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Resumen

Este estudio analiza la diversidad funcional del suelo en encinas afectadas por el
patébgeno Phytophthora cinnamomi en un sistema agroforestal mediterraneo con alta
biodiversidad en la Dehesa Boyal de Colmenarejo, Madrid. Se aplicaron diferentes
tratamientos contra el hongo patdgeno P. cinnamomi para estudiar cémo influyen en las
comunidades microbianas del suelo. Los tratamientos fueron endoterapia con fosetil de
aluminio, enmienda caliza, una combinacion de ambos y un control sin ningun tratamiento. Se
analizaron paradmetros fisicoquimicos y biolégicos del suelo, incluyendo la respiracion
microbiana inducida por mdltiples sustratos (MSIR) y la sensibilidad térmica de la comunidad
(Q10). Los resultados mostraron que los diferentes tratamientos no afectaron
significativamente a la respiracién basal y potencial, asi como la diversidad funcional y la
sensibilidad térmica de las comunidades microbianas. Se observaron diferencias significativas
en el metabolismo de los aminoacidos y en la época de muestreo siendo abril la época de
mayor productividad. Estos hallazgos proporcionan informacion crucial para la gestién
sostenible de las dehesas, ya que permiten comprender mejor como mantener la salud del
suelo y la biodiversidad microbiana, esenciales para la resiliencia del ecosistema. Ademas, la
mejora de la funcién del suelo contribuye a la captura de carbono, ayudando a mitigar los
efectos del cambio climético y asegurando la preservacion de los servicios ecosistémicos que

estas areas proporcionan.

Introduccion

Las dehesas son sistemas agroforestales artificiales emblematicos por los altos niveles
de biodiversidad que presentan, especificos del suroeste de la peninsula ibérica. Se
caracterizan por resultar de la interaccion de actividades agricolas, ganaderas, siendo
importantes paisajes mediterraneos con gran interés para la conservacion de la biodiversidad.
Recientemente, en el contexto de cambio climético, se han identificado recientemente que
estos sistemas agroforestales de explotaciones extensivas actian, a diferencia de otros
sistemas agroforestales, como sumideros de CO2 (Escribano et al., 2022). De modo que, mas
alld de su valor econdmico, las dehesas albergan una riqueza bioldgica crucial para la
conservacion del suelo, la captura de carbono y la preservacion de los recursos hidricos,
aportando un importante valor en términos de servicios ecosistémicos (Bugalho et al., 2016).
Segun la Directiva 43/92 CEE, estas dehesas son consideradas Habitats de Interés

Comunitario Europeo (Habitat 6310). Por ello, la comprension de los factores que impulsan la



biodiversidad en estos paisajes es esencial para su gestion sostenible y la salvaguarda de su

valor natural y cultural (Moreno et al. 2018; Plieninger et al., 2014).

La presencia de arboles como encinas (Quercus ilex L.) y alcornoques (Quercus suber
L.) en las dehesas ibéricas crea heterogeneidad de habitats y microclimas que beneficia a
numerosas especies y favorecen la diversidad. Ademas, son una importante fuente de
alimentos estacionales para aves, mamiferos e insectos, asi como juegan un papel clave en
la conservacion de especies en peligro de extincion como el lince ibérico (Lynx pardinus) o el
aguila imperial ibérica (Aquila adalberti) (Plieninger et al. 2014; Lépez-Carrasco et al. 2022).
raices de estos arboles sustentan un microbioma diverso en el suelo, compuesto por
bacterias, hongos y otros microorganismos (Oggioni et al.,, 2020). La diversidad microbiana
no solo es esencial para mantener la salud del suelo y la productividad vegetal, sino que
también influye en una variedad de procesos ecolégicos clave, como la descomposicion de la
materia organica, la fijacion de nitrégeno y la resistencia a las perturbaciones ambientales
(Delgado-Baquerizo et al., 2016; Fierer, 2017).

En los Ultimos afios, se ha observado un declive global de cobertura vegetal que afecta
a multiples ecosistemas y en particular a la regién mediterranea (Oggioin et al., 2020; Lloret
F. 2012). En Espafia, este fendmeno ha sido especialmente notable desde los afios 80 en el
sur de la Peninsula Ibérica, impactando gravemente a las encinas (Quercus ilex L.) y los
alcornoques (Quercus suber L.). ElI cambio climatico y el fitopatdgeno oportunista
Phytophthora cinnamomi considerado de los mas agresivos, exoticos e invasores (Serrano et
al., 2022), estan causando un importante declive en las quercineas, provocando la muerte de
los arboles debido a mudltiples factores bidticos y abidticos no siempre claramente

identificados.

El deterioro de estos arboles se asocia frecuentemente con anomalias climaticas
adversas vinculadas al cambio climatico, lo que incrementa la vulnerabilidad de las encinas y
facilita la proliferacion de patdégenos oportunistas. P.cinnamomi y Pythium spiculum son
actualmente considerados los principales causantes de la Seca y la podredumbre radical
(Sanchez et al. 2002). Estos patdgenos dafian las raices secundarias, limitando la absorcion
de agua y nutrientes por parte del arbol, lo que provoca sintomas como marchitamiento,
clorosis, defoliacién y, eventualmente, la muerte progresiva o subita del arbol (Carrasco et al.
20009).

P.cinnamomi, uno de los hongos patbgenos mas destructivos del mundo, puede
infectar alrededor de 5000 especies de plantas, incluidas especies agricolas, horticolas y
forestales, y esta considerado entre las 100 peores especies invasoras (Lower et al. 2000).

Este hongo puede sobrevivir hasta seis afios en suelos humedos, siendo la humedad un factor



crucial para su propagacion y persistencia (Zentmyer 1980). Su introduccion en el medio
natural tiene consecuencias devastadoras para el medio ambiente y la biodiversidad, con
impactos significativos reportados en bosques de castafios y encinas en Europa, asi como en

la vegetacion natural de Australia (Hardham & Blackman, 2018).

Figura 1. Aspecto de un ejemplar de encina sano (izquierda) y uno muerto por
Phytophthora cinnamomi (derecha).

Actualmente en Espafia se estan aplicando varios tratamientos contra la Seca como
mejora genética de individuos, fungicidas y enmiendas calizas u orgénicas. (Isabel et al.,
2024). Aunque se ha demostrado que estos tratamientos funcionan se desconoce el efecto
gue tienen sobre la funcionalidad de las comunidades microbianas del suelo asociado a los
arboles tratados ya que los tratamientos modifican las condiciones del arbol y alrededores lo
que puede interferir en los ciclos del C y N de los que estas comunidades son responsables
(Wang et al. 2024). Para ello se evalla la diversidad funcional de los suelos y también la
sensibilidad térmica de la respiracién (Q10) de cara a evaluar la respuesta de las comunidades
microbianas al escenario de cambio climatico presente.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar cdémo los diferentes tratamientos para la
recuperacion de arboles infectados por el fitopatdbgeno P. cinnamomi afectan a la funcionalidad
de la comunidad microbiana, contribuyendo directamente al Objetivo 15: Vida de ecosistemas
terrestres de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). El objetivo secundario es evaluar la
sensibilidad de las comunidades microbianas estudiadas al cambio de temperatura, lo cual
también puede ser relevante para abordar el Objetivo 13: Accion por el clima. La hipoétesis de
partida para el objetivo principal es que las comunidades microbianas se ven afectadas
negativamente por los tratamientos aplicados contra el fitopatdgeno P. cinnamomi, afectando asi
la biodiversidad y la funcionalidad de los ecosistemas agroforestales. La hipétesis para el
objetivo secundario es que las comunidades microbianas estudiadas pueden demostrar una
capacidad notable para adaptarse y tolerar cambios térmicos, lo que también puede ser crucial

para la resiliencia de estos ecosistemas frente a futuros cambios climéaticos (ODS 13).



Materiales y métodos

Area de estudio

El estudio ha sido realizado en la Dehesa Boyal de Colmenarejo, ubicada entre las
poblaciones de Manzaneres el Real y Soto del Real al noroeste de la Comunidad de Madrid,
formando parte del espacio natural protegido Parque Regional de la Cuenca Alta del

Manzanares.

aqueriza 3,

Figura 2. Localizacién de la Dehesa Boyal (circulo amarillo)

Segun la clasificacion de Rivas Martinez (1987), la finca se encuentra en el piso
bioclimatico mesomediterraneo, caracterizado por un clima mediterraneo tipico con veranos
secos y calurosos e inviernos lluviosos y suaves, una temperatura media anual de 12.0 °C y

precipitaciones promedio de 585 mm en Manzanares el Real (Climate data 2019).

La regidn presenta predominantemente granito y suelos clasificados como cambisoles,
tanto hamicos como districos, mientras que en zonas mas empinadas y rocosas prevalecen

los leptosoles, que pueden ser districos, Umbricos o liticos.

Biogeograficamente, la finca pertenece a la region mediterranea, provincia Carpetano -

ibérico-leonesa, sector Guadarrdmico y distrito Guadarramense. La vegetacion potencial



incluye encinares carpetanos con enebro de la miera (Junipero oxycedri-Querceto
rotundifoliae S.), con encinas (Quercus ilex subsp. ballota) como especie principal, junto a
fresnos (Fraxinus angustifolia), quejigos (Quercus faginea) y enebros (Juniperus oxycedrus).
El sotobosque alberga especies como labiérnago (Phillyrea angustifolia), torvisco (Daphne
gnidium), jara pringosa (Cistus ladanifer), retama (Retama sphaerocarpa), cantueso
(Lavandula stoechas) y romero (Rosmarinus officinalis). El pasto tipico es el majadal,
compuesto por gramineas (Poa bulbosa), trébol (Trifolium subterraneum) y cedacillo (Briza

media), junto a esparragueras (Asparagus acutifolius) en areas sombreadas.
Estudio experimental

El experimento consistio en la aplicacion de 4 tratamientos para el fitopatbgeno P.:
endoterapia con fosetil aluminio al 4%, enmienda con caliza, 50% de dolomita (carbonato
calcico y magnesio [CaMg (C03)2]) y 50% de sulfato calcico [CaSO4], una mezcla de ambos
tratamientos y un control sin ningdn tratamiento. Para evaluar el impacto de estos tratamientos
en el microbioma del suelo se realizaron dos campafias de recoleccion. La primera el dia 3 de
octubre del 2022 justo al inicio de la aplicacién de los tratamientos y la segunda, seis meses
después, el 27 de abril de 2023, recogiendo las muestras de los mismos arboles siempre con
afectacion del patégeno atendiendo al grado de defoliacién observado (Sanchez et al. 2002;
Romero et al. 2007).

Parametros fisicoguimicos

Se recogieron 300 g del suelo préximo a las raices secundarias de los arboles y se
mantuvieron refrigeradas hasta llegar al laboratorio. Una vez en el n el laboratorio se dejo
secar, se tamizaron a 2 mm y se almacenaron a 4 °C hasta el momento de su procesamiento.
Se recogieron también muestras de suelo para el andlisis de las propiedades fisicoquimicas
del suelo que fueron enviadas al Instituto Madrilefio de Instituto Madrilefio de Investigacion y
Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA) para su andlisis, proporcionando los datos
de pH, fosforo, potasio, magnesio, sodio, CIC, conductividad, nitrdgeno, materia organica

oxidada, carbonatos, arenas, limos, arcillas, capacidad de campo y punto de marchitamiento

Parametros bioldgicos

Respiraciéon inducida por multiples sustratos (MSIR)

Las medidas de diversidad funcional se calcularon mediante la técnica del

MicroResp™ siguiendo el protocolo de Campbell et al. (2003), con adaptaciones de Fanin el



al. (2014). Esta técnica es un método para caracterizar y evaluar la diversidad funcional del
microbiota del suelo. La técnica consiste en una trampa de CO: en unas placas de 96
multipocillos con indicador de pH. EI CO2 que se produce en cada una de las muestras de
suelo inoculado en cada uno de los pocillos en funcion de la fuente de carbono afadido es
atrapado por NAOH que se encuentra en el agar y que segun el pH del ambiente vira el color,
de rojo a amarillo. Este proceso ocurre por la acidificacion del medio debido a la respiracion

de la muestra es capaz de cuantificar la diversidad funcional.

Para la preparacién del gel indicador se mezcla, en una proporcion 1:2, gel de Agar
3% con la solucién indicadora, compuesta de NaHCOs, KCL y rojo cresol, a 60°C (es
importante no superar esta temperatura ya que el rojo cresol dejaria de actuar) y se afiaden
150 ul por pocillo en placas de 96 pocillos. En este paso es importante calentar tanto las placas
como las puntas para evitar que se formen burbujas. Pasadas 2 o0 3 horas se deben almacenar
a temperatura ambiente en la oscuridad dentro de un desecador y agua de 2 a 3 dias para
que se equilibren y transcurrido este tiempo se cubre cada placa con Parafilm y pueden ser
almacenadas a 4°C. Por otro lado, se preparan las soluciones de sustratos para proporcionar
1,5 mg de C por g de suelo y para alcanzar entre un 80-120% de la capacidad de campo para

cada muestra.

Para calcular la capacidad de campo se cogieron 20 g de los tamizados anteriormente,
se humedecieron usando papel de filtro y se taparon con Parafilm agujereado. Pasadas 24 h
se pesaron (peso hiumedo) y se dejaron en la estufa a 105 °C durante 24 h para volver a
pesarlos (peso seco). Los filtros se pesaron antes y después de humedecerlos para corregir
la formula de los pesos. Finalmente, para obtener los parametros requeridos se siguieron las

ecuaciones [1], segin Walker et al., (2004) y [2], segin Gadner et al. (2000):

humedad = peso seco inicial — peso seco final [1]

CC (%) = (peso suelo himedo—peso seco final peso seco final) * 100 [2]

Se ha de calcular la cantidad de suelo, cantidad de sustrato (ver tabla X) y la cantidad
de agua en funcion de la capacidad de campo. Las disoluciones de cada sustrato se preparan,
mezclando la cantidad de sustrato obtenida con agua miliQ en tubos Falcon de 50 ml
manteniendo las condiciones de esterilidad utilizando filtros de jeringa de acetato de celulosa
con un tamafo de poro de 0,45 um (FILTER-LAB®).



Tabla 1. Fuentes de carbono

Azucares Aminoacidos Acido orgéanicos
GLU D-glucosa ASP |L (+)-Asparagina monohidratada] OX ac oxalico
FRU D (-)-fructosa SER L-Serina MAL ac malico
GAL| D (+)-galactosa GLY Glicina CIT |ac citrico monohidratado
ARA| L (+)-Arabinosa |[GLUT] L-Glutamina KET ac 2-cetoglutarico
NAC| N-acetil glucosamina| CIS L-Cisteina BEN|ac 3-4 Dihidroxibenzoico

Para el primer paso en la realizacién de la prueba de MicroResp™ se atemperan tanto
las soluciones de sustratos como las placas de medicion que se vayan a usar, evitando la luz
en estas Ultimas. Cada placa Deepwell preparada equivale a 2 muestras de nuestro suelo.
Cada muestra tiene 3 réplicas de 15 fuentes de carbono mas el agua. Primero se prepara una
muestra y después la otra tapando en todo momento la parte que no se estad preparando
(Figura 3). Las placas se pesan antes y después de la adicion de la primera muestra y después
de la adicion de la segunda muestra para obtener el peso afiadido de cada suelo de cara a
los analisis estadisticos. Una vez cargadas las muestras de suelo se afiaden los sustratos a
cada pocillo correspondiente y con un 80%-120% de capacidad de campo manteniendo las
condiciones de esterilidad. Transcurridas las 2 horas, se mide la placa en el espectrofotémetro
a 570 nm. Pasadas 6 horas desde la adicion de los sustratos al suelo, 4 horas desde que
ponemos la placa de medicién, se repite la lectura en el espectrofotbmetro y se guardan los

valores de absorbancia para el andlisis posterior.

Figura 3. Método de llenado del dispositivo MicroResp™
(izquierda) y placa en la ultima medicién (derecha)




En primer lugar, se realizan se normalizan los valores de absorbancia con la ecuacién

[1], y utilizando la recta de calibracion se transforman en valores de CO2 [2]

DOwu
DOnormalizada =—— X DOtOAVg [1]
DOt10

4,14171
0, = — -
%CO2 0,1546 1—(5,2191 x DOnormalizada ) (2]

Para obtener los valores SIR (Substrate Induced Respiration) con los que vamos a
trabajar se transforman los porcentajes de CO2 teniendo en cuenta las horas de incubacion
(4h), los gramos de suelo por pocillo en cada placa, el volumen de aire disponible para la
acumulacién de CO2 en el pocillo (945ul), la masa molar del C (12g/mol) y la transformacion

de volumen a moles de un gas (22,4mol/l), segun la ecuacion [3].

SIR=%C02 x 12 x 9,45/ 22,4 /gsuelo seco por pocillo | 4h [3]

Posteriormente se restaron los valores de respiracion basal (SIR del H20) para

generar una tabla de datos con los valores de metabolizacién para cada sustrato.

Se genero una tabla de datos con la que empezar los analisis incluyendo los siguientes
pardmetros: a) los indices de diversidad de Simpson (D) como indicador de la diversidad de

los microrganismos del suelo;

D Zigm(m—1
N(N —1)

b) la suma de todos los sustratos como indicador de la actividad catabolica global y c) la suma

de los sustratos separandolos por su naturaleza (azucares, aminoacidos y acidos)

Sensibilidad térmica (Q10)

La sensibilidad térmica (Q10) nos permite conocer la tasa de cambio de la respiracion

microbiana cuando la temperatura aumenta en 10°C.
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Para la estimacion de la Q10 se ha utilizado el BacTrac 4300®. Este equipo se basa
en el mismo principio que la MicroResp™ nos permite detectar la produccion de CO2
(actividad microbiana) mediante la evolucion de la impedancia en un campo de corriente
alterna, generada por un cambio en la conductividad del medio (2 ml de KOH al 2%), que
actla como trampa de CO2 (Zhu et al., 2012; Yoo et al., 2013; Bancalari et al., 2019; Singh et
al., 2019). Para ello se cargan unos viales de plastico con 8 g de muestra de suelo y los
mililitros necesarios para igualar la capacidad de campo que empleamos en el MicroResp™
Estos viales de plastico se introducen abiertos en los viales tipo SY-LAB con electrodos con
los 2 ml de KOH al 2% y se cierran herméticamente para que el CO2 producido quede
atrapado en la KOH modifique la impedancia y sea registrado por el equipo. Como controles
se afiaden ademas dos viales SY-LAB, uno abierto y otro cerrado, ambos con 2 ml de KOH al
2% para asegurarnos de que la potasa esta activa y el CO2 medido en los viales con muestras
de suelo procede de la respiracién microbiana. El factor de sensibilidad térmica (Q10) se
calcula a partir de la respiracion basal a distintas temperaturas: 5°C, 15°C, 20°C y 35°C para

cada tratamiento y tiempo. (Meyer et al. 2018).

Figura4. Fotode preparacion del vial Sy-Lab con el vial de pldstico abierto en su interior (izquierda) y
foto del bactrac 4300 (izquierda).



Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos de MicroResp™ y de BacTrac 4300® fueron analizados con
el programa R version 4.3.2. (http://r-project.org/) y RStudio version 2023.12.2
(https://posit.co/download/rstudiodesktop/).

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre los parametros calculados se
realizaron test ANOVA, seguidos de test post-hoc de Tukey en caso de resultar significativos.
Se comprob6 que se cumplian los supuestos de normalidad y homeocasticidad mediante los
test de Shapiro-Wilk y Levene. Se tuvieron en cuenta la distinta estacionalidad en la recogida
de las muestras afadiendo el factor tiempo a los andlisis. Estas diferencias se graficaron con
diagramas de cajas. Ademas, se realiz6 un test multivariante mediante NMDS utilizando las

distancias de Bray-Curtis para visualizar los resultados obtenidos.

Se utilizaron los paquetes “vegan” para calcular el indice de diversidad de Simpson,
“car” para realizar los test de homeocasticidad de los modelos y los paquetes “cowplot”,”
ggpubr” y “ggplot2” para obtener las gréficas presentadas en el trabajo (Cayuela Delgado &

De la Cruz Rot, 2022).

Resultados

Respiracion basal

Los tratamientos no afectan de manera significativa a la respiracion basal del suelo,
sin embargo, la fecha de recogida si que afecta de forma significativa (Figura 5, Tabla 2). La
respiracion basal aumento pasados 6 meses (F=4,9105; p=<0,03); Tabla 2). Los tratamientos

no afectaron a la respiracién basal (F=0,0671; p=>0,97; Tabla 2).


http://r-project.org/)
http://r-project.org/)
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Figura5. Respiracionbasal del suelo para los distintos tiempos. La respiracion basal
es Unicamente la medida del agua. Las diferencias significativas al S5% calculadas
con ANOVA multifactorial, cumpliendo los supuestos de normalidady
homeocasticidad.

Tabla 2. Andlisis de varianza de dos factores para la respiracion basal. Las diferencias son significativas para el

tiempo, pero no para los tratamientos ni la interaccion

Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 11,19 3,731 0,0671 0,97683
Tiempo 1 272,86 272,859 4,9105 0,03643 *
Tratamiento:Tiempo 3 74,22 24,74 0,4452 0,72288
Residuos 24 1333,58 55,566

Diversidad funcional

Los diferentes tratamientos contra la P.cinnamoni no afectaron significativamente a la
diversidad funcional representada por el indice de Simpson (F=0,29; p=>0,83; Tabla 3)
tampoco por el tiempo en que se recogieron las muestras (F=1,09; p=>0,054; Tabla 3) ni la

interaccién de ambos (F=1,18; p=>0,33; Tabla 3)



Tabla 3. Andlisis de varianza de dos factores para la diversidad funcional de los microorganismos del suelo.

Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 5,50E-04  1,80E-04 0,2913 0,83126
Tiempo 2,60E-03  2,60E-03 1,088 0,05447 .
Tratamiento:Tiempo 3 2,20E-03  7,40E-04 1,1834 0,33695
Residuos 24 1,50E-02  6,30E-04

Actividad catabdlica

Los tratamientos no afectan de forma significativa a la actividad catabdlica, pero el
factor tiempo si que afecta de forma significativa (Figura 6, Tabla 4). La actividad catabdlica
no vario con la aplicacién de los distintos tratamientos (F=2,1696; p=>0,11; Tabla 4). El tiempo

de recogida de las muestras aumento la actividad catabolica (F=15,44; p=<6,29e-04; Tabla

4).
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Figura 6. Diferencias en valores de SIR (Substrate Induced Respiration) tras restar el valor del H20 para los
distintos tratamientos y tiempo. Arribaa la izquierda para todos los sustratos, arriba a la derecha para azucares
(D-glucosa, N-acetil glucosamina, D(-)-fructosa, D(+)-galactosa y L(+)-arabinosa), abajo a la izquierda para
aminodcidos (L(+)-asparagina monohidratada, L-serina, glicina, L-glutaminay L-cisteina), abajo a la derecha para
dcidos orgdnicos (dcido oxdlico, dcido malico, dcido citrico monohidratado, dcido 2-cetoglutdrico y dcido 3-4-
dihidroxibenzoico) y abajo para los aminodcidos con respecto a los tratamientos. Las diferencias significativas al
5% calculadas con ANOVA multifactorial, cumpliendo los supuestos de normalidad y homeocasticidad

Después de la separacion de los sustratos segin su naturaleza en azlcares (D-
glucosa, N-acetil glucosamina, D(-)-fructosa, D(+)-galactosa y L(+)-arabinosa), aminoacidos
(L(+)-asparagina monohidratada, L-serina, glicina, L-glutamina y L-cisteina) y &cidos (acido
oxalico, acido madlico, &cido citrico monohidratado, acido 2-cetoglutarico y &acido 3-4-
dihidroxibenzoico), observamos que el tiempo de recogida de las muestras sigue siendo
significativo para cada grupo, aungue hay diferencias en el grado de afeccién (azlcares
(F=9,5; p=<5,09e-03), aminoacidos (F=29,9; p=<1,28e-05, &cidos (F=11,9; p=<2,04e-03))
(Figura 6, Tabla 4). Ademés, se observa que para los aminoacidos los tratamientos afectan

de forma significativa, aunque en muy poca medida (F=3,2; p=<0,03; Figura 6, Tabla 4)

Tabla 4. Andlisis de la varianza multifactorial para la suma de los sustratos metabolizados

Total Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 149862 49954 2,1696 0,117869
Tiempo 1 355597 355597 15,4445  6,288e-04 **
Tratamiento:Tiempo 3 84306 28102 1,2205 0,3237883
Residuos 24 552581 23024

Azlcares Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 41626 13875 1,5718 0,222138
Tiempo 1 83880 83880 9,5018  5,097e-03 **
Tratamiento:Tiempo 3 22063 7354 0,8331 0,488849
Residuos 24 211867 8828

Aminoacidos Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 13374 4458 3,2395 0,0398 *
Tiempo 1 41122 41122 29,8832  1,282e-05***
Tratamiento:Tiempo 3 8204 2735 1,9874 0,1428
Residuos 24 33026 1376

Acidos organicos Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 6076,8 2025,6 1,6119 0,212802
Tiempo 1 15029,6 15029,6 11,9601 2,042e-03 **
Tratamiento:Tiempo 3 3961,7 1320,6 1,0509 0,388232

Residuos 24 30159,5 1256,6
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Analisis multivariante

Las diferencias entre la respiracion de las muestras de suelo fueron
significativas para el factor tiempo (F=15, 44; p=<6,3e-04; Tabla 4) pero no lo fueron
para los tratamientos (F=2,17; p=>0,11; Tabla 4). Esto se ve representado en el
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) (Figura 7). Se observa la
distribucién de los datos con respecto a dos grupos alejados entre si, mientras que
para los tratamientos los 4 grupos permanecen juntos.

Ordenacion NMDS

Tiempo
| & | Antes
| © | Despues

Tratamiento
| @ | control
o | etf

enmienda
fosfato

NMDS1

Figura 7. NMDS para los perfiles catabdlicos de cada muestra de suelo

Sensibilidad térmica (Q10)

La sensibilidad térmica de la respiracion (Q10) no se ve afectada por ninguno de los
parametros estudiados ni por su interaccién (tratamiento (F=2,25; p=>0,1), tiempo (F=0,64;
p=>0,42), tratamiento*tiempo (F=2,18; p=>0,11) (Tabla 5), siendo el valor promedio obtenido
de entre todos los puntos de temperatura de 1,6.

Q10

25 y= 0,3968g0.0501x
| R2=0,7234

umoles CO2
o

0 10 20 30 40
Temperatura

Figura 8. Grafica promedio de respiracion de 5, 15, 25 y 35°C



Tabla 5. Andlisis de la varianza multifactorial para la sensibilidad térmica de la respiracion

Df Sum Sq F value Pr(>F)
Tratamiento 3 0,22539  0,075132 2,2525 0,1081
Tiempo 1 0,02158  0,021583 0,6471 0,4291
Tratamiento:Tiempo 3 0,21819 0,072729 2,1805 0,1165
Residuos 24 0,80051  0,033354

Discusion

Nuestro estudio ha demostrado que la aplicacién de los tratamientos no afecto de
forma significativa a la respiracion basal ni a las tasas catabélicas de los azucares y los acidos
organicos, aunque si lo hizo para los aminoacidos. Estas diferencias pueden explicarse por el
aporte extra de nitrégeno que los aminoacidos proporcionan al suelo, que en combinacién con
el aporte de fosforo del fosetil de aluminio al 4% (Joshi et al., 2024; Wang et al., 2024) y la
mejora en la disponibilidad de estos nutrientes gracias a la enmienda caliza (Li et al, 2020)
incrementan la tasa metabdlica de las comunidades microbianas del suelo (Aslam et al, 2024).
En consonancia con investigaciones previas, los tratamientos pueden alterar la composicion
de las comunidades microbianas, pero la diversidad de funciones metabdlicas dentro de estas
poblaciones juega un papel crucial en mantener la estabilidad funcional de los suelos frente a

cambios ambientales (DC Pierantoni, 2024).

La estacionalidad en este caso si presentd diferencias significativas para la respiracion
basal y todas las tasas catabdlicas y nuestros resultados se relacionan con la bibliografia
disponible (Wan et al., 2024). Las tasas de descomposicién del carbono estan mediadas por
la actividad enzimatica, tanto intracelulares como extracelulares, y las condiciones de
nitrificacién, viéndose ambos factores alterados positivamente por la temperatura, alcanzando
su Optimo en primavera, que fue la segunda fecha de muestreo (Costa et al., 2013; Machmuller
et al., 2016; Solanki et al.,, 2024). Estos hallazgos resaltan la importancia de considerar
factores estacionales al evaluar la dinamica del carbono en los suelos y subrayan la
complejidad de las interacciones entre la biota del suelo y las variables ambientales (Martinez
et al., 2023).

La aplicacion de tratamientos en las muestras analizadas no tuvo un impacto

significativo en el indice de diversidad de Simpson. Este resultado esta en linea con estudios



previos que han investigado el efecto de diversos tratamientos en la diversidad de especies
infectadas por P. cinnamomi, tales como los realizados por Bossolani et al. (2021), Zhang et al.
(2021) y Farooq et al. (2022), los cuales también arrojaron resultados similares. La razén
detrds de estos hallazgos puede ser atribuida a la notable capacidad de resiliencia que
poseen las comunidades microbianas. Esta resiliencia se debe, en gran medida, a la
redundancia funcional presente en estas comunidades, la cual juega un papel crucial en la
mitigacion de los cambios que experimentan los ecosistemas ante diversas perturbaciones
(Jones et al., 2023).

Por ultimo, los resultados para la sensibilidad térmica (Q10) no presentan diferencias
significativas entre tratamientos y tiempo. Ademas, los valores obtenidos concuerdan con la
mayoria de los modelos utilizados (Meyer y Welp et al., 2018), dando un valor de entre 1,5 y
2 para el aumento de la respiracion del suelo por cada aumento de 10°C en la temperatura
(Q10). Este hallazgo cobra especial relevancia en el contexto del cambio climético global, ya
que la sensibilidad térmica de las comunidades microbianas es un factor crucial en la
retroalimentacion del ciclo del carbono (Gromova et al. 2020). A medida que las temperaturas
globales continlan aumentando, entender cémo responden los ecosistemas terrestres, en
particular los microrganismos, es fundamental para predecir y mitigar los impactos del cambio
climéatico (Bradford Lab, n.d.). La estabilidad de la sensibilidad térmica observada en este
estudio sugiere que, al menos en el corto plazo, los modelos actuales pueden seguir siendo
fiables para proyectar los futuros flujos de carbono del suelo. Sin embargo, es imprescindible
continuar investigando para evaluar cdmo estas respuestas pueden variar a largo plazo y bajo
diferentes escenarios climaticos, asegurando asi que las estrategias de mitigacion y

adaptacion sean eficaces y basadas en datos precisos.

Conclusioén

Los tratamientos no modifican ni la diversidad ni la estructura funcional de las
comunidades microbianas presentes en los suelos estudiados, viéndose cambios Unicamente
en los aminoacidos, ya que actlan como un aporte externo de nitrdgeno que incrementa el
metabolismo de los microorganismos. Esto resalta la capacidad de las comunidades

microbianas para mantener su funcionalidad pese a intervenciones externas (ODS 15).

La estacionalidad si modifica la estructura funcional de las comunidades microbianas
a través de la actividad enzimatica, tanto intracelular como extracelular, asi como el aumento

de la disponibilidad de nitrégeno, favorecidos estos dos factores por el incremento de las



temperaturas. Durante la primavera, cuando las temperaturas son éptimas, se observa una
mayor actividad microbiana debido a las mejores condiciones para la nitrificacion vy

descomposicién de materia organica (ODS 13).

La sensibilidad térmica (Q10) no se ve afectada por la aplicacion de los tratamientos y
entra dentro de los rangos previstos en la mayoria de estudios al respecto. Este parametro es
fundamental para comprender las respuestas de la respiracién del suelo a cambios de
temperatura, y su estabilidad sugiere que los tratamientos no alteran significativamente los

procesos metabdlicos subyacentes (ODS 13).

Para lineas futuras de investigacion, seria interesante evaluar la accibn de los
tratamientos a lo largo de varios afios durante la misma estacion, preferiblemente en
primavera, ya que los microorganismos presentan mayor actividad en esta época. Ademas,
se sugiere realizar trabajos de mapeo de las condiciones de la dehesa durante todo el afio
para obtener una vision mas completa de como los factores estacionales y los tratamientos
afectan a las comunidades microbianas a largo plazo. Estas investigaciones podrian
proporcionar informacién valiosa sobre la dinamica temporal de las respuestas microbianas y

ayudar a desarrollar estrategias de manejo mas sostenibles para los suelos (ODS 15).
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