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RESUMEN

Los factores de cambio global con mayor impacto en los ecosistemas de alta montafia son el cambio
climatico, los cambios de uso del suelo y la deposicién de nitrégeno (N) de origen antropogénico.
En Espafia, un factor adicional a la deposiciéon de N por sus efectos conjuntos en los ciclos
biogeoquimicos, es la deposicion de polvo sahariano rico en fésforo (P). Durante tres afios hemos
simulado deposiciéon de N y P, a través de su adiciéon controlada, en cuatro ecosistemas alpinos de
la red de Parques Nacionales de Espafia que siguen un gradiente latitudinal de aridez, analizado
sus efectos sobre las comunidades edéficas y vegetacion dominante. La abundancia de todos los
organismos edaficos y la actividad enzimética microbiana disminuyeron con la aridez del sistema, que
también modulé la diversidad de las comunidades edéficas y favorecié una mayor prevalencia del
canal de descomposicién bacterivoro en la comunidad de nematodos. La adicién de P incrementd la
abundancia de microrganismos, modulé la composicién de las comunidades bacterianas (diversidad
B) y simplifico la red tréfica edafica al aumentar la abundancia relativa de nematodos microbivoros. En
cambio, la adicién de N tuvo efectos en todos los componentes bidticos, sobre todo en el parque mas
arido (Teide), favoreciendo una mayor abundancia de hongos y nematodos, un mayor acoplamiento
de las actividades enzimaticas e influy6 en la diversidad 8 bacteriana. En el Teide, la fertilizacién con
N también favorecié la productividad, contenido de N en hoja y la eficiencia en el uso de agua del
arbusto dominante. Estos resultados muestran como los efectos combinados del enriquecimiento en
N y P fueron complejos, y sugieren que el aumento de la aridez y de la deposicién de N atmosférico
debido al cambio global, unido al potencial aumento de la deposicién de P sahariano, podrian tener
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efectos a largo plazo en las interacciones planta-suelo y en la composiciéon y funciones ecosistémicas
de las redes tréficas edaficas y vegetacién de alta montafia.

Palabras clave: Bacterias; Cambio Global; Ciclos biogeoquimicos; Ecologia de suelos; Ecosistemas
alpinos y subalpinos; Hongos; Interacciones planta-suelo; Matorral; Nematodos; Red tréfica edafica;
Vegetacion.

EFFECTS OF ATMOSPHERIC NITROGEN AND
PHOSPHOROUS DEPOSITION ON PLANT AND SOIL
MICROBIOTA COMMUNITIES IN ALPINE SYSTEMS

ABSTRACT

The main global change drivers with larger impacts on high mountain ecosystems are climate change,
land use change and nitrogen (N) deposition. In Spain, an additional factor to N deposition, due to
their joint impacts on biogeochemical cycles, is the deposition of Saharan dust rich in phosphorus (P).
For three years, we have simulated N and P deposition, though their controlled addition of nutrients,
in four alpine and sub-alpine systems of the Spanish National Park Network along an aridity gradient,
and analyzed their effects on soil communities and dominant vegetation. The abundance and activity
of all soil organisms decreased as aridity increased, which also influenced their biodiversity and
functioning, increasing the prevalence of the bacterivorous decomposition channel in the nematode
community. Simulated P deposition increased microorganisms abundance, modulated the bacterial
community composition (-diversity) and simplified the edaphic trophic network by increasing the
relative abundance of microbivorous nematodes. Simulated N deposition treatments had effects on all
biotic components, particularly in the most arid park (Teide), increasing the abundance and biomass
of fungi and nematodes, the coupling of extracellular enzymatic activities and affecting bacterial
[B-diversity. In the most arid park, N enrichment also increased plant productivity, leaf N concentration
and water use efficiency of the dominant shrub species. The combined effects of the N and P soil
enrichment were complex. Our results indicate that forecasted increases in aridity and atmospheric
N deposition, together with the potential increase in Saharan P deposition, should have long-term
effects on plant-soil interactions, altering biogeochemical cycles and the structure and composition of
soil food webs and plant communities and the ecosystem functions of these high mountain systems.

Keywords: Alpine and subalpine ecosystems; Bacteria; Biogeochemical cycles; Fungi; Global Change;
Nematodes; Plant-soil interactions; Shrubland; Soil Ecology; Soil food webs; Vegetation.

INTRODUCCI()N Debido a su inaccesibilidad, los ecosistemas alpi-

nos, definidos como aquellos que se encuentran
por encima del limite superior de los bosques o
treeline (NAGY & GRABHERR 2009), también
) representan algunas de las ultimas dreas silves-
albergan un importante elenco de puntos ca- o5 bristinas en la Tierra (KORNER 2007). Sin
lientes de biodiversidad y proporcionan hasta  embargo, su biodiversidad y funcionamiento es-
el 80% del suministro de agua dulce del mundo tan seriamente amenazados por el jmpacto que
(KORNER 2007; DONHAUSE & FREY 2018). tienen distintos factores de cambio global, entre

Las montafias ocupan alrededor del 25% de la
superficie terrestre emergida a nivel mundial,
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los que destacan principalmente, los efectos del
calentamiento global (por ejemplo, PAULI et
al. 2012; STEINBAUER et al. 2018; y en Espana,
BENITO et al. 2011; ESCUDERO et al. 2015), los
cambios de uso de suelo (NAGY & GRABHERR
2009) y la deposicién de nitrogeno (N) atmosféri-
co proveniente de distintas actividades antrépi-
cas (WALKER et al. 2001; KORNER 2017).

EIN es un elemento imprescindible para todas las
formas de vida de la Tierra, y su baja disponibili-
dad en los ecosistemas terrestres limita y regula
la productividad primaria (SUTTON et al. 2011;
GARCIA-GOMEZ et al. 2017). Sin embargo, en el
altimo siglo se ha producido un fuerte incremen-
to en la produccién de nitrégeno reactivo (Nr),
que se emplea principalmente como fertilizante
en actividades agricolas, emitiéndose también
por la ganaderia intensiva y como subproducto
del refinamiento y combustiéon de combustibles
fosiles. En términos generales, se estima que la
cantidad de Nr depositado en los ecosistemas
terrestres se ha incrementado entre 5 a 10 veces
a lo largo del siglo XX, alterando el ciclado natu-
ral del N, la composicion de la biota y diversas
funciones clave de los ecosistemas, afectando
negativamente al clima, la salud humana y la se-
guridad alimentaria y energética (GALLOWAY
et al. 2008; BOBBINK ef al. 2010; ERISMAN et al.
2011; MOORE et al. 2020). Una continua depo-
sicién de Nr puede ocasionar la eutrofizacién y
acidificacién de los ecosistemas edéficos, reducir
la diversidad de especies vegetales nativas e in-
hibir en distinto grado numerosos procesos mi-
crobianos, como la descomposicién de la materia
organica, el ciclado del C y otros nutrientes, o las
emisiones y asimilacion de gases de efecto inver-
nadero (BOBBINK et al. 2010; ERISMAN et al.
2013; LAFUENTE et al. 2020). Los estudios sobre
deposicién de N realizados en Espana han sido
revisados en un reciente monogréfico en la revis-
ta Ecosistemas (2017, Vol. 1) y en LAFUENTE et
al. (2020), donde se destaca que (i) los niveles de
deposicién regional de las distintas formas de Nr
son variables, registrandose valores de hasta 23
kg ha' afo en el noroeste peninsular (GARCIA-
GOMEZ et al. 2017), observandose todavia cierta
tendencia general a seguir aumentando, aunque
las emisiones se hayan estabilizado o incluso
disminuido para algunos compuestos (AVILA
& AGUILLAUME 2017; MAPAMA 2017); (ii) los

ecosistemas con mads riesgo de verse afectados
por estos contaminantes son los sistemas monta-
fiosos y ecosistemas alpinos (GARCIA-GOMEZ
et al. 2014 y 2017) y; (iii) es importante analizar
el aporte de nutrientes debido a las tormentas de
polvo mineral sahariano. Asi, aunque los even-
tos de intrusién de polvo sahariano no contienen
Nr, en la actualidad constituyen un vector de
captacion, transporte y deposicién de contami-
nantes nitrogenados, emitidos principalmente
en el noroeste de Africa debido a su reciente in-
dustrializacion (refinerias de petréleo e industria
de fertilizantes; RODRIGUEZ et al. 2011; AVILA
& AGUILLAUME 2017).

Tanto la Peninsula Ibérica como el archipiélago
canario se ven sometidos a frecuentes eventos
de deposicion de polvo sahariano. Este polvo
es rico en diversos elementos minerales que son
limitantes para el funcionamiento de los ecosis-
temas acudticos y terrestres; entre ellos, desta-
can el fésforo (P), el calcio (Ca) y el hierro (Fe)
(MORALES-BAQUERO et al. 2013). El transpor-
te, suspension en la atmésfera y posterior depo-
sicién del polvo sahariano juegan también un
importante papel en el clima global, en los ciclos
biogeoquimicos y en la productividad de los eco-
sistemas terrestres y acuaticos (OKIN et al. 2004;
MAHOWALD et al. 2010). Se considera que casi
un 50% de todo el polvo mineral emitido a la tro-
posfera (ca. 0.8 x 10° T afio™) procede del Sahara y
el Sahel (QUEROL et al. 2019). Ademas, la canti-
dad de polvo sahariano exportado a la atmdsfera
se ha incrementado en las tltimas décadas debi-
do al aumento de las sequias en el Norte de Afri-
ca (PROSPERO & LAMB 2003, pero ver AVILA &
AGUILLAUME 2017; QUEROL et al. 2019) y a los
procesos de desertificaciéon inducidos por la acti-
vidad humana (MOULIN & CHIAPELLO 2006).
En Espana, entre el 10% (noroeste peninsular) y
31% (sureste peninsular y Canarias) de los dias,
hay entradas significativas de polvo sahariano
(QUEROL et al. 2019), estimandose que la depo-
sicion de P en los ecosistemas peninsulares esta
en torno a los 0.1-2 kg ha afio, con picos pun-
tuales de hasta 27 kg ha ano™ en el archipiélago
canario y Sierra Nevada (QUEROL et al. 2019;
PEREZ-MARTINEZ et al. 2020).

EIl N y el P son nutrientes esenciales para la pro-
ductividad del suelo y la vegetal. Su disponibili-
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dad y las relaciones estequiométricas entre estos
dos elementos esenciales son determinantes en
una gran variedad de funciones ecosistémicas,
ya que ambos estan estrechamente vinculados a
través de distintos procesos biogeoquimicos, ta-
les como el reciclado de nutrientes, la fotosinte-
sis y la productividad vegetal (PENUELAS et al.
2012). En definitiva, la disponibilidad y la abun-
dancia relativa de N y P se encuentran entre los
principales controles del funcionamiento de los
ecosistemas terrestres y su biodiversidad (SALA
et al. 2000; PENUELAS et al. 2012). Aun asf, ape-
nas existen trabajos cientificos que hayan anali-
zado los efectos de la deposicion conjunta de Ny
P en la estructura (composicién y abundancia de
organismos) y respuestas de los ecosistemas es-
panoles de alta montana. En el proyecto que re-
sumimos en el presente capitulo, nos planteamos
dos objetivos principales en cuatro areas de alta
montafa de la red de Parques Nacionales: (i) ca-
racterizar las comunidades de microorganismos
(bacterias y hongos) y microfauna (nematodos)
edaéfica, y (ii) analizar los efectos potenciales de
la deposicion atmosférica de N (contaminante) y
P (origen natural) en la composicién y estructura
de la microbiota edéfica, en su actividad, en los
ciclos de nutrientes y en la respuesta de la vege-
tacion predominante.

MATERIAL Y METODOS

Sitios de estudio y disefio experimental

Entre junio y julio de 2016 se selecciond un area
experimental de aproximadamente 25 x 25 m en
los sistemas alpinos de cuatro Parques Naciona-
les (de sur a norte y siguiendo un gradiente de
mayor a menor aridez; fotos en la Figura 1): Tei-
de, Sierra Nevada, Sierra de Guadarrama y Picos
de Europa. Todas las areas estaban por encima
de los 2000 msnm de altitud, excepto en Picos de
Europa (1700 m; limite superior del piso subalpi-
no), siempre por encima del limite de crecimien-
to del bosque (treeline). La vegetacién predomi-
nante en todas las areas es un matorral de escasa
cobertura disperso en una matriz de suelo des-
nudo o con algunas especies perennes de muy
bajo porte, excepto en Picos de Europa, cuya
area experimental estd ubicada en un pastizal
con 100% de cobertura y colonizado por arbus-

262

Proyectos de investigacién en Parques Nacionales: 2015-2019

tos de gran porte (Fig. 1). Las especies arbusti-
vas dominantes en cada drea experimental eran:
Pterocephalus lasiospermus Link ex Buch (Teide),
Cytisus galianoi Talavera & P.E. Gibbs (Sierra Ne-
vada), Cytisus oromediterraneus Rivas Mart. et al.
(Sierra de Guadarrama) y Genista obtusiramea J.
Gay ex Spach (Picos de Europa).

Dentro de cada area experimental (vallada para
evitar la entrada de grandes herbivoros) se esta-
blecieron parcelas de fertilizacién (cada una de
2.5 x 2.5 my separadas por 1.5 m), siguiendo un
disefio factorial de fertilizacién con fésforo (P) y
nitrégeno (N), con los siguientes niveles: P (0 y
10 kg P ha' afio; KH,PO,; a partir de ahora PO
y P10, respectivamente) y N (0, 10 y 20 kg N ha™
afio’'; en forma de NH NO,; a partir de ahora NO,
N10 y N20, respectivamente), con 6 réplicas por
nivel, dando un total de 36 parcelas por parque
(144 parcelas en total). La fertilizacién se apli-
c6 durante tres afios (2016-2019) en dos tandas
anuales, una en primavera tardia (mayo-junio) y
la otra a mediados de otono (octubre-noviembre)
y anadiendo solo 1 L de solucién por parcela
para no modificar de forma significativa la hu-
medad del perfil del suelo. Las fechas concretas
de la fertilizacién se seleccionaron dependiendo
de la meteorologia (deshielo y comienzo de ne-
vadas) en cada parque.

Recogida de las muestras del suelo

La toma de muestras se realizé durante la es-
tacion de crecimiento vegetal en estos sistemas
alpinos (finales de primavera y verano) y antes
de la adicion de N y P en ese afio. En el presente
capitulo presentamos los andlisis de las muestras
recogidas en los afios 2018 y 2019, tras dos y tres
anos desde el comienzo de las fertilizaciones,
respectivamente. Se extrajeron perfiles de suelo
de 0-10 cm de profundidad en cada parcela de
fertilizacioén (36 parcelas por parque y 144 mues-
tras en total). Cada muestra se tomd insertando
un anillo de PVC de 25 cm de didmetro en el sue-
lo. Se extrajo todo el contenido de los primeros
10 cm de profundidad en dos tandas sucesivas.
La muestra de suelo entre los 0-5 cm de profun-
didad se dividi6 en dos partes: unos 300 g se ta-
mizaron in situ con un tamiz con una malla de 2
mm de paso; esta muestra sirvié para el posterior
analisis de las caracteristicas fisico-quimicas del
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suelo, actividad enzimaética y estructura (abun-
dancia y composicién) de las comunidades de
microrganismos del suelo (hongos y bacterias).
Otra fraccién de 200 g de suelo sin tamizar reco-
gida entre los 0-5 cm de profundidad se mezclo
con la fraccion de suelo extraida entre los 5-10
cm y esta muestra compuesta de suelo (0-10 cm
de profundidad) se utiliz6 para extraer los ne-
matodos del suelo en los siguientes tratamien-
tos: PO-NO, PO-N20, P10-NO, P10-N20. Todas las
muestras fueron transportadas en bolsas de plas-
tico selladas y conservadas en frio (~ 4°C); las
muestras para extraccion de ADN se mantuvie-
ron a -20°C hasta el momento de su procesado. El
material para la recoleccién de los suelos (palas,
PVC guia, tamices y cubos) se traté con alcohol
de 96° entre cada muestra. La secuencia de mues-
treo en las parcelas fue en orden ascendente de
fertilizacién; primero se muestrearon las seis
parcelas control (P0-NO) y las tdltimas fueron las
parcelas P10-N20.

Procesado y analisis de las muestras de suelo

Caracteristicas fisico-quimicas. El pH de las mues-
tras de suelo fue medido con un pH-metro (Cri-
son, Barcelona, Spain) en una solucién acuosa
1:2.5 (vol/vol) de suelo:agua. El contenido en
carbono (C) y N total fueron estimados utilizan-
do un analizador LECO Truspec (St. Joseph, MI,
USA). EI C organico (SOC) se analiz6 después de
eliminar el C inorgénico de la muestra de suelo
utilizando una solucién de HC1 2M. El contenido
en el resto de elementos y nutrientes se analizé
después de una digestién acida y mediante es-
pectrometria de emisién por plasma (ICAP 6500
DUO Thermo; Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA). Estos andlisis se realizaron en el la-
boratorio de ionémica del instituto CEBAS-CSIC
(Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del
Segura, Murcia). Ademads, se analiz6 la cantidad
de N (NH,-N y NO,-N) y P (PO,-P) inorganico
de las muestras. Los protocolos de extraccion y
determinacién de estos compuestos (métodos
del indofenol para N y azul de molibdeno para P,
determinacién por colorimetria) se pueden con-
sultar en SIMS et al. (1995) y ALLEN et al. (1986),
respectivamente.

Actividad enzimdtica. Se analizé el efecto de
la fertilizacion en la actividad enzimatica ex-

tracelular del suelo siguiendo el protocolo de
BELL et al. (2013). En total se analizaron ocho
actividades enzimadticas, cuatro relacionadas
con el ciclo del C (8-1,4-glucosidasa [BG], 3-D-
celobiohidrolasa [CB], B-xylosidasa [XYL] y
a-1,4-glucosidasa [AG]), dos con el del N (p-1,4-
N-acetilglucosaminidasa [NAG] y L-leucinami-
nopeptidasa [LAP]), una con el del P (fosfatasa
[PHOS]) y, finalmente, una con el de azufre (S)
(arilsulfatasa [AS]).

Andlisis de las comunidades bacterianas y fiingicas.
Se realizaron analisis mediante técnicas de bio-
logia molecular y genética para la determina-
cién de la abundancia microbiana, diversidad
y composicién taxonémica de las comunidades
microbianas edaficas en los suelos recogidos en
2018. En 2019 analizamos de nuevo las abundan-
cias. Para ello, se extrajo el ADN total de cada
muestra de suelo usando el kit DNeasy Power-
s0il® (Qiagen, Inc., Venlo, Netherlands). Este
ADN se dividi6 en dos alicuotas y se conservé a
-80°C hasta su anélisis. Para estimar la abundan-
cia microbiana, expresada como ntimero de co-
pias de genes marcadores por gramo de suelo, la
primera alicuota de cada muestra fue sometida
a qPCR (PCR cuantitativa) usando como genes
marcadores las regiones V4 del gen rRNA 16S e
ITS1 para bacterias y hongos, respectivamente.
Se emplearon los siguientes cebadores especifi-
cos: 515f (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3)
y 806r (5-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3)
(WALTERS et al. 2016) para bacterias, e ITS1
(5"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3"; GARDES
y BRUNS 1993) e ITS5.8S (5'-CGCTGCGTT CTT-
CATCG-3’; VILGALYS et al. 1990) para hongos.
Las qPCR se realizaron en un equipo CFX96 TM
Real-Time PCR Detection System (BioRad Labo-
ratories, USA). Se incluyeron tres réplicas téc-
nicas por muestra de ADN, y la curva estandar
fue generada con diluciones de ADN sintético de
cada marcador. La eficiencia de las gPCR vari6
entre el 75% y 95% (12 > 0.9).

La segunda alicuota de ADN (una por muestra
de suelo) se envié a un laboratorio especializado
(GENYO, Centro de Gendémica e Investigacion
Oncolégica dela Univ. de Granada y Junta de An-
dalucia) para la amplificacién y secuenciacién de
marcadores microbianos siguiendo el protocolo
del “Earth Microbiome Project” (https://earth-
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microbiome.org/). Para analizar la composicién
bacteriana, se secuenci6 la regién V4 del gen
rRNA 16S, usando los cebadores 515f-806r referi-
dos anteriormente. Para el caso de la comunidad
fangica, se secuenci6 la regiéon ITS1, empleando
los cebadores ITS1f (5-CTTGGTCATTTAGA-
GGAAGTAA-3) e ITS2 (5-GCTGCGTTCTT-
CATCGATGC-3") (WALTERS et al. 2016). El ana-
lisis bioinformatico de las secuencias obtenidas
se realiz6 en la EEZA-CSIC usando la platafor-
ma de andlisis Qiime2 (https://qiime2.org/)
mediante el método DADA2 (https:/ /benjjneb.
github.io/dada2/index.html). Asi mismo se us6
Qiime?2 para calcular los indices de diversidad
y B. Los detalles metodolégicos sobre el procesa-
do de ADN, qPCR vy andlisis bioinformaticos se
pueden consultar en USERO et al. (2021).

Comunidad de nematodos: Aproximadamente 25 g de
las muestras compuestas de suelo sin tamizar (0-10
cm de profundidad) fueron utilizados para estimar
la humedad relativa del suelo mediante secado en
estufa a 70°C hasta peso constante. El resto de la
muestra se utilizé para extraer los nematodos del
suelo mediante un proceso de lavado, tamizado en
hiimedo y decantacién que permite reducir el vo-
lumen de la muestra y extraer todos los nematodos
moviles de la misma en embudos de Baermann.
Una vez extraidos, todos los nematodos de cada
muestra se contaron bajo una lupa binocular, y sus
abundancias se expresaron como ntimero de indi-
viduos / 100 g de suelo seco. Después, al menos
100 nematodos de cada muestra se identificaron
mediante microscopia éptica a nivel de género o
familia. Los taxones identificados fueron clasifica-
dos en cinco grandes grupos tréficos: herbivoros,
fungivoros, bacterivoros, omnivoros y predado-
res. Basandose en las abundancias de estos grupos
funcionales, se calcularon varios indices ecolégicos
(FERRIS et al. 2001) y la biomasa estimada de cada
grupo (FERRIS, 2010). Los detalles, interpretacion
y relevancia de todos estos indices se pueden con-
sultar en SANCHEZ-MORENO et al. (2021).

Respuesta de la vegetacién

La vegetacion de las parcelas experimentales de
los Parques Nacionales bajo estudio es un ma-
torral disperso sobre suelo desnudo colonizado
por algunas especies perennes subordinadas de
escasa cobertura, excepto en Picos de Europa
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(Fig. 1). En cada Parque determinamos el creci-
miento de las especies arbustivas dominantes
y de algunas especies subordinadas relevantes.
Para ello, cada parcela experimental contenia al
menos un arbusto diana al que se le marcaron los
apices de 2-4 ramas en 2-4 orientaciones cardi-
nales, para seguir su crecimiento anual. Ademads,
en 2018 y 2019 se estim¢ la biomasa y el conteni-
doen N, Py C en el nuevo crecimiento. En 2019
se estimo la eficiencia en el uso del agua de las
plantas a través de la determinacién de las pro-
porciones isotépicas del C en las hojas o ramitas.

Analisis estadisticos

El analisis del efecto de las distintas simulacio-
nes de N y P sobre las caracteristicas abiéticas
y actividad de los suelos, las abundancias y di-
versidad o de las comunidades de hongos, bac-
terias y nematodos, asi como la respuesta de la
vegetacion en los distintos parques se realizé
mediante modelos lineales. Se analizaron las
posibles diferencias usando como factores fijos:
Parques Nacionales (4 niveles: Teide, Sierra Ne-
vada, Sierra de Guadarrama y Picos de Euro-
pa), la adicién de P (dos niveles: PO, P10) y de N
(tres niveles: NO, N10, N20) y las interacciones
estadisticas entre estos factores. Las asunciones
de normalidad y homocedasticidad fueron eva-
luadas mediante un analisis exploratorio de los
residuos. Asi, en el caso que fuera necesario, se
transformaron las variables, por ejemplo, log,,
(abundancia de organismos edaficos). Ademas,
y por lo general, se incluy6 en la modelizacion la
funcién varldent para el factor Parques para evi-
tar potenciales problemas de heterocedasticidad.
La comparacién de medias entre tratamientos se
realiz6 mediante el test post-hoc LSD de Fisher y
la significacion se establecié a p<0.05. Ademas,
en el caso de la actividad enzimatica, se anali-
z6 el grado de acoplamiento de los mismos si-
guiendo la metodologia de OCHOA-HUESO et
al. (2019); este acoplamiento muestra el grado de
disrupcién en los ciclos biogeoquimicos en los
suelos, pudiendo actuar como una alerta tem-
prana sobre cambios que se estan produciendo
en el funcionamiento de los ecosistemas. Para el
andlisis de la diversidad {3 se construyeron ma-
trices de disimilitud con los indices Unifrac pon-
derado para bacterias, Bray-Curtis para hongos
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y Jaccard para nematodos y para cada una se rea-
liz6 un analisis multivariante permutacional de
varianza (PERMANOVA) con la funcién adonis2

hacia el sur que determiné la productividad ve-
getal y el contenido de C organico en los suelos
(SOC; Figural). Asi, la cobertura vegetal (11%) y

el SOC fueron minimos en el sistema mas arido
(Teide), mientras que en el mas himedo (Picos
de Europa), donde el matorral estd inserto en una
matriz de pradera con una cobertura del 100%, el
SOC es maximo, estando los ecosistemas de los
otros dos Parques entre estos dos extremos.

del paquete vegan. Todos los andlisis estadisticos
se realizaron en R v. 3.6.3 (R Development Core
Team 2020; https:/ /www.r-project.org/).

RESULTADOS

Los tratamientos de deposiciéon simulada de Ny
P tuvieron efectos en el contenido final (2019) de
P (PO,-P) y N (NH,-N y NO,-N) inorgéanico del

Los cuatro Parques Nacionales se ubican a lo lar-
go de un gradiente latitudinal de aridez creciente

Sierra Nevada

Teide

(A) Sierra de Guadarrama Picos de Europa

i

EEEEEEEEE—— -

(B) Parque :’;;:')P* At(m) O  Litologa (’fg‘:j:) arbc(\zj?iva pH C %) SOC (%) N (%) P (%)

Picos de Europa _ 850-1600 1700 S LutCong  0-10 30 444 £004c 801 £028b 7.96%036a 070 £ 0026 0.10£00la
S.Guadarrama  800-1200 2200 SO  Granito  30-40 40 448 £0.04c 1254%0.77a 7.66+047a 081 £0.05a 0.05%0.01d
5. Nevada 650750 2600 SO  Esquisto 55 60  594%003b 485%047c 3.16£022b 035+003 0.07%0.0lc
Teide 350 2100 NE  Avolan. 80 Il 694%003a 036%003d 0362003 005%00ld 0.0900lb

(*) Varias fuentes, principalmente AEMET (http://www.aemet.es/es/serviciosclimaticos/) y MITECO (www.miteco.gob.es/en/red-parques-nacionales/ )

Figura 1. Panordmicas de las parcelas de experimentacion en los distintos Parques Nacionales (de izquierda a derecha: Teide,
Sierra Nevada, Sierra de Guadarrama y Picos de Europa). (B) Caracteristicas generales de las parcelas experimentales. Se indica el
rango de precipitacién promedio en el drea (de esta se estima que entre un 70 y un 95 % cae en forma de nieve); altitud de la parcela
de experimentacion; orientacion de la ladera principal; litologia predominante (lutitas y conglomerados en Picos, arenas volcénicas
en Teide); el indice de aridez (modificacién del indice de aridez de Martonne, siendo Ia=P/(10+T) donde Py T son la precipitacion
y temperatura medias anuales); cobertura arbustiva y; diversas caracteristicas de los suelos en el afno 2019 (0-5 cm; medias + E. E. n
=36): pH, y contenidos de carbono total (C), carbono organico (SOC), nitrégeno total (N), fésforo total (P). Nimeros dentro de cada
columna con letras distintas indican diferencias significativas entre parques. No hubo diferencias para los distintos tratamientos de
adicién de nutrientes dentro de cada Parque excepto para el contenido de P, donde la simulacion de deposicion P increment6 los
valores de este nutriente (y del contenido de fosfato) en todos los parques. Paneles modificados de los publicados en SANCHEZ et
al. (2021). En este articulo también se incluyen imédgenes satelitales de tormentas de polvo sahariano en los afios 2016, 2018 y 2020 y
modelos espaciales de depésito de Nr en la Peninsula Ibérica.

Figure 1. (A) Photos of the experimental plots of the different National Parks (from left to right: Teide, Sierra Nevada, Sierra de
Guadarrama and Picos de Europa). (B) Characteristics of the experimental plots: precipitation range: Precip. (mean annual rainfall,
between 70 to 95% of the precipitation falls in the form of snow); elevation (Altitud); aspect (Orient.); lithology (shales and con-
glomerates in PN Picos de Europa; volcanic sands in PN del Teide); a modification of the Martonne aridity index (Aridity; la =P /
(10 + T), where P and T are mean annual values of precipitation and temperature; shrub cover (cobertura arbustiva), and; several
properties of soils collected in 2019 (0-5 cm; means + S.E., n = 36) as pH, total carbon (C), organic carbon (SOC), total nitrogen (N)
and total phosphorus (P) contents. Numbers within a column with different letters indicate significant differences across parks
for that variable (LDS Fisher post-hoc test; p<0.05). There were no significant differences across the different simulated deposition
treatments, except for P content (and phosphate content) that was greater with P addition in all parks. Both panels are modifications
of those published in SANCHEZ et al. (2021). This manuscript also contains satellite images of Saharan dust storms in 2016, 2018
and 2020, and spatial models of Nr deposition in the Iberian Peninsula.
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suelo de las parcelas experimentales (Figura 2),
pero el efecto vari6 entre los diferentes parques y
nutrientes considerados. Especificamente, la adi-
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Figura 2. Fosfato y N mineral en los suelos en las parcelas de
experimentacién en los distintos Parques Nacionales en el afio
2019 (n=23 y 12 por cada nivel de adicion de P y N, respecti-
vamente, y parque). Las barras son medias + E. E. El orden
de presentacion de los parques es: Teide, S. Nevada, S. Guada-
rrama y Picos de Europa, separados por lineas punteadas. La
leyenda de colores (tratamientos de deposicion de nutrientes)
de las barras son los siguientes: Para el contenido de fosfato,
blanco indica sin fertilizacion con P (P0) y violeta con fertiliza-
cién con P (P10; 10 kg P ha™ afio™ de KH,PO,); para el conte-
nido de N mineral, blanco indica sin fertilizacién de N (NO), y
verde claro (N10; 10 kg N ha™ afio” de NH,NO,) y verde oscuro
con fertilizacién de N (N20; 20 kg N ha™ ano” de NH,NO,). Las
letras en rojo indican qué factores fijos tuvieron efectos signifi-
cativos (Parg-Parques y Py N para deposicion de Py N; *** ***
para p< 0.05, 0.01, 0.001, respectivamente).

Figure 2. Phosphate and mineral N in soils of the experimental
plots in the different National Parks in 2019 (n = 23 and 12 for
each level of P and N addition, respectively, and park). Bars are
means * S. E. The order of presentation of the parks is: Teide, S.
Nevada, S. Guadarrama and Picos de Europa, separated by dot-
ted lines. Bars color legends (nutrient deposition levels) are as
follows: For phosphate content, white indicates without P ferti-
lization (P0) and violet with P fertilization (P10; 10 kg P ha™ afo™
de KH,PO,); for mineral N content, white indicates without N
fertilization (NO), and light green (N10; 10 kg N ha™ afo™ de
NH,NO,) and dark green with N fertilization (N20; 20 kg N ha™
afio” de NH,NO,). The letters in red indicate that fixed factors
had significant effects (Parq-Parks and P and N for deposition of
Pand N; *, **, *** for p <0.05, 0.01, 0.001, respectively).
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cion de P afectd al contenido de fosfatos en los
suelos en Sierra Nevada y Sierra de Guadarra-
ma, mientras que la de N afecté al contenido de
N mineral solo en el Parque Nacional del Teide.

El grado de aridez fue también uno de los prin-
cipales determinantes de la abundancia, compo-
sicién y estructura de las comunidades de mi-
crorganismos (hongos y bacterias) y microfauna
(nematodos) edaficas y de su actividad, estando
todas ellas moduladas también por las caracte-
risticas fisico-quimicas de los suelos y, en menor
medida, por los tratamientos de adicion de Ny P.
Asi, tanto en 2018 como en 2019, dos y tres afios
después de comenzar los tratamientos experi-
mentales, las abundancias de bacterias y hon-
gos difirieron entre parques. La abundancia de
hongos y bacterias disminuy¢ con la aridez, pero
aument6 en todos los parques con la adicién de
P, mientras que solo los hongos respondieron a la
adicién de N y solo en el parque mas arido, Teide
(Figura 3A).

El indice de diversidad de Shannon H’ (por
tanto, muestra la riqueza ponderada por abun-
dancia relativa) revel6 unos valores de diversi-
dad a maés altos, tanto para bacterias como para
hongos en Sierra Nevada, el sitio experimental
a mayor altitud (Figura 3B). Ademas, hubo una
mayor diversidad bacteriana en los parques mas
aridos y un descenso de la diversidad flingica en
los parques de los dos extremos del gradiente de
aridez. Excepto en Sierra Nevada, la diversidad
de hongos tendié a aumentar y la de bacterias
a disminuir con el aumento en el contenido en
C organico del suelo (Figura 4), pero la adicién
de N y P no produjo cambios estadisticamente
significativos en la diversidad a en ninguno de
los parques. En cambio, la diversidad bacteriana
B si se vio influida tanto por el origen de los sue-
los (Parque Nacional; Pseudo-F=181.16; p<0.001,
Figura 3C), como por los tratamientos de adicién
de nutrientes (Pseudo-F=2.69 y 2.95 y 2.69 para
la adiciéon de N y P, respectivamente; p<0.05),
mientras que la diversidad {3 de las comunidades
de hongos solo difirié entre parques (Pseudo-
F=42.37; p<0.001; Figura 3C). Estas claras dife-
rencias entre parques en diversidad {3 se reflejan
en una composicién taxonémica diferente, con
un cambio de orden en la abundancia relativa
de algunos de los principales filos bacterianos
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Figura 3. Abundancia de microorganismos y diversidad a (indice de Shannon) y 3 (columna de la derecha) de la comunidad de
bacterias (fila superior) y hongos (fila inferior) de los suelos en las parcelas de experimentacién (n=36 por parque) en los distintos
Parques Nacionales en el afio 2018 y 2019 (solo abundancia). Las abundancias de bacterias y hongos se midieron como el niimero
de copias del gen marcador correspondiente (de hongos o bacterias, ver métodos) por gramo de suelo, siendo la determinacién por
qPCR. Los simbolos y barras de las abundancias son medias + E. E. La leyenda de formas (parques) y colores (tratamientos de adi-
cién de nutrientes) de estos simbolos son los siguientes: tridngulos para Teide, circulos para Sierra Nevada, rombos para Sierra de
Guadarrama y cuadrados para Picos de Europa; mientras que los colores dentro de cada parque indican los niveles de fertilizacion
con Py Ny aparecen por orden de izquierda a derecha como blanco (PONO, control), verde claro (PON10), verde oscuro (PON20),
lila claro (P10NO), lila oscuro (P10N10) y violeta (P10N20). Las letras en rojo indican que factores fijos tuvieron efectos significativos
(Parq para Parques y Py N para deposicién de Py N; ***,*** para p< 0.05, 0.01, 0.001, respectivamente). La diversidad-a se muestra
con diagramas de caja (box-plot) que representan: la mediana (linea interior de la caja); los cuartiles 1° -percentil 75- y 3° -percentil
25- (limites superior e inferior de la caja); los valores maximo y minimo (limite de las barras o lineas) y los valores atipicos (puntos).
Las letras “T, S, G, P” del eje de las x (diversidad-«) y leyenda de la diversidad-f3 corresponden, respectivamente, a los parques
nacionales de: Teide, Sierra Nevada, Sierra de Guadarrama y Picos de Europa, respectivamente. La diversidad-a bacteriana fue
mayor en los parques mds dridos (S>T>G>P; F3,117=292.26; p<0.001), mientras que la diversidad--a fiingica disminuy¢ en los dos
extremos del gradiente de aridez (S=G>P>T; F3,119=37.64; p<0.001).

Figure 3. Abundance of microorganisms, a- (left column) and - (right column) diversity of the soil communities of bacteria (up-
per file) and fungi (lower file) across the different national parks (n=36 plots per park) in 2018 and 2019 (only abundances). Bacteria
and fungi abundances were measured as marker gene copy numbers per gram of soil (QPCR estimation). Symbols and bars for mi-
crobial abundance are means + S. E. The legend for symbol shapes (parks) and colors (nutrient addition treatments) are as follows:
triangles (Teide), circles (Sierra Nevada), diamonds (Sierra de Guadarrama) and squares (Picos de Europa); while the colors within
each park indicate P and N fertilization levels and appear in order from left to right as white (PONO, control), light green (PON10),
dark green (PON20), light lilac (P10N0), dark lilac (P10N10) and violet (P10N20). Red letters indicate which fixed factors had signi-
ficant effects (Parq for Parks, and P and N for addition of P and N; *, **, *** for p <0.05, 0.01, 0.001, respectively). Values distribution
of a-diversity within a park is shown with a box-plot that includes the median (line within the box); quantiles Q1 and Q3 -75" and
25 percentiles- (limits of the box); maximum and minimum values (limits of the whiskers) and outliers (points). The letters “T, S, G,
P” in the a-diversity panels and figure legend ((-diversity) are the National Parks: Teide, Sierra Nevada, Sierra de Guadarrama and
Picos de Europa, respectively. Bacterial a-diversity was highest in the southern and arid parks (S>T>G>P; F, | =292.26; p<0.001),
whereas fungal a-diversity decreases in both ends of the aridity gradient (S=G>P>T; F3,119=37.64; p<0.001).

3117

y fingicos (Figura 4). Asi, hubo una tendencia
a una mayor presencia relativa de los filos Aci-
dobacteria, Firmicutes y Verrucomicrobia (bacte-
rias) y Basidiomycota (hongos) en el parque con
menor aridez (Picos de Europa), mientras que la
abundancia relativa del filo Gemmatimonadetes
(bacterias) fue mayor en los parques mas aridos y
con menor SOC, igual que los hongos de los filos

Ascomycota y Glomeromycota. Hubo diversos
filos de hongos exclusivos de cada parque, como
Calcarisporiellomycota en Teide o Mucoromyco-
ta y Olpidiomycota en la Sierra de Guadarrama.

La actividad enzimética extracelular en los suelos
difiri6 notablemente entre parques, pero no asi
entre tratamientos de adicion de nutrientes (DA
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Figura 4. Regresion PLS mostrando la relacién entre las abun-
dancias relativas de los filos dominantes (palabras en negro)
de bacterias (panel superior) y hongos (panel inferior) en cada
parcela experimental (n=36 por parque) y las distintas carac-
teristicas de los suelos, abundancias y diversidad-a de las co-
munidades de microorganismos (palabras en azul). Las formas
y colores de los simbolos representan los distintos parques:
tridngulos amarillos para Teide, circulos naranjas para Sierra
Nevada, rombos verdes para Sierra de Guadarrama y cuadra-
dos azules para Picos de Europa.

Figure 4. PLS regression of the relative abundance of dominant
phyla (black words) of bacteria (upper) and fungi (lower panel)
as a function of soil characteristics and abundance and a-diversity
of each microbial community (blue words). For both panels, sym-
bol color and shape represent parks as follows: yellow triangles
(Teide), orange circles (Sierra Nevada), green diamonds (Sierra de
Guadarrama) and blue squares (Picos de Europa).

SILVEIRA 2018), siendo, en general, las tasas de
actividad mas altas en los parques del extremo
menos arido del gradiente y en suelos con mas
SOC y menor pH (Picos de Europa y Guadarra-
ma). Sin embargo, el grado de acoplamiento entre
las distintas actividades enzimaticas difiri tanto
entre parques como entre tratamientos de adicién
de N (Figura 5A), siendo el acoplamiento mayor
con la adicién de N (sobre todo en Teide) sélo o
en combinacién con la adicién de P, mientras que
la aplicacién de tnicamente P no tuvo efectos sig-
nificativos sobre este acoplamiento. Por dltimo,
es interesante destacar las relaciones entre los
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Figura 5. Grado de acoplamiento de las distintas actividades
enzimaticas en los suelos bajo distintos niveles de deposicién
simulada de N y P. El coeficiente de correlacion de Spearman
estd en valor absoluto y, por tanto, varia entre 0 y 1; 0 indica
una correlacién nula (ciclos de nutrientes totalmente desaco-
plados) y 1 una correlacién fuerte (ciclo de nutrientes comple-
tamente acoplados). En las actividades enzimaticas, la media
del modelo nulo (correlacion al azar) es la linea roja. Las barras
de error (intervalo de confianza al 95%) que no cruzan con la
linea roja suponen que el acoplamiento es significativamente
mayor o menor que el azar (P < 0.05). Los simbolos diferen-
cian los parques: triangulo (Teide), circulo (S. Nevada); rombo
(Guadarrama) y cuadrado (Picos); mientras que los colores dis-
tinguen niveles de fertilizacién de P y N como en los descritos
en la leyenda de la Figura 3 para abundancias.

Figure 5. Coupling of soil enzymatic activity under different
levels of N and P simulated deposition. Spearman correlation
coefficient values are in absolute value and, therefore, it varies
between 0 and 1; 0 indicates a null correlation (fully uncou-
pled nutrient cycling), and 1 a strong correlation (fully coupled
nutrient cycling). The red line is the mean of the null model
(random correlation). Error bars (95% confidence interval) that
do not cross the red line denote significant greater or lower
coupling than random chance (P <0.05). Type of symbols di-
fferentiates the national parks: triangle-Teide, circle-S. Nevada;
diamond-S. Guadarrama and square-Picos de Europa; while
colors distinguish P and N simulated deposition levels, color
legend as in Figure 3 for microbial abundance.

niveles de actividad enzimatica y la diversidad
y abundancia de bacterias y hongos. Si bien las
abundancias de bacterias y hongos estuvieron po-
sitivamente correlacionadas con las distintas tasas
=0.4-0.9, p<0.05),
la diversidad a de bacterias solo se correlacion6

de actividad enzimatica (r,

pearman
positivamente con el conjunto de actividades en-
zimaéticas relacionadas con la mineralizacién del
C y N (rSpcarman
caso de la comunidad de hongos su diversidad «

=0.26, p<0.001), mientras que en el

se relacion6 positivamente con todas las tasas de

actividades enzimaticas (r, =0.3-0.7, p<0.01).

Spearman
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La abundancia de la comunidad de nematodos  porcentaje de microbivoros (fungivoros y bacte-
también disminuy6 con la aridez, y, mientras que rivoros), simplificando las redes tréficas (Figura
la adicién de N aument6 su biomasa (Figura 6A) 6B). Los nematodos fungivoros fueron mas sen-
debido al incremento de la abundancia de nema-  sibles que los bacterivoros a los desequilibrios
todos bacterivoros, la adicion de P increment6 el estequiométricos producidos por algunos de los
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Figura 6. Comunidad de nematodos del suelo. (A) Biomasa total de nematodos en los distintos Parques Nacionales y tratamientos
de adicién de N (NO -blanco- y N20 —verde-; medias + E. E., n=12 por tratamiento y parque). Las letras en rojo indican que factores
fijos tuvieron efectos significativos. (B) Abundancias relativas de cada grupo tréfico de nematodos en los suelos de los distintos
Parques Nacionales y tratamientos de deposicién de nutrientes (P y N). Los simbolos y barras son medias + E. E., n=6. Las letras
en rojo indican qué factores fijos tuvieron efectos significativos (Parq paraParque, y Py N para deposicion de Py N; *, **, *** para p
<0.05, 0.01, 0.001, respectivamente (+), significancia marginal a p<0.1). La leyenda de formas de los simbolos y sus colores como en
la Figura 3. Ambos paneles y los detalles de los resultados estadisticos pueden consultarse en SANCHEZ et al. (2021).

Figure 6. Soil nematode community (A) Total biomass of the nematode communities across the different national parks and N
addition treatments (NO y N20) (means = S. E., n=12 per treatment within each park). (B) Relative abundance of nematode trophic
groups in soils of different national parks and nutrient deposition treatments (P and N). Symbols and bars are means + S. E., n = 6.
Letters in red indicate significant effects of fixed factors on the response variable (Parq for Parks, and P and N for deposition of P
and N; *, **, *** for p <0.05, 0.01, 0.001, respectively (+), marginal significance at p<0.1). Legend of symbol patterns and colors as in
Figure 3. Both panels and details on the statistical results are published in SANCHEZ et al. (2021).
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tratamientos de adicién de nutrientes (PON20 y
P10NO). En general, las comunidades de nema-
todos de los sistemas mads aridos se caracteriza-
ron por una prevalencia del canal bacterivoro de
descomposicion de la materia organica y por una
importancia relativamente baja de la herbivoria
subterranea (Figura 6 y consultar detalles en
SANCHEZ-MORENO et al. 2021).

Por dltimo, en cuanto a la vegetacion, destaca-
mos aqui los resultados de biomasa del tallo api-
cal (crecimiento de cada ano) y contenido de N
en hoja (o tallo) de las especies arbustivas domi-
nantes. En los dos parques latitudinalmente mas
distantes (Picos de Europa y Teide) se produjo
un efecto positivo de la fertilizacién con N en el
crecimiento de los arbustos dominantes (signifi-
cativo para Genista obtusiramea en 2017 y 2018 en
Picos de Europa, datos no mostrados, y para Pte-
rocephalus lasiospermus en 2017 y 2019 en Teide,
Figura 7A). Para esta especie endémica del Par-
que Nacional del Teide, la adicién de N se reflejo
en un mayor contenido en N en las hojas (Figura
8) y una mayor eficiencia en el uso de agua (Figu-
ra 7A). Algo parecido ocurri6 en 2018 en el caso
de la graminea Bromus tectorum, la tinica especie
subordinada en las parcelas del Parque Nacional

Proyectos de investigacién en Parques Nacionales: 2015-2019

del Teide. Su presencia en el parque esta aumen-
tando, sobre todo en las cercanias de los caminos,
por lo que su expansién podria estar asociada a
un aumento de los niveles de N en el suelo. En
concordancia, observamos un aumento significa-
tivo de la biomasa de las plantas de Bromus tecto-
rum debido, principalmente, a la adicién de N, y
de modo secundario a la de P (Figura 7B). En los
otros dos parques (Sierra de Guadarrama y Sie-
rra Nevada) los patrones de crecimiento de los
arbustos dominantes (Cytisus sp) han sido com-
plejos y, si acaso, sensibles a la adicién de P, que
tendio a favorecer el crecimiento de los arbustos
y su contenido en N en hoja (significativo en
Sierra Nevada, Figura 8), aunque sin diferencias
marcadas entre tratamientos y con una respuesta
variable en funcién del afio de medida.

DISCUSION

En este proyecto hemos analizado la influen-
cia potencial de la deposicion atmosférica de N
y P sobre las comunidades de suelos y plantas
en cuatro ecosistemas de alta montafa espafio-
les que se extienden a lo largo de un gradiente
latitudinal y de aridez, los Parques Nacionales
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Figura 7. Crecimiento vegetal en las parcelas experimentales del Parque Nacional del Teide. Biomasa de la graminea Bromus tec-
torum y de las ramas apicales de rosalillo (Pterocephalus lasiospermus) en 2018 y 2019, respectivamente, y firma isotopica d"*C de las
hojas de rosalillo en 2019. Esta tiltima variable esta relacionada con la eficiencia en el uso de agua (WUE) de la planta, siendo ésta
mayor cuanto menos negativo sea el valor de d"C. En todos los casos hay un aumento del crecimiento y WUE de la planta al au-
mentar la disponibilidad de N en los suelos (p<0.05). Los tratamientos indicados en el eje x muestran los niveles de fertilizacién de
Py N. Los simbolos y barras son medias + E. E.; n=6. La leyenda de colores de los simbolos como en la Figura 3.

Figure 7. Plant growth in Teide National Park experimental plots. Plant biomass of Bromus tectorum grass and biomass of the apical
branches of rosalillo shrubs (Pterocephalus lasiospernius) in 2018 and 2019, respectively, and d**C leaf isotopic signature (a proxy of
plant water use efficiency (WUE); the less negative, the more efficient the plant in its use of water). In all cases, there is an increase
in plant growth and WUE as soil N availability increases (p<0.05). Treatments on the x-axis show the P and N deposition levels.
Symbol values are means + S. E., n = 6. Legend of symbol colors as in Figure 3.
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Figura 8. N en hoja y relacién entre C y N en hoja de las espe-
cies arbustivas dominantes en los distintos Parques Nacionales
y tratamientos de adicion de nutrientes (P y N). Los simbolos
y barras son medias + E. E.; n=6. Las letras en rojo indican que
factores fijos tuvieron efectos significativos (Parq paraParque,
Py N para deposicién de P y N, e interacciones; *, **, *** para
p <0.05, 0.01, 0.001, respectivamente). La leyenda de formas de
los simbolos y sus colores como en la Figura 3.

Figure 8. Leaf N content and leaf C:N relation of the dominant
shrub species in each National Park and P and N simulated de-
position levels. Symbol values are means + S. E., n = 6. Letters
in red indicate significant effects of fixed factors on the respon-
se variable (Parq for Parks, P and N for deposition of P and N,
and interactions; *, **, *** for p <0.05, 0.01, 0.001, respectively.
Legend of symbol patterns and colors as in Figure 3.

del Teide, Sierra Nevada, Sierra de Guadarrama
y Picos de Europa. La aridez, y a través de sus
efectos sobre variables como el contenido de C
organico y de N en el suelo, fue el principal fac-
tor que determind la estructura de las comunida-
des de microrganismos y microfauna del suelo
y de sus respectivas funciones. Todas estas res-
puestas bioticas estuvieron moduladas por las
caracteristicas fisico-quimicas particulares de los
suelos de cada parque y, en menor medida, por
los tratamientos de adicién de N y P. A pesar de
la corta duracién de los tratamientos de adicion

de N y P (tres afios), las comunidades de bacte-
rias, hongos y nematodos respondieron a dichos
tratamientos experimentales. Particularmente
destacan las respuestas de las comunidades del
suelo y de plantas al aumento experimental de
la disponibilidad de N en el Parque Nacional del
Teide, el mas arido de los cuatro.

En este proyecto nos hemos centrado en el
analisis de los microorganismos (bacterias y
hongos) y microfauna (nematodos) del suelo
porque son las principales comunidades im-
plicadas en funciones clave del ecosistema. Las
bacterias y hongos representan el recurso basal
en la red tréfica del suelo y son los principales
organismos implicados en los ciclos biogeoqui-
micos del suelo e intercambio de gases entre el
suelo y atmoésfera (ademas de las plantas). Ade-
mas, establecen interacciones criticas con la ve-
getacion, pudiendo determinar el devenir de los
ecosistemas terrestres (PUGNAIRE et al. 2019,
LAFUENTE et al. 2020). Por ello, la alteracion
del funcionamiento de estas comunidades pue-
de considerarse una alerta temprana que senala
la degradaciéon del ecosistema. Algo parecido
ocurre con los nematodos, un grupo clave de
la biota edafica que ocupa multiples posiciones
en la red tréfica, desempefia funciones clave en
los ecosistemas y son buenos indicadores de la
actividad biolégica, calidad y estado del sue-
lo (VAN DEN HOOGEN et al. 2019). A escala
global, se sabe que tanto la abundancia como
la diversidad de estos organismos edaficos dis-
minuyen al aumentar la aridez y disminuir el
contenido de C organico en los suelos (MAES-
TRE et al 2015; VAN DEN HOOGEN et al. 2019).
Este patron se debe principalmente al impacto
negativo que tiene la aridez en procesos biol6-
gicos como la productividad vegetal y la des-
composicién de la materia organica, principales
fuentes de C organico y N en los suelos de los
ecosistemas terrestres aridos y secos (DELGA-
DO-BAQUERIZO et al 2013). Tres de los cuatro
Parques Nacionales estudiados aqui se pueden
considerarse drylands (sistemas secos, semid-
ridos y dridos) de alta montafia (FAO 2011) y
nuestros resultados muestran que la abundan-
cia de los distintos organismos del suelo siguié
un patrén similar al encontrado a escala global.
Sin embargo, no ocurrié lo mismo con la diver-
sidad. Asi, la diversidad « de las comunidades
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de bacterias fue maxima en los parques mads
aridos y con menor C organico (Teide y, sobre
todo, Sierra Nevada), mientras que la diversi-
dad de la comunidad de hongos fue minima en
los dos extremos del gradiente de aridez (Teide
y Picos de Europa), cuyos suelos tienen un pH
y contenidos de C organico y N muy dispares,
pero similar contenido en P total. Ademas, la
estructura de las comunidades de microrganis-
mos (bacterias y hongos) y microfauna (nema-
todos), también difiri6 entre parques, siendo
estas comunidades bastante idiosincréticas.
Para los tres grupos parece haber una relacién
entre la diversidad {3 y el gradiente de aridez,
de forma que las comunidades son mas distin-
tas cuanto mads distinto es el régimen climatico,
en consonancia con estudios previos (LI et al.
2020; RODRIGUEZ-ECHEVERRIA et al. 2021).
Estudios previos han mostrado que la diversi-
dad B de las comunidades microbianas estan
reguladas por la aridez, el pH y el C del sueloy
la vegetacion (FIERER ef al. 2009; TEDERSOO Y
BAHRAN 2014), mientras que la de las comuni-
dades de microfauna edafica responden a varia-
bles como la edad del ecosistema, el C del suelo,
la productividad primaria vegetal neta y el ratio
N:P (JONSSON et al. 2016).

Estas diferencias en abundancia y composicion de
las comunidades del suelo a lo largo del gradiente
de aridez se vieron también reflejadas en cambios
en su actividad y funciones. Los microrganismos
del suelo producen una gran variedad de enzimas
extracelulares implicadas en procesos biogeoqui-
micos criticos para los ecosistemas terrestres, en-
tre los que se encuentran la descomposicién de la
materia orgdnica, el ciclado de nutrientes y la for-
macion de suelo (BURNS & DICK 2002; BELL et
al. 2013). En este proyecto hemos encontrado que
los niveles de actividad enzimatica fueron, en ge-
neral, mayores en los parques en el extremo més
hiimedo del gradiente, donde los suelos tienen
una mayor cantidad de C orgédnico y un menor
pH. En estas condiciones, la abundancia de bac-
terias y hongos es mayor, asi como la diversidad
de hongos. La diversidad « de bacterias, ademas,
se correlacion6 positivamente con las actividades
enzimaticas relacionadas con los ciclos de la mine-
ralizacioén del C y N. En el caso de la comunidad
de nematodos, esta microfauna fue mas abundan-
te y funcional en el Parque Nacional mas hdamedo
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y con mas recursos, Picos de Europa (SANCHEZ—
MORENO et al. 2021). En los Parques Naciona-
les mas 4ridos, tanto la composicion como la es-
tructura tréfica de la comunidad de nematodos
respondieron a esta baja disponibilidad de agua
simplificando las redes troficas y limitando los
canales fungivoro y herbivoro (SANCHEZ-MO-
RENO et al. 2021).

Los efectos de la adicién de N y P en los suelos
de los parques nacionales estudiados fueron su-
tiles, posiblemente debido a la escasa duracion
del proyecto, de apenas tres afios. Sin embargo,
a pesar del corto periodo de manipulaciones
experimentales, los efectos fueron consistentes,
y afectaron a todos los componentes del ecosis-
tema analizados, desde las comunidades de mi-
crorganismos y microfauna del suelo a la vegeta-
ciéon dominante. Asi, la diversidad (3 bacteriana
cambié tanto en respuesta al enriquecimiento
con N como P, y tanto las comunidades de bacte-
rias como de hongos aumentaron su abundancia
con la adicién de P, mientras que solo los hongos
incrementaron su abundancia en respuesta a la
adicion de N. Estos cambios en la estructura de
las comunidades microbianas, si bien no produ-
jeron cambios apreciables en las tasas de activi-
dad enzimatica, si que tuvieron efectos en su di-
versidad funcional, es decir, en las interacciones
y grado de acoplamiento entre las mismas. Las
parcelas con enriquecimiento en N tuvieron un
mayor grado de acoplamiento de los ciclos bio-
geoquimicos, mientras que las que recibieron P
no sufrieron ningtin cambio significativo, aun-
que hubo interacciones positivas al incluir am-
bos nutrientes de forma simultanea. Este resulta-
do es sorprendente y contrario a las predicciones
generales, que sugieren que en los ecosistemas
afectados por vectores de cambio global existi-
rd una mayor interrupcién de las conexiones
ecoldgicas y un mayor desacoplamiento de los
ciclos biogeoquimicos (GILMAN et al. 2010; DA
SILVEIRA 2018). En todo caso, dada la importan-
cia que tienen las distintas actividades enzima-
ticas extracelulares en los ciclos biogeoquimicos
terrestres, seria relevante hacer un seguimiento
futuro de estas tendencias y analizar si se man-
tienen o varian en el medio plazo.

La adicion experimental de N y P tuvo un efecto
limitado sobre la estructura de la comunidad de
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nematodos, pero la adiciéon de N increment6 su
biomasa (y abundancia), particularmente de los
nematodos bacterivoros y, sobre todo, en el par-
que maés arido (Teide). Esto concuerda con lo en-
contrado en sistemas agrarios (SONG et al. 2016),
donde se ha demostrado que la adicién de N in-
duce un enriquecimiento organico en el suelo que
incrementa la presencia de nematodos bacterivo-
ros oportunistas, fungivoros y herbivoros, redu-
ciendo la complejidad de la comunidad (SHAW et
al. 2019, LIU et al. 2020). En nuestro caso, el efecto
positivo de los tratamientos con N sobre la huella
metabdlica de los bacterivoros no se vio acompa-
fada por un cambio estructural en la comunidad.
Sin embargo, la adicién de P aument6 la preva-
lencia de microvivoros, simplificando las redes
troficas de nematodos, en consonancia con lo en-
contrado en bosques subalpinos, donde la adicién
de P al suelo tuvo un efecto negativo sobre la co-
munidad de nematodos (YANG et al. 2019).

Las respuestas de la vegetacion arbustiva fueron
complejas. Las tres especies dominantes en los
parques peninsulares son leguminosas, por lo
que son capaces de establecer simbiosis con endo-
bacterias fijadoras de N atmosférico (N,) e incre-
mentar el contenido en N en sus tejidos incluso en
suelos pobres en nutrientes. Sin embargo, tanto la
nodulacién como la fijacién de N,, requieren cierta
disponibilidad de P en el suelo, inhibiéndose es-
tos procesos si el P u otros micronutrientes como
el K, Si 0o Mo son limitantes (ZAHRAN 1999; PE-
NUELAS et al. 2012; MIGUEZ-MONTERO et al.
2020). El tratamiento de adicién de P en Sierra
Nevada y Sierra de Guadarrama aument6 el P
disponible para las plantas, y posiblemente ésta
sea la razén por la que el contenido en N en los ta-
llos de Cytisus sp en ambos parques aumenté con
la adicién de P, sugiriendo que las interacciones
planta-microorganismos del suelo podrian estar
limitados por P. En cambio, en Picos de Europa, y
a pesar de tener suelos con un contenido de P alto,
los niveles de fosfatos en el suelo fueron particu-
larmente bajos en todos los tratamientos. Aqui, la
leguminosa Genista obtusiramea no obtuvo benefi-
cio de la adicion de P, pero si de la adicién de N,
que favorecié su crecimiento (biomasa). En este
altimo sentido, el arbusto dominante en el Parque
Nacional del Teide, la capriofilacea Pterocephalus
lasiospermus, también respondié a la deposicion
simulada de N, tal y como ocurri6 con el resto de

la biota analizada en este parque. Esto indicaria
la saturacién del sistema por P en ambos sitios y
una fuerte carencia de N en los suelos; en Picos
de Europa por el fuerte lavado de nutrientes por
las lluvias y en Teide por la escasa capacidad de
mineralizaciéon de la poca materia orgénica que se
produce. Asi, el crecimiento de las ramas, la con-
centracion de N en hoja y la eficiencia en el uso de
agua fueron mayores con la adicién de N, particu-
larmente en el Parque Nacional del Teide. Recien-
temente, se ha mostrado que el contenido de N
en hoja en especies lefiosas de ambientes secos se
relaciona positivamente con una mayor eficiencia
en el uso de agua (ADAMS et al. 2016), aunque los
mecanismos atin no estan claros. Algunos autores
postulan que, en plantas de ambientes de secos a
aridos, este aporte extra de N permite mejorar el
ajuste osmoético de los tejidos al aumentar el con-
tenido de moléculas ricas en N (WINK 2013). Esto
aumenta la tolerancia de las plantas a los largos
periodos de sequia y reducir sus potenciales hi-
dricos con el fin de obtener agua de suelos secos
(MARTINEZ-VILALTA et al. 2014). Otros autores
teorizan que, en estas plantas de ambientes aridos,
el N y el agua podrian ser recursos intercambia-
bles a la hora de fijar una cantidad dada de C en la
fotosintesis (teoria del coste minimo en la fotosin-
tesis; WRIGHT et al. 2003), de tal forma que una
mayor cantidad de la enzima fotosintética RuBis-
CO en hojas ricas en N permite a la planta asimi-
lar méas CO, sin tener que aumentar sustancial-
mente la conductancia estomdtica, aumentando
asi su eficiencia en el uso de agua. En todo caso, la
mayor disponibilidad en N en las parcelas fertili-
zadas con este nutriente en el Parque Nacional del
Teide también favorecié que la graminea anual y
ruderal Bromus tectorum adquiriera un mayor ta-
mano que en las parcelas sin fertilizar. En conjun-
to, los resultados en el Parque Nacional del Teide
sugieren que todas las comunidades bidticas estu-
diadas, los ciclos biogeoquimicos en las que estan
implicadas y el funcionamiento del ecosistema
estan gobernados y limitados por la baja dispo-
nibilidad de N en el suelo. De los estudiados, éste
es el Parque Nacional que recibe un mayor aporte
de polvo sahariano que, aunque no contiene N
reactivo de manera original, si lo adquiere duran-
te su desplazamiento por zonas industrializadas
del norte de Africa, actuando como un vector de
contaminantes nitrogenados (RODRIGUEZ et al.
2011; AVILA & AGUILLAUME 2017). En definiti-
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va, siendo la composicién, actividad y funciones
de las comunidades bidticas del Parque Nacional
del Teide particularmente sensibles a la adicién de
N, creemos que resulta relevante hacer un segui-
miento de este fendmeno en el medio plazo.

Recientemente, GARCIA-GOMEZ et al. (2014,
2017) realizaron un andlisis de riesgo de los efec-
tos del depésito atmosférico de N en el territorio
espaniol, utilizando como indicador las cargas cri-
ticas empiricas de N reactivo, definidas como el
nivel umbral a partir del cual, la adicién de mas
N (o el nutriente estudiado) producira efectos en
el ecosistema. Sin embargo, no se conocen cudles
son las cargas criticas de deposicion de P. Los pas-
tizales naturales y los matorrales de alta montana
se encuentran entre los habitats con mayor sensi-
bilidad al depésito de N (baja carga critica, ca. <10
kg N ha' afio?). Probablemente, los tratamientos
que hemos realizado de adicién de N y P hayan
superado las cargas criticas de los ecosistemas al-
pinos estudiados en este proyecto. Un resultado
importante ya que los modelos de GARCIA-GO-
MEZ et al. (2017) muestran que los parques de la
Sierra de Guadarrama y Picos de Europa reciben
niveles de deposiciéon de N similares a los simula-
dos aqui, entre 5y 15 kg N ha™ afio™, mientras que
los niveles estimados en Sierra Nevada son mu-
cho mas bajos. En todo caso, tanto en las cumbres
de Sierra Nevada, como en el Parque Nacional del
Teide, habria que afadir a estos modelos los con-
taminantes nitrogenados transportados por las
tormentas de polvo sahariano.

Los distintos escenarios de cambio global predi-
cen un aumento de la aridez y los procesos de
desertificacion en la cuenca Mediterranea (MOU-
LIN & CHIAPELLO 2006, MedECC Network
2019), la duplicacién para el 2050 de los niveles de
deposicién de N reactivo a nivel mundial con au-
mentos significativos en la cuenca Mediterranea
(GALLOWAY et al. 2004; CANFIELD et al. 2010)
y un aumento de los niveles de N reactivo y P
de origen industrial y minero en los eventos de
exportacion y trasporte de polvo sahariano (RO-
DRIGUEZ et al. 2011). El presente trabajo muestra
que estos factores de cambio global pueden tener
efectos opuestos en la estructura y diversidad de
la microbiota y microfauna edéfica y en las fun-
ciones ecosistémicas en las que estan implicadas.
Nuestros resultados sugieren que el aumento de
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la aridez podria conducir a una disminucién de
la abundancia microbiana y a cambios en la es-
tructura de estas comunidades, con efectos nega-
tivos tanto en los ciclos biogeoquimicos como en
el crecimiento vegetal. Sin embargo, la deposicion
de N y/o P podria contrarrestar estos efectos es-
timulando cambios alternativos en la microbiota
edéfica y en el crecimiento y resistencia a la sequia
de las plantas. Las altas concentraciones de ozono
troposférico que se registran en las zonas de mon-
tana (ELVIRA et al. 2016) podrian también inte-
ractuar con los efectos provocados por el cambio
climético y el incremento de depésito atmosférico
de nutrientes. En su conjunto, estos cambios pue-
den alterar sustancialmente los ecosistemas de
alta montana de la red espafiola de Parques Na-
cionales, con consecuencias dificiles de anticipar
actualmente.
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