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1.Resumen Ejecutivo

En este segundo informe de las actividades realizadas bajo el convenio entre Anglo
American y el Instituto de Ecologia y Biodiversidad (IEB) se reportan resultados
preliminares en relacién a las comunidades microbianas que hemos realizado en suelos
colectados en los terrenos de El Soldado. En esta etapa hemos cuantificado la cantidad
de ADN (Acido Desoxirribonucleico) microbiano en los suelos por medio de métodos de
extraccion en gel de agarosa. Los resultados nos muestran que los suelos de las zonas
de las laderas Sur y fondos de quebradas contienen hasta seis veces mas ADN
microbiano que los suelos sobre los cuales se realizaron plantaciones en los afios 2011 y
2012 (i.e. Las lajas 1 y 3), y hasta tres veces mas ADN que los suelos de plantaciones,
pero que no fueron preparados (Las lajas 2). Este resultado sugiere que la diversidad de
microorganismos, que son fundamentales para la formacion del suelo, tiende a disminuir
en las zonas de plantaciones, pero la pérdida es mas drastica en suelos preparados,
donde se pierde hasta el 84% de la diversidad microbiana. Estudios comparativos con
suelos de otros sitios de Chile central seran relevantes para poder poner en contexto y
dimensionar las consecuencias ecoldgicas de estos datos preliminares, y con el fin de ir
construyendo un diagndstico de los suelos de esta zona.

En segundo lugar, el informe contiene el disefio de la metodologia que estamos utilizando
para evaluar a escala de paisaje los servicios ambientales asociados con los ecosistemas
en la propiedad de Anglo American. Este enfoque propone usar un método de modelacién
de servicios ecosistémicos provistos por un area caracterizada por la presencia de
vegetacion nativa, actividad minera y otras actividades agro-forestales. En este sentido,
se evaluard la capacidad que tienen las microcuencas para generar agua y maximizar el
carbono almacenado en la vegetacion y los suelos del area de interés.

Los objetivos planteados son:

(i) Determinar la historia de cambio de uso de suelo mediante el uso de mapas tematicos
construidos sobre la base de material aerofotométrico e imagenes satelitales de diferentes
anos,

(ii) Cuantificar el estado de los servicios ecosistémicos (agua evaluada como energia
hidraulica y captura de carbono) y evaluar su trayectoria temporal mediante el uso de
modelos espacialmente explicitos, y

(iii) Explorar los compromisos entre los servicios ecosistémicos y los cambios en la
composicion y configuracion del paisaje considerando escenarios de expansion/reduccion
de la cobertura arborea.



2. Introduccién General

En este segundo informe de avances de las actividades de investigacion especificadas en
el convenio firmado por AngloAmerican y el Instituto de Ecologia y Biodiversidad (IEB) el
02 de Enero de 2012 se da cuenta de las actividades relacionadas con dos objetivos: 1)
Estudios de la microbiologia de los suelos y 2) Avance de las actividades para la
cuantificacion de los servicios ecosistémicos de provision (agua) y de mitigacion de
cambio climéatico (secuestro de carbono). Para éstas actividades se describe la
metodologia a emplear y en los Anexos se indica el estado de avance de la
implementacion.

La estructura del informe contempla la descripcion detallada de las actividades,
metodologias y resultados a la fecha. En los anexos se presenta informacion adicional
respecto a los sitios muestreados y se describen algunas técnicas moleculares utilizadas.

3. Caracterizacién de los microorganismos presente en el suelo
3.1 Introduccién

Las caracteristicas de los suelos son fundamentales para el desarrollo de la vegetacion,
afectando su cobertura, diversidad y productividad. El suelo es el habitat de una gran
variedad de macro y micro organismos que coexisten en una compleja interacciéon entre
ellos. Los microorganismos del suelo, principalmente hongos y bacterias, se encuentran
en el segundo nivel de la trama tréfica del suelo, (Griffiths 1990), son la fuente de
carbono y energia para otros organismos como protozoos, nematodos, microartrépodos y
artropodos, en un continuo flujo que llega hasta aves y mamiferos. (Wardle & Yeates
1993).

La mayoria de los microorganismos del suelo obtienen su nutrientes y energia de las
plantas a través de dos mecanismos, en la superficie por medio de la degradacién de
hojarasca, y bajo suelo a través de los exudados que las plantas liberan de sus raices
(conjunto de moléculas de alto y bajo peso molecular, aztcares, aminoacidos etc., Wardle
1992, Lynch & Whipps 1990). La composicion de los exudados varia segln la especie de
planta y modula las comunidades de hongos y bacterias estructurando una zona de alta
densidad de microorganismos alrededor de las raices llamada rizésfera, caracterizada por
e factores nutricionales y sefiales quimicas (Costa et al 2006, Smalla et al 2001).

Los microorganismos que habitan la rizésfera realizan variadas funciones que afectan el
desarrollo y funcionamiento de las comunidades de plantas, como por ejemplo la fijacion
de nitrégeno, solubilizacion de fosfato, liberacion de hormonas que estimulan el
crecimiento de raices y hojas, y la proteccibn contra patdégenos. Existe una alta
dependencia mutua entre los microorganismos de la rizésfera y el crecimiento y vigor de
las plantas pero clasicamente los estudios de suelo se han centrado soélo en los factores
abioticos como el pH, concentracion de nutrientes y contenido de agua, sin evaluar la
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biomasa y composicion de microorganismos. Sin embargo existen estudios en diferentes
biomas que correlacionan la biomasa de microorganismos en el suelo con la biomasa y
productividad total de plantas (Fierer et al 2009). Recientemente, se ha empezado a
reconocer la importancia de la composicion y biomasa de microorganismos en el suelo
como factores claves para evaluar el éxito de procesos de restauracion de vegetacion, asi
como escenarios alternativos de manejo de ecosistemas (Harris 2003) especialmente en
proyectos de restauracion asociados a la mineria (Harris et al. 1989, 1993, Hart 1999).

El objetivo de este estudio ha sido caracterizar las posibles relaciones entre las
comunidades de microorganismos y la cobertura vegetal, tanto en suelos con vegetacion
nativa, como en suelos con diferentes impactos de degradacion en zonas de clima
mediterrdneo. Para ello se seleccionaron sitios dentro de la faena minera de “El Soldado”
y sitios distribuidos dentro de los ecosistemas Mediterraneos en Chile central (los que
proveerdn de una linea de comparacién). El ndmero de sitios muestreados se
incrementara con futuras campanas tanto dentro de “El Soldado” como en otras zonas de
Chile central. En los estudios de microbiologia del suelo que aqui reportamos hacemos
uso de técnicas moleculares, ya que las técnicas microbiolégicas clasicas que se basan
en el cultivo de microorganismos, solo permiten identificar menos del 1% de los
microorganismos del suelo, los que pueden ser cultivados para su estudio. (Torsvik
1980). Las técnicas moleculares resuelven el problema de la baja cultivabilidad de los
microorganismos de suelo forestales y agricolas ya que analiza muestras de DNA
metagendmico, esto significa DNA extraido de todos los microorganismos presentes en
una muestra de suelo.

3.2 Metodologias y resultados

Hasta la fecha se han muestreado 10 sitios en Chile central, los cuales se describen en la
Tabla 1 y Anexo 4. Los sitios ubicados al interior de la faena "El Soldado" estan marcados
en amarillo en la Tabla 1. En este informe sélo presentamos datos de los sitios dentro del
area del Soldado ya que las muestras de los restantes sitios aln estan en proceso de
andlisis.

El sitio Bellotuda 1 corresponde a un fondo de quebrada, mientras que Bellotuda 2
corresponde a una ladera de exposicidbn Sur, ambos sitios presentan especies comunes
como Cryptocaria alba, Beilschmiedia miersii, Peumus boldus y donde se puede observar
la presencia ocasional de ganado, ya que en ellos se encuentran gran cantidad de bostas
de vaca por ejemplo. Los sitios de Las lajas corresponden a sitios de laderas norte, que
han sido plantados y donde el suelo fue preparado para ello, para el caso de las lajas 1y
3 (afio de plantacion 2011 y 2012 respectivamente), las especies ocupadas para plantar
fueron principalmente Cryptocaria alba, Quillaja saponaria y Lithraea caustica, en cambio
las lajas 2 corresponde a los llamados "Tevales", formacién nativa de Trevoa trinervis, que
son indicadores de zonas donde anteriormente ocurrieron fuertes disturbios (quema,
ganaderia, agricultura, etc.) y que son al parecer estados iniciales de la sucesion natural
de esos bosques.



Tabla 1. Coordenadas UTM de las zonas muestreadas para obtener muestras para T-
RFLP analisis (usando DNA de microorganismos)

Localidad X y Altura

Bellotuda 1 302885 |6382842| 676

Bellotuda 2 302770 |6383046| 800

Las Lajas 1 298361 |6383420| 409
Las Lajas 2 298148 |6383303| 449
Las Lajas 3 298347 |6383426| 417

LaCampanal| 306263 |[6354327| 535
La Campana 2| 306246 |6354141| 490
La Campana 3| 306295 |6353962| 531
La Campana 4| 301775 |6348957| 612
La Dormida 5 312574 |6340581| 1307

Los resultados obtenidos e una primera etapa, en que se extrajo DNA total o
metagendmico de los 6 suelos: Bellotuda 1y 2, Laja 1,2 y 3. Segun el protocolo descrito
en el Anexo 1, se muestra en la figura 1. En la tabla 2 se indica el promedio de DNA
extraido de cada suelo

Bellotudal Aja2 Bellotuda2

Figura 1. Gel de agarosa al 0,8%, se cargaron 5 pl la extraccion de DNA en cada
carril, se indica en la figura cada tipo de suelo. Las diferencias de gama de grises
indican diferencias en concentracion de DNA de microorganismos de suelo.

Tabla 2. Concentracion esta expresada en ug de DNA/g de suelo.

Bellotuda1l Belllotuda?2 Lajal Laja 2 Laja 3
promedio 609,52 534,76 166,64 282,56 143,64
desv std 48,06 87,02 24,50 71,76 32,71

3.3 Conclusidén y Discusion

Los resultados preliminares sobre la concentraciéon de DNA metagenomico en los suelos
de “El Soldado”, nos permiten constatar que los suelos de la Bellotuda 1 y 2 tienen mayor
cantidad de DNA por cada g de suelo lo que se traduciria en una mayor cantidad de
microorganismos por g de suelo en comparacion con los suelos de Las Lajas. Este



resultado es de gran interés por cuanto se ha sefialado en la literatura que sitios
degradados, como los muestreados en las Lajas tienden por lo general a presentar una
reducida biomasa y actividad de microorganismos en el suelo en comparacién a sitios
mas pristinos y himedos. De hecho, las zonas intervenidas para plantar, donde se ha
removido la cobertura vegetal, tienen menor biomasa de microorganismos en el suelo en
comparacion con Las Lajas 2 que corresponde a los llamados “Tevales”. Aparentemente
en el curso de la sucesion vegetal, la biomasa de microorganismos aumenta tal como lo
sugiere el hecho de que la plantacién iniciada el 2011 posee mayor biomasas que la del
2012. En futuras campafias extenderemos estos andlisis a otras zonas de El Soldado y en
particular a secuencias temporales de restauracién en curso (zonas donde los proyectos
de restauraciébn hayan empezado a distintos tiempos) para evaluar si ha existido
recuperacion de la biomasa de microorganismos.

Para tener informacion sobre la biomasa de hongos y bacterias, que es un valor que se
correlaciona mejor con la actividad y almacenamiento de carbono en microorganismos,
realizaremos un PCR cuantitativo, o PCR real time que nos permitira calcular el nimero
de copias de un gen en particular en cada gramo de suelo. Mediante PCR cuantitativo
también se evaluara la presencia de determinados grupos de genes que participan en
diferentes procesos biogeoquimicos en el suelo, asi como también en la regeneracion de
suelo. Esta metodologia y aproximacién nos permitira entender los factores que
promueven el asentamiento de la cobertura vegetal.

Por otra parte estudiaremos las diferencias en estructura de las comunidades de
microorganismos mediante TRFLP en los diferentes suelos. Estos resultados luego de un
analisis estadistico nos permitiran conocer cualitativa y cuantitativamente las diferencias
en diversidad que actualmente existen entre las comunidades de microorganismos y en el
futuro nos permitiran monitorear la recuperacion de suelos restaurados.

Otros estudios de alto impacto es la secuenciacion masiva, este analisis permite conocer
no sélo algunos genes, sino tener el metagenoma de cada tipo de suelo, es decir la
composicion de bacterias, hongos y arqueas a nivel de especie, todos los genes
funcionales y metabdlicos presentes en un suelo.

Estos datos permiten comprender los efectos de la biomasa y composicién de las
comunidades de microorganismos sobre el desarrollo de la cobertura vegetal durante la
regeneracion de suelos y los potenciales cambios en los procesos ecosistémicos. Asi
ser& posible por un lado evaluar e éxito de los esfuerzos de restauracion con atencion a
la funciones que proveen los microorganismos del suelo y por otra hacer
recomendaciones para recuperar la cobertura vegetal y por lo tanto la funcionalidad de
los suelos. Adicionalmente queremos evaluar el efecto que las practicas de restauracion y
manejo pudieran tener sobre las comunidades de microorganismos y viceversa.

4. Servicios Ecosistémicos asociados ala Mina El Soldado



4.1 Introduccion

En la actualidad el enfoque que considera la modelacion de servicios ecosistémicos (SE)
para generar estrategias de conservacion y planificacion del territorio ha cobrado gran
relevancia en contextos sociales, econémicos y ecoldgicos (Jarvis et al. 2005, Diaz et al.
2006, Luck et al. 2009, Nelson et al. 2009), lo cual ha generado una mayor conciencia del
valor que tiene la biodiversidad para la conservacién de los bienes y servicios que
sustentan el bienestar humano y de los componentes y funciones del ecosistema.

Sin embargo, el enfoque de evaluacién del estado de los SE en areas bajo la influencia
del rubro de la mineria en Chile y en el mundo es escasa, y se ha enfocado
principalmente en evaluaciones de la percepcibn que tienen los inversionistas y
tomadores de decisiones, y en el &mbito de estrategias de mitigacion de las actividades
extractivas (Grigg et al. 2011).

En consecuencia, la presente propuesta de evaluacion a escala de paisaje, es pionera
pues se propone usar el enfoque de modelacién de SE en un &rea caracterizada por la
presencia de vegetacion nativa, actividad minera y otras actividades como las agricolas y
forestales. En este sentido, se evaluara la capacidad que tienen las microcuencas para
generar agua y maximizar el carbono almacenado en el area de interés.

Los objetivos planteados son:

(i) Determinar la historia de cambio de uso de suelo mediante el uso de mapas teméticos
construidos en base a material aerofotométrico e imagenes satelitales de diferentes afos,

(ii) Cuantificar el estado de los servicios ecosistémicos (agua evaluada como energia
hidraulica y captura de carbono) y evaluar su trayectoria temporal mediante el uso de
modelos espacialmente explicitos y

(iii) Explorar los compromisos entre los servicios ecosistémicos y los cambios en la
composicion y configuracion del paisaje considerando escenarios de expansion/reduccion
de la cobertura arborea.

4.2 Metodologia
4.2.1 Area de estudio

Comprende tres microcuencas aguas arriba y definida por la red hidrica que desemboca
en el area de la Mina El Soldado perteneciente a la Empresa Minera Anglo American
Chile ubicada al noreste de la comuna de Nogales, Region de Valparaiso de Chile (Figura
2). La Mina El Soldado produce anualmente 50.000 toneladas de cobre fino
aproximadamente y comprende una mina a rajo abierto, una mina subterranea, plantas de
chancado y &reas de relaves para el tratamiento de minerales oxidados y sulfurados®.

Segun el Catastro de Bosque Nativo (CONAF 2010) el area de estudio comprende 12
tipos de uso del suelo, de los cuales nueve corresponden a tipos de vegetacion (Figura
3a).

! http://www.anglochile.cl/es/operaciones/pres_soldado.htm



4.2.2 Modelacién de servicios ecosistémicos

Para la modelacién se usara InVEST 2.4.3 (Tallis et al. 2011) que es una herramienta
generada por Natural Capital Project para evaluar y modelar diversos servicios
ecosistémicos en ambiente SIG y da la oportunidad de identificar areas criticas dentro de
un paisaje.

4.2.3 Estimacion de Energia Hidraulica

INVEST estima la cantidad promedio anual y valor de la energia hidraulica producida por
los reservorios, ademas identifica cual es el rendimiento y el valor que aporta cada clase
de uso en el paisaje a la produccion anual de energia hidraulica.

El modelo tiene tres componentes: (i) rendimiento de agua, (ir) consumo de agua y (oi)
valoracion de energia hidraulica. Los datos necesarios para ejecutar la modelacion con
INVEST se describen en el Anexo 3.

Modelo de rendimiento de agua

El rendimiento de agua para cada pixel esta dado por:

AETyq

by =(1-757) B
Donde E; es el rendimiento anual de agua (mm) para cada pixel, AET, es la
evapotranspiracion promedio anual (mm) del pixel x de la clase de uso j y P, es la
precipitacion promedio anual (mm) sobre el pixel x. La evapotranspiracion se determina
usando la siguiente expresion:

AETyi  1dwyRy;

B, 1+wyRyjt

R::_f

Donde AETXj/Px es una aproximacion de la curva de Budyko desarrollada por Zhang et al.
(2001), Rxj es el indice de aridez adimensional de Budyko sobre el pixel x de la clase de
uso j, definida como la razén de la evapotranspiracion potencial y la precipitacién (Budyko
1974) y Wx es la razon adimensional del agua almacenada disponible para las plantas y
las precipitaciones esperadas durante el afio.



Figura 2. (a) Area de estudio (poligono rojo) localizada en la comuna de Nogales
(poligono amarillo) inserta al noroeste de la cuenca del rio Aconcagua (poligono azul) y
(b) Modelo elevacién digital usado para la delimitacién de tres microcuencas en el area de
influencia de la Mina EIl Soldado.

Figura 3. Area de estudio segun: (a) Tipos de uso del suelo (Mina, Md: matorral denso,
Msd: matorral semidenso, Mab: matorral abierto, Mma: matorral muy abierto, MBsd:
matorral arborescente semidenso, MBab: matorral arborescente abierto, Msuc: matorral
con suculentas, Bsd: renoval semidenso, Bab: Renoval abierto, Sv: sin vegetacion, Ag:
cuerpos de agua y (b) NDVI (verde oscuro mayor NDVI, zonas claras corresponden al
area de labores mineras) mostrando las tres microcuencas delimitadas en color rojo (b).

Modelo de escasez de agua

Determina el valor de escasez de agua basado en el rendimiento de agua y el uso
consuntivo en la cuenca (consumo de agua segun clase de uso del suelo)

Vin =Y —uq

Donde Y es el rendimiento total de agua aguas arriba desde un punto (ej. dique de
embalse) y Uq es el volumen total de agua consumida aguas arriba desde un punto.
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4.2.4 Modelo de produccién y valoracion de energia eléctrica

El modelo de produccién del reservorio estima la cantidad de energia producida y el valor
de esta ($) basado en la construccién hipotética de uno (o varios) embalse(s). El poder de
generacién de energia hidraulica se determina segun la siguiente expresion:

Pa=pP Qa0 hy

Donde pq es el poder en watts, p es la densidad del agua (1 Kg/m®), qq es el caudal (m?/s),
o es la fuerza de gravedad (9,81 m/s?) y hq es la altura detras de la turbina o la pared del
embalse hipotético (m).

Para determinar el valor presente neto (NPV) a partir de ¢4 se aplicard la siguiente
expresion:

NPVHy = (posa — TCa) X X153 o
Donde TCy4 es el costo de operacién anual para el embalse d, pe es el valor de mercado
de la electricidad por unidad de energia consumida, T4 es el nimero de afios de operacién
de la planta de energia hidraulica y r es la tasa de descuento. Finalmente, para estimar la
produccién de energia durante el tiempo de vida de la planta de energia hidraulica, el
modelo usa la siguiente expresion:

£x = (Tae4) X (i)

Donde el primer término entre paréntesis representa la produccion de energia durante el
periodo de operacion de la planta de energia hidraulica y el segundo término es la
proporcion del volumen de agua que proviene de la microcuenca x en razén con el
volumen total de la cuenca. Por lo tanto, para estimar el valor de cada microcuenca se
usara la siguiente expresion:

NPVH, = NPVH, X ( =)

Ctot

4.2.5 Estimacién de la Captura de Carbono

La estimacion del C almacenado en el ecosistema requiere la determinacién del C sobre
el suelo (hojarasca y biomasa viva y muerta) y C bajo el suelo (biomasa de raices y
carbono en la materia organica del suelo) (MacDicken 1997, Ponce-Hernandez et al.
2004). Para esto, se estableceran tres parcelas temporales de muestreo (PTM) por tipo de
uso del suelo. La metodologia de muestreo y establecimiento de las PTM correspondera
al procedimiento propuesto por Schlegel et al. (2001).

Las PTM seran parcelas circulares (400 m?) (Figura 4) divididas en 4 cuadrantes (I, Il, Il y
IV). En el cuadrante | (elegido al azar) se mediran todas las especies lefiosas (DAP<5cm)
y luego se continuard midiendo solo los arboles con DAP>10cm de DAP en los
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cuadrantes. La vegetacion arborea sera identificada a nivel de especie y se estimaran la
abundancia por especie y total.

En los cuadrantes II, lll y IV se estableceran parcelas de 1m? en cada uno de ellos, donde
se estimara la biomasa arbustiva (varias ramas desde la base con DAP<5cm), herbacea y
hojarasca (ver mas abajo) y variables de cobertura (m?). Los diferentes estratos seran
pesados y se tomaran muestras de cada uno de ellos. Posteriormente seran secados al
horno a 70°C por 48 hr para la determinacién de peso seco y estimar la biomasa en 1m?
que sera transformada a contenido de carbono por estrato y por parcela.

Al centro de cada PTM circular, se tomaran muestras de suelo a tres profundidades (0-20,
20-40 y 40-60 cm) las cuales seran pesadas antes y después de secado en laboratorio a
70°C por 72 hr. Las muestras seran utilizadas para la determinacion de densidad aparente
(gcm™) y contenido de carbono por PTM y por tipo de uso del suelo.

Biomasay carbono sobre el suelo

Se estimard la biomasa aérea del estrato arbdreo a partir de ecuaciones alométricas
publicadas o desarrolladas para este fin en terreno.

Estimacion de carbono en la biomasa aérea arbdrea

A partir de la estimacién de biomasa de cada individuo por especie se determinara el
contenido de carbono mediante la siguiente expresion:

Comy =0,025> (B, x%C;)

Donde Cpryi €s el contenido de carbono en una PTM, B; es la biomasa total de la especie
i, %C; es el contenido relativo de C de la especie i (tipicamente alrededor de 50%).

v B

Q0

Figura 4. Esquema de las parcelas temporales de muestreo de 400m? (PTM) para (a)
parcela circular de 11,28 m de radio dividida en cuatro cuadrantes (I, II, Il y IV) para
vegetacion distribuida aleatoriamente Simbologia dentro de parcelas: cuadrado gris =
parcela de 25m? (5x5m); cuadrados negros = parcelas de 1m? (1x1m); circulos blancos =
punto de toma de muestras de suelo.
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Biomasay carbono aéreo arbustivo y herbaceo

Las muestras de la vegetacién arbustiva y herbacea en las parcelas de 1m? seran
pesadas en campo y se tomaran muestras para determinar la biomasa a partir de la

relacibn peso seco — peso humedo en laboratorio (Gonzélez 2008) para convertir a
cantidad de carbono segun muestra, usando la siguiente expresion:

Cs, =0,5) ~2= xPT.
PH

c

Donde Cs; es el contenido de carbono total del estrato i (Kg de arbusto o hierba) en la
parcela de 1m? PS. es el peso seco de la muestra del componente (Kg), PH. es el peso
de la muestra himeda del componente (Kg) y PT. es el peso total del componente
registrado en campo (Kg m™®) y la constante 0,5 por convencion (Riignitz et al. 2009).

Luego se determinara el contenido de C total por parcela de 1m? para extrapolar al area
total del tipo uso del suelo.

Biomasay carbono bajo el suelo (raices)

Para estimar la biomasa y carbono bajo el suelo se usaran factores de conversion
estandares. Segun MacDicken (1997) y Schlegel et al. (2001) la biomasa de raices de
especies arboreas representa el 15% de la biomasa aérea arbdrea. Por lo tanto, la
siguiente expresion define el carbono de la biomasa subterranea arbérea:

C,. =0,075xB,,

Donde C,;s es el contenido de carbono total segin uso del suelo, (t), Byso €S la biomasa
total del estrato arb6reo segun uso del suelo.

Carbono del suelo

La estimacion del carbono en el suelo requiere la determinacion de la densidad aparente
(Da, gcm™) y el contenido relativo de carbono (%C). La densidad aparente sera estimada
mediante el método del cilindro (Coile 1936) y se aplicara la siguiente formula:

_ Mss
Ve

Da

Donde, Da es la densidad aparente del suelo (g cm™), Mss es la masa del suelo seco (g) y
Vc es el volumen del cilindro (cm®). La densidad aparente sera determinada para las tres
profundidades de suelo antes mencionado (0-20cm, 20-40cm y 40-60cm).
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La determinacién del contenido de carbono en el suelo sera mediante analisis de
laboratorio (CARLO-ERBA) y se usara la siguiente expresion:

C, =(%C, xDa, x P, )x100

Donde C, es el contenido de carbono a una profundidad p (gcm™?), %C, es el contenido
relativo de carbono en la profundidad p, Da, es la densidad aparente (gcm™®) a una
profundidad p, P, es el rango de la profundidad p-ésima (20cm) a la cual corresponde las
mediciones y la constante 100 convierte las unidades de gcm™ a tha™.

El contenido de carbono por nivel de profundidad y por uso de suelo estara en funcién de:

S

Ctpuso = N“i Zcpus

pus

Donde Ctyso €S €l carbono en un tipo de uso de la tierra en el rango de profundidad p-
esimo (tha™), Sys es la superficie del tipo de uso de la tierra (ha), Nps es el nimero de
puntos de muestro en el rango de la profundidad p y C,s €s el contenido de carbono en la
profundidad p en un tipo de uso del suelo.

Carbono almacenado en el area

Con las estimaciones anteriores se lograra obtener el carbono almacenado actual en el
paisaje como la suma de todos los compartimentos segun area y tipo de uso del suelo o
vegetacion.

Estimacién del carbono almacenado a través del tiempo

La determinacién del carbono almacenado en el tiempo considerara el uso de los mapas
tematicos temporales construidos, donde para cada uno de estos se estimara el carbono
segun tipo de uso o cobertura de suelo.

Se usaran los mapas tematicos construidos para evaluar la trayectoria del cambio de uso
del suelo o cobertura de vegetacion y el método de diferencias de existencias de carbono
(IPCC 2006) para determinar la tasa de cambio del carbono almacenado entre dos
momentos, dado por la siguiente expresion:

AC. = M
(tpfl _tp)
Donde AC; es el cambio anual del carbono almacenado en el tipo de uso del suelo, i (tC

afio™), Ct, es el carbono almacenado en el afio t, y Ct,, es el carbono almacenado en el
ano tp.a.
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ANEXOS



ANEXO 1. Metodologia para extraer muestras de TFRLP en terreno y
laboratorio

a. Sitio de Estudio

Se inicio el andlisis de cinco suelos provenientes de la mina El Soldado en el Valle de
Aconcagua: Bellotuda Sur (Bellotuda 2), Bellotuda fondo de quebrada (Bellotuda 1), Lajal,
2y 3 (Tabla 1).

Se tomaron seis muestras por sitio de estudio. Cada muestra comprende cinco puntos de
extraccion de suelo en 1 m2 . Los suelos fueron tamizados para homogenizar y eliminar
piedras y material vegetal, se mantuvieron a -20°C hasta su analisis.

b. Métodos moleculares
El andlisis molecular de las comunidades de microorganismos comprende tres
pasos.

1. Aislamiento del DNA meta- genémico .

o Se aisl6 DNA total de 0,5 g de suelo que contienen DNA de todos los organismos
presentes en ese suelo mediante el Kit FastDNA Spin for Soil (MpBio Biomedical LLCC,
llikrich, France).

o La integridad del DNA es visualizada en un gel de agarosa 0,8% y se cuantifica
en un NanoDrop. Las muestras se mantienen a -80°C hasta su uso.

2. Biomasa de microorganismos se estimara mediante un PCR cuantitativo.
Se amplificara mediante PCR cuantitativo o PCR en tiempo real el gen 16SrRNA para
bacterias. El nimero de copias se obtiene de una curva de calibracién y permite conocer

la biomasa de bacterias.

3. La estructura de las comunidades de microorganismos se estudiara mediante
andlisis tipo Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorphism (T-RFLP).

o Para estudiar las comunidades de bacterias se amplifica por PCR el gen 16S
rRNA para TRFLP, conlos partidores 8F: 5-AGA GTT TGATCC TGG CTC AG- 3,
marcado con el fluorocromo FAM en el extremo 5’ y el partidor 1392R.

o El producto se digiere con la enzima de restriccion Msp-1.y Hha-1

o Los fragmentos obtenidos se envian a Macrogen Inc. (Corea) para ser analizados

por electroforesis capilar. El laboratorio envia como resultado el tamafio de los fragmentos
en cada muestra.
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. El tamafios de los fragmentos obtenidos de cada comunidad, son sometidos a
pruebas estadisticas no paramétricas multivariadas (ANOSIM), Este analisis calcula la
diferencia entre grupos y arroja un estadigrafo “R”, si este valor esta entre 0 y 0.25 indica
escasas diferencias entre los grupos, entre 0.25 y 0.5 diferencias moderadas y 0.5y 1

diferencias fuertes. Ademas entrega un valor de significancia “p” al valor de R encontrado.

o Estos agrupamientos pueden ser visualizados en un nMDS (nhon-metric
multidimesional scaling) que es una representacion gréfica tridimensional, en que cada
patron de TRFLP se grafica como un punto y la distancia entre los puntos es reflejo de la
diferencia entre ellos. Esta grafica tiene asociado un valor de estrés que va entre 0 y 2.
Siendo los valores mas cercanos a cero una correspondencia perfecta entre las distancias
representadas en el gréfico y las similitudes en la matriz.
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ANEeXo0 2. Estado de avance y datos requeridos para modelar almacenamiento de

carbono con el programa INVEST

Variable Sub-variable % Avance Observacion
Uso suelo - 100 Basado en clasificacién de uso de suelo
Cadigo y descripcion e
gy P 100 Basado en clasificacion de uso de suelo
uso suelo
Carbono almacenado 20 Necesario acceso al predio para levantamiento de
biomasa aérea vegetacion y determinar usando ecuaciones alométricas.
) Carbono almacenado Necesario acceso al predio para levantamiento de
Tabla reservorio ; . 20 ) . . -
de carbono biomasa bajo el suelo vegetacion y determinar usando ecuaciones alométricas.
Carbono almacenado 0 Necesario tomar muestras de suelo y andlisis de
en el suelo laboratorio
Carbono almacenado
en la materia 0 Necesario tomar muestras de suelo y analisis
organica muerta
Carbono removido .
. 70 Basado en cambio de uso del suelo
por poligono
Afio de remocion 100 Corresponde a los afios de cada mapa de uso de suelo
Frecuencia de ~
- 100 Corresponde a los afios de cada mapa de uso de suelo
remocién
Vida media de los
Tasa actual roductos que son
extraccion de P q 0 Valor arbitrario
cosechados para
carbono )
algun uso
Densidad del carbono
. 100 Basado en IPCC 2006
removido
Factor de expansion
de biomasa a 100 Basado en IPCC 2006

volumen

21




AnNexo 3. Estado de avance y datos requeridos para modelar rendimiento,consumo

de agua y valor de la energia hidraulica generada por la(s) microcuenca(s) analizadas con

el modelo INVEST

Variable Sub-variable % Avance Observacion
Profundidad del suelo - 50 Indispensable, acceso al predio y/o comprar cartas
de suelo CIREN
S - Solicitar acceso a datos de estaciones
Precipitacion 100 s . . . .
meteoroldgicas ubicadas al interior del predio
Contenido de agua -
disponible para las 50 Datos estandares de la FAO
plantas
Evapot.ransplramon i 50 Gestion con la Red Agroclima
potencia anual
Uso suelo - 100 Clasificaciéon basada en imagenes Landsat
Cuenca - 100 Determinacién en SIG seguin modelacién basada
- modelo de elevacioén digital y determinacién de red
Sub-Cuenca 100 hidrica y en la direccién y acumulacién de flujo de
agua
Codigo y descripcion uso 100 Basado en clasificaciéon de uso de suelo
suelo
o Coeficiente ;
Tabla biofisica L 50 Datos estandares de la FAO
evapotranspiracion (etk)
Profundidad de raices 50 Datos estandares internacionales o basado en datos
nacionales
- Valor arbitrari n | tacionali
Constante de Zhang 100 alor a bt a .0 que depe' de de la estacionalidad de
las precipitaciones, fluctia entre 1 - 10.
Codigo y descripeion uso 100 Basado en clasificaciéon de uso de suelo
suelo
Tabla demanda Consumo agua promedio
. guap 50 Basado en literatura cientifica y técnica
por tipo de uso
Cédigo microcuenca 100 Basado en clasificacion de uso de suelo
Eficiencia turbina 0 -
Fraccion del agua
disponible para generar 0 -
energia
Altura de agua detras de
un punto hipotético
0 -
donde se levanta la
pared de un embalse
i Precio KW/hora 100 Datos del mercado nacional
Tabla de valoracion de Cost Td
energia hidraulica 0s _o anuat de
operaciones de una 50 )
planta de energia
hidraulica
Tiempo de
funcionamiento de la 0 )
planta de energia
hidraulica
Tasa de descuento del
tiempo de operaciones 0 -
de interés
. L Codigo microcuenca 100 Basado en clasificaciéon de uso de suelo
Tabla de calibracion de - —
. Constante calibracion de
energia hidraulica 50 -

rendimiento de agua
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Anexo 4 . Fotografias de los sitios donde se cuenta con muestras de suelo y
vegetacion, presentados en la Tabla 1, y sitios por analizar.

Bellotuda 2 Bellotuda 2
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La Dormida

Las lajas 1
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Las lajas 2

Las lajas 2

Las lajas 3
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