* 24h™), y uno similar
correspondiente a 0,09 ug N-NO, gss™ 24h™ obtenido en el mes de Agosto 2012. Posteriormente,

en forma subita en el analisis del mes de Febrero 2012, se obtuvo un registro de 2,12 ug N-NO,
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Figura 12. Actividad enzimética mensual de la nitrato reductasa en el suelo (ug N-NO,™ gss.™ 24
h'") de las parcelas experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: parcela
deforestada (P1), parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales
exhiben + desviacion estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el gréafico),
sefializan a cada una de las parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias

estadisticamente significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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gss™t 24h™, correspondiente al punto méaximo de actividad, registrado en el suelo de las parcelas

estudiadas durante en comparacion con el mismo mes de estudio.

En cuanto a la parcela P2, esta revel6 en forma inicial un valor elevado de actividad enzimética
(1,91 pg N-NO, gss™ 24h™). Mientras que en forma posterior, en el mes de Noviembre 2011 se
registrd la minima actividad (0,28 ug N-NO,™ gss™ 24h™). La actividad enzimética de la nitrato
reductasa mostré una tendencia gradual de aumento de la actividad reflejada hacia los meses que
componen la estacion de Otofio - Primavera (2012), la que se manifesté con un maximo en los
registros de la actividad de esta enzima, en el mes de Septiembre 2012 (3,20 pg N-NO,™ gss™

24h™).

Finalmente la parcela P3 fue la de mayor actividad enzimatica con altos en los periodos
comprendidos entre Mayo — Julio y Octubre Noviembre (2012), contrastando con la tendencia
observada entre el periodo Diciembre 2011 a Mayo 2012, en donde se registr6 como actividad
minima un valor de 0,80 pg N-NO, gss* 24h™ en el mes de Marzo 2012, mientras que el
maximo de actividad se registro a inicios del estudio en el mes de Septiembre 2011 con un valor

de 3,49 ug N-NO; gss™ 24h™ (Figura 12).

El promedio anual (Diciembre 2011 a Noviembre 2012) de las mediciones correspondientes a la
actividad enzimaética de la nitrato reductasa en las parcelas experimentales fue de: 0,57; 1,37 y
1,36 pg N-NO,™ gss™ 24h™ en parcela intervenida (P1), parcela semi — intervenida (P2) y parcela
control (P3), respectivamente. Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en P1
(ANEXOS 8 y 9). El suelo de parcela deforestada (P1) presenta una disminucién de un 58,08%

de actividad enzimatica de la nitrato reductasa en comparacion con la parcela control (P3). En
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relacion con la parcela semi — intervenida (P2), la parcela deforestada (P1) exhibié una

disminucion de la actividad enzimatica de la nitrato reductasa de un 58,39%.

4.3.5. Hidrodlisis diacetato de fluoresceina (FDA)

La reaccion de hidrolisis de diacetato de fluoresceina (FDA), como indicador de actividad
enzimatica en los suelos de las parcelas en estudio (Figura 13), no mostré una clara tendencia, a
excepcion de los primeros meses de monitoreo, en donde la reaccion de hidrélisis FDA exhibio
un aumento progresivo y en forma consecutiva una leve tendencia a la declinacién. En forma
general, los valores obtenidos de las parcelas estudiadas no difieren en amplia magnitud, pero la
parcela P1 es la que expresa los menores valores para esta cuantificacion en comparacién con P2
y P3, respectivamente. Los valores de actividad FDA registrados variaron entre 21,59 ug
fluoresceina gss* h™? como valor minimo registrado y 143,50 pg fluoresceina gss* h
correspondiente a la maxima para esta reaccion.

P1, exhibid registros del producto de la reaccion FDA que orientaron de una conducta variable,
con caidas pronunciadas en los registros de cuantificacion y posteriores aumentos. En los
primeros meses de estudio, la cuantificacion del producto obtenido present6 una elevacion en el
mes de Noviembre 2011, en donde se obtuvo el maximo cuantificado para las parcelas analizadas
(P1, P2 y P3) (124,29 pg fluoresceina gss™ h™), mientras que el valor minimo de actividad

registrada fue de 21,59 pg fluoresceina gss™ h™%, obtenido durante el mes de Abril 2012.

La parcela experimental P2, presento inicialmente una tendencia hacia una progresion gradual de

la magnitud de la reaccion de hidrélisis, alcanzando la maxima en el mes de Noviembre 2011
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Figura 13. Reaccion de hidrdlisis de la FDA mensual en el suelo (ug fluoresceina gss™ h™) de
las parcelas experimentales. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: parcela
deforestada (P1), parcela semi-intervenida (P2) y parcela control (P3). Las barras verticales
exhiben + desviacion estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el gréfico),
sefializan a cada una de las parcelas experimentales, letras diferentes sefialan diferencias

estadisticamente significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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(111,78 pg fluoresceina gss™ h™) para luego descender en forma gradual hasta el mes de Mayo
2012 registrandose como minima de reaccién un valor de 36,96 g fluoresceina gss™ h™. En
forma posterior, los registros oscilaron con un aumento de importancia hacia finales del estudio

en el mes de Noviembre 2012.

P3, mostro valores irregulares sin una tendencia regular. Se cuantificé en forma inicial en el mes
de Octubre 2011 la méxima reaccion para FDA de los suelos en estudio; 143,50 pg fluoresceina
gss™ h, en los meses siguientes la actividad mostré un decaimiento en forma considerable y
gradual en donde en el mes de Febrero 2012 la actividad alcanz6 la minima reaccion (42,08 ug
fluoresceina gss™ h™). Tendencia similar se observé en el periodo de Marzo a Mayo 2012
produciéndose una baja en la cuantificacion FDA. En los meses posteriores, los registros fueron
fluctuantes, mostrando solo un acotado periodo de alza entre Septiembre y Noviembre 2012. El
promedio anual (Diciembre 2011 a Noviembre 2012) de las mediciones correspondientes a la
reaccion de hidrolisis FDA en las parcelas experimentales fue de: 44,26; 61,68 y 62,85 g
fluoresceina gss™® h™ en: parcela intervenida (P1), parcela semi — intervenida (P2) y parcela
control (P3), respectivamente. Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en P1
(ANEXOS 8y 9). El suelo de la parcela deforestada (P1) presenta una disminucion de un 29,57%
en la reaccion de hidrolisis FDA en comparacion con la parcela control (P3). En relacion con la
parcela semi — intervenida (P2), la parcela deforestada (P1) mostré una disminucién de un

28,24%.
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4.4. Estacionalidad actividades enzimaticas y reaccion de hidrolisis FDA

Se presentan las actividades enzimaticas estacionales en suelo de las enzimas; celulasa, ureasa y
nitrato reductasa, asi como también la cuantificacion de la reaccion de hidrdlisis de fluoresceina
diacetato (FDA). Con el proposito de apreciar la variabilidad que estas presentaron a lo largo del
periodo de estudio y asi poder determinar la posible influencia que ejercen las variables del
microclima asociada a cada estacion (otofio, invierno, primavera y verano). A continuacion se
presentan los resultados del analisis en forma independiente para cada parcela. Es de importancia
sefialar que para la presentacion de los resultados, no se consideré la actividad enzimatica
proteasa del suelo. Puesto que esta actividad ostenta los mayores valores de actividad, los cuales
al compararse con los resultados de las otras actividades provocarian un aumento en el rango de
valores del eje vy, dificultando la apreciacion del comportamiento estacional de estas.
Consecuentemente no fue considera en el analisis de ANOVA, puesto que los resultados
obtenidos de este andlisis solo exhibian diferencias estadisticamente significativas de la proteasa
con las otras actividades y reaccion de la FDA. Sin embargo, la actividad proteasa en las parcelas

estudiadas, es considerara para efectos descriptivos de su comportamiento estacional.

En la parcela P1 (ANEXO 11), se exhibe una actividad estacional menor que las parcelas P2 y
P3. Se obtiene que la enzima proteasa fue la que presentdé mayor actividad de las enzimas
analizadas y reaccion FDA. Alcanzo la méxima en la estacion de otofio 2012 con una temperatura
del suelo de 7,82 ° C y contenido hidrico de 60,90%. Mientras que la minima se observé en la

estacion de pimavera 2012, con un contenido hidrico de 62,07%, el cual es similar al registrado
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en invierno 2012 que exhibié un registro levemente mayor. Ambas estaciones, difieren en los

registros de temperatura del suelo (8,57 °C y 4,23 °C, respectivamente).

Considerando el analisis realizado (Figura 14) ureasa fue la que presentd mayor actividad, con
aumentos de esta en las estaciones primaverales (2011 y 2012) alcanzando la maxima actividad
en verano, en donde se registrd una temperatura del suelo de 12,85 °C y un contenido hidrico del
suelo de 59,38%. En forma consiguiente, la actividad celulasa alcanz6 el maximo registro en la
estacion de otofio con una temperatura promedio de 7,82 °C y 60,90% en el contenido hidrico. En
cuando a la reaccion FDA, se observd que en las estaciones de primavera (2011-2012) fue en
donde se registr6 mayor actividad, destacandose la méxima en primavera 2011 (1,394 ug
producto gss™ min™) (con promedios variables de 8,02 °C y 62,07 %). Finalmente, la enzima
nitrato reductasa mostré6 una maxima en la estacién de invierno en donde se registré la menor
temperatura (4,32 °C) y el mayor porcentaje en contenido hidrico (62,10%). Cabe destacar cierta
similitud de las variables climaticas en algunas estaciones del afio y la diferencia estacional en las
actividades enzimaticas estudiadas, lo que daria cuenta de la influencia individual de estas

variables en los mecanismos cataliticos de estas enzimas.

En relacién al analisis estadistico, las enzimas ureasa y celulasa presentaron diferencias
estadisticas con todas las enzimas cuantificadas en todas las estaciones. Sin embargo, en la
estacion de primavera 2011, todas las actividades enzimaticas presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre ellas.

En la parcela P2, la enzima proteasa fue la que presentd mayor actividad de las enzimas

analizadas y reaccion FDA. Alcanzo la méaxima en la estacion de primavera 2011 con una tempe-
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Figura 14. Actividades enziméticas estacionales en el suelo (ug producto gss* min™) de la
parcela experimental P1. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: Las barras verticales
exhiben * desviacion estdndar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el grafico),
sefializan a cada una enzimas analizadas, letras diferentes sefialan diferencias estadisticamente

significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo la estacion correspondiente.
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ratura del suelo de 6,97 °C y contenido hidrico de 65,46%, mientras que la minima se observo en
la estacion de invierno 2011, con un contenido hidrico de 60,67%, el cual es equivalente al
registrado en otofio 2012 que exhibio un registro cercano a la maxima. Ademas, esta estacion
presento un registro de temperatura de 6,97 °C, cercano al obtenido a la estacion de primavera
2011 y mayor a la estacion en donde se registrd la minima. (3,03 °C) (ANEXO 11). En cuanto a
los resultados comparativos de las actividades y reaccion FDA (Figura 15), la mayor actividad
fue cuantificada para la enzima ureasa, que exhibié un méaximo en la estacion de primavera 2011,
en donde se obtuvo una temperatura y contenido hidrico del suelo de 6,97 °C y 65,46%
respectivamente (misma tendencia observada para proteasa). Luego, la actividad desciende
gradualmente con el transcurso de las estaciones presentando la menor actividad en la estacion de
invierno que presentd un contenido hidrico (60,67%) levemente menor al registrado en las
estaciones de primavera que fueron analizadas. Sin embargo, esta estacion presentd la menor
temperatura del suelo (3,03 °C) y en consecuencia los registros de menor actividad enzimatica
con excepcion de la actividad nitrato reductasa que mostrd un valor cercano a la maxima obtenida
en la estacién de primavera 2012. Consiguientemente, esta actividad registr6 una minima en la
estacion de Verano 2012, la cual destacd por el bajo contenido hidrico y la mayor temperatura
registrada del suelo (11,50°C y 54,56%). En cuanto a la actividad celulasa y reaccion FDA, al
igual que lo sefialado para la actividad ureasa, registraron las maximas en las estaciones de
primavera. En tanto, en la estacion de otofio 2012, la actividad celulasa, exhibié un registro
semejante de actividad y de temperatura a las obtenidas en las estaciones primaverales, pero con

diferencia en el contenido hidrico (59,48%).

Las enzimas ureasa y celulasa presentaron diferencias estadisticas entre ellas y ademas con

nitrato reductasa y reaccion FDA en todas las estaciones analizadas. Sin embargo, estas Gltimas



67

--m--Celulasa
- A- Ureasa

o— N.Reductasa

—
= —e—FDA
e
i
” A 6,79 ,{ 6,88
o S - -
3 294 7
(7] S - .
o L 5,10
(@)]
S
é ----3,19 e
o w20 | T 2770
o
2 frea
0 31
$--69% $-0981 40994 ¢ 1147
0-0,0006+———0-0;0007+———0—-0;0012+———0—0,00151
Primavera 11 Verano 12 Otorfio 12 Invierno 12 Primavera 12
a a a a a
Celulasa
b b b b b
________________________________________________________ Ureasa
c c c c c
___________________________________________ N. R.
c c c d d
FDA

Figura 15. Actividades enziméticas estacionales en el suelo (ug producto gss* min™) de la
parcela experimental P2. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: Las barras verticales
exhiben * desviacion estdndar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el grafico),
sefializan a cada una de las enzimas analizadas, letras diferentes sefialan diferencias

estadisticamente significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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no presentaron diferencias significativas en primavera 2011, verano y otofio 2012,

respectivamente (Figura 15).

Finalmente, en P3 se obtuvieron mayores valores de las actividades enzimaticas y reaccion FDA
con respecto de P1 y levemente mas aumentadas en comparacion con P2, mostrando un
comportamiento estacional muy similar. La actividad proteasa fue la que mostr6 mayor actividad
en contraste con las otras enzimas analizadas y reaccion FDA. Esta present6 la méxima actividad
estacional en primavera 2011, a diferencia de la primavera 2012 donde se registr6 la minima
actividad estacional. Ambas presentaron registros de temperatura del suelo analogas de 6,97 y
6,90 °C, respectivamente. Mostraron diferencias, si bien no sustanciales, en el contenido hidrico
(64,46 y 61,19 %, correspondientemente) (ANEXO 12). De lo obtenido del analisis comparativo
(Figura 16), al igual que P1 y P2, la enzima ureasa también present6é la mayor actividad,
exhibiendo maximos en las estaciones de primavera, destacando la primavera 2011, con una
temperatura y contenido hidrico del suelo de 6,97 °C y 64,46% respectivamente. Este Gltimo
registro fue bastante equivalente al obtenido en la estacion de invierno (64,69%), pero contrasta
con la temperatura que fue registrada en esta estacion, la cual fue menor (2,84 °C). Sin embargo,
el comportamiento de las actividades en esta esta estacion fue bastante disimil. La reaccion FDA,
fue la Unica que mostré una menor cuantificacion, mientras que la nitrato reductasa exhibi6 un
valor levemente menor a la maxima obtenida en la primavera 2011. Presentando ademas un
minimo en la estacion de verano 2012, con registros de contenido hidrico y temperatura de suelo
de 54,37% y 11,50° C, respectivamente. Comportamiento equivalente reflejo la actividad
celulasa en el suelo. No obstante, ambas actividades enzimaticas durante la estacion de otofio
obtuvieron bajas actividades enzimaticas. Esta estacion presentd un registro de las mediciones

climaticas de temperatura y contenido hidrico del suelo de 6,71 °C y 60,04%, respectivamente.
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Figura 16. Actividades enziméticas estacionales en el suelo (ug producto gss* min™) de la
parcela experimental P3. Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.: Las barras verticales
exhiben * desviacion estandar mensual correspondiente. Lineas horizontales (bajo el grafico),
sefializan a cada una de las enzimas analizadas, letras diferentes sefialan diferencias

estadisticamente significativas (Test Tukey, p<0,05), bajo el mes correspondiente.
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Estos comportamientos estacionales, dan cuenta de la importancia de las variables climaticas,
puesto que en aqguellas estaciones en donde se presentan algunos registros con valores
equivalentes (temperatura del suelo y contenido hidrico), las actividades enzimaticas exhiben

comportamientos semejantes en su actividad.

Para el analisis estadistico, las actividades enzimaticas y reaccion de FDA presentaron diferencias

estadisticas entre ellas en todas las estaciones analizadas del periodo de estudio.

4.5. Relacion actividades enzimaticas y FDA, variables climaticas y quimicas del suelo

Se realizé un analisis de correlacién de mdltiples variables para los datos obtenidos, a partir de
las mediciones realizadas en cada una de las parcelas en estudio (P1, P2 y P3), en forma
independiente. De esta forma, a través de las correlaciones de Pearson y Spearmann (ANEXOS
13 al 18), que ademas fueron representadas en matrices de dispersion, se obtuvieron aquellas
correlaciones de las variables que presentaron importancia estadisticamente significativa. Es asi
como a partir de los resultados de las correlaciones se eligieron aquellas que son de importancia
en los objetivos y en el desarrollo de este trabajo tomando en consideracion, la posible influencia
de los parametros quimicos del suelo (N-NOs; y N-NH,") y de las variables microclimaticas
sobre las actividades enzimaticas y FDA para asi poder representar la magnitud del efecto
antropogénico. Estas correlaciones fueron sometidas a un analisis de regresion simple de un
factor para estimar aquellos modelos ajustados que mejor representen las relaciones existentes

entre las actividades enzimaticas y FDA con las variables del suelo en estudio.
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Por medio de las correlaciones anteriormente sefialadas, se obtuvo aquellas relaciones que fueron
significativas para ambos andlisis (Pearson y Spearmann), y las ecuaciones de los modelos
ajustados para las relaciones que presentaron diferencias estadisticamente significativas en la

parcela P1. Los resultados fueron representados en la tabla Il (ANEXO 13y 14).

De esta forma, el modelo que describio de mejor manera la correlacion existente entre la
actividad proteasa y el contenido hidrico en el suelo, fue el correspondiente al modelo ajustado
cuadrado-X (Squared-X) que exhibié el R mas alto, siendo de un 22,65%, el que mejor explicé la
variabilidad entre la actividad enzimética proteasa y contenido hidrico. Mientras que para la
relacion entre el nitrato (N-NO3z) y la temperatura registrada en forma continua fue
correspondiente al modelo cuadrado doble (Double squared) el que explica el 63,76% de
variabilidad en la concentracion de nitrato. Las ecuaciones de los modelos ajustados obtenidos
para las variables analizadas en relacion a la parcela intervenida (P1), se exhiben en la Tabla II.

Para el caso de la relacion de la proteasa y el contenido hidrico el coef. de correlacion 0,48
indica una relacion relativamente débil entre las variables. El p-valor en la tabla ANOVA es > a
0,05, por lo que no existe relacion estadisticamente significativa entre las variables para un nivel
de confianza del 95%. Sin embargo, esta relacion se estudia ya que a partir de la correlacion
Spearmann se obtiene un p-valor < a 0,05, lo que indica una diferencia estadisticamente
significativa. (Tabla Il). En cuanto a la relacion entre el nitrato (N-NO3’) y la temperatura registro
continuo el coeficiente de correlacion obtenido fue de 0,80 que exhibe una relacién
moderadamente fuerte entre las variables, puesto que el p-valor en la tabla ANOVA es < a 0,05
(Tabla I1), que demuestra que el resultado es significativo entre estas variables para un nivel de

confianza del 95%
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Tabla Il. Coeficientes, p-valores obtenidos a partir de las correlaciones de Pearson y Spearmann

y ecuacion del modelo ajustado de las variables dependientes del suelo en la parcela intervenida

(P1) que presentaron importancia estadistica, para un nivel de confianza del 95%.

Coeficiente P-Valor < | Coeficiente | P-Valor <
Variables analizadas 0,05 0,05
Pearson Pearson Spearmann | Spearmann
Ureasa Nitrato reductasa 0,7976 0,0002 0,5265 0,0414
Nitrato Amonio 0,6629 0,0051 - -
Nitrato T° registro 0,6598 0,0054 0,5979 0,0206
continuo del suelo.
Proteasa Contenido hidrico - - 0,6412 0,0130
Variables Coef. de R’ R? Ecuacion del modelo ajustado
correlacionadas | correlacion Ajustado
Proteasa = -214,522 + 0,120779
Proteasa y 0,48 22,65% 17,14% *contenido hidrico?
Contenido hidrico
NO; = sqrt(13,4735 +
Nitrato y T° registro 0,80 63,76 % 61,17% 0,251641*Temperatura registro
continuo continuo?)
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Para la parcela P2, las correlaciones que fueron significativas tanto en el analisis de Pearson y
Spearmann junto con las ecuaciones del modelo ajustado de las variables obtenidas se muestran

en la Tabla I11.

De esta forma, el modelo que describido de mejor manera la correlacion existente entre la
actividad celulasa y el contenido hidrico en el suelo, fue el correspondiente al modelo doble
reciproco (Double reciprocal) que mostré el R? mas alto, siendo este de un 45,59%, este modelo
es el que mejor explicd tal porcentaje de variabilidad en la actividad enzimética. Las ecuaciones
de los modelos ajustados obtenidos para las variables analizadas en relacion a la parcela
intervenida (P2), se exhiben en la Tabla IlI.

Para el caso de la relacion de la celulasa y el contenido hidrico el coef. de correlacion 0,67 indica
una relacién moderadamente fuerte entre las variables. El p-valor en la tabla ANOVA es <a 0,05
(Tabla I11), por lo que el andlisis presenta relacion significativa entre estas variables para un nivel
de confianza del 95%.

Finalmente, las correlaciones que presentaron diferencias estadisticas significativas en la parcela

P3, y las ecuaciones del modelo ajustado de estas son exhibidas en la Tabla IV.

Para la relacion existente entre la actividad celulasa y el contenido hidrico en el suelo, el modelo
que describié mejor la correlacién existente entre ambas variables, fue correspondiente al
cuadrado doble (Double squared) que exhibié el R* mas alto, siendo de un 68,17%, este modelo
fue el que mejor explico tal porcentaje de variabilidad en la actividad enzimética, en tanto para
relacién con la variable independiente; temperatura registro continuo, concernié al modelo
cuadrado-Y logaritmo-X (Squared-Y Log-X) el que explico el 41,28% de variabilidad de la

actividad de la celulasa.



74

Tabla I11. Coeficientes, p-valores obtenidos a partir de las correlaciones de Pearson y Spearmann

y ecuacion del modelo ajustado de las variables dependientes del suelo en la parcela semi -

intervenida (P2) que presentaron importancia estadistica, para un nivel de confianza del 95%.

Coeficiente | P-Valor < | Coeficiente | P-Valor <
Variables analizadas 0,05 0,05
Pearson Pearson Spearmann | Spearmann
Celulasa Ureasa 0,6476 0,0067 0,5735 0,0263
Celulasa Proteasa 0,5629 0,0232 0,5882 0,0227
Celulasa | Contenido hidrico 0,5628 0,0232 - -
Celulasa FDA 0,6500 0,0064 0,6112 0,0179
Ureasa FDA 0,5908 0,0160 - -
Variables Coef. de R’ R? Ecuacion del modelo ajustado
correlacionadas | correlacion Ajustado
Celulasa y Celulasa = 1/(-0,248587 +
Contenido 0,67 4559% | 41,70% 34,9114/contenido hidrico)
hidrico
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Tabla IV. Coeficientes, p-valores obtenidos a partir de las correlaciones de Pearson y Spearmann

y ecuacion del modelo ajustado de las variables dependientes del suelo en la parcela control (P3)

que presentaron importancia estadistica, para un nivel de confianza del 95%.

Coeficiente | P-Valor | Coeficiente | P-Valor <
Variables analizadas =0,05 0,05
Pearson Pearson | Spearmann | Spearmann
Celulasa Proteasa 0,5106 0,0433 - -
Celulasa Nitrato reductasa 0,8448 0,0000 0,8667 0,0008
Celulasa Contenido hidrico 0,8017 0,0002 0,6976 0,0069
Celulasa T® registro continuo -0,5429 0,0298 - -
del suelo
Ureasa Nitrato reductasa 0,7830 0,0003 - -
Proteasa Nitrato reductasa 0,5035 0,0468 - -
Proteasa Contenido hidrico 0,6551 0,0059 0,6000 0,0201
Proteasa T® registro continuo - - - 0,5206 0,0438
del suelo
Nitrato reductasa | Contenido hidrico 0,7744 0,0004 0,6711 0,0093
Nitrato reductasa | T° registro continuo - 0,4991 0,0491 - -
del suelo
Variables Coef. de R* R? Ecuacion del modelo ajustado
correlacionadas correlacion Ajustado
Celulasa y contenido 0,83 68,17% | 65,89% Celulasa = sqrt(-11,6736 +
hidrico 0,00616982*contenido hidrico?)
Celulasa y T° registro -0,64 41,28% | 37,08% Celulasa = sqrt(17,9771 -
continuo del suelo 3,67219*In(contenido hidrico)
Proteasa y contenido 0,68 46,35% | 42,52% Proteasa = sqrt(-1505,19 +
hidrico. 71,5554* contenido hidrico?)
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Proteasa y T° registro -0,48 23,03% | 17,53% Proteasa = sqrt(195530 —

continuo del suelo 10667,4*T° registro continuo)

Nitrato reductasa Yy 0,80 63,82% | 61,24% Nitrato R. = (0, 00529516 + 0,

contenido hidrico 00000695761*Contenido
hidrico?)?

Nitrato reductasa vy -0,53 28,19% | 23,06% Nitrato R. = exp(-6,29672 -

T° registro continuo
del suelo

0,253882*sqrt(Temperatura
registro continuo)
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Para la relacion de la actividad proteasa y el contenido hidrico el modelo que representd la
relacion entre estas variables correspondio al cuadrado doble (Double squared), que fue aquel
que exhibié el R? més alto, correspondiente a un 46,35%, siendo este modelo el que mejor
explicd tal porcentaje de variabilidad en la actividad enzimatica. En tanto para la variable
independiente; temperatura registro continuo, el modelo cuadrado-Y (Squared-Y) fue aquel que
explicé el 23,03% de la variabilidad en la actividad de la proteasa.

Finalmente para la actividad nitrato reductasa y la relacion con el contenido hidrico el modelo
que representd esta relacion fue raiz cuadra-Y cuadrado-X (Square root-Y squared-X) exhibiendo
el mayor R? (63,82%). Para la variable independiente temperatura registro continuo, el modelo
que explico la relacién de esta con la actividad nitrato reductasa fue, el modelo logaritmo-Y raiz

Cuadrada-X (Logarithmic-Y square root-X) que mostré un R? de 28,19%.

Las ecuaciones de los modelos ajustados obtenidos para las variables analizadas en relacion a la
parcela intervenida (P3), se exhiben en la Tabla IV. Para el caso de la relacion de la celulasa y el
contenido hidrico el coef. de correlacion 0,83 indica una relacion moderadamente fuerte entre las
variables, situacion equivalente ocurre para la relacion entre la celulasa y la temperatura registro
continuo que exhibe un coef. de correlacion de — 0,64. El p-valor en la tabla ANOVA es <a 0,05
(Tabla IV), por lo que existe relacion estadisticamente significativa entre estas variables para un
nivel de confianza del 95%.

En la relacion de la proteasa y el contenido hidrico, el coef. de correlacion 0,68 indica una
relacion moderadamente fuerte entre las variables. El p-valor en la tabla ANOVA es < a 0,05
(Tabla 1V), por lo que existe relacion estadisticamente significativa entre estas variables para un
nivel de confianza del 95%, mientras que para la otra variable independiente correspondiente a la

temperatura registro continuo, el coef. de correlacion es de -0,48 que exhibe una relacion
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relativamente débil entre las variables, ademas el p-valor en la tabla ANOVA > a 0,05 por lo que
no existe relacion significativa entre las variables para un nivel de confianza del 95%. Sin
embargo, esta relacion se estudio por el p-valor < a 0,05 obtenido en la correlacion de Spearmann
indicando una diferencia estadisticamente significativa (Tabla V).

Para la relacion entre nitrato reductasa y el contenido hidrico, el coef. de correlacion 0,80 indica
una relacién moderadamente fuerte entre las variables situacion semejante ocurre para la relacion
entre nitrato reductasa y la temperatura registro continuo pero con un coef. de correlacién de -
0,53. Para ambas correlacién de la actividad enzimatica con las variables independientes
analizadas se obtuvo un p-valor en la Tabla ANOVA < a 0,05, indicando que en ambos casos

existe resultados significativos (Tabla V).
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5. DISCUSION

En los bosques templados lluviosos del Centro-Sur de Chile los ciclos biogeoquimicos, dependen
fundamentalmente de la circulacion interna de nutrientes, a traves de la transformacion y
mineralizacion de la materia organica del suelo (MOS), (Godoy et al., 2009; Huygens et al.,

2011) y de la fijacién bioldgica de nitrogeno (Pérez et al., 2003 y 2004; Reed et al., 2011).

La MOS adsorbida por el alofan, propio de suelos provenientes de cenizas volcanicas depositadas
en ambientes de alta pluviosidad, presenta una dinamica mas lenta que en suelos no volcanicos,
debido a factores de descomposicion que protegen a la misma, influyendo directamente en los
principales ciclos de nutrientes (C, N y P) (Matus et al., 2008). Como consecuencia de lo

anterior, existe una alta retencién de MOS (hasta un 31 %) (Matus et al., 2008, 2009).

En efecto, la dindmica del C del suelo en ecosistemas terrestres naturales resulta dificil de
predecir, debido a la presencia simultdnea de diversos factores y mecanismos que contribuyen a
la estabilizacion de la MOS, los cuales residen en el entorno del suelo, como la cantidad y
naturaleza de las arcillas minerales, pH del suelo, y concentracion de Al y Fe libres e incluso,

factores microclimaticos (temperatura 'y precipitacion) (Neculman et al., 2013).

Una visién sobre los procesos microbioldgicos y mecanismos de conservacion del ciclo del N en
suelos de bosques templados de Chile, sefialan que la mayor parte del reservorio de N esta
asociado con la MOS, donde la descomposicion constituye entonces el inicio de muchos procesos
bioldgicos y quimicos (Huygens et al., 2008, 2011). Aqui es de relevancia la presencia de exo-

enzimas en los procesos de despolimerizacion de la MOS, que dan origen al ciclo interno del N
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(Huygens et al., 2008). EIl reservorio de N en el suelo para la mayoria de los ecosistemas
boscosos templados en Chile, varia de un 0,6 a 0,9 %, con abundancia casi absoluta de las
fracciones de N organico (principalmente N himico, N huminico y N fulvico), (Borie et al.,

2002).

La biomasa microbiana es un componente relevante de la MOS y su presencia, ha sido asociada
como un indicador biolégico importante por su papel como fuente y reservorio de nutrientes,
gobernando la mayoria de las transformaciones de la materia organica. De esta forma, regulan el
almacenamiento (inmovilizacién) y liberacion de C, N etc. en el componente edafico de los
ecosistemas terrestres (Godoy et al., 2013). La biomasa edafica es controlada por factores
bidticos y abioticos del suelo (Subke et al., 2012). El tamafio del reservorio biomasico del suelo y
los cambios estacionales cuali-cuantitativos de su biota, estan influenciados por la cantidad de
MQOS, factores climéticos, caracteristicas fisico-quimicas, y uso del suelo (Dube et al., 2009).
Considerando que la biomasa microbiana representa solo entre el 1 a 4% del carbono y 2 a 6%
del nitrégeno total del suelo, su presencia es de vital importancia, y juega un papel fundamental

en la formacion de la estructura y estabilizacién del suelo (Belezaca et al., 2014).

Rivas et al., (2009) demuestran que la dindmica biologica en suelos, de bosques templados
lluviosos del sur de Chile, se ve afectada por cambios en el uso del suelo. Estudios de suelos
forestales en los que se comparan manejos silvicolas de baja y elevada intensidad, sefialan que
son estos Ultimos los que presentan una menor cantidad de materia organica, en comparacion con

suelos de baja intensidad de manejo (Haynes, 2005; Wallenius et al., 2011).

En cuanto a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se observa en forma global que

la parcela experimental P1 (intervenida por deforestacion), es aquella que presenta diferencias
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significativas en la mayoria de los parametros estudiados de actividad bioldgica del suelo, en
comparacion con los suelos de las parcelas P2 y P3, que presentan valores similares de las
diferentes actividades enzimaticas, microclima (temperatura y contenido hidrico del suelo) y
quimica del suelo (N-NO3;™y N-NH;"). Antecedentes de Belezaca et al., (2014) para el mismo
sitio de estudio, sefialan que la eliminacién total de la cobertura vegetal realizado en P1, condujo
a una disminucién > 80% en los contenidos de C y N de la biomasa microbiana del suelo, en
comparacion a los tratamientos con manejo silvicultural parcial (eliminacién del sotobosque P2)

y bosque pristino (control-P3).

Los resultados correspondientes a la enzima celulasa, que forma parte importante del ciclo del
carbono, presentd un rango de valores que fueron desde 1,01 a 4,48 pg glucosa gss™ min™,
similar a lo observado en los trabajos de Rhee et al., (1987) y Garcia Alvarez e Ibafiez, (1994)
con rangos de actividad de 0,375 — 11,72 y 0,83 — 10,67 g glucosa gss™ min™, respectivamente.
En estudios de la contribucién fungi y bacteriana en la actividad carboximeticelulasa del suelo y
en andlisis estacional de las actividades y la influencia de la cosecha sobre la microbiota y las
actividades enzimaticas.

Se contrastaron las diferencias significativas de P1 con ambas parcelas experimentales (P2 y P3),
en 6 de los 16 meses del periodo en estudio. Sin embargo, al considerar el promedio anual
obtenido de la actividad enzimatica celulasa correspondiente al periodo entre los meses de
Diciembre 2011 a Noviembre 2012 en cada una de las parcelas experimentales, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas. De esta forma, se obtuvo que la parcela P1 presento
una maxima actividad promedio en la estacion de otofio y una menor en primavera 2011, a
diferencia de las parcelas P2 y P3 en donde el efecto estacional fue acentuado en primavera 2011

y verano 2012, respectivamente. Estudios en cambios en el uso del suelo forestal, desde uno de
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baja hacia uno de elevada intensidad de manejo, no muestran resultados significativos para la
actividad enzimatica celulasa (Dick, 1996; Ferreiro, 2006). Sin embargo, a pesar que existe un
aporte constante de hojarasca en bosques lluviosos templados de la region, que se traduce en
ingresos de la materia organica del suelo, lo que corresponde a uno de los principales procesos de
transferencia de nutrientes desde el componente aéreo de la plantas hacia el suelo (Godoy et al.,
2014). Ademas, este aporte de MOS mejora la estructura y capacidad de retencion de humedad
del suelo (Staelens et al., 2011), ademas de influir directamente en las actividades biologicas del
edafén (Steubing et al., 2002). Por lo general, la hojarasca posee una determinada estructura y
composicion, con diferentes fases degradativas, las que pueden ser variables en cuanto a la
duracion del proceso, dependiendo principalmente de la zona biogeoclimatica, tipo de disturbio y
que puede influir sobre la capacidad de retencién de humedad y de la presencia de organismos
descomponedores (Valenzuela et al., 2001; Staelens et al., 2003; Guevara et al., 2009), pudiendo
permanecer el carbono en el suelo del bosque por periodos de tiempo prolongados (Fontaine et
al., 2007). Estos mecanismos estarian favoreciendo que la actividad enzimatica celulasa en el
suelo de la parcela P1, no se vea alterada en relacion al andlisis anual de la actividad de esta
enzima. Ademas, es importante considerar que una parte importante del C es secuestrado en el
suelo y puede permanecer por tiempos prolongados sin ser mineralizado, como ocurre en areas de
bosques préximos al lugar de estudio (Neculman et al., 2013). Esto implica que luego de la
intervencion, la materia organica que quedd depositada estaria jugando un rol fundamental,
favoreciendo la inmovilizacion en una red tridimensional de complejos humicos y arcillosos
(Tabatabai, 1996; Burns, 2002). Otro aspecto importante a considerar, debiera ser el cambio en la
estructura de la comunidad microbiana en el suelo de la parcela P1, ya que podria estar

presentando un metabolismo mucho maés activo producto de condiciones de estrés fisioldgico por
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efecto de la perturbacidn. Algunos estudios sefialan la importancia de los microorganismos del
suelo en los mecanismos de regulacion de la expresion de enzimas especificas, las que
dependeran de la disponibilidad de nutrientes y de factores ambientales asociados (Leiros et al.,
2000; Wallenstein et al., 2009). Los diferentes mecanismos anteriormente descritos, no permiten
observar una diferencia significativa con respecto a la parcela semi-intervenida (P2) y control

(P3).

Para aquellas enzimas del ciclo del Nitrogeno, la actividad de la enzima ureasa, presentd un rango
de valores que fueron desde 1,58 a 13,07 pg. N-NH;* gss™ min™, cercano a lo observado en el
trabajo de Rivas et al., (2008) con rangos de actividad entre 0,026 — 9,08 pg. N-NH;* gss™ min™,
donde se comparé bosque de Nothofagus en la regién. Esto contrasta con lo obtenido por Nufiez
et al., (2012), quien observo en estudios de la biomasa microbiana y actividad ureasa del suelo

en una pradera permanente, rangos de actividad entre 2,36 y 2,76 ug. N-NH,* gss™* min™.
Y p g y Hg g

Se observo que en la parcela P1 presentd una actividad menor, con diferencias significativas
respecto de la parcela semi — intervenida (P2) y control (P3), en 15 de los 16 meses del periodo
en estudio. Por tanto esta enzima mostré ser sensible a la perturbacion antropica en los
ecosistemas boscosos de la regién. En cuanto a los promedios anuales obtenidos de la actividad
enzimatica ureasa para cada una de las parcelas en estudio (Diciembre 2011 a Noviembre 2012),
confirma nuevamente que P1 registra diferencias significativas respecto P2 y P3. Las parcelas
experimentales presentaron la maxima actividad en la estaciones de primavera — verano, mientras
que los menores valores de actividad en otofio e invierno. De esta forma, a pesar de la
perturbacién a la cual fue sometida la parcela P1, la enzima ureasa mostro comportamientos

estacionales de actividad similares a P2 y P3. Esta tendencia ocurre producto que la materia
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organica que se encuentra presente en los suelos de las parcelas es estabilizada en complejos
humus-ureasa (Borie y Fuentealba 1982). A pesar de esto se obtiene una menor actividad
enzimatica producto de las condiciones climaticas extremas. En caso contrario, la actividad se
favorece por condiciones climaticas benignas, principalmente por un aumento de las temperaturas
(Makoi y Ndakidemi 2008). Es importante ademas, considerar como los aportes de la materia
organica son transformados en sustratos metabolizable, para la posterior accion enzimatica ya que
por medio de la accion de arginasas, se transforma la arginina (aminoacido) en urea y ornitina,
donde la ureasa cataliza la formacion de urea en NH4" y COyq (liberado a la atmosfera)

(Steubing et al., 2002).

En la evaluacién de la actividad de la enzima proteasa en el suelo, en la parcela P1 se obtuvieron
resultados con diferencias significativas respecto de la parcela control (P3), se observaron
diferencias significativas en 10 de los 16 meses del periodo. En cuanto a los promedios anuales
obtenidos de esta actividad P1 mostro diferencias significativas con respecto de P2 y P3. La
enzima proteasa fue la que mostré6 mayor actividad de las actividades enziméticas del suelo a
partir de las tres parcelas experimentales. Donde se presentd un rango de valores desde 48,11 a
560,78 pg. gelatina gss™* min™. Algunos valores de minima actividad caerian dentro del rango
méximo obtenido por Rivas et al., (2008) (4,67 — 60,58 pg. gelatina gss™ min™),

Esta enzima cumple un rol fundamental en el mecanismo de protedlisis, en donde las proteinas
que forman parte constituyente de la materia organica del suelo son hidrolizadas hasta
aminoacidos. Este proceso es realizado por las proteasas de bacterias y hongos dando paso
posteriormente a la desaminacion de los aminoacidos para la generacion de NH,"™ (Godoy et al.,
2014). Por tanto esta enzima, constituye un punto inicial en la posterior disponibilidad de

sustratos para otras enzimas que conforman parte importante del ciclo del nitrogeno. Es por esto
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que la generacion de una porcion de formas monomericas biodisponibles, generadas a traves de la
despolimerizacion de la MOS por medio de la accion enzimatica, corresponde a una etapa critica
para la generacion de un nitrogeno biodisponible en el suelo (Huygens et al., 2008). Este
mecanismo, acontece por la participacion de diferentes exo-enzimas producidas por organismos
especificos que las sintetizan segun sus requerimientos de N (Godoy et al., 2014). De forma que
este proceso corresponde a un control bioquimico, donde los mondmeros biodisponibles se
encuentran bajo un riguroso control de tipo biolégico (Huygens et al., 2008ab). Es asi como se
pueden encontrar diferencias en el comportamiento estacional de esta actividad enzimatica, en
donde la parcela P1 exhibe un valor méximo de actividad durante la estacion otofial 2012,
mientras que P2 y P3, esto sucede en la estacion de primavera 2011. A pesar de la diferencia
sefialada, en general todos los valores de maxima actividad enzimatica son alcanzados con los
registros promedio de mayor contenido hidrico en el suelo. Esto se explica por ser las
precipitaciones, una condicion normal a través de gran parte del afio, propio de los bosques
templados lluviosos de montafia, que registran montos anuales en la region superiores a 8.000

mm (Oyarzun et al., 2004, Godoy et al., 2014).

La nitrato reductasa presentd un rango de valores que fueron desde 0,00001 a 0,0024 pg. N-NH;"
gss™ min™, muy por debajo de lo encontrado por Abdelmagid y Tabatabai (1986) y Kandeler et
al., (1996), quienes obtuvieron actividades que se encontraron en el rango de: 0,013 — 0,556 pug N
NO, gss* min™ y 0,031 — 0,056 pg N-NO, gss™ min™, respectivamente, donde se estudia el
efecto tanto de metales pesados, como de elementos traza sobre la actividad de esta enzima en el

suelo.
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De esta forma, cualquier impacto negativo en la actividad de la nitrato reductasa, reducira el
parcialmente el proceso de mineralizacion de la materia organica en su estadio final (Grisham et
al., 1996). Dado que corresponde a una enzima intracelular, que participa en el proceso de
desnitrificacion, catalizando el paso de reduccion de NO3  a NO,™ (Madsen, 2008). Es asi, como a
partir del estudio de esta enzima en el suelo de la parcela P1 se obtuvo resultados de actividad
enzimatica mas bajos, con diferencias significativos en 12 de los 16 meses del analisis con
respecto de la parcela control (P3). Cabe destacar que durante el estudio la maxima actividad de
la nitrato en P1, sobrepaso los niveles cuantificados para P2 y P3. Esta situacion de maxima
actividad enzimatica tiene estrecha concordancia con los maximos de N-NOs3™ en la solucion del
suelo que se presenta durante los meses estivales del 2012. Al considerar solo los promedios
anuales, la parcela P1 registra diferencias significativas con la parcela semi — intervenida (P2) y
con la parcela control (P3), respectivamente. En estudios similares (Crawford, 1999, Campebell,
2000), la actividad nitrato reductasa fue significativamente mayor en suelo control (sin
intervencion), en comparacion con suelos tratados para posterior cultivo silvicola, que indica una
mayor actividad de esta enzima, donde el bosque asimilaria los aportes de nitrégeno en forma
mas eficiente, sefialando que el suelo tiene una mayor productividad debido a los aportes de
nitrogeno. Ademas, que la mayor parte del reservorio de N se encuentra asociado con la MOS

(Boeckx et al., 2005).

En cuanto a la diferencia estacional observada de la nitrato reductasa, las parcelas P1, P2 y P3
exhiben los maximos en las estaciones de primavera 2011, 2012 y verano 2012, respectivamente.
Los efectos estacionales en esta actividad parecen ser variables pero muy especificos, donde
leves cambios en la temperatura y/o contenido hidrico del suelo, pueden determinar un aumento o

disminucion de la tasa metabdlica de esta enzima (Trasar-Cepeda et al., 2008).



87

En cuanto a la reaccion de hidrolisis de la FDA, presentd un rango de valores que variaron entre
0,36 y 2,43 pg fluoresceina gss™ min™. Estos se encuentran por sobre lo obtenido en Rivas et al.,
(2008) y Burket et al., (1998) en estudio de los pardmetros microbiologicos y del suelo y su
relacién con la mineralizacion de N en bajo diferentes sistemas de manejo, quienes registraron
valores de reaccién FDA de: 0,03 — 0,36 pg fluoresceina gss* mint y 0,12 — 0,52 pmol
fluorescefna gss™ h, respectivamente. Registros de Lillo et al., (2011) sitGan los valores de
FDA en un rango de: 0,10 a 1,25 pg fluoresceina gss™ min™, de la actividad bioldgica del suelo
en el Parque Nacional Conguillio. Esta reaccidon de la FDA considera la medicién de diversos
grupos enzimaticos, tales como: proteasas, lipasas, esterasas, constituyendo de esta forma, un
indicador sensible de la actividad microbiana total de la hojarasca y del suelo (Sanchez et al.,
2008). Normalmente la medicidn de esta variable se correlaciona directamente con la biomasa
microbiana activa, que es la que genera esta reaccion de hidrolisis (Nannipieri et al., 2002). La
medicion de esta variable, en la parcela P1 registr6 valores mas bajos, exhibiendo diferencias
estadisticamente significativas en 8 de los 16 meses del analisis en relacion a la parcela control
(P3). Para los promedios anuales obtenidos de la reaccién de hidroélisis de la FDA en la parcela
P1, registré resultados inferiores significativos, con la parcela semi — intervenida (P2) y la parcela
control (P3). En cuanto a la estacionalidad observada de la reaccion FDA, las tres parcelas
experimentales exhibieron una tendencia similar, presentando las méximas de actividad
estacional durante la primavera 2011, mientras que las minimas para P1 y P3 fueron observadas
en la estacion de invierno y otofio para P2, respectivamente. Los resultados de mayor actividad de
la FDA, se explicarian por las condiciones ambientales méas benignas y por el potencial aporte del
material vegetal en descomposicion, favoreciendo una mayor fuente de nutrientes, lo que mejora

las condiciones para el desarrollo y proliferacion de la biomasa microbiana, especialmente de
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aquella que se ubica en los horizontes superficiales (Doran y Jones, 1996). No obstante, las
diferencias entre estaciones probablemente se deberian a la disponibilidad de C y a las

condiciones de humedad y temperatura del sitio (Alvear et al., 2007; Bardgett et al., 2005).

En cuanto a las actividades enzimaticas que presentaron disminuciones en algunas estaciones,
invierno principalmente, Rivas et al., (2009) plantea que en los meses frios y himedos, pueden
existir bajas tasas de mineralizacion de N (Nmin), producto de la absorcion de N inorganico por
medio de las raices y una eventual inmovilizacion en la biomasa microbiana en condiciones
medioambientales extremas, referidas a las altas precipitaciones y disminucion de la temperatura,
que incluyen periodos con precipitacion nival. Sin embargo, hay que considerar que esto es solo
una tendencia observada en base a las estaciones, lo cual no implica que en algunos meses
particulares de la estacion fria y himeda, las actividades no se vieran incrementadas. Trasar-
Cepeda et al., (2008), destaca que las propiedades bioquimicas del suelo se ven, en general,
positivamente afectadas por una mayor temperatura y humedad, ya que ambas implican un mayor
desarrollo microbiano debido a la mayor disponibilidad de sustrato (Li y Sarah, 2003). En suelos
muy humedos, también se puede producir un incremento de las propiedades bioquimicas del
suelo (Patra et al., 1995; Cooper, 1997), debido a los efectos positivos de la humedad en la
estabilizacion de algunas enzimas (Gupta et al., 1993). El hecho que existan comportamientos
estacionales de las actividades enzimaticas contrarias a lo esperado, se deba probablemente a los
grados de sensibilidad a los factores ambientales (independientes o de conjunto), o a que éstas
tengan distintos origenes (Isoenzimas). Ambas hipdtesis también han sido documentadas por Li y
Sarah, (2003). De esta forma, el conjunto de resultados presentados indica que las actividades
enzimaticas del suelo presentan una clara variabilidad con respecto a la estacion del afio. Si bien,

se observan divergencias de comportamiento, esto pone de manifiesto que la variabilidad, dentro
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y entre estaciones climaticas, es un factor de importancia cuando se necesita interpretar medidas
de la actividad bioquimica del suelo (Fenner et al., 2005; Koch et al., 2007; Trasar-Cepeda et al.,
2008; Wallenstein et al., 2009). Todos los mecanismos se encuentran regulados por la
disponibilidad de sustrato que tengan estas enzimas, entre otros mecanismos que regulan la
expresion geénica de estas macromoléculas por parte de los microorganismos especializados
(Madsen, 2008). De esta forma, se obtiene un control de tipo bioldgico en estos procesos. No
obstante, aun existe una demanda apremiante por entender las relaciones que ocurren entre la
estructura del suelo, la funcién de la diversidad genética y las comunidades microbianas

involucradas (O'Donnell et al., 2001, Suenaga, 2011).

Considerando los mecanismos de entrada de nitrégeno en los suelos anteriormente descritos, es la
parcela P1 la que presenta el mayor porcentaje de N (0,41 %) en comparaciéon a las otras
parcelas experimentales P2 y P3, ambas con un N de 0,16 %. Principalmente el aumento en el
contenido de N, se deberia en forma esencial al aporte de materia organica proveniente de los
restos de la cobertura vegetal que fueron acumulados en el suelo posterior a la tala a la cual fue
sometida la parcela P1, lo cual habria favorecido la mineralizacion de la MOS, producto de una
mayor temperatura que estaria gatillando el proceso. Este mecanismo de biodisponibilidad de N
ayudaria a comprender los valores de nitrato (N-NOg3) en las parcelas en estudio, donde P1
presenta un valor mas alto de concentracién de este compuesto en comparacion con las otras
parcelas (P2 y P3), puesto que este estaria siendo liberado de manera directa con la potencial
perdida via lixiviacion (Godoy et al., 2014). Sin embargo, hay que considerar que en suelos de
bosques lluviosos se optimiza la retencion del N (Huygens et al., 2008), pero los impactos
antropogeénicos alteran este mecanismo, provocando pérdidas de nitrogeno que principalmente se

dan en forma organica (95% del N total), mientras que el porcentaje restante lo integran las
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formas inorganicas NO3™ (0,2 % del N total) y NH;" (4,8 % del N total) (Hedin et al., 1995). De
igual forma, la parcela intervenida (P1) muestra mayores valores de amonio (N-NH,"). Estas
potenciales pérdidas del pool de N en forma inorganica, nos orientan sobre la disminucion de las
actividades enzimaticas que ocurren en la parcela intervenida (P1).

Otro pardmetro de importancia para la comprension de la dinamica de las actividades
enzimaticas, tanto del ciclo del Carbono como del Nitrégeno corresponde al pH del suelo, este
parametro es un regulador importante de las comunidades microbianas del suelo y de las
actividades enzimaticas (Sinsabaugh et al., 2008; Lauber et al., 2009; Rousk et al., 2009). Sin
embargo, los datos bibliograficos sefialan resultados contradictorios en lo que se refiere al sentido
de la influencia de este factor (pH) en las propiedades bioquimicas del suelo, ya que incluso para
la misma enzima se pueden encontrar tanto correlaciones positivas (Speir, 1991; Ekenler y
Tabatabai, 2005) como negativas (Frankenberger y Dick, 1992; Parham et al., 2000), sin que se
conozcan muy bien las causas de estas ambiguedades (O Toole et al., 1995). La existencia de
correlaciones positivas entre pH y propiedades biogquimicas, indican que cuanto menor sea el
valor del pH, més elevada seré la actividad enzimética del suelo, lo que en cierta medida podria
considerarse como algo andmalo, ya que la actividad enzimatica requiere un ambito fisico-
quimico adecuado, el cual no se corresponde con el predominio de la acidez (Brookes, 1995).
Ademas se plantea que la relacion debe buscarse a través del efecto indirecto ejercido sobre la
materia organica, ya que cuanto mayor sea la acidez se producird una disminucion en la tasa de
descomposicion de la materia organica, por lo que esta tiende a acumularse, transformandose
gradualmente generando compuestos de alto peso molecular (Zeller et al., 2005; Gomoryova et
al., 2013). Esto es consistente con la mayor relacion C/N en P2 y P3, indicando que la

proporcion de materia organica no descompuesta es elevada. Junto con esto y en forma
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consecuente, se obtiene que los suelos en estudio presentaron valores de pH levemente acidos, lo
cual refleja un mecanismo eficiente en relacion a la dindmica de nutrientes en estos suelos.
Producto de las condiciones climaticas adversas en las que se desarrollan los procesos
metabolicos. No obstante en condiciones experimentales a pesar de los valores de pH, la parcela
control (P3) presentd una mayor potencialidad enzimatica. Garrido y Matus, (2012) plantean que
existe una relacion mas robusta en tanto los valores de pH disminuyan (< 5,5) produciéndose una
mayor estabilizacion de la materia organica del suelo producto de su relacion con el Al por su
efecto estabilizador.

Aquellas variables de importancia en el presente estudio fueron sometidas a un analisis de
correlacion multiple, en donde se obtuvieron resultados que fueron significativas. En la parcela
deforestada (P1) es en la que se obtiene un menor nimero de asociaciones, destacandose
principalmente la falta de correlaciones entre las actividades enzimaticas, a diferencia de lo
obtenido en las otras parcelas experimentales (P2 y P3), que presentaron un mayor numero de
correlaciones significativas. Esto da cuenta de un grado de conexién entre los procesos
enzimaticos implicados en los ciclos del carbono y nitrogeno. Trasar-Cepeda et al., (2007) y Lei
Tian et al., (2010) encontraron una elevada interconexion entre las enzimas de los ciclos del
carbono, nitrégeno y fésforo. Esto es de gran importancia ya que como es bien sabido, para
evaluar la calidad del suelo en base a sus propiedades bioquimicas no se puede emplear una Unica
propiedad (Nanniperi et al., 2002; Gil-Sotres et al., 2005), debido a la elevada variabilidad que
éstas presentan. Esto hace que generalmente se recomiende la medicion simultanea de varias
propiedades bioguimicas, con objeto de buscar expresiones que combinen dichas medidas para
lograr pronunciar la calidad funcional del suelo (Nannipieri et al., 2004; Ferreiro, 2006;

Wallenius et al., 2011).
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Se profundizo en la relacion entre las variables microclimaticas y las propiedades bioquimicas
analizadas, con objeto de diferenciar estas con el posible efecto de la perturbacion antropogénica
sobre las actividades enzimaticas. La influencia del microclima, particularmente estudiada por los
parametros de temperatura de registro continuo y contenido hidrico del suelo (humedad),
exhibieron un numero disminuido de correlaciones tanto en la parcela deforestada (P1), como en
la parcela semi — intervenida (P2) con respecto de la parcela control (P3), lo cual es sugerente de
una influencia directa de la perturbacion sobre el suelo, inclusive en diferentes grados.
Posiblemente en P1, producto de un mayor grado de intervencion, quedd expuesta a un aumento
en la temperatura del suelo con una consiguiente pérdida de humedad especifica, esto es de alta
relevancia para las actividades enzimaticas ya que existe un grado de sensibilidad directa frente a
estos patrones que determinan su funcionalidad (Wallenius et al., 2011; Baldrian et al., 2013). La
parcela control (P3), mostré una mayor correlacion entre las variables analizadas (enzimaticas y
microclimaticas). A pesar de la importancia que tiene en este estudio conocer el efecto de las
variables del microclima, uno de los problemas a la hora de estudiar la influencia de las variables
climéticas sobre las propiedades bioquimicas, es que existen pocos estudios que aborden este
tema y los que se han realizado, suelen efectuarse a escala global, realizando estimaciones de
datos climaticos y recopilando propiedades de otros estudios. De todas formas en este tipo de
trabajos (Raich y Schlessinger, 1992; Basanta et al., 2002; Zeller et al., 2005) se ha comprobado
la dependencia a escala global entre propiedades bioquimicas, como las actividades enzimaticas,
respiracion basal y el carbono asociado a la biomasa microbiana, y variables climéticas, como la
temperatura, precipitacion o humedad.

Una vez obtenidos los resultados de las correlaciones de las variables multiples y conociendo la

importancia de algunas variables como factores que influyen en las actividades enzimaticas en el
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suelo, se investigan las relaciones de mayor importancia de acuerdo a los objetivos planteados en
el presente estudio. Esto permitio establecer de manera mas fidedigna el grado de influencia
sobre las actividades enzimaticas. De esta forma en la parcela deforestada (P1), se obtiene una
correlacion positiva entre la actividad proteasa y el contenido hidrico del suelo, mientras que en
la parcela semi — intervenida (P2) se encontrd una correlacion positiva entre la celulasa y el
contenido hidrico. En cuanto a la parcela control (P3) se obtienen correlaciones positivas entre las
actividades enzimaticas; celulasa, proteasa, y nitrato reductasa con el contenido hidrico. Sin
embargo estas mismas actividades se correlacionan en forma negativa con la temperatura
registrada en forma continua. De acuerdo a los resultados anteriormente expuestos es importante
enfatizar que no se obtuvo correlacion de la actividad ureasa del suelo con respecto de las
variables microclimaticas, lo que es congruente con otros estudios (Ferreiro, 2006; Rivas et al.,
2009; Lebrun et al., 2012) en el que se hace referencia a este escenario. De igual forma la
reaccion de hidrélisis FDA no exhibid ninguna correlacion con las variables del microclima. Sin
embargo en la parcela P2, se obtuvo una correlacién positiva con la actividad ureasa, lo cual es
sugerente de una biomasa microbiana activa (Nannipieri et al., 2003). Sin embargo Li y Sarah
(2003) sefialan una correlacion positiva del contenido hidrico con la hidrolisis de la fluoresceina
diacetato por aumento en la disponibilidad de sustratos metabolizébles para los microorganismos

del suelo.

Rivas et al., (2009) en estudio de la actividad enzimética del suelo en un bosque de Nothofagus
obliqua y una plantacion de Pinus radiata del centro-sur de Chile, sefiala que la actividad
proteasa no muestra correlacion con las variables microclimaticas lo cual también difiere de los

resultados aqui logrados
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En cuanto a la actividad de la nitrato reductasa en suelo, hay pocos estudios en el que se asocie
esta actividad enzimatica con variables microclimaticas. Sin embargo, Xu-Ri et al., (2012) sefiala
que los procesos de nitrificacion y desnitrificacion, son altamente dependientes de la temperatura.
Mientras Bohlen et al., (2001) indican que estos procesos expresan diferentes comportamientos
estacionales, en donde aumentos sensibles de estas variables, podrian ejercer una influencia
negativa en la actividad de esta enzima y en otras, la proteasa. En la mayoria de los estudios de
actividades enzimaticas involucran evaluaciones simultaneas de las actividades ureasa, proteasa y
FDA como bioindicadores. Algunos autores (Insam, 1990; Kshattriya et al., 1992), explican que
un incremento de temperatura origina una menor cantidad de sustratos metabolizables por los
microorganismos del suelo. Wallenstein et al., (2009) plantea que en la estacién calida (verano),
existe una limitacion de N biodisponible, lo que resulta en una disminucién del pool enzimatico
Los trabajos de Anderson y Domsch (1986); Wardle (1992); Raich y Schlessinger (1992); Jarvis
et al., (1996), encuentran correlaciones positivas entre propiedades bioquimicas y variables
climaticas, lo que estos autores atribuyen a una mayor velocidad en la tasa de descomposicion
por los microorganismos del suelo , via aumentos en la temperaturas (Baldrian et al., 2013,
Gomoryova et al., 2013), siempre que se asocie a la humedad adecuada del suelo. De esta
forma, la gran mayoria de los estudios recientes se han orientado a la expresion de los genes que
codifican para las enzimas especificas, que aplica nuevas técnicas para comprender mejor los
mecanismos , teniendo en consideracion la necesidad de cuantificar in situ las actividades
enzimticas ya que de esta forma, se lograria comprender la influencia real de todas las
variables, que se consideren como un efecto importante (Wallenstein et al., 2009; Wallenius et

al., 2011; Deng et al., 2012; Burns et al., 2013 ).
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En general, los antecedentes acerca de las actividades enzimaticas para suelos de origen
volcéanico en el Centro-Sur de Chile, indican resultados que revelan cambios sustanciales en la
comparacion de sitios de bosque natural versus suelos con influencia antropogénica (Frank,
1998; Rivas et al., 2007; 2009; Alvear et al., 2008).

A pesar de los diferentes mecanismos postulados que podrian estar influyendo en las actividades
enzimaticas, este estudio logra un precedente, puesto que los resultados presentados permitiran
comprender de mejor forma cual es la dinamica de las actividades enzimaticas bajo
perturbaciones antropogeénicas y condiciones climaticas extremas, en suelos de bosques pristinos
en el sur de Chile. Metodologia de aplicacion con mediciones in situ, podria aportar un
conocimiento mas acabado, en relacion a los mecanismos de estabilizacion de las enzimas en el
suelo.

A partir de los resultados aqui presentados, se aceptan las hipotesis del trabajo donde la actividad
bioldgica del suelo (enzimética) en bosques templados del sur de Chile, disminuye por la
perturbacion antropogénica producto de cambios en la cobertura vegetacional y consecuente,
exposicion a un aumento de la temperatura medio ambiental y estacional, asi como el estatus del

N inorganico en el suelo.
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7. ANEXQOS

ANEXO 1. Temperatura del suelo (5 cm de profundidad aprox.) registrada de forma continua en
intervalos de 1 hr, en (P1) Parcela deforestada, (P2) Parcela semi - intervenda y (P3) Parcela
control, ubicadas en el Sector Las Parras-Lago Paraiso, Parque Nacional Puyehue, Centro-Sur de

Chile.

Meses Temperatura P1 | Temperatura P2 | Temperatura P3
Sep-11 4,99 2,93 2,93
Oct-11 6,82 5,55 5,55
Nov-11 9,47 8,00 8,00
Dic-11 12,98 11,40 11,40
Ene-12 14,86 13,20 13,21
Feb-12 12,09 10,81 10,81
Mar-12 11,46 10,58 10,58
Abr-12 8,58 7,54 7,54
May-12 6,61 5,45 5,45
Jun-12 4,62 4,15 3,25
Jul-12 2,59 1,11 0,20
Ago-12 411 2,63 2,99
Sep-12 5,97 4,22 4,90
Oct-12 7,18 5,83 5,81
Nov-12 10,19 8,57 8,64
Dic-12 9,31 8,26 8,26
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ANEXO 2. Temperatura del suelo in situ en los distintos intervalos de tiempo de la colecta de

gases en (P1) Parcela deforestada, (P2) Parcela semi - intervenida y (P3) Parcela control,

ubicadas en Sector las Parras — Lago Paraiso, Parque Nacional Puyehue. Centro — Sur de Chile.

Distintas letras indican diferencias significativas entre las parcelas en cada mes, segin ANOVA 'y

Test de Tukey (95% de confianza).

Temperatura del suelo in situ en diferentes intervalos de tiempo de las

arcelas en estudio.

Intervalos de tiempo en la

Fecha medicion. Promedio Desviacion | ANOVA
colecta | Parcelas temperatura | estandar. | (P<0,05)
0 20 | 40 60 | del suelo (°C) P-Valor
min min min min
27-09-2011 P1 7.8 7.9 7,9 8,0 7,90 a 0,082
27-09-2011 P2 5,0 5,0 5,0 5,0 5,00b 0,000 0,0000*
27-09-2011 P3 5,0 5,0 5,0 5,0 5,00 b 0,000
18-10-2011 P1 4,6 48 5,0 5,2 4,90 a 0,258
18-10-2011 P2 4,6 3,9 4,0 4,2 3,98b 0,171 0,0001*
18-10-2011 P3 38 | 39 | 40 | 42 3,98 b 0,171
15-11-2011 P1 11,9 | 12,0 | 12,7 | 135 12,53 a 0,741
15-11-2011 P2 9,1 9,1 9,2 9,2 9,15b 0,058 0,0000*
15-11-2011 P3 109 | 11,0 | 11,0 | 111 11,00 ¢ 0,082
26-12-2011 P1 12,5 | 12,3 | 12,3 | 12,7 12,45 a 0,191
26-12-2011 P2 10,7 | 10,7 | 10,7 | 10,8 10,73 b 0,050 0,0000*
26-12-2011 P3 10,8 | 10,9 | 11,0 | 11,0 10,93 b 0,096
03-01-2012 P1 142 | 143 | 144 | 147 14,40 a 0,216
03-01-2012 P2 12,1 | 121 | 12,2 | 12.2 12,15 b 0,058 0,0000*
03-01-2012 P3 12,0 | 12,1 | 12,1 | 121 12,08 b 0,050
27-02-2012 P1 11,4 | 114 | 115 | 115 11,45 a 0,058
27-02-2012 P2 10,1 | 10,1 | 10,1 | 10,1 10,10 b 0,000 0,0000*
27-02-2012 P3 10,6 | 10,6 | 10,6 | 10,6 10,60 c 0,000
19-03-2012 P1 13,3 | 13,3 | 13,3 | 13,2 13,28 a 0,050
19-03-2012 P2 11,7 | 11,7 | 11,7 | 11,7 11,70 b 0,000 0,0000*
19-03-2012 P3 12,1 | 12,1 | 12,1 | 12,0 12,08 ¢ 0,050
16-04-2012 P1 7.9 7.9 7.9 8,0 793a 0,050
16-04-2012 P2 7.3 7.3 7.3 7.3 7,30 b 0,000 0,0000*
16-04-2012 P3 7,2 7,2 7,2 7.3 7.23¢ 0,050
14-05-2012 P1 6,2 6,3 6,3 6,3 6,28 a 0,050
14-05-2012 P2 5,8 5,8 5,8 5,9 583b 0,050 0,0000*
14-05-2012 P3 5,8 5,8 5,8 5,9 583b 0,050
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11-06-2012 P1 42 | 43 | 43 | 44 4,30 a 0,082
11-06-2012 P2 41 | 41 | 41 | 41 4,10b 0,000 0,0000*
11-06-2012 P3 3,7 3,7 3,8 3,8 3,75¢ 0,058
16-07-2012 P1 34 | 34 | 34 | 34 3,40 a 0,000
16-07-2012 P2 1,4 14 | 14 | 14 1,40 b 0,000 0,0000*
16-07-2012 P3 09 | 09 | 09 1,0 093¢ 0,050
15-08-2012 P1 54 | 51 | 51 | 52 5,13 a 0,050
15-08-2012 P2 31 | 31 | 31 | 31 3,10 b 0,000 0,0000*
15-08-2012 P3 3,1 31 | 31 3,1 3,10 b 0,000
10-09-2012 P1 41 | 42 | 44 | 45 4,30 a 0,183
10-09-2012 P2 41 | 41 | 41 | 42 4,13 a 0,050 0,2072
10-09-2012 P3 39 | 41 | 42 | 43 4,13 a 0,171
01-10-2012 P1 56 | 54 | 54 | 55 5,45 a 0,058
01-10-2012 P2 32 | 32 | 33 | 33 3,25 b 0,058 0,0000*
01-10-2012 P3 3,3 33 | 33 3,3 3,30 b 0,000
16-11-2012 P1 11,9 | 120 | 124 | 132 12,38 a 0,591
16-11-2012 P2 97 | 97 | 98 | 98 9,75 b 0,058 0,0000*
16-11-2012 P3 9,4 9,1 8,9 9,1 9,13 ¢ 0,206
07-12-2012 P1 95 | 95 | 95 | 95 9,50 a 0,000
07-12-2012 P2 73 | 73 | 73 | 73 7,30 b 0,000 0,0000*
07-12-2012 P3 7,3 7,3 7,3 7,3 7,30b 0,000
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ANEXO 3. Promedio y desviacion estandar del % de humedad de las muestras de suelo
colectadas en forma mensual, en (P1) Parcela Deforestada, (P2) Parcela Semi-intervenida y (P3)
Parcela Control, ubicadas en Sector las Parras — Lago Paraiso, Parque Nacional Puyehue. Centro
- Sur de Chile. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre las parcelas en cada

uno de los meses, segun ANOVA y Test de Tukey (95% de confianza).

% de humedad del suelo
Fecha P1 P2 P3 ANOVA

colecta (p<0,05)
Promedio | D.E | Promedio | D.E Promedio D.E -

Sep-11 60,74a | 1,89 | 6449a | 1,96 | 72,84b | 2,98 | 0,0019*
Oct-11 60,29a |301| 7002b | 571 | 5880(b)c | 6,63 | 0,0821*
Nov-11 6808a |253| 683lb | 0,65 68,77¢c | 4,18 | 0,9564
Dic-11 59,16a | 1,54 | 59,03b | 7,94 | 5743c | 412 | 0,9047
Ene-12 5689a | 1,09 | 4859 (a)b | 404 | 5200c | 563 | 0,1144*
Feb-12 6523a | 4,28 | 52,82 (a)b | 6,05 | 5433(a)c | 1,60 | 0,0256*
Mar-12 5622a | 461 | 57,8la | 4,19 53,73a | 4,05 | 05374
Abr-12 6387a |334| 6243a | 791 58,39a | 2,69 | 0,4562
May-12 60,86a | 1,558 | 584la | 2,13 6352a | 7,44 | 04411
Jun-12 6266a | 1,15| 5927a | 1,11 6453a | 8,86 | 0,4960
Jul-12 67,062 | 507 | 62,00a | 577 70,85a | 483 | 0,2002
Ago-12 5951a | 427 | 6045a | 3,20 6386a | 6,03 | 0,5212
Sep-12 59,18a | 1,80 | 60,97a | 4,82 5951a | 6,12 | 0,8819
Oct-12 | 61,84a(b) | 228 | 71,33b | 4,03 64,45¢c | 4,86 | 0,0567
Nov-12 58,66a | 2,95| 56,95a | 7,43 5732a | 391 | 0,9129

Dic-12 62,54 a 0,51 64,20 a 3,00 63,47 a 1,00 | 0,5765
(*) Existen diferencias estadisticamente significativas
D.E: Desviacion estandar.




124

ANEXO 4. Promedio y desviacion estandar de la concentracion de nitrato (N-NOg3) de las
muestras de suelo colectadas en forma mensual, en (P1) Parcela deforestada, (P2) Parcela semi -
intervenida y (P3) Parcela control, ubicadas en Sector las Parras — Lago Paraiso, Parque Nacional
Puyehue. Centro - Sur de Chile. Las letras diferentes indican diferencias significativas entre las

parcelas en cada uno de los meses, segin ANOVA y Test de Tukey (95% de confianza).

Nitrato
Fecha P1 P2 P3 ANOVA
colecta _ _ _ (p<0,05)
Promedio | D.E | Promedio | D.E Promedio D.E
Sep-11 515a 4,82 4,99 Db 0,76 4,35 (a)c 0,60 | 0,0761*
Oct-11 5,03a 4,03 7,06 b 0,70 570c 0,38 | 0,0000*
Nov-11 4,61 a 0,34 501b 0,43 3,38b 0,41 | 0,0000*
Dic-11 7,48 a 7,94 7,10 b 0,26 6,08 c 0,30 | 0,0001*
Ene-12 8,87 a 4,04 549 b 0,50 6,62 c 1,04 | 0,0000*
Feb-12 8,26 a 6,05 551b 0,10 5,58 a 0,28 | 0,0000*
Mar-12 6,36 a 4,19 3,93b 0,14 3,14c 0,08 | 0,0000*
Abr-12 53la 7,91 4,05a 0,72 3,35a 0,18 | 0,0000*
May-12 4,68 a 2,13 3,49b 0,13 3,58 b 0,57 | 0,0001*
Jun-12 517 a 1,11 4,09b 0,38 5,02a 0,49 | 0,0003*
Jul-12 4,41 a 5,77 3,80b 0,12 545a 0,35 | 0,0000*
Ago-12 4,52 a 3,20 4,24 a 0,25 520a 0,22 | 0,1104*
Sep-12 515a 4,82 4,99 a 0,76 4,35a 0,60 | 0,0761*
Oct-12 5,03a 4,03 7,06 b 0,70 570c 0,38 | 0,0000*
Nov-12 2,48 a 7,43 3,94b 0,50 3,38 ¢ 0,41 | 0,0000*
Dic-12 6,60 a 3,00 487D 0,23 557c 0,73 | 0,0001*

(*) Existen diferencias estadisticamente significativas
D.E: Desviacion estandar.
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ANEXO 5. Promedio y desviacion estandar de la concentracion de amonio (N-NH;") de las
muestras de suelo colectadas en forma mensual, en (P1) Parcela Deforestada, (P2) Parcela Semi-
intervenida y (P3) Parcela Control, ubicadas en Sector las Parras — Lago Paraiso, Parque
Nacional Puyehue. Centro - Sur de Chile. Las letras diferentes indican diferencias significativas

entre las parcelas en cada uno de los meses, segin ANOVA y Test de Tukey (95% de confianza).

Amonio
Fecha P1 P2 P3 ANOVA
colecta _ ) ) (p<0,05)
Promedio | D.E | Promedio | D.E Promedio | D.E

Sep-11 3,64 a 0,51 532b 1,59 9,35¢ 8,20 | 0,1438
Oct-11 1,17 a 0,05 0,86 b 0,35 481c 6,30 | 0,1443
Nov-11 1,76 a 1,41 347D 3,71 6,27 C 1,30 | 0,3108
Dic-11 6,44 a 17,88| 593D 18,78 192¢c 18,25 | 0,9956
Ene-12 7,11a 6,03 4,24 b 1,63 11,75¢ 8,74 | 0,1410
Feb-12 4,82 a 0,35 3,83b 0,60 3,43 (a)c 1,37 | 0,0425*
Mar-12 3,79a 0,38 3,76 b 2,40 3,27c¢ 1,10 | 0,8070
Abr-12 3,00a(c) | 0,68 | 3,32h(c) 0,59 7,17¢c 4,59 | 0,0306*
May-12 4,34 a 0,37 6,87 b 3,86 4,64 c 2,37 | 0,2211
Jun-12 344a(c) | 0,36 | 3,92b(c) 0,97 4,96 ¢ 0,78 | 0,0096*
Jul-12 574a 2,31 519b 2,75 11,56 ¢ 9,59 | 0,1523
Ago-12 4,49 a 2,75 | 1,79 (a)b 0,78 3,78 ¢ 0,95 | 0,0442*
Sep-12 3,65a 0,51 532b 1,59 9,36 C 8,20 | 0,1438
Oct-12 1,16 a 0,05 0,85b 0,35 4,82c 6,30 | 0,1443
Nov-12 | 1,54 a(b)(c) | 0,39 9,22 b 4,86 6,27 C 1,30 | 0,0014*
Dic-12 6,45 a 17,88| 594b 18,78 191c 18,25 | 0,9956

(*) Existen diferencias estadisticamente significativas
D.E: Desviacion estandar.
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ANEXO 6. Andlisis de varianza (Nivel de confianza del 95%) de las concentraciones anuales de:
nitrato (N-NO3") y amonio (N-NH,") en: parcela deforestada (P1), parcela semi — intervenida (P2)

y parcela control (P3), ubicadas en el sector Las Parras — Lago Paraiso, Parque Nacional

Puyehue.

(A) Andlisis de varianza concentracion anual nitrato.
Source Sum of squ-;a-res Df Mean“gquare F-ratio p-VaIl;e
Between groups 5,72587 2 Z86294 138 0,26-54
Within groups 68,3873 33 2,07234
Total (Corr.) 74,113_’_2_ 35

(B) Analisis de varianza concentracién anual amonio.
Source Sum of squares Df l\_/_I;an square _I_:_:ratio p-Va;I_l_Je
Between groups 25,5451_ 2 12,7755“ 2,04 0,1456
Within groups 206,221 33  6,24913

Total (Corr.) 231,766 35
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ANEXO 7. Analisis de contrastes de maultiples rangos (Nivel de confianza del 95%) de las
concentraciones anuales de; nitrato (N-NO3") y amonio (N-NH,") en: parcela deforestada (P1),
parcela semi — intervenida(P2) y parcela control (P3), ubicadas en el sector Las Parras — Lago

Paraiso, Parque Nacional Puyehue.

(A) Multiple range tests for nitrato by plots.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 4,7875 X

P2 12 4,8075 X

P3 12 5,64333 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 0,835833 1,19569
P1-P3 0,855833 1,19569

P2 -P3 0,02 1,19569

* denotes a statistically significant difference.

(B) Multiple range tests for amonio by plots.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 4,12667 X

P2 12 4,52 X

P3 12 6,0775 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 -0,393333 2,07633
P1-P3 -1,95083 2,07633

P2 -P3 -1,6575 2,07633

* denotes a statistically significant difference.



128

ANEXO 8. Andlisis de varianza (Nivel de confianza del 95%) de las actividades anuales de;
celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, y de la reaccion de hidrolisis FDA en: parcela
deforestada (P1), parcela semi — intervenida (P2) y parcela control (P3), ubicadas en el sector Las

Parras — Lago Paraiso, Parque Nacional Puyehue.

(A) Andlisis de varianza actividad anual celulasa.

Source Sum of squares Df Mean square F-ratio  p-Value

Between groups 3,82535 2 191268 1,64 0,2099
Within groups 38,5529 33 1,16827
Total (Corr.) 42,3783 35

(B) Analisis de varianza actividad anual ureasa.

Source Sum of squares Df Mean square F-ratio  p-Value

Between groups 970672 2 485336 19,59 0
Within groups 817503 33 247728
Total (Corr.) 1,79e+06 35

(C) Andlisis de varianza actividad anual proteasa.

Source Sum of squares Df Mean square F-ratio  p-Value
Between groups 873,776 2 436,888 3,49 0,0423
Within groups 4135,85 33 125,329

Total (Corr.) 5009,63 35

(D) Analisis de varianza actividad anual nitrato reductasa.

Source Sum of squares Df Mean square F-ratio  p-Value
Between groups 5,12082 2 2,56041 7,5 0,0021
Within groups 11,2605 33 0,341227

Total (Corr.) 16,3813 35
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(E) Andlisis de varianza reaccion de hidrolisis anual FDA.

Source Sum of squares Df Mean square F-ratio  p-Value
Between groups 2601,02 2 1300,51 5,39 0,0094
Within groups 7959,72 33 241,204

Total (Corr.) 10560,7 35

ANEXO 9. Analisis de contrastes de maultiples rangos (Nivel de confianza del 95%) de las
actividades anuales de; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, y de la reaccion de hidrolisis
FDA en: parcela deforestada (P1), parcela semi — intervenida(P2) y parcela control (P3), ubicadas

en el sector Las Parras — Lago Paraiso, Parque Nacional Puyehue.

(A) Multiple range tests for celulasa by plots.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 3,8625 X

P2 12 4,47 X

P3 12 4,615 X

Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 -0,6075 0,897755
P1-P3 -0,7525 0,897755

P2 -P3 -0,145 0,897755

* denotes a statistically significant difference.




(B) Multiple range tests for ureasa by plots.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 399,226 X

P2 12 727,003 X

P3 12 764,995 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 * -327,777 130,73
P1-P3 * -365,769 130,73

P2 - P3 -37,9925 130,73

* denotes a statistically significant difference.

(C) Multiple range tests for protease by plots.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 27,2075 X

P2 12 37,6317 X

P3 12 37,685 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 *

P1-P3 *

P2 -P3

* denotes a statistically significant difference.
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(D) Multiple range tests for nitrato reductasa by plots.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 0,568333 X

P2 12 1,3625 X

P3 12 1,37417 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 * -0,805833 0,485185
P1-P3 * -0,794167 0,485185

P2 - P3 0,0116667 0,485185

(E) Multiple range tests for FDA by plots.

* denotes a statistically significant difference.

Method: 95,0 percent LSD

Plots Count Mean Homogenous Groups
P1 12 44,2583 X

P2 12 61,6775 X

P3 12 62,845 X
Contrast Sig. Difference +/- Limits
P1-P2 * -17,4192 12,8997
P1-P3 * -18,5867 12,8997

P2 -P3 -1,1675 12,8997

* denotes a statistically significant difference.
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ANEXO 10. Promedio de las actividades enzimaticas estacionales obtenidas a partir del suelo de

la parcela intervenida (P1) y las variables microclimaticas. Parque Nacional Puyehue. Centro —

Sur de Chile.
Actividad estacional en P1
Celulasa Ureasa Proteasa r;\(ljﬁg;(;a FDA Contenido | Temperatura
Estaciones Hidrico registro
(Mg Nt : ) (Mg continuo.
glucosa. (L;%y ml\llr:-'f) “;%9?:}?2?? (L;‘gl'\rln:\rl]?)z fluoresceina %
gsstmin?) | 9 g g gss™ min™) °C
Primavera
2011 2,33 3,62 226,33 0,0002 1,394 62, 07 8,57
Verano
2012 2,67 3,96 242,58 0,0005 0,795 59,38 12,85
Otofio
2012 3,03 3,48 294,67 0,0004 0,740 60,90 7,82
Invierno
2012 2,33 2,89 227,17 0,0004 0,796 62,10 4,32
Primavera
2012 2,84 3,08 207,00 0,0003 0,880 60,56 8,16
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ANEXO 11. Promedio de las actividades enzimaticas estacionales obtenidas a partir del suelo de

la parcela semi - intervenida (P2) y las variables microclimaticas. Parque Nacional Puyehue.

Centro - Sur de Chile.

Actividad estacional en P2

Celulasa Ureasa Proteasa rEI:\(IjIJL?;za FDA Contenido | Temperatura
Estaciones Hidrico registro
+ . (Mg continuo.
(ug glucosa. | (Mg N-NH;" | (ug gelatina | (g N-NO, . 0
gssTmin™) | gsstmin®) | gsstmin®) | gss' min™) fluqriesc_e[rl]a &
gss™ min™) °C
Primavera
2011 3,81 8,50 365,08 0,0009 1,529 65,46 6,97
Verano
2012 2,90 6,79 316,42 0,0006 1,092 54,56 11,50
Otofio
2012 3,19 5,94 337,08 0,0007 0,981 59,48 6,93
Invierno
2012 2,70 5,10 261,33 0,0012 0,994 60,67 3,03
Primavera
2012 3,63 6,88 310,25 0,0015 1,147 63,36 6,72
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ANEXO 12. Promedio de las actividades enzimaticas estacionales obtenidas a partir del suelo de

la parcela control (P3) y las variables microclimaticas. Parque Nacional Puyehue. Centro - Sur de

Chile.
Actividad estacional en P3
Celulasa Ureasa Proteasa rel\(ljﬁ:)?;(;a FDA Contenido Temperatura
Estaciones Hidrico | registro
(Mg glucosa. | (g N-NH," | (g gelatina | (ug N-NO, e % continuo.
gss™ min™) gss™ min™) gss™ min™) | gss min™) gss™ min) oc
Primavera
2011 3,75 8,53 400,50 0,0014 1,674 64,46 6,97
Verano
2012 2,65 6,57 282,92 0,0008 1,097 54,37 11,50
Otofio
2012 3,01 5,89 383,83 0,0008 1,087 60,04 6,71
Invierno
2012 3,59 6,00 355,08 0,0011 1,004 64,69 2,84
Primavera
2012 3,36 6,88 224,33 0,0010 1,086 61,19 6,90
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ANEXO 13. Correlacion de Pearson de los datos obtenidos en la parcela P1 para cada par de

variables, correspondientes a; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, reaccion de hidrolisis

FDA, nitrato, amonio, contenido hidrico y temperatura registro continuo de T° (°C).

Celulasa |[Ureasa  |Proteasa [Nitrator |FDA Amonio |Nitrato [T continua |C hidrico
Celulasa 0,2692 10,2998 10,2837 |0,0396 |-0,1218 |0,0492 |0,3658 0,0761
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,3134 |0,2593 10,2870 |0,8842 |0,6530 |0,8564 |0,1635 0,7794
Ureasa 0,2692 0,1090 [0,7976 |0,2158 |-0,2340 |0,1873 |0,1734 0,2752
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,3134 0,6877 |0,0002 |0,4221 |0,3831 |0,4874 |0,5206 0,3023
Proteasa  |0,2998 [0,1090 0,2891 |0,0035 |0,4701 |0,3660 |0,0450 0,4760
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,2593 |0,6877 0,2775 |0,9896 |0,0661 |0,1632 |0,8686 0,0624
Nitrator  |0,2837 [0,7976 |0,2891 -0,2252 (0,0374 |0,2313 |0,0106 0,4613
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,2870 10,0002 |0,2775 0,4018 (0,8905 |0,3887 |0,9689 0,0721
FDA 0,0396 |0,2158 |0,0035 |-0,2252 -0,4146 |-0,1554 |0,0585 0,1796
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8842 10,4221 |0,9896 |0,4018 0,1103 |0,5655 |0,8297 0,5057
Amonio -0,1218 |-0,2340 |0,4701 |[0,0374 |-0,4146 0,6629 |0,2817 -0,1266
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,6530 |0,3831 |0,0661 |0,8905 |(0,1103 0,0051 |0,2906 0,6403
Nitrato 0,0492 10,1873 |0,3660 |0,2313 |-0,1554 |0,6629 0,6598 -0,1657
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8564 10,4874 |0,1632 |0,3887 |0,5655 |0,0051 0,0054 0,5398
T continua |0,3658 |0,1734 |0,0450 |0,0106 [0,0585 |0,2817 |0,6598 -0,3239
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,1635 |0,5206 |0,8686 |0,9689 |0,8297 |0,2906 |0,0054 0,2210
C hidrico |0,0761 |0,2752 |0,4760 |0,4613 |0,1796 |-0,1266 |(-0,1657 |-0,3239
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,7794 10,3023 |0,0624 |0,0721 |0,5057 |0,6403 |0,5398 |0,2210
Correlation

(Sample Size)

P-Value
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ANEXO 14. Correlacion de Spearmann de los datos obtenidos en la parcela P1 para cada par de

variables, correspondientes a; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, reaccion de hidrolisis

FDA, nitrato, amonio, contenido hidrico y temperatura registro continuo de T° (°C).

Celulasa |Ureasa Proteasa |Nitrator [FDA Amonio |Nitrato [T continua |C hidrico
Celulasa 0,0353 |0,3206 |0,2559 |0,0044 |(-0,0706 |0,2209 |0,3059 0,0794
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8913 |0,2144 |0,3217 |0,9863 |0,7846 |0,3922 |0,2361 0,7584
Ureasa 0,0353 -0,0176 |0,5265 |0,4354 |-0,3824 |0,1105 |0,0912 0,1559
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8913 0,9455 |0,0414 |0,0917 |0,1386 |0,6688 |0,7240 0,5460
Proteasa |0,3206 (-0,0176 0,3794 |-0,1491 (0,3647 |(0,2710 |-0,0471 0,6412
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,2144 |0,9455 0,1417 |0,5637 |(0,1578 (0,2939 |0,8554 0,0130
Nitrator  |0,2559 |(0,5265 |0,3794 -0,1712 |-0,1324 [0,0619 |-0,2765 0,4471
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,3217 10,0414 |0,1417 0,5072 |0,6082 10,8107 |0,2843 0,0834
FDA 0,0044 10,4354 |-0,1491 |-0,1712 -0,3247 (-0,0177 |0,0723 -0,1107
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,9863 |0,0917 |0,5637 |0,5072 0,2085 |0,9452 |0,7794 0,6681
Amonio -0,0706 |(-0,3824 10,3647 |-0,1324 |-0,3247 0,4978 |0,2147 -0,1324
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,7846 10,1386 |0,1578 |0,6082 |0,2085 0,0539 |0,4057 0,6082
Nitrato 0,2209 |0,1105 |0,2710 |0,0619 |-0,0177 |0,4978 0,5979 -0,1738
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,3922 10,6688 |0,2939 |0,8107 |0,9452 |0,0539 0,0206 0,5009
T continua |0,3059 |0,0912 |-0,0471 |-0,2765 [0,0723 (0,2147 {0,5979 -0,3324
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,2361 |0,7240 |0,8554 |0,2843 |0,7794 |0,4057 |0,0206 0,1980
C hidrico 0,0794 |(0,1559 |0,6412 [0,4471 |-0,1107 |-0,1324 |-0,1738 |-0,3324
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,7584 |0,5460 |0,0130 |0,0834 |0,6681 |0,6082 |0,5009 |0,1980
Correlation

(Sample Size)

P-Value
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ANEXO 15. Correlacion de Pearson de los datos obtenidos en la parcela P2 para cada par de

variables, correspondientes a; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, reaccion de hidrolisis

FDA, nitrato, amonio, contenido hidrico y temperatura registro continuo de T° (°C).

Celulasa | Ureasa | Proteasa | Nitrator| FDA |Amonio | Nitrato | T continua|C hidrico
Celulasa 0,6476 | 0,5629 | 0,1429 | 0,6500 | 0,0443 | 0,2558 | 0,0679 0,5628
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0067 | 0,0232 | 0,5976 | 0,0064 | 0,8706 | 0,3389 | 0,8027 0,0232
Ureasa 0,6476 0,1717 | 0,1666 | 0,5908 |-0,1001 | 0,4971 | 0,1285 0,3700
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0067 0,5248 | 0,5376 | 0,0160 | 0,7123 | 0,0501 | 0,6352 0,1584
Proteasa | 0,5629 | 0,1717 -0,1496 | 0,0654 | 0,0521 | 0,0650 | 0,1030 0,3912
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0232 | 0,5248 0,5802 | 0,8098 | 0,8480 | 0,8110 | 0,7043 0,1340
Nitrator | 0,1429 | 0,1666 | -0,1496 -0,1118 | 0,0918 | 0,2143 | -0,4143 | 0,3156
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,5976 | 0,5376 | 0,5802 0,6803 | 0,7353 | 0,4254 | 0,1106 0,2338
FDA 0,6500 | 0,5908 | 0,0654 | -0,1118 0,0321 | 0,3013 | 0,1902 0,2628
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0064 | 0,0160 | 0,8098 | 0,6803 0,9060 | 0,2568 | 0,4806 0,3254
Amonio | 0,0443 | -0,1001 | 0,0521 | 0,0918 | 0,0321 -0,4489 | 0,1446 | -0,4430
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8706 | 0,7123 | 0,8480 | 0,7353 | 0,9060 0,0811 | 0,5932 0,0857
Nitrato 0,2558 | 0,4971 | 0,0650 | 0,2143 | 0,3013 |-0,4489 0,2863 0,3378
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,3389 | 0,0501 | 0,8110 | 0,4254 | 0,2568 | 0,0811 0,2823 0,2007
T continua | 0,0679 | 0,1285 | 0,1030 | -0,4143 | 0,1902 | 0,1446 | 0,2863 -0,5031
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8027 | 0,6352 | 0,7043 | 0,1106 | 0,4806 | 0,5932 | 0,2823 0,0470
C hidrico | 0,5628 | 0,3700 | 0,3912 | 0,3156 | 0,2628 |-0,4430 | 0,3378 | -0,5031
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0232 | 0,1584 | 0,1340 | 0,2338 | 0,3254 | 0,0857 | 0,2007 | 0,0470
Correlation

(Sample Size)

P-Value
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ANEXO 16. Correlacion de Spearmann de los datos obtenidos en la parcela P2 para cada par de

variables, correspondientes a; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, reaccion de hidrolisis

FDA, nitrato, amonio, contenido hidrico y temperatura registro continuo de T° (°C).

Celulasa | Ureasa | Proteasa | Nitrator| FDA | Amonio | Nitrato | T continua |C hidrico
Celulasa 0,5735 | 0,5882 | 0,1265 | 0,6112 |-0,1339 | 0,1679 | 0,1412 0,4765
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0263 | 0,0227 | 0,6243 | 0,0179 | 0,6040 | 0,5155 | 0,5845 0,0650
Ureasa 0,5735 0,1765 | 0,2118 | 0,4875 |-0,0191 | 0,3814 | 0,2471 0,1794
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0263 0,4943 | 0,4121 | 0,0590 | 0,9409 | 0,1396 | 0,3386 0,4871
Proteasa | 0,5882 | 0,1765 -0,0059 | 0,0943 |-0,0338 | 0,0044 [ 0,1618 0,3441
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0227 | 0,4943 0,9818 | 0,7151 | 0,8957 | 0,9863 | 0,5310 0,1826
Nitrator | 0,1265 | 0,2118 | -0,0059 -0,1060 | 0,1280 | 0,2430 | -0,3471 | 0,4618
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,6243 | 0,4121 | 0,9818 0,6813 | 0,6200 | 0,3466 | 0,1789 0,0737
FDA 0,6112 | 0,4875 | 0,0943 | -0,1060 0,0192 | 0,4204 | 0,3034 0,0751
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0179 | 0,0590 | 0,7151 | 0,6813 0,9408 | 0,1035 | 0,2400 0,7711
Amonio | -0,1339 | -0,0191 | -0,0338 | 0,1280 | 0,0192 -0,3360 | 0,1266 | -0,4327
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,6040 | 0,9409 | 0,8957 | 0,6200 | 0,9408 0,1931 | 0,6240 0,0938
Nitrato 0,1679 | 0,3814 | 0,0044 | 0,2430 | 0,4204 |-0,3360 0,3756 0,2607
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,5155 | 0,1396 | 0,9863 | 0,3466 | 0,1035 | 0,1931 0,1458 0,3127
T continua | 0,1412 | 0,2471 | 0,1618 | -0,3471 | 0,3034 | 0,1266 | 0,3756 -0,4765
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,5845 | 0,3386 | 0,5310 | 0,1789 | 0,2400 | 0,6240 | 0,1458 0,0650
C hidrico | 0,4765 | 0,1794 | 0,3441 | 0,4618 | 0,0751 |-0,4327 | 0,2607 | -0,4765
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0650 | 0,4871 | 0,1826 | 0,0737 | 0,7711 | 0,0938 | 0,3127 | 0,0650
Correlation

(Sample Size)

P-Value
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ANEXO 17. Correlacion de Pearson de los datos obtenidos en la parcela P3 para cada par de

variables, correspondientes a; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, reaccion de hidrolisis

FDA, nitrato, amonio, contenido hidrico y temperatura registro continuo de T° (°C).

Celulasa | Ureasa | Proteasa | Nitrator | FDA | Amonio | Nitrato | T continua| C hidrico
Celulasa 0,4146 | 0,5106 | 0,8448 |0,1188 | 0,5095 |-0,0386| -0,5429 | 0,8017
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,1103 | 0,0433 | 0,0000 |0,6612| 0,0438 | 0,8871 | 0,0298 0,0002
Ureasa 0,4146 0,2727 | 0,7830 |0,1981 | 0,1301 |-0,0847| -0,1798 | 0,4055
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,1103 0,3068 | 0,0003 |0,4621| 0,6310 | 0,7550 [ 0,5052 0,1192
Proteasa | 0,5106 | 0,2727 0,5035 | 0,0650 | 0,1770 (-0,1718| -0,4779 | 0,6551
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0433 | 0,3068 0,0468 | 0,8109 | 0,5119 | 0,5247 | 0,0612 0,0059
Nitrator | 0,8448 | 0,7830 | 0,5035 0,0875 | 0,4393 | 0,0070 | -0,4991 | 0,7744
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0000 | 0,0003 | 0,0468 0,7473 | 0,0887 | 0,9794 | 0,0491 0,0004
FDA 0,1188 | 0,1981 | 0,0650 | 0,0875 0,1369 |-0,0480| 0,0879 | -0,0413
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,6612 | 0,4621 | 0,8109 | 0,7473 0,6132 | 0,8598 | 0,7461 0,8793
Amonio | 0,5095 | 0,1301 | 0,1770 | 0,4393 | 0,1369 0,0216 | -0,2746 | 0,2195
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0438 | 0,6310 | 0,5119 | 0,0887 | 0,6132 0,9366 | 0,3034 0,4140
Nitrato | -0,0386 | -0,0847 | -0,1718 | 0,0070 |(-0,0480| 0,0216 0,0950 | -0,1192
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,8871 | 0,7550 | 0,5247 | 0,9794 | 0,8598 | 0,9366 0,7264 0,6603
T continua | -0,5429 | -0,1798 | -0,4779 | -0,4991 | 0,0879 | -0,2746 | 0,0950 -0,7912
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0298 | 0,5052 | 0,0612 | 0,0491 |0,7461| 0,3034 | 0,7264 0,0003
C hidrico | 0,8017 | 0,4055 | 0,6551 | 0,7744 |-0,0413| 0,2195 |-0,1192( -0,7912
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0002 | 0,1192 | 0,0059 | 0,0004 |0,8793| 0,4140 |0,6603 | 0,0003
Correlation

(Sample Size)

P-Value
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ANEXO 18. Correlacion de Spearmann de los datos obtenidos en la parcela P3 para cada par de

variables, correspondientes a; celulasa, ureasa, proteasa, nitrato reductasa, reaccion de hidrolisis

FDA, nitrato, amonio, contenido hidrico y temperatura registro continuo de T° (°C).

Celulasa | Ureasa | Proteasa | Nitrator | FDA [Amonio | Nitrato | T continua| C hidrico
Celulasa 0,2252 | 0,4798 | 0,8667 | 0,2165 | 0,4507 |-0,0236| -0,4327 | 0,6976
(16) (16) (16) (16) | (16) | (16) (16) (16)
0,3832 | 0,0632 | 0,0008 | 0,4018 | 0,0809 | 0,9272 | 0,0938 0,0069
Ureasa 0,2252 -0,1912 | 0,4974 | 0,1236 | -0,1266 |-0,0044| 0,0559 0,1206
(16) (16) (16) (16) | (16) | (16) (16) (16)
0,3832 0,4590 | 0,0540 | 0,6321 | 0,6240 | 0,9863 | 0,8286 0,6405
Proteasa | 0,4798 |-0,1912 0,3561 | 0,2252 | 0,2369 |-0,1636| -0,5206 | 0,6000
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0632 | 0,4590 0,1678 | 0,3832 | 0,3588 | 0,5263 | 0,0438 0,0201
Nitrator | 0,8667 | 0,4974 | 0,3561 0,1885 | 0,4006 | 0,1903 | -0,4135 | 0,6711
(16) (16) (16) (16) | (16) | (16) (16) (16)
0,0008 | 0,0540 | 0,1678 0,4653 | 0,1208 | 0,4612 | 0,1092 0,0093
FDA 0,2165 | 0,1236 | 0,2252 | 0,1885 0,3947 |-0,0310| 0,0780 | -0,0029
(16) (16) (16) (16) (16) | (16) (16) (16)
0,4018 | 0,6321 | 0,3832 | 0,4653 0,1263 | 0,9045 | 0,7626 0,9909
Amonio | 0,4507 |-0,1266| 0,2369 | 0,4006 | 0,3947 -0,1047( -0,3355 | 0,2355
(16) (16) (16) (16) (16) (16) (16) (16)
0,0809 |0,6240 | 0,3588 | 0,1208 | 0,1263 0,6850 | 0,1938 0,3618
Nitrato | -0,0236 |-0,0044| -0,1636 | 0,1903 |(-0,0310 | -0,1047 0,2034 | -0,1105
(16) (16) (16) (16) (16) | (16) (16) (16)
0,9272 |0,9863 | 0,5263 | 0,4612 | 0,9045 | 0,6850 0,4309 0,6686
T continua | -0,4327 | 0,0559 | -0,5206 | -0,4135 | 0,0780 | -0,3355 | 0,2034 -0,8206
(16) (16) (16) (16) (16) | (16) | (16) (16)
0,0938 | 0,8286 | 0,0438 | 0,1092 | 0,7626 | 0,1938 | 0,4309 0,0015
C hidrico | 0,6976 | 0,1206 [ 0,6000 | 0,6711 |-0,0029| 0,2355 |-0,1105| -0,8206
(16) (16) (16) (16) (16) | (16) | (16) (16)
0,0069 | 0,6405 | 0,0201 | 0,0093 | 0,9909 | 0,3618 | 0,6686 | 0,0015
Correlation

(Sample Size)

P-Value
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