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Resumen

Técnicas como el trenching permiten la separacion de las componentes de la respiracion de sue-
los forestales. Sin embargo, dicha técnica lleva asociada una serie de alteraciones sobre el suelo que
es preciso analizar para evaluar de forma mas precisa sus resultados. En este estudio se realiz6 un
experimento comparando parcelas en las que se habia efectuado un trenching con otras no tratadas,
tomando muestras periddicamente con las que llevar a cabo un seguimiento de la evolucion de las rai-
ces y de los diferentes grupos de microorganismos edaficos. Para esta Gltima tarea, se analizaron los
acidos grasos fosfolipidicos (PLFAs), que poseen un alto valor como identificadores de bacterias, hon-
gos, actinomicetos y micorrizas arbusculares. Quince meses después de haber realizado el trenching,
el volumen y longitud de las raices presentes no habia cambiado significativamente respecto a las par-
celas control; los PLFAs asociados a microorganismos no sufrieron variaciones de importancia. En
base a estos resultados, se puede concluir que, al menos hasta 15 meses después de la realizacion del
trenching, las posibles mediciones de flujos de CO, en parcelas trenching y control resultarfan vali-
das para valorar la contribucidn de las componentes heter6trofa y autdtrofa de la respiracion del suelo.
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INTRODUCCION de diferentes fuentes de C, haciéndose crucial

un mayor entendimiento de ambas componen-

Los suelos forestales emiten CO, a la
atmosfera -en el proceso de respiracidon- proce-
dente de la actividad de raices y de microorga-
nismos. Mientras que la actividad de los
organismos heterotrofos es proporcional a la
disponibilidad de C del suelo, la actividad de
las raices es mas o menos independiente de los
depositos de C edafico. Esto es debido a un uso
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tes (KIRSCHBAUM, 1995).

Entre los distintos métodos usados para el dis-
cernimiento de ambas componentes de la respira-
cion del suelo se encuentra el trenching, en el que
las raices son aisladas de la parte aérea de las plan-
tas y, por tanto, se elimina su contribucion a la res-
piracion del suelo. El método es relativamente
simple (HANSON et al., 2000) y, al menos en deter-
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minados casos, puede provocar efectos en el suelo
similares a los causados por las cortas a hecho, ya
que también se produce una interrupcion de la
comunicacion entre la raiz y la parte aérea del
arbol (SHRA-PIETIKAINEN et al., 2001). Sin embar-
go, esta técnica puede llevar asociadas alteracio-
nes como invasion de herbaceas (HANSON et al.,
2000), respiracion residual de raices (EWEL et al.,
1987), asf como diversos cambios en la composi-
cidn de la comunidad microbiana edafica (Kuzya-
KoV, 2006; SHRA-PIETIKAINEN et al., 2001). As{
pues, es necesario evaluar los cambios provoca-
dos por esta técnica para una mejor interpretacion
de los resultados obtenidos.

En este trabajo se contribuye al mejor enten-
dimiento de las ventajas y las limitaciones del
trenching como método de separacion de las
componentes de la respiracion del suelo, con la
intencidn de valorar las alteraciones que provo-
ca en el medio. Para ello, (1) se estudid el cam-
bio que experimentaron las raices en parcelas
sometidas a trenching respecto a control, en
cuanto a longitudes, didmetros medios y voll-
menes; y (2) se caracterizd en distintos momen-
tos la composicion de la comunidad microbiana
edéafica a través del analisis de los 4cidos grasos
fosfolipidicos (Phospholipidic Fatty Acid,
PLFA), que han sido utilizados como identifica-
dores de los diferentes grupos de microorganis-
mos que pueblan el suelo (FINDLAY, 2004).

METODOLOGIA

Descripcion de la zona de estudio

El 4rea de estudio se encuentra en
Miihleggerkopfl, a 895 m s.n.m. (11°38°21” E;
47°34°50’N), en los denominados Alpes Calizos
del Tirol del Norte, Austria. El clima es himedo
fresco, con un méaximo de precipitaciones en
verano; el periodo libre de nieve dura desde Abril
0 Mayo a Octubre o Noviembre. La vegetacion
actualmente es un bosque en el que domina Picea
abies (L.) Karst, y son frecuentes Abies alba Mill
y Fagus sylvatica L. (ENGLISCH & STARLINGER,
1996); siendo la edad de la masa de unos 130
afos. Los suelos son Cambisoles cromicos con
profundidades entre 30 y 60 cm, con presencia de
Leptosoles rendzinicos de escasa profundidad
(15-30 cm), junto con otros tipos con los que apa-
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rece en una gran variabilidad incluso en escalas
muy reducidas (ENGLISCH, 2001).

Disefio del experimento

Se consideraron 6 parcelas (2x2 m): 3 deno-
minadas “control”, sobre las que no hubo actua-
cion alguna, y otras 3 denominadas “trenching”
en las que se llevd a cabo una zanja perimetral,
de 10 cm de ancho y profundidad variable hasta
alcanzar la roca madre (situada a una profundi-
dad media de 50 cm). A continuacion se instald
una capa plastica para impedir la reentrada de
raices y se rellenaron las zanjas cavadas. Estas se
llevaron a cabo el 23 de Junio de 2005. La vege-
tacion herbicea fue eliminada periddicamente,
dado que la ausencia de competencia con las rai-
ces podria facilitar excesivamente su aparicion.

En tres fechas diferentes (23 de Junio de
2005, 10 de Noviembre de 2005 y 27 de
Septiembre de 2006) se extrajeron tres cilindros
(15 cm de longitud, 7 cm de didmetro) de cada
una de las seis parcelas. Dichos cilindros fueron
almacenados en nevera, trasladados al laborato-
rio y conservados a -18°C en congelador hasta
su posterior analisis.

Andlisis de &cidos grasos fosfolipidicos

La extraccion de fosfolipidos y el anilisis de
PLFAs fue realizado seglin propuesta de
FROSTEGARD et al., (1993) y modificaciones de
HACKL et al., (2005). Para detalles, consultar
Diaz-PINES (2007). La suma de PLFA considera-
dos de origen bacteriano (i15:0, al5:0, 16:1(9),
i16:0, i17:0, al7:0, cyl17:0, 18:1(11), cy19:0)
representd la biomasa bacteriana (FROSTEGARD et
al., 1993); del mismo modo, el PLFA 18:2(9,12¢)
fue usado como indicador de biomasa flingica
(OLssoN, 1999); el PLFA 10 Mel7:0 fue usado
como indicador de biomasa de actinomicetos; por
altimo, el PLFA 16:1(11) se usé como indicador
de biomasa de micorrizas arbusculares (OLSSON,
1999). La relacion entre los acidos grasos ciclicos
cy17:0 y cy19:0 y sus precursores monoinsatura-
dos fue usada como un indicador de estrés de las
poblaciones bacterianas (GROGAN & CRONAN,
1997), recibiendo el nombre de factor fisiologico.

Andlisisderaices
La separacion y limpieza de raices se hizo
mediante un sistema hidroneumatico (GVF Root



Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 25: 161-166 (2008)

Washer, Hydropneumatic Elutriation System,
Gillison’s Variety Fab, MI, USA); con el que la
separacion, mecénica, se consigue usando agua a
presion y aire comprimido en un sistema cerrado,
para aislar y depositar las raices en un tamiz
sumergido (SMUCKER et al., 1982). Una limpieza
manual final fue necesaria para desprender parti-
culas todavia adheridas a las raices. Las imagenes
de las raices, se captaron por medio de un escéner
(WinRhizo LA 1600, Régent Instruments, Québec,
Canadd). Las raices fueron sumergidas en una
bandeja de plexiglas con agua destilada, evitando
su solapamiento, y escaneadas a una resolucion de
300 dpi. Las imagenes obtenidas se analizaron con
el programa WinRhizo (Régent Instruments, Qué-
bec, Canada), obteniéndose como resultado datos
de didmetros medios, longitud, volumen y super-
ficie de raices, tanto total como por clases diamé-
tricas. Posteriormente, las raices fueron secadas en
estufa (65°C, 24 horas) y pesadas para la obten-
cion de su peso seco. En el caso de las rafces mues-
treadas en Septiembre de 2006, se calculd su con-
tenido en C orgénico y N total a través de su com-
bustidn seca con un analizador automatico de C y
N (Leco CN 2000, LECO Corp., St. Joseph, MI).

Andlisis estadistico

Los datos procedentes de las distintas medi-
ciones fueron analizados mediante un analisis
factorial de la varianza (ANOVA) en aquellos
casos en los que se cumplieron las condiciones
de aplicacion de dicho método; las variables
sufrieron transformaciones en los casos necesa-
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rios, y cuando las transformaciones no consi-
guieron obtener las condiciones de aplicacion,
se recurrid a métodos de anilisis estadisticos no
paramétricos (Test de la U de Mann-Whitney).
Para todos los calculos se hizo uso del programa
SPSS para Windows, version 15.0.1. (NORUSIS,
2007). Las salidas graficas se obtuvieron
mediante el programa SigmaPlot for Windows
version 10.0 (Systat Software, Inc).

RESULTADOS

Acidos grasos fosfolipidicos

En los cilindros muestreados no se observa-
ron diferencias asociadas al tratamiento respec-
to al total de los PLFA asociados a los diferentes
grupos de microorganismos edaficos, tanto con-
siderando todas las fechas de muestreo (F =
0,77; g.1. = 1,39; p=0,39), como quince meses
después de la aplicacion del tratamiento, es
decir, para la fecha del muestreo en septiembre
de 2006 (F = 0,25; g.l. = 1,16; p=0,62) (Figura
1). Respecto a los PLFA asociados a cada uno de
los grupos de microorganismos considerados
(Figura 2), el tratamiento trenching tampoco
repercutid en diferencias significativas para bac-
terias (F = 0,95; g.1. = 1,39; p=0,34), hongos (F
=0,30; g.1. = 1,39; p=0,60), actinomicetos (F =
1,05; gl. = 1,39; p=0,31) ni para micorrizas
arbusculares (F = 0,24; g.1. = 1,39; p=0,63). El
resto de pardmetros estudiados en relacion a la
biomasa microbiana edafica fueron la relacion
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Figura 1. Contenidos de PLFAs asociados a comunidades microbianas

163



E. D1az-PINEs LOPEZ DE Los M0zo0s et al.

«El “trenching” como método de separacion de las componentes de la respiracion de suelos forestales»

300 —

250

353
S
|
-

B Actinomicetos
[ Micorrizas arbus culares

=
o L L/
< / /
= / /
g A /
3 I
g T
=
20 -
10
0 | I 1
05 0> W\ 05 00 06
0\3\“‘7‘Q .“08\“‘7’0 o S < o o C " e
CO““ “e“c‘(\\ ] Co““ e (\o‘ﬁ\‘“ CO““ . “c\\\(\
I Bacterias
[ Hongos

Figura 2. Contenidos de PLFA asociados a cada grupo de microorganismos para cada fecha de recogida de muestras

hongos/bacterias, en la que aparecieron diferen-
cias significativas (F = 4,30; g.1. = 1,39; p=0,05)
y el factor fisiologico (U de Mann-Whitney =
175, significacion asintotica = 0,36).

Raices

De entre todas las variables referidas a raices,
Gnicamente el didmetro medio sufrid un incre-
mento en las parcelas sometidas a trenching (U
de Mann-Whitney =221, p=0,01); en cambio, no
experimentaron cambios debidos al tratamiento
la longitud (F = 0,02; gl. = 1,52; p=0,89), el
volumen (F = 0,63; g.1. = 1,52; p=0,43), el peso
seco (F =0,95; g.l. = 1,52; p=0,33). Las medias
y errores estandar para cada variable en cada
fecha se muestran en la tabla 1.

Los contenidos de C organico y N de las rai-
ces en la Gltima toma de muestras (C organico
trenching 478,76 + 2,87 mg.g' y C organico
control 482,66 = 2,58 mg.g"'; N total trenching
7,12 £ 0,33 mg.g' y N total control 7,61 + 0,19
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mg.g"') no muestran diferencia alguna entre tra-
tamientos (F = 0,90; g.I. = 1,16 ;p=0,36; y F =
1,61; g.1. = 1,16; p=0,22, respectivamente).

DISCUSION

A pesar de ser una técnica aparentemente
muy invasiva, las alteraciones producidas fueron
moderadas puesto que el aislamiento de la rizos-
fera es inmediato y, desde la realizacion del tren-
ching, las raices sdlo disponen de sus propios
productos almacenados; estos compuestos orga-
nicos son los que poseen un menor tiempo medio
de permanencia en el suelo (Kuzyakov, 2006),
por lo que es de esperar que la muerte de las rai-
ces se produzca de una forma relativamente rapi-
da. En el experimento las raices estaban
aparentemente vivas 5 meses después de la reali-
zacion del trenching, no asi en Septiembre de
2006 donde la totalidad de las raices estaban
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Junio 2005 Noviembre 2005 Septiembre 2006
Longitud (m) Control 18,89 + 2,14 13,73 £ 1,63 11,79 £ 1,36
Trenching 19,84 + 3,14 15,06 + 3,57 8,60 + 1,81
Volumen (cm?® dm?) Control 24,93 + 3,41 18,29 + 1,81 14,73 £ 1,58
Trenching 28,58 + 3,10 20,85 + 3,00 14,42 £2.23
Diametro medio (mm) Control 9,29 + 0,04 9,62 + 0,38 9,39 +0,33
Trenching 10,15 £ 0,41 10,14 £ 0,54 10,88 £ 0,70
Peso seco (g) Control 3,15+0,57 4,10 £ 0,50 3,15+0,48
Trenching 3,97 +£0,70 3,96 £ 0,63 3,56 + 0,61

Tabla 1. Indicadores de presencia de raices: longitud y peso seco (referidos a cilindro de extraccion); volumen (refe-

rido a volumen efectivo de suelo) y didmetro medio

muertas en base a su morfologfa. Esta alta persis-
tencia de las raices, concuerda con resultados de
experimentos similares realizados sobre masas
de Pinus sylvestris L. (PERSSON, 1982) y bosques
mixtos (MCCLAUGHERTY et al., 1984); asimismo,
el hecho de que tan solo tras el segundo afio se
haga evidente la inactividad de las raices ha sido
ya recogido, entre otros, por (HAGERMAN et al.,
1999). De hecho, los parametros definidores de
la presencia de raices apenas se vieron alterados;
Gnicamente un aumento del didmetro medio, lo
que parece indicar una descomposicion mas rapi-
da de las raices finas, aunque esta posible des-
composicion no influyé sobre variables como
volumen, longitud o peso seco de las raices.
Asimismo, la igualdad de contenidos de C y N
tanto en las raices procedentes de trenching
como en las procedentes de control, parece indi-
car una escasa alteracidon en su composicion.
Los resultados sobre la biomasa microbiana
edafica parecen seguir un comportamiento simi-
lar al de las raices: ausencia de alteraciones de
relevancia. La cantidad de PLFA asociados a
microorganismos permanece constante a lo largo
de todo el experimento; inicamente el porcenta-
je de PLFA asociados a comunidades bacterianas
sufri6 un incremento (datos no mostrados), junto
con la relacion Hongos/Bacterias. El aumento de
esta relacion parece indicar una mayor, aunque
ligera, disponibilidad de productos sencillos
(PFEFFER, comunicacion personal), que son
descompuestos por hongos, lo que es relaciona-
ble con la posible descomposicion de las raices
de menor didmetro. El factor fisiologico, consi-
derado como una medida de la adaptacion de las
células a condiciones adversas a través de una

forma especializada de C (GROGAN & CRONAN,
1997) sufri6 fluctuaciones estacionales, si bien
no aparecieron diferencias debidas al trenching y
nunca sobrepasd el valor de 0,5, a partir del cual
las poblaciones se pueden suponer bajo estrés
(PFEFFER, comunicacién personal).

CONCLUSIONES

La falta de cambios importantes en la pre-
sencia de raices, aunque si en su estado vital,
unido a la inexistencia de alteraciones en las
comunidades microbianas quince meses después
de la realizacion del experimento, parece indicar
que, en las condiciones del sitio de muestreo, los
procesos de descomposicion de raices se reali-
zan de forma muy lenta y el aporte de raices pro-
ducido por el trenching resulta excesivo para las
capacidades de cambio de la biomasa microbia-
na edafica. Por tanto, cabe esperar que las medi-
ciones de respiracion de suelo no se vean
significativamente influenciadas por las altera-
ciones provocadas por el método, si bien la
muerte de las raices estd asegurada y con ella la
anulacion de la contribucidon de las raices a la
respiracion del suelo.
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