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2. Memoria Técnica. Actividades y resultados de investigacion

2.1. Introduccién (Planteamiento, objetivos y justificacién)

Varios estudios concluyentes muestran la existencia de ciertos niveles criticos de aridez a
partir del cual los llamados drylands (tierras dridas) sufren una pérdida abrupta en la fertilidad
de su suelo (Berdugo et al., 2017, 2020; Delgado-Baquerizo et al., 2013; Wang et al., 2014). A
pesar de la evidencia acumulada, aun sabemos muy poco acerca de los mecanismos que
pueden llegar a desencadenar estos cambios abruptos en ciertos niveles de aridez (Berdugo et
al., 2022). Sélo sabemos, hasta ahora, que dichos cambios comportan una reduccion drastica
del Cy N del suelo, un cambio en la composicion de las comunidades microbianas y un cambio
en el tipo de comunidades de plantas de estos ecosistemas.

Asi pues, y basandonos en conocimientos previos, existen varias posibles vias de los
mecanismos para desembocar cambios abruptos (Berdugo et al., 2022). Por un lado, cambios
en la hojarasca (en sus propiedades) pueden provocar cambios en los organismos
descomponedores que acaben desembocando en reducciones de la fertilidad (via hojarasca).
Por otro lado, comunidades microbianas diferentes pueden ser especificas para descomponer
mejor ciertos tipos de hojarasca de ciertas maneras (via comunidad del suelo). Por ultimo,
puede ser que el clima sea simplemente el que impone limites fisioldgicos a los organismos
durante la descomposicién de la hojarasca (via clima).

Para desenmaraiar estas posibilidades se propuso un experimento en el que se tomarian dos
lugares de Espafia situados a ambos lados del umbral de aridez ya descubierto (uno, en el lado

himedo [aridez <0.7] y otro en el seco [aridez >0.7]). Se obtendria tanto suelo como hojarasca
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de estos dos sitios y luego se propondrian dos escenarios climaticos contrastados (simulando
alta aridez y baja aridez mediante una combinacién de exclusién de lluvia del 30% y
calentamiento via “open top chambers”). Se mezclarian todos estos factores (origen de la
hojarasca, origen del suelo y tratamiento climatico), para concluir sobre cudl de ellos produce
a) mayor cambio en las comunidades microbianas; b) mayor capacidad de descomposicion de
hojarasca.

La propuesta original se produjo como se ensefia en el siguiente diagrama en la figura

1 (los cambios ocurridos en la ejecucion se indican en rojo entre corchetes en la

leyenda):
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Figura 1. Diagrama del disefio experimental del trabajo original propuesto. Boceto de las dos
principales fases del proyecto: muestreo en campo (en azul) y experimento (en rojo). En la fase
del muestreo de campo se proponia muestrear hojarasca y suelo de dos sitios con un nivel de
aridez contrastado (izquierda arriba vs. abajo [en lugar de Almeria se muestreé en Mazarron,
Murcia, en lugar de Aranjuez fue Morata de Tajufia al final]) para preparar con ellos bolsas de
hojarasca e inéculos de suelo representativos de la comunidad de plantas/microbiana de cada
sitio [al final se utilizaron cores de suelo intactos en vez de indculos]. Estos son combinados en
un experimento factorial completo en la estacion experimental de Aranjuez [al final se produjo
en Modstoles en la URJC] bajo condiciones de control (derecha arriba) y bajo unidades de
calentamiento (OTC) y casetas de precipitacion, (derecha abajo), que simulan unas condiciones
semidridas (menor aridez que el umbral) y dridas (mayor aridez que el umbral)

respectivamente. Los iconos se han extraido de nounProject bajo licencia Creative Commons.
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2.2. Descripcion de la ejecucion- Metodologia

Aunque el plan original era usar suelo esterilizado e
inoculado, al final se utilizaron cores de suelo intactos
en lugar de macetas a fin de preservar la estructura
del suelo (figura 2). Esto abaraté los costes derivados
del cultivo de indculos y es considerado un método
mejor para preservar la estructura fisica de los
aglomerados del suelo. Esto significd que se compré y
corté un tubo de PVC en lugar de adquirir macetas

para el experimento. Asimismo, los muestreos

ocurrieron al final en Morata de Tajuifia (Madrid,
Figura 2. Cores de suelo extraidos  aridez ~ 0.6) y Mazarrén (Murcia, aridez ~0.8) y el
intactos (correspondientes a suelo  experimento se realizé en las instalaciones de la
de Mazarrén). Universidad Rey Juan Carlos en Mdstoles (con aridez

similar a Aranjuez pero protegida del publico y menos expuesta a hurtos y vandalismo).

A la hora de realizar las extracciones no se pudo comprar material para extraccidon de ADN del

suelo debido a que, en la situacién de emergencia pandémica del COVID-19 no se vendian kits
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de extraccién a particulares. Por fortuna, la colaboracion del grupo del Dr. Fernando Maestre
permitié utilizar material remanente de un proyecto suyo para las extracciones. Esto significa
gue este gasto no pudo ser llevado a cabo, aunque las extracciones se realizaron con éxito.

El resto de las actividades resefiadas en el proyecto inicial se han llevado a cabo tal cual fueron
descritas. En breve, se muestrearon dos comunidades de plantas en Morata de Tajufia y en
Mazarrén (ambas en inicio de Marzo de 2020,
ver figura 2), se hicieron bolsitas de hojarasca
de nylon con estas muestras (poniendo un
porcentaje de masa de hojarasca de distintas
especies que simulaba la abundancia relativa
de dichas especies de la comunidad) y se

dispusieron sobre suelo en cores intactos de

ambas localidades en Julio de 2020 (tras una
Figura 3. Hojarasca dispuesta en el interrupcién debido al COVID19 vy el
experimento correspondiente confinamiento; ver figura 3).
Estos cores se dejaron en la estacion experimental de cambio climatico de la Universidad Rey
Juan Carlos en condiciones ambientales y bajo OTC durante un afio (figura 4). Se afadié una
tanda extra de hojarasca para medir en un muestreo intermedio y asi poder ajustar los
tiempos del experimento. Asimismo se aiadieron unas bolsas de té Lipton © en unas macetas
con suelo sobrante del experimento para medir su descomposicidon durante los primeros 3
meses y evaluar la actividad bioldgica del suelo (ver proyecto estandarizado: tea bag index). En
septiembre se realizd el muestreo de una tanda de bolsitas de hojarasca para comprobar el

nivel de descomposicion alcanzado en una etapa intermedia.
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Figura 4. A la izquierda macetas dispuestas en la estacion experimental de

Méstoles (control) a la derecha en caseta + OTC, simulando una aridez mayor
del umbral critico (aproximadamente 2-32C de calentamiento y 30% de

reduccion de lluvia.

En Julio de 2021 se recogieron las bolsitas de hojarasca y se muestred el suelo, se llevé a la
Universidad de Alicante y se extrajo el ADN con la intencién de enviarlo a Asutralia.

Debido a problemas en las aduanas, el primer envio de muestras extraidas de ADN se malogré
(al no poder mantenerse la cadena de frio tras ser retenidas las muestras). Por fortuna habia
guardado muestra de sobra en las instalaciones de la Universidad de Alicante y se fue a
proceder a un segundo reenvio. Para ello, en diciembre de 2021 se tuvo que volver a viajar a
Alicante para evaluar las concentraciones de ADN en la fecha mds préxima posible a su envio.
Sin embargo, debido a un cambio en la politica de aduanas del pais de Australia estas muestras
no han podido ser enviadas. Al parecer en estos momentos se requiere un listado de las
especies a las cuales pertenece el ADN que se requiere secuenciar para poder pasar por la
aduana. Esto, en un andlisis como el que planteamos resulta imposible (precisamente se
quiere secuenciar para saber qué hay). Otras opciones de secuenciacion fueron evaluadas en
las empresas AllGenetics y la seccién de gendmica de la Universidad de Valencia. Los
presupuestos recibidos por parte de ambas corporaciones fueron del orden del doble de lo
presupuestado inicialmente, resultando inviable. Por lo tanto, el analisis de secuenciacién no
ha podido llevarse a cabo.

En su lugar, en marzo de 2022 se acordo con el instituto de ciencias agrarias (ICA) del CSIC un
anadlisis de las muestras de suelo obtenidas para una exploracion de C y N y sus distintas
fracciones. Este analisis mas completo de los elementos quimicos principales del suelo,
permitird concluir, al menos a nivel bioquimico, sobre los efectos de los tratamientos.

Asimismo, he acordado con la Universidad de Alicante (el grupo del dr. Fernando Maestre),
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una cooperacién para el analisis de los extractos de ADN restantes (que finalmente no seran
enviados a secuenciar). Aunque no se podrd hacer una secuenciacion se realizara un andlisis
gPCR, que permitirad saber la abundancia de hongos y bacterias de las muestras, dando al
menos algunas pistas acerca del cambio en la microbiota del suelo. Estos anadlisis no permiten
una evaluacién de la comunidad microbiana con tanto detalle como los inicialmente
propuestos pero, dadas las circunstancias, permiten concluir sobre los principales procesos
ecosistémicos sobre los que se requeria respuesta en un principio. Las muestras de suelo y los
extractos restantes de ADN se analizardn en los laboratorios del CSIC y universidad de Alicante

(respectivamente) en el proximo mes (el envio de las muestras esta en camino).

2.3. Resultados obtenidos (cumplimiento de objetivos)
El muestreo intermedio corroboré unas tasas de descomposicion adecuadas para un
experimento de un afo, con medias de pérdidas de biomasa de alrededor del 10% para
Morata y 40% para Mazarrén (ver figura 5), lo que demuestra la labilidad de la hojarasca de

Mazarrdn a los primeros meses de descomposicion.
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Figura 5. Biomasa perdida para hojarasca Morata y Mazarron tras 3 meses de
experimento (en la recogida intermedia).

Al finalizar el experimento, la biomasa perdida de las bolsitas muestra un efecto claro del tipo
de hojarasca (la hojarasca de Mazarrdn es mas labil), asi como del suelo (el suelo de Mazarrén
descompone mas) y también una interaccion entre el tratamiento climatico y la hojarasca
(Tabla 1). En este ultimo apreciamos que mientras que el calentamiento elevd las tasas de
descomposicién de la hojarasca de Morata, no lo hizo con las de Mazarrdn (figura 6). Este

efecto es interesante, porque parece indicar que cuando la hojarasca proviene de
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comunidades de plantas por debajo del umbral de aridez de 0.7 (equivalente al tratamiento de
control) traspasar el umbral de aridez pueden experimentar un incremento de la
descomposicién como se ha visto en otros experimentos. Asi mismo, también se constata que
las comunidades de Mazarrdn (tipicas de una aridez mayor de 0.7) parecen adaptadas a una
descomposicién muy rdpida, probablemente intentando que el C se recicle durante los pocos
meses benignos (en Espana en invierno). Probablemente esto provoca pérdidas de C por el
fendmeno de lavado del C labil (los analisis de distintas fracciones de C organico daran mas

pistas a este respecto).

Tabla 1. Resultados de un ANOVA aplicada a los datos de pérdida de peso de las
hojarascas.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Treatment 1 0.03807 0.03807 2.244 0.138757
Soil 1 0.13911 0.13911 8.1995 0.005567
Litter 1 2.48928 2.48928  146.7262 < 2.2e-16
Treatment:Soil 1 0.00666 0.00666 0.3924 0.533155
Treatment:Litter 1 0.07653 0.07653 4511 0.037317
Soil:Litter 1 0.00492 0.00492 0.2901 0.591943
Treatment:Soil:Litter 1 0.02887 0.02887 1.7017 0.196463
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Figura 6. Biomasa perdida (%) para bolsitas de hojarasca de Morata (L6) y Mazarrén
(L7) dispuestas en suelos de Morata (S6) y Mazarron (S7) bajo condiciones de control
(aproximadamente como Morata; C) y calentamiento (aproximadamente como
Mazarron; Wa). Las letras indican grupos estadisticamente homogeéneos.
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La actividad biolégica medida con el Tea Bag index (figura 7) demostré mayor actividad
bioldgica en control que en warming para los primeros meses y en general una mayor
actividad en suelos de Morata que de Mazarrdn. Estos resultados se refieren a bolsas de té
enterradas y por ello no se espera que los resultados sean idénticos a los de la hojarasca. Cabe
sefialar sin embargo la aparente oposicion de estos resultados a los generales de
descomposicién de hojarasca, indicando una enorme importancia de los procesos fisicos mas

que bioldgicos.
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Figura 7. Biomasa perdida (% del total) de las bolsas de té en control y warming
dispuestas en suelos de Morata (S6) y Mazarron (S7).

A estos resultados se afiadiran los obtenidos por los andlisis quimicos de distintas fracciones
del C y N, asi como indicadores de abundancia relativa de hongos y bacterias. Estos analisis
complementardn los observados permitiendo concluir si los tratamientos tienen efectos a nivel

biogeoquimico y de microbiota del suelo.

2.4. Conclusiones y valoracion de la ejecucion
Teniendo en cuenta que la mayor partida presupuestaria originalmente planteada era la
implicada en la secuenciacion de muestras, la ejecucién no ha podido ser tan satisfactoria

como se desearia. Dicho esto, los andlisis complementarios planteados deberian resultar de
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suficiente interés como para complementar la historia principal. De hecho, a falta del analisis
de las muestras del suelo, el proyecto muestra indicios de resultar interesante, mostrando una
posible interaccién entre el tipo de hojarasca y la aridez, que podria explicar parcialmente la
inicializacion de cambios abruptos en ecosistemas aridos.

El objetivo del proyecto, que era aislar los efectos de la aridez, la hojarasca y el suelo en el

proceso de descomposicidn, parece haber dado resultado.

2.5. Publicaciones resultantes
Auln no se ha realizado ninguna publicacién sobre el proyecto. Dicha publicacién podria
demorarse unos meses hasta conseguir el analisis de las muestras restantes. Después de ello
es mi objetivo enviar una publicacidn con los resultados a Journal of Ecology probablemente

después del verano
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3. Informe de gastos del proyecto. Relacidn de partidas de gastos y sus importes. Se
deberdan aportar justificantes originales de los pagos realizados (tickets, recibos o facturas).
A continuacidn se detallan los gastos acometidos y el nombre de las facturas que asi los
corroboran (entregadas en un fichero aparte).

Fecha Tipo de gasto Gasto Nombre Factura Descripcion
27/02/2020 Material 3.5 2020-2-27RibesyCasals Hacer bolsitas
28/02/2020 Viaje 50 2020-2-28Gasolina Viaje muestreo Madrid
28/02/2020 Viaje 28.33 2020-2-28Gasolina2 Viaje muestreo Madrid
28/02/2020 Viaje 11.45 2020-2-28Peaje Viaje muestreo Madrid
01/03/2020 Viaje 35.23 2020-3-1Gasolina Viaje muestreo Madrid
01/03/2020 Viaje 11.45 2020-3-1Peaje Viaje muestreo Madrid
02/03/2020 Material 31.98 2020-3-2PVCs Material para cores
02/03/2020 Material 7.51 2020-3-2RibesyCasals Hacer bolsitas
04/03/2020 Material 87.12 2020-3-4CortesPVC Corte para los cores
04/03/2020 Viaje 24.71 2020-3-4Gasolina Viaje Muestreo Suelo Madrid
04/03/2020 Viaje 30 2020-3-4Gasolina2 Viaje Muestreo Suelo Madrid
04/03/2020 Material 33.95 2020-3-4LeroyMerlin Pala y material
04/03/2020 Viaje 11 2020-3-4Peaje Viaje Muestreo Suelo Madrid
07/03/2020 Viaje 42.16 2020-3-7Gasolina Viaje muestreo Alicante
09/03/2020 Material 2.63 2020-3-9RibesyCasals Material para bolsitas
14/07/2020 Viaje 57.46 2020-7-14Gasolina Viaje montar experimento
01/09/2020 Viaje 60.21 2020-9-1Gasolina Viaje control t1
28/07/2021 Viaje 54.19 2021-7-28Gasolina Viaje desmontar esperimento
20/12/2021 Viaje 79.6 2021-12-20AVE Viaje extracciones
27/12/2021 Viaje 50 2021-12-27Gasolina Viaje extracciones

Analisis
31/3/2022 biogeoquimicos 1775.12 2022-3-1FacturaCesar Analisis quimicos del suelo
SUMA = 2487.60
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En Madrid, a 31 de marzo de 2022

Universidad Rey Juan Carlos « Edif. Depart. |, dpcho. 203 « C/ Tulipan s/n ¢ 28933 Mostoles, Madrid « telf.: 91 4887329



