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Resumen

El cambio climético es un fenbmeno global que tiene efectos negativos para la
floray la fauna del planeta, afectando a numerosos factores como a la produccién
primaria bruta. Los herbivoros juegan un papel importante ya que sin ellos habria
consecuencias graves respecto al ciclo del carbono y por tanto en el cambio
climético. La acumulacion de C en el suelo esta directamente relacionada con las
tasas de descomposicion y estabilizacién de la materia organica en el suelo, las
cuales a su vez dependen de la cubierta vegetal. Los herbivoros pueden alterar
la capacidad el suelo de acumular C mediante la modificacion de la vegetacion,
la compactaciéon del suelo y el aporte de excrementos y orina. Se realizé un
estudio donde se analiza la descomposicion de la hojarasca con el método Tea
Bag Index estudiando el indice de descomposicion k y el indice de estabilizacion
S usando bolsas de té Rooibos y té Sencha comparando zonas con presencia o
ausencia de la cabra asilvestrada (Capra hircus L.).

El indice de descomposicidon k no pudo determinarse en todas las parcelas. Las
parcelas no explican el indice de estabilizacién S, pero se vio incrementado en
las zonas de presencia de ungulados. También se analizé el efecto de los
ungulados sobre la colonizacion con hongos formadores de micorrizas
arbusculares, ya que se ha visto que estos hongos tienen un papel importante en
los ciclos biogeoquimicos del suelo. Sin embargo, no se vio relacion entre la
presencia de cabras y el grado de micorrizacion.

Abstract

Climate change is a global phenomenon that has negative effects on the flora and
fauna of the planet, affecting numerous factors such as gross primary production.
Herbivores play an important role since without them there would be serious
consequences regarding the carbon cycle and therefore on climate change. The
accumulation of C in the soil is directly related to the decomposition and
stabilization rates of organic matter in the soil, which in turn depend on the plant
cover. Herbivores can alter the soil's ability to accumulate C by modifying
vegetation, compacting the soil, and supplying excrement and urine. A study was
carried out where the decomposition of litter was analyzed with the Tea Bag Index
method, studying the decomposition index k and the stabilization index S using
Rooibos and Sencha tea bags comparing areas with the presence or absence of
the feral goat (Capra hircus L.).

The decomposition index k could not be determined in all the plots. The plots do
not explain the stabilization index S, but it was increased in the areas of presence
of ungulates. The effect of ungulates on colonization with arbuscular mycorrhizal
fungi was also analyzed, since it has been seen that these fungi play an important



role in soil biogeochemical cycles. However, no relationship was seen between
the presence of goats and the degree of mycorrhization.

Introduccion

La preocupacion respecto al cambio climatico esta obteniendo de cada vez mas
peso a nivel global por como esté alterando la dindmica de los ecosistemas. Este
problema se acentia por el rapido incremento actual en las emisiones de
gases de efecto invernadero. Estd ocasionando estrés hidrico, aparicion de
plagas, descenso de polinizacién, enfermedades y descenso de productividad. El
clima influye en la produccion primaria bruta a través de los cambios en la
radiacion solar, precipitacion, temperatura y humedad (Barman, 2014)
determinando el suministro de luz, agua y nutrientes a las células vegetales
(Barman, 2014). Las interacciones planta-suelo participan en un papel
fundamental en el ciclo del carbono (también nitrogeno y agua) (Ostle, 2009),
pues la vegetacién es la encargada de incorporar el C atmosférico al
ciclo bioldgico por medio de la fotosintesis.

Una de las estrategias de las plantas para soportar situaciones de estrés es la
realizacion de simbiosis con hongos, llamadas micorrizas arbusculares. Hay
diversos estudios como el de Armada (2016) que afirman las ventajas de esta
simbiosis para la captacion del carbono y para resistir ante el estrés del
calentamiento global. Un cambio en la fotosintesis por factores ambientales
conduce a una modificacién en la produccién primaria, el C total en la vegetacion,
el suelo y los ecosistemas (Sakalli, 2017). Con la relacién entre la raiz de la planta
y el hongo se puede estudiar la biologia de ambos componentes bioticos y su
vinculo con la productividad forestal. La influencia de las micorrizas es critica para
obtener las respuestas de los ecosistemas y retroalimentaciones al cambio
climatico (Terrer, 2016). La simbiosis micorricica ha brindado una serie de
beneficios como el suministro de carbono al hongo por parte de la planta y una
eficiente captacion del agua y nutrientes del suelo por parte del hongo, lo que ha
conseguido elevar la tolerancia al estrés abiotico y biotico (Smith y Read, 2008;
Bonfante y Selosse, 2010) como serian sequias, salinidad, herbivoria,
temperaturas y enfermedades debidas a simbiosis fungicas (Rodriguez et al.,
2008; Ahanger et al., 2014; Salam et al., 2017).

Por otro lado, los herbivoros tienen influencias notables en las comunidades
vegetales y los procesos de los ecosistemas, llegando a cambiar la composicion
de la vegetacion, diversidad de especies vegetales y la productividad (Huntly
1991, Mulchunas et al., 1988; Mc Naughton et al., 1989). La herbivoria afecta a
propiedades de los ecosistemas que son importantes para la regulacion del
intercambio de los gases de efecto invernadero (Zimov y col., 1995; Gornall et



al., 2007; Van der Wal y Brooker, 2004) contribuyendo de esta forma al ciclo del
carbono. Ayudan también a impedir la propagacion de incendios. (Pareja et al.,
2020). Gracias a la diseminacion de sus heces, el suelo obtiene un abono natural
siendo también un importante medio de dispersion de semillas de la flora. (Baraza
& Fernandez-Osorez, 2013; Giordani et al., 2015; Muioz-Gallego et al., 2019).
Ademas, la presencia de herbivoros implica una serie de cambios que pueden
afectar a las simbiosis establecidas por las plantas que consumen, especialmente
a los hongos formadores de micorrizas (van der Heyde et al., 2019). Los
herbivoros ayudan también a aumentar la disponibilidad del N a través de heces
y orina (Huntly, 1991), el sobrepastoreo puede llevar a la compactacion del suelo
(Wallace, 1987), lo que ralentiza los ciclos y limita la acumulacién de agua en el
suelo.

En el suelo encontramos la hojarasca. Tiene una relacion importante con la
formacion del suelo y la conservacion de su fertilidad (Rubiano-Cardona, 2013).
Los grandes herbivoros tienen un papel fundamental en promover la
descomposicion de la hojarasca (Wang, 2018). Realizan modificaciones en la
calidad segun la relacién carbono-nitrégeno y en las propiedades bidticas y
abidticas del suelo (Wang, 2018).

El lugar de este estudio se realizo en la Sierra de Tramontana, Mallorca, espacio
natural y protegido caracterizado por la diversidad de su paisaje forestal
caracterizado por sus pinares y encinares ademas de un paisaje agricola como
olivares. También es reconocida por sus acantilados y barrancos y cavidades
subterrdneas. Una especie mamifera que juega un papel en este estudio es la
cabra salvaje mallorquina asilvestrada, Capra hircus (Linneo). Es un animal muy
bien adaptado a zonas de acantilado y presenta gran importancia biol6gica. Estos
caprinos son en general la especie clave que regula la dinAmica de los
ecosistemas de montaiia en Mallorca. La presencia de un ungulado ancestral
endémico, Myotragus balearicus, hace pensar en los herbivoros como un factor
de seleccién siempre presente para la vegetacion de la isla (Alcover et al. 1999).

El equilibrio de la produccion primaria y la respiracion impulsan las emisiones de
carbono alos ecosistemas (Wieder & Lang, 1982). Por ello, este estudio se centra
en el método Tea Bag Index (Keuskamp et al., 2013). El método del Tea Bag
Index es un método de estudio de la variacion del peso de bolsas de té verde
Sencha y Rooibos tras un periodo de tiempo determinado enterradas. La pérdida
de peso indica cuanto material vegetal, en este caso té, se ha descompuesto. De
esta forma se facilita la comparacion de datos entre ecosistemas y tipos de suelo
ya que ambos tipos de té proporcionan materia organica al suelo (Keuskamp et
al., 2013). Asi se aumenta la formacion de humus y se estimula a los
microorganismos para realizar la descomposicion de las bolsas de té, hechas de
nylon (Keuskamp et al., 2013). Enterrando estos dos tipos de té juntos y en
distintas zonas se puede obtener una comparativa del grado de descomposicién
(Keuskamp et al., 2013). Cuanto mayor sea el grado de descomposicion, mas



evidencia habra de los microorganismos activos que hay en las zonas
seleccionadas. Asi se obtiene informacion sobre el estado de nuestros suelos.
Con el método del Tea Bag Index se estudiaran el indice de estabilizacion S, que
es el grado en el que la hojarasca se descompone, y la tasa de descomposicion
k, que indica la velocidad a la que ocurre la descomposicién (Keuskamp et al.,
2013).

De esta forma, con las bolsas de té se puede medir la cantidad y la velocidad en
la que se descompone el material vegetal (Keuskamp et al., 2013). Esta
descomposicion es importante para el ciclo del carbono, que esta contribuyendo
a afectar al cambio climatico (Keuskamp et al., 2013). Cuando el material del
suelo se descompone, el suelo libera CO2 (Keuskamp et al., 2013). La velocidad
y el grado de descomposicion determinan la cantidad de CO2, gas de efecto
invernadero, liberado al aire (Keuskamp et al., 2013).

El objetivo de este estudio es obtener informacidén sobre la descomposicién de
materia organica en el suelo y el grado de micorrizacion en diferentes zonas de
la Sierra de Tramontana con presencia 0 ausencia de cabra asilvestrada. Se
analizard la tasa de descomposicién k y el indice de estabilizacion S enterrando
bolsas de té Rooibos y de té Sencha para asi saber si la presencia de ungulados
aumenta o disminuye los valores de ky S.

Materiales y métodos

Area de muestreo

El estudio se realiz6 en la Sierra de Tramontana. Constituye una region
montafiosa abrupta al norte (39°48'28"N 2°47'37"E) de la isla de Mallorca con una
extension de unos 90km de largo y 15km de ancho que destaca por su particular
flora y vegetacion con especies endémicas gracias a su aislamiento.

Presencia de cabras

Se seleccionaron 30 parcelas de forma
aleatoria por toda la Sierra (Figura 1). En
cada parcela se seleccionaron también
de manera aleatoria dos transectos
lineales de 20m. Se hizo un recuento de
grupos de heces a partir de un metro en
perpendicular del transecto. De esta
forma se quiso determinar la presencia o ? S , $anac
ausencia de la cabra mallorquina en las Figura 1: Parcelas seleccionadas de
diferentes parcelas. forma aleatoria en la Sierra de

Tramontana.




Anélisis del Tea Bag Index

Con intencion de comprender mejor los
efectos de las comunidades microbianas
en el almacenamiento y liberacién de
carbono, Keuskamp y compaiiia (2013)
desarrollaron un protocolo universal para
medir la tasa de descomposicion en
cualquier tipo de entorno. Este método
puede producir los dos parametros que
describen la tasa de descomposicion (k) AW 42 S,
y el factor de estabilizacion de la Figura 2: Ejemplo de las bolsas de té
hojarasca (S) mediante la construccion Rooibos y té Sencha enterradas.
de wuna tabla de datos sobre la

descomposicion utilizando dos materiales de hojarasca diferentes con un grado
de descomposicion contrastante, es decir, té verde y té rooibos. Se pesaron un
total de 280 bolsas de té: 140 de Sencha (verde) y 140 de Rooibos, con bolsa e
hilo incluidos. Se etiquetaron con un numero cada bolsa de té para evitar
confusiones en los pesos. Posteriormente, en cada parcela se enterraron cinco
parejas de ambos tipos de té (Figura 2). Cada bolsa se enterr6 unos diez
centimetros de profundidad. A un palmo de distancia se entierra de la misma
forma la otra bolsa de té. En medio de ellas se hinca un clavo con una etiqueta
de aluminio rotulada en lapiz con el nUmero de cada bolsa.

-

Para cuantificar la pérdida de masa, las bolsas de té se volvieron a pesar después
del secado. Las bolsitas de té se colocaron en la misma balanza analitica. Los
calculos de la tasa de descomposicion (k) y el factor de estabilizacién (S) para
cada bolsita de té se realizaron de acuerdo con las férmulas que se encuentran
dentro del protocolo de TBI
(http://www.teatime4science.org/calculation_tbi_ v2W/). Los valores de Kk
representan la dinamica a corto plazo de nuevos suministros de nutrientes,
mientras que los de S son indicativos del almacenamiento de carbono a largo
plazo (Keuskamp et al., 2013).

Colonizacion de las raices por micorrizas arbusculares

Para determinar el nivel de colonizacion por micorrizas arbusculares, se tomaron
muestras de raices finas (2 cm) recogidas de muestras de suelo en cada una de
las parcelas. Se rellenaron cuatro cajitas de tincion con muestras de raices de
cada parcela para obtener réplicas suficientes y hacer un contaje correcto de
micorrizas. Estas muestras de raices se guardaron en un bote con etanol dentro
de la nevera para su posterior tincién y observarlas en el microscopio.
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Figura 3: Observacion en microscopio de micorrizas arbusculares en raices de
muestras de suelo obtenidos de las parcelas.

Método de tincidn

La tincion se realiza con la técnica de Azul Tripan (Phillips & Hayman, 1970).
Los pasos realizados fueron los siguientes:

1.Clarificacion: 10 minutos a KOH (10%) prewamente hervido. Si las raices son
muy gruesas, se hace mas de un bafio
hasta que la disolucion se vea menos
turbia (menos taninos).

Tras ello, se lava con agua de cafio tres
veces y se recicla el agua del primer
lavado de KOH. Se vierten las muestras
en solucién H202 al 10% a temperatura
ambiente el mismo tiempo que se ha
aplicado en el paso anterior (unos 10
minutos). Se lava con agua de cafio otras
tres veces.

Figura 4: Tincién de las raices con la

2. Neutralizaciéon: se mantiene en técnica de Azul Tripan.

solucion HCIl al 2% durante diez
minutos. Se lava con agua de cafio hasta tres veces. Si las raices no han quedado
blancas, se repite el proceso de clarificacién dejando actuar mas tiempo el KOH.

3. Tincion: Con Azul Tripan previamente hervido al 0,05% en acido lactico durante
4 minutos. Se lava con agua las veces que sean necesarias hasta que las raices
no tifan el agua.

4. Conservacion en glicerol al 50% en frigorifico a 4°C.

En el laboratorio se sacan las raices del frigorifico para hacer las observaciones
en lupa. Se toman treinta raices por cajitas muestra y se cuentan cuantas de
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estas poseen micorrizas. De esta forma se observara la dinamica de cada parcela
respecto a las simbiosis de las plantas con los hongos.

Andlisis estadistico de los datos

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa JMP. Se utilizaron modelos
generales mixtos (Kuznetsova et al., 2017). Permiten modelizar investigaciones
en presencia de observaciones correlacionadas (Badiella, 2011) y permiten
mejorar la calidad del analisis de los factores fijos y factores aleatorios (Dicovskiy
& Pacheco, 2017). Asi se busca cualquier efecto de la presencia de herbivoros,
sobre las variables respuesta considerando la parcela como factor aleatorio para
evitar problemas de pseudorreplicacion. De esta manera se considerd la
presencia y la ausencia de ungulados como factor fijo y las parcelas se
consideraron el factor aleatorio.

Resultados

De las 280 bolsas de té se recuperaron un total de 224 con la pérdida de 56
debido a los desplazamientos de tierra y desprendimientos entre invierno y
primavera. Las bolsas tuvieron que desenterrarse tras seis meses, a partir del
mes de junio a causa de la pandemia por SARS-CoV-2 y el confinamiento. Por
tanto, las bolsas estuvieron méas tiempo enterradas de lo estipulado.

Tras obtener los valores de k con la plantilla de Keuskamp y compafiia, se vio
que ambos tipos de té habian llegado a su descomposicion total. De esta forma,
no se pudieron obtener los valores de K para 20 casos. Con los datos obtenidos,
no se observaron diferencias significativas entre parcelas con o sin ungulados
para k (Tabla 1).

Test de Efectos Fijos

Grados Fraccién Probabilidad
Fuente Nparm libertad DF Den F >F
Cabras 1 1 23,27 0,535 0,4848

Tabla 1: Resultados sobre los efectos entre la presencia o ausencia de
ungulados sobre el valor de K.

Los valores de S resultaron significativamente mas altos en zonas con presencia
de cabra que en zonas con ausencia de ésta (Grafica 1).
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Grafica 1: valores medios de S representados segun la ausencia o la presencia
de ungulados.

El factor aleatorio “parcela” llegd a explicar cerca del =22% de la variabilidad total.
La presencia y ausencia explican el indice de estabilizacién S, pero las parcelas
no tienen efecto sobre S al ser un porcentaje relativamente bajo, por lo que la
presencia de cabras si que es un factor determinante respecto a S, pero las
parcelas no tendrian un efecto condicionante en la estabilizacion de la
descomposicion de las bolsitas de té.

Test de Efectos Fijos

Nobarm Grados de DEDen Fraccion Probabilidad
Fuente P Libertad F >F
Cabras 1 1 25,13 58,891 0,0227*

Tabla 2: Resultado del p-valor entre la variable respuesta S y el factor fijo. Se
observa un p-valor de p=0,0227.

El grado de micorrizaciéon de las raices observadas no parece verse afectado por
la presencia de las cabras (p=0,245, tabla 4).

Discusion

Los herbivoros desempeiian un papel fundamental influyendo en los procesos
clave del ecosistema y la descomposicién de los nutrientes (Leroux y Loreau
2010; Hawlena et al. 2010). En este estudio se propuso estudiar el efecto de la
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presencia y la ausencia de ungulados sobre el suelo. Concretamente, se estudio
el indice de descomposicion k, el indice de estabilizacion S y el grado de
micorrizacion en raices recogidas de muestras de suelo. S y k pueden usarse
como estimadores significativos para comparar y caracterizar la dinamica de
descomposicion de carbono entre diferentes biomas, ecosistemas y tipos de
suelo (Keuskamp, 2012). En estudios anteriores se sabe que k indica la relacion
de la caida de hojarasca con su propia acumulacion (Alvarez-Sanchez, 2001).
En cualquier ecosistema, los ungulados pueden afectar indirectamente la
descomposicion (Ramirez et al., 2020). El pisoteo puede reducir la cantidad de
biota del suelo (Bressete et al, 2012) y de esta forma se ralentiza la
descomposicion por invertebrados, hongos y bacterias. A través de la
descomposicion, los microorganismos liberan carbono (C) previamente
almacenado como C organico en el suelo a la atmdsfera como didéxido de
carbono, un gas de efecto invernadero (Koceja 2019).

Se encontré que los componentes de las bolsas de té llegaron a su maxima
descomposicion al haber estado tanto tiempo enterradas. De esta forma no se
pudieron conseguir resultados adecuados sobre el indice de descomposicion k
para esclarecer como afecta la presencia o ausencia de cabras en la Sierra de
Tramontana respecto a la velocidad de descomposicién de la materia. Esta s6lo
puede determinarse en las primeras etapas de descomposicion (Keuskamp et al.,
2013). En condiciones adecuadas se habria obtenido una k de té Rooibos mas
baja en comparacion con la del té Sencha (Keuskamp et al. 2013) ya que tarda
mas en descomponerse. En estudios como en el de Ramirez y compaifiia (2020)
se observé que las parcelas con ungulados presentaban una menor profundidad
de hojarasca debido al pisoteo y de esta forma una menor tasa de
descomposicion en sus bolsas de té.

Se obtuvo un valor mayor indice de estabilizaciéon S en las zonas con presencia
de cabras. Esto implica una retencion del carbono en el suelo y por consiguiente
se evitaria la emanacion de CO2 a la atmosfera. En estudios recientes como el
de Macias-Fauria y compafiia (2020) sugieren que introducir grandes herbivoros
en tundra artica podria ayudar a disminuir considerablemente las emanaciones
de carbono que estan asociadas al deshielo aumentando la captura de carbono
en el suelo. De esta forma se conseguiria mitigar los efectos del cambio climatico
y proteger los ecosistemas.

Por otro lado, la parcela sélo explicé un 22% de la variabilidad en el indice de
estabilizacion S, lo que indica que, a pesar de la alta heterogeneidad en las
condiciones de las diversas localizaciones usadas en el estudio, estas si actuaron
como verdaderas réplicas que nos permiten analizar el efecto de la presencia de
cabras.

Finalmente, en este estudio no se hallaron relaciones significativas entre los
niveles de micorrizacion y el grado de herbivoria. La presencia de cabras no
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afecta al grado de micorrizacion en raices. En estudios anteriores (Garcia et al.,
2019) se vio que las micorrizas muestran respuestas distintas y a su vez
contradictorias a la herbivoria al ser beneficiadas, perjudicadas o directamente
no ser afectadas. Por ejemplo, Guo y compafia (2016) hallaron efectos positivos
del pastoreo sobre la micorrizacion en praderas del Serengueti. Grigera y
comparniia (2004) observaron que el grado, asi como la duracién en el tiempo del
pastoreo provocaron efectos negativos sobre las micorrizas arbusculares. Heyde
y compaifiia (2017) notificaron que el grado de colonizacién por micorrizas no se
vio afectada por el pastoreo en zonas de praderas montafiosas. Hasta ahora se
ha planteado una explicacion de por qué podria haber una ausencia en el efecto
de la herbivoria sobre el grado de micorrizacién en las raices (Lugo et al., 2003),
donde se plantea que puede ser porque pueden ser suelos pobres en fésforo.
Por otro lado, se plantea el efecto de la defoliacion, que provocaria el aumento
de la fotosintesis y el crecimiento de la planta (Walling & Zabinski, 2006).

Conclusion

Las bolsas de té no deben estar enterradas mas tiempo del estipulado. Asi, en
un futuro se podra conocer el indice de descomposicion k teniendo en cuenta la
presencia de cabras en la Sierra de Tramontana. De esta forma podra estudiarse
con mas precision la velocidad de descomposicion de la hojarasca en presencia
de este herbivoro.

No obstante, la presencia de cabras asilvestradas y ocasionalmente ovejas ayuda
a laretencion del carbono en el suelo. Por esta razon, el carbono no se desprende
a la atmosfera en forma de CO2. Puede sacarse en claro que la presencia de
este animal contribuye a que el cambio climatico no se vea acelerado gracias al
efecto que tiene sobre la retencion de carbono en el suelo.

En las parcelas estudiadas no se encontrd un efecto significativo de la presencia
de cabras sobre el grado de colonizacién por micorrizas arbusculares en las
raices, por lo que el pastoreo no estaria afectando a esta simbiosis.
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