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1. Resumen y Palabras Clave

Resumen: El suelo es uno de los principales componentes del sistema Tierra, pero se ha
identificado una zona més amplia, la zona critica terrestre (ZC), que oscila desde el dosel
vegetal hasta la zona saturada. Esta zona proporciona muchos servicios ecosistémicos, y parte
son generados por la actividad de los microorganismos que habitan en ella. Sin embargo,
dicha actividad se encuentra limitada por la disponibilidad de agua y nutrientes,
principalmente el carbono orgénico, que disminuyen en profundidad, siendo este fenomeno
mas intenso en los drylands, donde, igualmente, la presencia de vegetacion es mas escasa y
afecta, por tanto, a la actividad y diversidad funcional microbiana. El objetivo de este trabajo
ha sido profundizar en el conocimiento de la diversidad metabolica microbiana de las zonas
no saturada y saturada de la ZC en el Parque Natural Cabo de Gata-Nijar (Almeria, Espafia).
Para ello, se analizaron muestras de profundidades entre 1 y 40 m de ocho puntos de muestreo
en lo relativo a su contenido en materia organica y actividad metabolica microbiana
empleando Biolog Ecoplates. Los resultados demostraron un patréon claro en “V”
(disminucidén en la zona no saturada e incremento en las partes mas profundas de la saturada)
en la mayoria de variables con la profundidad, lo que estuvo relacionado con la presencia de
arcillas; asi como importantes diferencias entre las zonas no saturada y saturada. Esos
materiales menos porosos retienen mejor la materia organica, originando por tanto esa
distribucion de los parametros a lo largo de la ZC, pero también influye en algunos casos la
presencia de agua en las zonas mas profundas, que cohesiona nichos. Sin embargo, estos
resultados podrian cambiar debido a los efectos del cambio climatico, ya que las comunidades
microbianas son muy sensibles a los cambios térmicos.

Palabras Clave: Acuifero, Biodiversidad microbiana, Ecosistema arido, Microorganismos,
Nivel freatico, Suelo, Zona no saturada (zona vadosa), Zona saturada.

Abstract: Soil is one of the main components of the Earth system, but a wider zone has been
discovered, the Earth’s critical zone (CZ), that goes from plant canopy to saturated zone. It
gives lots of ecosystem services and part of them are generated by microorganisms’ activity
that live on it. However, that activity is limited by water availability and nutrients, mainly
organic carbon, that decrease in depth. This phenomenon is more intense in drylands where
the presence of vegetation is short and, therefore, affects microbial activity and functional
diversity. The main goal of this study is to deepen the knowledge of unsaturated and saturated
zones microbial metabolic diversity in the Parque Natural Cabo de Gata-Nijar (Almeria,
Spain) CZ. In order to do it, samples between 1 and 40 m depth were analysed in eight
sampling points regarding organic material content and microbial metabolic activity by using
Biolog Ecoplates. The results demonstrated a clear “V” pattern (decrease in unsaturated zone
and increase in the deeper parts of the saturated zone) with depth in most of the parameters, in
fact, that increase in depth was in the presence of clay; and also important differences
between unsaturated and saturated zones were demonstrated. Those less porous materials are
better organic material containers, therefore, they give rise to that parameter distribution
throughout CZ, although the presence of water in deeper zones affects that distribution too,
because it unites niches. Nevertheless, these results could change over time due to climate
change effects, because microbial communities are very sensitive to thermal changes.

Key Words: Aquifer, Arid ecosystem, Microbial diversity, Microorganisms, Saturated zone,
Soil, Unsaturated zone (vadose zone), Water table.
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2. Introduccion

El suelo es uno de los principales componentes del sistema Tierra, y es el resultado de la
interaccion de varios factores: clima, organismos y topografia, entre otros (Coleman et al.,
2018). Son muchas y diversas las caracteristicas que hacen a un suelo apto para el desarrollo
de la vida, destacando el contenido de materia orgénica, textura, o estructura (Coleman et al.,
2018). Segun el tipo de suelo y lo alterado que se encuentre, la biodiversidad que habita
variard (Fierer, 2017), es decir, un suelo poco desarrollado o altamente alterado presentara
una menor biodiversidad, mientras que uno que esté mas evolucionado, permitira un mejor
desarrollo de vegetacion, favoreciendo la existencia de individuos de mayor tamafio y, como
consecuencia, contara con una mayor biodiversidad a escala microscopica.

La biodiversidad del suelo se define como “la variedad de vida bajo el suelo, desde genes y
especies hasta las comunidades que forman, asi como los complejos ecologicos a los que
contribuyen y a los que pertenecen, desde los microhébitats del suelo hasta grandes paisajes”
(FAO et al., 2020). Los suelos son uno de los mayores reservorios de biodiversidad conocidos
(Bardgett y Van der Putten, 2014), estimandose que un s6lo gramo de suelo puede contener
millones de microorganismos y, si presentan variedad de nichos ecoldgicos, contaran con una
diferenciacion funcional significativa de organismos edaficos (Torsvik y Ovreas, 2002;
Bardgett y Van der Putten, 2014).

Mas alla del suelo, se ha identificado una zona mas amplia: la zona critica terrestre (ZC), que
se define como “aquella zona heterogénea donde las interacciones complejas entre roca,
suelo, agua, aire y organismos vivos regulan la disponibilidad de recursos sustentadores de
vida” (NRC, 2001); se podria decir que este concepto expande el enfoque tradicional de
procesos ecolodgicos y patrones espaciales desde el ambiente cercano a toda la superficie
terrestre (Field et al., 2015). Se le da el nombre de “critica” porque de ella depende la vida,
que se desarrolla en sus estructuras y funciones, las cuales estdn afectadas por la intensidad
con que las actividades antropicas la estan transformando (Vitousek et al., 1997). Ademas, su
evolucion y desarrollo estructural resulta de las complejas interacciones entre procesos
biologicos, fisicos y quimicos (Brantley et al., 2006). Entender esas interacciones supone un
reto cientifico enorme, asi como la cadena de impactos antropogénicos que ocurren entre
todos los componentes de la ZC (Banwart et al., 2013).

No se considera un marco conceptual, sino un enfoque integrado para el estudio de todas las
interacciones entre roca, suelo, agua, biota y atmosfera que tienen lugar en el entorno de la
superficie terrestre (Phillips, ef al., 2019). En la Figura 1 se observa su extension: desde el
dosel de la vegetacion, a través del suelo, incluyendo el lecho rocoso insaturado y saturado,
aunque aun no se ha definido un limite inferior concreto (Akob y Kiisel, 2011). Lo mas
destacado de esta zona es la gran diversidad de habitats, y que alberga la mayoria de los
microorganismos de la Tierra: procariotas (Bacteria y Archaea), eucariotas (hongos, algas y
protozoos) y virus (Whitman et al, 1998; Akob y Kiisel, 2011). A largo plazo, el
funcionamiento de la ZC estd apoyado por la riqueza en biodiversidad, no so6lo de
organismos, sino también de suelos y sedimentos, acuiferos dinamicos y profundos, y
reacciones de meteorizacion biogeoquimica (Richter y Billings, 2015).
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Figura 1. Extension de la zona critica terrestre. Fuente: Akob y Kiisel (2011).

La ZC aporta muchos servicios, entre los que destacan: la conversion de minerales y
nutrientes de formas liticas no disponibles a formas bioldgicas disponibles, el secuestro de
carbono inducido por la vegetacion, y la atenuacion de inundaciones y contaminantes
(Banwart et al., 2013). Este enfoque de servicios derivados de los procesos de la ZC
proporcionan un contexto mas amplio, dado que son sensibles a como las variaciones
climaticas y litologicas afectan a la evolucion a largo plazo del suelo (Field et al., 2015). Los
servicios de la ZC deben derivarse de procesos bidticos y geologicos a lo largo de la
profundidad explorada por las aguas subterraneas de libre circulacion (Field ef al., 2015). Por
tanto, y segun Field et al. (2015), la velocidad a la que la sociedad se puede beneficiar de los
servicios suministrados depende de los procesos de la ZC que limitan dicha velocidad, que
suelen ocurrir a escala geologica (miles de millones de afios) mas que a escala ecoldgica
(decenas a cientos de afos) y, ademas, a grandes profundidades (cientos de metros). Es por
esta razon por la que los servicios de la ZC requieren ser considerados a escalas temporales
cortas y largas en relacion con la gestion humana (Vitousek et al., 2004).

Parte de los servicios de la ZC son generados por microorganismos, que son abundantes y
ubicuos, es decir, se encuentran en cualquier lugar del planeta Tierra, no so6lo en el suelo, ya
que incluso llegan a las capas mas altas de la atmosfera (Barberan ef al., 2015). En la ZC son
responsables del movimiento de la informacion genética (Zhu ef al., 2017). Sin embargo, su
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distribucion espacial se encuentra limitada del mismo modo que la de los macroorganismos
(Nemergut et al., 2011). De todos los microorganismos que existen, las bacterias y hongos del
suelo siguen siendo una gran mayoria invisible y desconocida, por lo que se denominan
“materia oscura” de la Tierra (Jansson y Prosser, 2013), por equivalencia a la del Universo y
al reto que representa su conocimiento. Sin ellos, los ecosistemas no se pueden crear o llegar
a funcionar (Bashan y Bashan, 2010; Makhalanyane et al., 2015).

En la ZC ocurren dos tipos de procesos esenciales para la vida de los microorganismos:
geologicos y bioldgicos, unificados por el transporte de fluidos, con el agua transfiriendo
energia y masa de forma multidireccional (Lin, 2010; Phillips, et al., 2019). Los primeros
meteorizan la roca, y los segundos estan relacionados con la produccidon y consumo de
energia (Jin et al, 2010; Lin, 2010). Segun Rasmussen et al. (2010), los potenciales
energéticos y flujos clave que impulsan la formacion de la ZC son: (1) el flujo de energia
procedente de la radiacidon solar, que es la fuente dominante, (2) el balance de la masa de
agua, (3) el balance de la masa de carbono, y (4) la denudacion fisica y quimica del paisaje.

La microbiota del suelo ha sido la mas estudiada hasta la fecha. Dentro del perfil del suelo se
dan gradientes ambientales en los que se identifican habitats con distintas condiciones
fisico-quimicas; por tanto, se espera que ocurran cambios en las comunidades microbianas
(Wu et al., 2019). Se ha visto, ademas, que existen asociaciones entre la composicion y
abundancia de la comunidad microbiana con las variables bidticas y abioticas (FAO et al.,
2020). De manera general, la biomasa y diversidad de la microbiota del suelo disminuye con
la profundidad (Eilers et al., 2012; Stone et al., 2014; Seuradge et al., 2017), ya que la
humedad y el carbono organico del suelo son los principales impulsores de muchas funciones
microbianas (i. e. respiracion basal) (FAO et al., 2020). El agua, ademas, funciona como
medio de transporte de solutos, energia y sedimentos a lo largo de la ZC (Wymore et al.,
2017); llegan incluso a existir modelos que indican que el fraccionamiento y el tiempo de
residencia del agua en la ZC es muy variable en el espacio y en el tiempo (Brooks et al.,
2015; Evaristo y McDonnell, 2017). Esto hay que tenerlo en cuenta especialmente en zonas
bajo condiciones climaticas donde escasea este recurso y en las que ademds se suman las
perturbaciones antropicas, que son mas severas en ese tipo de regiones. Dichas perturbaciones
ejercen presiones sobre la ZC que cambian la estabilidad a largo plazo de su composicion y
funcionamiento (FAO et al., 2020).

Con el objetivo de entender mejor como funciona la ZC, se necesitan enfoques de distintas
disciplinas como edafologia, hidrologia, microbiologia, geologia y muchas otras (Anderson et
al., 2008; Brantley et al., 2016). Ademas, la escala espacio-temporal presenta una variacion
tan grande que no es posible que sea estudiada por unos pocos cientificos y en una zona
concreta. Es por ello por lo que se han desarrollado Observatorios de Zona Critica, lugares
que permiten entender esos complejos sistemas, mediante la labor de multiples comunidades
cientificas interdisciplinares (Anderson et al., 2008; Lin et al., 2011; Bernasconi, 2014;
Brantley et al., 2016). En estos contextos los microorganismos pueden jugar un papel
importante como bioindicadores de calidad ambiental debido a su rapida reaccion ante
cambios adversos, por muy pequefios que sean (Gryta ef al., 2014).

Los efectos del cambio global derivados de las perturbaciones humanas, y mas concretamente
los cambios de uso del suelo (eliminacion de vegetacion natural para agricultura, pastos,
zonas urbanas o industriales), generan, ademas de la simplificacion del sistema, alteraciones
dramaticas en los tipos de vegetacion de un ecosistema, en los atributos microbianos
(Cardinale et al., 2012; Cheng et al., 2013; Allan et al., 2015) y, como consecuencia, en la
biodiversidad del subsuelo y las funciones ecosistémicas (Yang et al., 2021). Se ha
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encontrado que dichas funciones se empobrecen con la pérdida de biodiversidad (Tilman et
al., 2014; Meyer et al., 2018), debido a la estrecha relacion entre biodiversidad microbiana y
funciones ecosistémicas (Yang et al., 2021).

La pérdida de biodiversidad hace que las funciones especializadas de la ZC sean mas
vulnerables, ya que estas se encuentran reguladas por grupos particulares de organismos
vivos, que son los que primero desaparecen o se reducen tras una alteracion, a diferencia de
las funciones amplias (i. e. descomposicion, Delgado-Baquerizo ef al., 2016) que estan
impulsadas por cualquier organismo vivo (Yang et al., 2021). Ademas, los impactos que sufre
la ZC debido a la accion humana son transmitidos tanto horizontal (cuencas hidrograficas)
como verticalmente (acuiferos) (Zhu et al., 2017).

Para obtener una informacion completa de los impactos que tendran los cambios ambientales
sobre los microorganismos y viceversa, €s necesario incorporar datos genomicos o
metagenémicos (Zhu et al., 2017). Actualmente, el desarrollo de las tecnologias "omicas"
(genomica, protedmica, metabolomica), basadas en técnicas de secuenciacion de acidos
nucleicos de bajo coste y alto rendimiento y en los avances para estudiar otras
macromoléculas bioldgicas (proteinas y metabolitos), se presentan como técnicas
prometedoras para producir datos "meta-6micos" que abarcan todos los microorganismos de
un ecosistema, y proporcionar una vision de la ecologia microbiana que no puede lograrse
con los métodos tradicionales (Jansson y Prosser, 2013).

Dichos impactos seran mas acentuados y generaran un mayor nivel de degradacion ambiental
(Lan et al., 2021) en los llamados drylands, término que corresponde a zonas de ambientes
secos, semidridos, aridos, e hiperaridos, que cubren mas del 40% de la superficie terrestre del
planeta (Adeel et al., 2005; Reynolds ef al., 2007). Sus climas se caracterizan por presentar
largos periodos de sequia y alta variacion térmica, y por fuertes cambios estacionales en la
cobertura vegetal y en la entrada de materia organica (Pasternak et al., 2013), presentando
suelos con bajo contenido de carbono organico y nitrogeno, que ademas, disminuyen con la
profundidad (Gao et al., 2010; Thomas et al., 2014). Estas caracteristicas hacen que existan
profundos impactos sobre las comunidades microbianas del suelo. Segin Pasternak et al.
(2013), las variaciones temporales, el cambio climatico y los gradientes de precipitacion de
este tipo de zonas alteran la diversidad bacteriana y la composicion de la comunidad; de un
modo similar, el cambio estacional mencionado en la vegetaciéon genera cambios en los
microorganismos edaficos.

La singular distribucion en parches, o dispersa, de los matorrales semidridos es una de las
caracteristicas de estos ecosistemas por la que dichas formaciones vegetales contribuyen a la
acumulacién de materia organica y a un balance de agua positivo bajo su dosel (Berg y
Steinberger, 2008). Al ser estos los principales factores limitantes en este tipo de ecosistemas,
cabe esperar que tanto la abundancia como la actividad metabdlica de los microorganismos
sea mayor en las zonas con la vegetacion de mayor porte. De hecho, ese tipo de distribucion
determina la existencia de las denominadas “islas de recursos”, que se caracterizan por una
disposicion espacial parcheada en la que un solo arbusto o unos pocos arbustos cambian
significativamente el ambiente al acumular recursos vegetales en su entorno, mejorando asi
las condiciones para el establecimiento y crecimiento de otras especies de plantas (Garcia et
al., 2018). Estos sistemas presentan una elevada capacidad de retencion de agua, bajos ratios
de evaporacién, acumulan nutrientes por descomposicion de materia organica, y otras
sustancias por exudacion radical (Zak et al., 1995; Garcia et al., 2018), haciéndolos, por
tanto, un componente esencial en ambientes aridos y semidridos para los microorganismos de
la ZC.
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Ademas, un estudio realizado por Lan et al. (2021), revela que la cobertura vegetal afecta
significativamente a la diversidad bacteriana, en paralelo a la mayor cantidad de carbono
organico y nitrogeno de suelos cubiertos por matorrales. Garcia et al. (2018) sefalan que la
actividad metabolica del suelo se incrementa en las islas de recursos con mayor riqueza
vegetal, acompanada también de variaciones en las propiedades del suelo. En ese mismo
estudio se observa que en las islas de recursos donde el contenido de materia organica es
menor se metabolizan preferentemente los carbohidratos simples y los acidos carboxilicos
mas que los grupos mas complejos (aminas, amidas, polimeros); esto indica que la comunidad
microbiana muestra una mayor capacidad para metabolizar diferentes sustratos de carbono en
suelos con mas materia organica.

Se han realizado otros estudios para conocer el papel de la microbiota del suelo en este tipo
de ambientes aridos (Jia et al., 2010; Ben-David et al., 2011; Bachar et al., 2012), que indican
que la comunidad microbiana y sus transformaciones biogeoquimicas asociadas pueden
reflejar la distribucion dispersa de los matorrales (Bachar ef al., 2012). Ademas, en zonas
semiaridas mediterraneas (Goberna et al., 2007), los parches de vegetacion mejoran los
procesos impulsados por la microbiota, mostrando un boom de actividad microbiologica bajo
los matorrales (Bachar et al., 2012). En estas zonas, los gradientes ambientales generados por
la vegetacion muestran una correlacion positiva con la abundancia y diversidad microbiana
(Bachar et al., 2012). Dicha vegetacion tiene un efecto favorable con la calidad del suelo, la
presencia de carbono organico y nitrégeno, y promueve la actividad y biomasa microbiana
(Jia et al., 2010). Ademas, se muestra una relacién positiva entre los microorganismos del
suelo, la biomasa vegetal, y el contenido de carbono y nitrégeno, indicando esto que un
aumento en la materia organica conlleva a una mayor biomasa microbiana en el suelo con el
paso del tiempo (Jia et al., 2010).

A pesar de todo, si bien es cierto que existen muchos estudios sobre la diversidad funcional y
el papel de la microbiota del suelo en zonas aridas, se ha prestado escasa atencion a la
estructura y funcion de la comunidad microbiana incorporando el enfoque integrado de ZC,
es decir, yendo mas alla del suelo, y extendiendo el andlisis a las zonas no saturada y saturada
de la ZC. Una aproximacion con esta perspectiva fue realizada por Contreras (2020), que
estudio la diversidad microbiana de las zonas no saturada y saturada en un ecosistema
semidrido mediterraneo del sureste ibérico dominado el arbusto arborescente Ziziphus lotus
(L.) Lam. en una matriz de matorral bajo. Sus principales hallazgos fueron que (1) la
poblacion bacteriana es mas abundante en las zonas cercanas a Z. lotus que aquellas mas
lejanas a dicha especie, (2) el patron de distribucion vertical de las comunidades microbianas
estd mas determinado por la estructura y composicion de las distintas capas del perfil
geoldgico del subsuelo que por la influencia de Z. lotus, y (3) Z. lotus tiene una influencia
favorable sobre la biodiversidad funcional y el balance de actividades metabdlicas
microbianas.

El trabajo de Contreras (2020) se realizé en el marco del proyecto ADAPTAMED (LIFE14
CCA/ES/000612, https://www.lifeadaptamed.eu/) liderado por la Consejeria de Agricultura,
Pesca y Desarrollo Sostenible de la Junta de Andalucia, y en el que participa la Universidad
de Almeria, a través del Centro Andaluz para la Evaluacion y Seguimiento del Cambio
Global (CAESCQG), junto a la Universidad de Granada y la Estacion Bioldgica de Donana
(CSIC). Los objetivos principales del Life ADAPTAMED han sido integrar en la gestion de
los ecosistemas estrategias para la adaptacion y mitigacion del cambio global, maximizando
la provision de servicios ecosistémicos, tales como el secuestro de carbono y mantenimiento
del ciclo hidrolégico, la retenciéon y formacion de suelos, produccion primaria, o la
polinizacion y dispersion de semillas. El proyecto abarca una serie de acciones sobre
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ambientes representativos de la region Mediterranea (matorrales mediterraneos, predesérticos,
y de alta montafa; y pinares y bosques de quercineas), siguiendo un enfoque de gestion
adaptativa que permita evaluar los efectos de dichas acciones. En el Parque Natural de Cabo
de Gata-Nijar, uno de los ecosistemas sobre los que se ha actuado es el azufaifar (Matorrales
arborescentes de Ziziphus lotus, habitat prioritario 5220* de la Directiva Habitat), que ha sido
identificado como “ecosistema dependiente de aguas subterraneas” (Guirado et al., 2018), y
que representa una prioridad para la conservacion de la biodiversidad en Europa (Tirado,
2009). Mientras que el trabajo de Contreras (2020) se centr6 en el andlisis microbiologico de
dos de las ocho estaciones de muestreo existentes en este ecosistema, fruto de las acciones del
Life ADAPTAMED, en este trabajo hemos extendido el analisis a todas las estaciones. Seguir
avanzando en el conocimiento del papel de la microbiota en la ZC de una zona mediterranea
arida proporcionara claves que ayudaran a disponer de una perspectiva mas global para llevar
a cabo una gestion del ecosistema en un escenario cambiante como el actual.

2.1. Objetivo

El objetivo general de este estudio ha sido profundizar en el conocimiento de la diversidad
metabolica o funcional de los microorganismos de las zonas no saturada (o zona vadosa) y
saturada, como base para identificar las funciones y servicios que provee la biodiversidad de
la zona critica en un 4rea bajo condiciones mediterraneas aridas.

Partiendo de ese objetivo, se establece la siguiente hipotesis: la diversidad funcional
microbiana de las zonas no saturada y saturada de la ZC estara asociada a la heterogeneidad
espacial vertical, manifestandose diferencias entre ambas. Se esperan cambios funcionales y
disminucién de la actividad metabodlica en profundidad por la reduccion de recursos y la
modificacion del nivel de complejidad del habitat y de las condiciones ambientales, aspectos
modelados por la variabilidad de factores como el tamafio de los poros, la temperatura, el
agua, el oxigeno, los nutrientes y la naturaleza de las fuentes de energia. Ademas, debido a las
condiciones climaticas aridas de la zona de estudio, se esperard una mayor separacion de
nichos y diversidad de habitats, sobre todo en la zona no saturada, esencialmente porque el
agua, principal factor para conectar los poros y controlar el movimiento de los organismos, es
un recurso escaso (Akob y Kiisel, 2011).

3. Material y Métodos
3.1. Area de Estudio

El trabajo fue realizado en la llanura costera del Parque Natural Cabo de Gata-Nijar (Figura
2), situado al sureste de la Peninsula Ibérica, en la provincia de Almeria (36° 49’ 20 N, 2°
16> 50” W) en el afio 2021, aunque en los afios 2018 y 2019 se hizo la perforacion sobre los
puntos de muestreo, como se explicard a continuacion. La zona destaca por su clima:
semidrido mediterraneo con inviernos suaves y himedos, y veranos calidos y secos; con una
temperatura media anual que ronda los 18,5 °C y precipitaciones que no suelen alcanzar los
200 mm anuales [Datos de la Agencia Espafiola de Meteorologia (www.aemet.es), estacion
meteorologica Almeria Aeropuerto].
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Figura 2. Localizacion en circulo negro de la zona de estudio. Fuente: Elaboracion propia.

El clima existente condiciona el tipo de vegetacion que hay: el Parque es una de las pocas
zonas de Europa que tiene azufaifos (Z. lotus). Esta especie es capaz de tolerar la sequia (es
una especie ‘stress tolerant’) alcanzando las masas de agua subterraneas (Torres-Garcia ef al.,
2021), denominandose freatofitas (Meinzer, 1927). Esto se convierte en un problema cuando
interviene el ser humano en las extracciones de dicha fuente, siendo ademas el acuifero que
hay en la zona de estudio recargado, principalmente, por el agua de la precipitacion.

La redistribuciéon hidraulica de los freatofitos es una estrategia que beneficia a especies de
sotobosque (Scott et al., 2008). Esta técnica consiste en elevar el agua de las regiones mas
profundas y humedas del suelo hasta las mas superficiales y secas, mejorando la
disponibilidad de nutrientes y manteniendo el balance de agua y carbono en el ecosistema
(Cardon et al., 2013; Hultine et al., 2020). Por tanto, Z. lotus se comporta como una especie
ingeniera clave del ecosistema (Guirado et al., 2018), afectada negativamente tanto por la
aridificacion cada vez mayor por los efectos del calentamiento global, como por la
sobreexplotacion ya mencionada del acuifero del que extrae el agua (Torres-Garcia et al.,
2021).

En la Figura 3, donde ademés se observan los puntos de muestreo, se muestra la distribucion
en parches de Ziziphus lotus, siendo estos los puntos dispersos dentro del area.
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g B}

Figura 3. Distribucion espacial de los puntos de muestreo dentro la red de pozos ADAPTAMED para el
seguimiento del agua subterranea en la llanura litoral de Torregarcia-Amoladeras (Parque Natural de Cabo de
Gata-Nijar). Fuente: CAESCG.

3.2. Diseino del Muestreo

Las muestras fueron recogidas a partir de los materiales extraidos durante la perforacion de
ocho pozos ubicados en el area de estudio (Figura 3). Los puntos de muestreo 1, 2, 3 y 6 se
encuentran al Oeste de la rambla de las Amoladeras, mientras que el resto (4, 7, 8 y 9) estan
al Este. Los puntos de muestreo 4 y 6 se localizan en las orillas de la rambla. La profundidad
del nivel freatico varia entre 2,8 m del punto 4 y 25,7 m del 2 (Tabla 1), siendo los puntos de
muestreo mas cercanos al mar (1, 4 y 7) donde menos profunda se encuentra el agua del
acuifero.
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Tabla 1. Profundidades de las muestras analizadas.
Prof Perf Prof Ent Prof R P Prof A

P PROFUNDIDADES (m) @) @) @) (m*
1 1 5 10 15 20 25 -— - - - - 25 9,1
2 1 5 10 15 20 25 30 34 -- 38 38 33 19,8
31 5 10 15 20 25 30 35 40 117 42 40 25,7
4 1 5 10 15 20 25 27 - - 27 24 16,5 2,8
6 1 5 10 15 20 25 30 35 -- 36 36 29 14,5
7 1 5 10 15 — — — — - - 33 26 7.8
8 1 5 10 15 20 25 27 - - 33 33 28 12,1
9 1 5 10 15 20 25 30 35 40 51 48 44 25,5

P: Punto de muestreo; Prof Perf: Profundidad perforada; Prof Ent: Profundidad entubada; Prof R P; Profundidad
real del punto de muestreo; Prof A: Profundidad del agua, correspondiente al nivel freatico.
*La profundidad del agua indica en cada caso la separacioén entre la zona no saturada y la zona saturada.

Los pozos fueron perforados a través del sistema de rotopercusion hidraulica. De los
materiales extraidos y dispuestos en superficie se recogié una muestra por metro perforado.
Para los andlisis realizados en este trabajo se seleccionaron muestras de, minimo, 4
profundidades en cada uno de los puntos de muestreo, cada 5 metros de profundidad (Tabla
1). Dada la importancia de la abundancia y tamafio de los poros para la microbiota de la ZC
(Akob y Kiisel, 2011), los materiales se clasificaron segiin su porosidad (Tabla 2) en arcillas,
arenas y gravas; los materiales compactados y duros se denominaron genéricamente “roca”,
incluyéndose aqui tanto al “caliche” o costra caliza edéafica cuaternaria, muy frecuente en la
zona de estudio, como a otros materiales mas profundos.

Tabla 2. Potencia (m) de los materiales extraidos en cada punto de muestreo. Los materiales se
clasificaron seglin su porosidad en arcillas, arenas, gravas; a los compactados y duros se les denomin6
[13 2
roca”.

Pozo Roca Arcillas Arenas Roca Gravas Arcillas

1 0-3 -- 3-27 -- -- 27-
2 0-3 -- 3-26 -- -- 26-
3 0-2 -- 2-27 27-31 -- 31-
4 0-6 -- 6-27 -- -- --

6 -- -- 0-13 -- 13-21 21-
7 -- -- 0-12 -- 12-33 33-
8 0-3 3-10 10-14 -- -- 14-
9 0-3 3-16 16-30 -- -- 30-

Las muestras fueron recogidas en frascos estériles de 100 mL, transportadas al laboratorio y
conservadas congeladas (-20 °C) hasta su analisis.
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Para cada una de las muestras se analizaron el contenido en materia organica y la
biodiversidad funcional (actividad metabolica), tal y como se describe en los siguientes
apartados. Todos los analisis que se describen a continuacion se efectuaron en muestras
descongeladas durante 24 h a 4 °C. Para ambas variables se emplearon tres réplicas por
muestra.

3.3. Medidas Analiticas

3.3.1. Contenido en Materia Organica

El analisis del contenido en materia organica de las muestras se llevd a cabo empleando
métodos gravimétricos (Figura 4). Se pesd 1 g de cada muestra, que se incorpord en crisol
tarado, para llevarlo a desecacion en estufa a 105 °C, con el objetivo de eliminar la humedad
de la muestra. Tras desecacion, las muestras se pesaron y se calcinaron en horno mufla a 550
°C durante 3,5 horas, para ser posteriormente pesadas una vez enfriadas. El contenido en
materia organica se calculé restando el peso inicial y el final, y se expresé como porcentaje en
peso seco de la muestra.

Estufaa 105° C (24 h)

Muestra desecada

!

Muestra de pozo Peso 1g en crisol

Cenizas en crisol

Horno mufla a
S50°C(¥5h)

Figura 4. Método de analisis del contenido en materia organica de las muestras. Fuente: Elaboracion propia.

3.3.2. Actividad Metabolica: Diversidad Funcional

Para evaluar la diversidad metabolica de las poblaciones microbianas presentes en las
distintas muestras, se emplearon Biolog Ecoplates™, que fueron disefiadas para el analisis de
la comunidad y la ecologia microbiana, y permiten obtener el perfil fisiologico a nivel de
comunidad (Gryta et al., 2014; Feigl et al., 2017). Consisten en microplacas con 96 pocillos
constituidos por 3 paneles replicados que contienen 31 fuentes de carbono (Figura 5), las
cuales se agrupan en 6 categorias en funcion del tipo de fuente carbonada (aminodacidos,
aminas, carbohidratos, acidos carboxilicos, compuestos fendlicos y polimeros). Uno de los
pocillos es un control que no contiene sustrato carbonado (agua). Los sustratos carbonados
estan ligados a un colorante, de modo que la metabolizacion del sustrato particular por parte
de una determinada comunidad microbiana se visualiza mediante la aparicion de una
coloracion azul (Figura 5), cuya intensidad esta relacionada directamente con la intensidad de
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la actividad metabdlica frente a dicho sustrato (Contreras, 2020). Es importante destacar que
esta técnica s6lo permite conocer las bacterias heterdtrofas que son metabdlicamente activas.

Al A2 A3 Ad | X A2 A3 Ad Al A2 A3 Ad
Water p-Methyl-D-  |D-Galactonic |L-Arginine WWater p-Methyl-D-  |D-Galactonic |L-Arginine Water B-Methyl-D- (D-Galactonic |L-Arginine
Glucoside Acid Glucoside Acid Glucoside Acid
y-Lactone y-Lactone y-Lactone
B [\2 |83 I B B2 B3 B4 |81 B2 |83 B4
Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine |Pyruvic Acid | D-Xylose D- L-Asparagine |Pyruvic Acid | D-Kylose D- L-Asparagine
Mathyl Ester Galacturonic Mathyl Ester Galacturonic Mathyl Ester Galacturonic
Acid Acid Acid
1 c2 c3 C4 C1 c2 c3 Cc4 c1 c2 c3 Cc4
Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L- Fween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L-
B ic Acid |Ph Benzole Acld |Phenylalanine Benzole Azid |Phenylalanine
o1 ICH D3 [oa b1 D2 D3 D4 ICH D2 D3 D4
Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serina Fween B0 D-Mannitol d-Hydroxy L-Serine Tween B0 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine
Benzolc Acid Benzolc Acid Ifon:olc Acid
E1 [E2 E3 [E® E1 IE3 E3 IE3 IE] [E2 E3 [E4
a- N-Acetyl-D-  |y- L-Threonine [h- N-Acetyl-D-  |y- L-Threonine |a- N-Acetyl-D- |y L-Threonine
o " y i y C) in Hy
Acid Acid Acid
F1 F2 F3 F4 F1 il o] =2 = = F3 F4
Glycogen D- Itaconic Acid |Glyeyl-L- Glycogen | =, Itaconic Acid |Glycyl-L-
Acid | saminic
Acid | L ] ®
I -
G1 G2 G3 G4 | . . L] . G3 G4
D-Cellobl I 4 Ketobutyrie [Ph D -Cellobios se-1. Katabutvrie |Phenviethyl
Phosphate  |Acid " |amine L [ ] LN hate  |Acid amine
[ ] L [
A1 [z H3 IE3 1 . H3 Ha
a-D-Lactoss  |D,L-- D-Malic Acid [Putrescine  [li-D-Lactos L L4 D-Malic Acid |Putrescine
Glycerol | ol
Phesphate e @ hate
_--——— LA [l e
| L
| |ote 0 oo o (B

Figura 5. Biolog Ecoplates™ con 31 sustratos y las tres repeticiones. Fuente: Elaboracion propia.

Las microplacas se siembran con una suspension obtenida a partir de la muestra a evaluar.
Todos los materiales necesarios para dicha siembra, mostrados en la Figura 6, se esterilizaron
previamente mediante autoclave, a 121 °C y 1 bar de presion durante 20 minutos. Ademas, las
muestras se procesaron en condiciones asépticas, siempre en presencia del mechero Bunsen
(Figura 6) que permitia mantener las condiciones de esterilidad.

Para obtener la suspension de la muestra se peso 1 g de la misma en papel de filtro estéril y se
incorporé en un tubo de ensayo con 9 mL de solucion salina estéril (NaCl 0,9% p/v),
correspondiente a la primera dilucion (10™). Esta se mantuvo en agitacion en vortex (marca
RSLAB-6PRO) durante dos minutos. A partir de dicha dilucion se realizaron diluciones
decimales seriadas en solucion salina estéril hasta obtener la dilucién 107, que se empled para
la siembra de las microplacas. En cada pocillo de la Biolog Ecoplate™ se incorporaron 150
pL empleando una pipeta multicanal. Las microplacas inoculadas se incubaron a 25 °C
durante 72 horas.
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Figura 6. Material necesario para preparar las Biolog Ecoplates™. Fuente: Elaboracion propia.

Tras el periodo de incubacion se midid la intensidad del color azul producido como
consecuencia de la metabolizacion de las fuente carbonadas mediante el analisis de la
absorbancia (Densidad Optica, OD) a 590 nm empleando un espectrofotometro para
microplacas EON Biotek (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EEUU) (Garland, 1997).
A partir de esta medida se determinaron los parametros que se describen a continuacion
(Feigl et al., 2017):

e Riqueza del sustrato (SR). Es el numero de sustratos oxidados, y se calcul6 a partir de
la suma del numero de celdas, donde el valor de OD fue superior a 0,15, de la
siguiente forma: SR= Y OD; > 0,15 (Garau et al., 2007). Es un indicador sencillo y
neto de la riqueza funcional.

e Valor medio de intensidad de color en cada pocillo (AWCD, del inglés Average Well
Color Development). Es un indicador de la intensidad de la actividad metabdlica de la
comunidad microbiana. Se obtuvo a partir de todas las fuentes de carbono, de acuerdo
a la siguiente ecuacion: AWCD = > ODy/N, donde OD; es el valor corregido de OD
(resta de los valores de control, correspondientes al pocillo en blanco, de cada pocillo
de la placa), y N es el numero de sustratos, en este caso 31 (Gryta et al., 2014).

e Valor medio de intensidad de color en cada pocillo por tipo de sustrato (SAWCD, del
inglés Substrate Average Well Color Development). Agrupa los valores de AWCD por
tipo de sustrato. Se entiende como el desarrollo de color del pocillo promedio de
sustrato basado en distintas fuentes de carbono que presentan naturaleza quimica
similar (&cidos carboxilicos, carbohidratos, aminoacidos, aminas, polimeros y
fenolicos), determinando el potencial de las comunidades microbianas que
metabolizan los sustratos mencionados (Contreras, 2020). Se calcul6 con la siguiente
ecuacion: SAWCD = Y ODy/N (Kenarova et al., 2014), con ‘i’ considerando en cada
caso so6lo los sustratos de los 6 grupos quimicos anteriores.

e Diversidad de Shannon (H). Utilizado en este caso para la diversidad fisiologica de la
comunidad bacteriana. Es un indicador de biodiversidad y de reparto del uso de los
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recursos entre los diferentes grupos funcionales. Se obtuvo a partir del célculo:
H =—=>P;X(In P;) donde P; es igual a la division entre OD; y la sumatoria de OD;: P, =
ODy/> 0OD; (Feigl et al., 2017).

e Equidad de Shannon (E). Mide la equitabilidad de actividades en todos los sustratos
utilizados (Zak et al., 1994), es decir, como de balanceadas se encuentran las
actividades metabolicas. Se obtiene a partir de la division entre el indice de diversidad
de Shannon y la riqueza de sustratos (SR), de acuerdo con la siguiente formula:
E = H/In SR (Gryta et al., 2014).

3.4. Analisis Estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los datos se presentaron como la media y
desviacion estandar. Para todos los analisis estadisticos se emple6 un nivel de significacion de
p<0,05. Con el objetivo de comprobar si los datos siguen una distribucion normal, se realizod
la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, que es muy similar a la de Shapiro-Wilk,
pero mas adecuada para mas de 50 muestras. Una vez determinada la normalidad de las
variables, la comparacion de valores para los niveles de punto de muestreo, profundidad, tipo
de material y zona (no saturada vs saturada) se realiz6 mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y una prueba post hoc de comparacion multiple de Fisher de minima diferencia
significativa (LSD). Para establecer las relaciones existentes entre las distintas variables
utilizadas en este estudio, se llevd a cabo un andlisis de correlaciéon de Spearman. Los
programas empleados en el anélisis estadistico de los datos obtenidos fueron Excel 1.10 para
la estadistica descriptiva asi como la realizacion de gréficas, y Statgraphics 18 para la
estadistica inferencial.

Al no existir datos para todas las profundidades evaluadas en todos los puntos de muestreo,
no se pudo hacer un analisis con todos ellos y todas las profundidades (ANOVA
Multifactorial), de manera que hubo que hacerlo individualmente para cada punto de
muestreo. De tal forma, los datos se analizaron de acuerdo con los siguientes planteamientos:
(1) sin considerar la profundidad, ;hay diferencias entre los distintos puntos de muestreo?, (2)
sin considerar puntos de muestreo, ;hay diferencias entre profundidades y en qué profundidad
se encuentran esas diferencias?, (3) para cada uno de los puntos de muestreo, ;existen
diferencias entre profundidades?, (4) ;hay diferencias entre la zona no saturada y saturada?, y
(5) (hay diferencias entre los diferentes sustratos?

4. Resultados

La biodiversidad funcional esta relacionada con la diversidad de actividades metabolicas que
la comunidad microbiana de las muestras analizadas puede desarrollar. Dichas actividades se
analizaron en este trabajo mediante la técnica Biolog Ecoplate™, que permite sondear la
capacidad de las comunidades microbianas con el objetivo de metabolizar 31 fuentes
carbonadas diferentes. Los resultados de esta analitica hacen que se puedan determinar
parametros como: la riqueza de sustratos susceptibles de ser metabolizados (SR), la
intensidad de la actividad metabolica global (AWCD) o agrupada por grupos de sustratos
(SAWCD), el indice de biodiversidad de Shannon (H), que en este caso informa sobre la
biodiversidad funcional, y el indice de equidad de Shannon (E).

En los siguientes apartados se describen los resultados obtenidos en este estudio. En primer
lugar, se detallaron los patrones en los que se distribuy6 la materia organica; a continuacion,
se explico la diversidad y actividad funcional microbioldgica a escala global, es decir, en
todos los casos se incluyeron datos por muestra, profundidad, zona y material. Posteriormente



Diversidad Funcional de la Microbiota de la Zona Critica en la Llanura Costera de
Torregarcia-Amoladeras (Almeria, Espana)

se describieron los patrones de distribucion de todas las variables (SR, AWCD, H, E, MO y
SAWCD) que presentd la microbiota a escala local, es decir, por cada punto de muestreo. Para
terminar, se hizo un andlisis de correlaciéon de los distintos pardmetros analizados. Es
necesario mencionar que los datos numéricos se han incorporado en tablas en un Anexo final
(Anexos I y II).

4.1. Patrones de Distribucion de la Materia Organica

El porcentaje medio total de materia orgédnica vari6 entre 1,31% (punto de muestreo 1) y
2,51% (punto de muestreo 8), hallandose diferencias estadisticamente significativas entre el
punto de muestreo 8 y los puntos 1, 2,4 y 9 (Figura 7, Tabla 3). El patrén general de acuerdo
con la profundidad siguid una cierta tendencia en “V” (Figura 7), en la cual se produjo una
disminucién de materia orgédnica en los 10 primeros metros, siendo el menor valor el de los
10 m (1,08%, Tabla 4), profundidad a partir de la cual se incrementd hasta alcanzar valores
que superaron los de las zonas mas superficiales; de hecho, a 35 m se encontr6 la zona de
mayor contenido de materia organica, con un 4,03% (Tabla 4). No obstante, cabe destacar que
existid bastante dispersion en los datos para este parametro (Figura 7).

Por otra parte, se hallaron diferencias estadisticamente significativas en el contenido en
materia organica de las zonas no saturada y saturada, siendo menor en la primera (1,42%) que
en la segunda (2,01%, Figura 7). De igual forma, el tipo de material también registrd
diferentes valores para dicho parametro: las arcillas, con 2,62%, registraron un contenido en
materia organica significativamente superior al de arenas (1,25%) y roca (1,74%) (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de cajas del contenido en materia organica (%). Izquierda arriba, por puntos de muestreo;
izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha arriba por profundidades; derecha abajo, por
tipo de material. Los asteriscos sefialan el valor de la media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).
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4.2. Diversidad y Actividad Funcional Microbioldgica: Patrones
Globales

4.2.1. Riqueza del Sustrato (SR)

El valor medio de SR vari6 entre 8,54 y 11,46 en las muestras 2 y 6, respectivamente. Las
poblaciones microbianas de los puntos de muestreo 2, 8 y 9 utilizaron menos sustratos
carbonados, con valores estadisticamente significativos y distintos a los del punto de
muestreo 6, que es donde mads sustratos utilizaron. En los puntos de muestreo 1, 3,4 y 7 se
obtuvieron valores intermedios, en torno a 10 sustratos (Figura 8, Tabla 5). La riqueza de
sustratos por profundidad describid un patrén en “V” en el cual se produjo una disminucion
del numero de sustratos carbonados utilizados por las poblaciones bacterianas hasta llegar a
los 25 m con 7,86, donde volvid a incrementarse, alcanzando valores similares a los de las
zonas mas superficiales (Figura 8, Tabla 6).

El nimero de sustratos metabolizables por la comunidad microbiana fue significativamente
superior en la zona no saturada que en la saturada, de 10,81 y 9,16, respectivamente (Figura
8). Por su parte, el tipo de material también influy6 en este pardmetro, de modo que, en roca
alcanzo el mayor valor con 12,42, respecto a los obtenidos para arcillas, arenas y gravas, con
9,82, 9,07 y 7,33, respectivamente (Figura 8), sin diferencias significativas entre estos
ultimos.
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Figura 8. Diagrama de cajas de la riqueza de sustratos (SR). Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda
abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de
material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la media. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).
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4.2.2. Intensidad de la Actividad Metabolica (AWCD)

La intensidad metabdlica (AWCD) fue muy similar en todos los puntos de muestreo, variando
entre 0,21 (punto de muestreo 9) y 0,34 (punto de muestreo 6). Solo este ultimo fue
estadisticamente distinto del resto, menos del punto 7, con un valor de 0,28 (Figura 9, Tabla
7). Teniendo en cuenta la profundidad, se observd el mismo patrén en “V” que con las
variables anteriores, es decir, una primera disminucion de actividad metabodlica hasta llegar a
los 25 m, presentando valores inferiores a 0,2, a partir del cual volvi6 a incrementarse (Figura
9, Tabla 8).

Por su parte, se observaron ciertas diferencias entre la zona no saturada y la zona saturada en
la intensidad metabolica, siendo en la primera mds intensa que en la segunda, con 0,27 y 0,23,
respectivamente (Figura 9); sin embargo, estas diferencias no fueron significativas. En la
porosidad (Figura 9), las que mas intensidad metabolica presentaron fueron roca y arcillas,
con valores de 0,3, significativamente superiores a los obtenidos en arenas (0,21) o las gravas
(0,18).
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Figura 9. Diagrama de cajas de la intensidad metabdlica (AWCD, del inglés Average Well Color Development).
Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha
arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la
media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.3. Biodiversidad Funcional: indice de Shannon (H)

La biodiversidad funcional, calculada mediante el indice de Shannon (H), para las muestras
de todos los puntos de muestreo alcanzo valores similares en los puntos 1, 3, 4, 7 y 8, que
oscilaron entre 2,24 y 2,34 (Figura 10, Tabla 9). El punto de muestreo 2 fue el que mostrd
menor diversidad metabdlica (2,10) y el 6 fue el mas diverso (2,42), mostrando diferencias
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estadisticamente significativas entre si. En cuanto a la profundidad, se vuelve a observar el
mismo patron que en las variables anteriores: disminucion de la biodiversidad hasta los 25 m,
con 2,14, para incrementarse, alcanzando valores similares a los iniciales de 2,55 a los 40 m
(Figura 10, Tabla 10).

En relacion a las distintas zonas diferenciadas de la ZC, de nuevo la zona no saturada
presentd una diversidad funcional significativamente superior a la saturada, con 2,34 y 2,23
respectivamente (Figura 10). El material roca tuvo los valores mas altos de diversidad (2,43),
estadisticamente distintos arenas y gravas, con valores similares entre si: arcillas (2,29),
arenas (2,22), y con gravas (2,01) (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama de cajas de la diversidad funcional (H). Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda
abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de
material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la media. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.4. Biodiversidad Funcional: indice de Equidad de Shannon
(E)

Ninguno de los factores evaluados influyo significativamente sobre los valores de la equidad
(Figura 11). En general se alcanzaron valores de entre 0,99 y 1,08 en 20 m de profundidad y
en la zona no saturada, respectivamente. El unico aspecto destacable fue la mayor equidad
obtenida a una profundidad de 25 m (1,17) respecto a otras profundidades (Tabla 12), y en el
punto de muestreo 3, con 1,12 (Tabla 11) con respecto al resto de puntos de muestreo.
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Figura 11. Diagrama de cajas del indice de Equidad (E). Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda
abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de
material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la media. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.5. Intensidad de la Actividad Metabdlica por la Naturaleza
de las Fuentes de Carbono (SAWCD)

4.2.5.1. Acidos Carboxilicos

La intensidad de la actividad metabolica de acidos carboxilicos fue significativamente
superior en el pozo 6 (0,58) que en el resto de puntos, cuyos valores variaron entre 0,31 y
0,40 (Figura 12, Tabla 13). En relacion a la profundidad, el patron que se siguid en esta
variable fue una disminucion de intensidad metabolica de los 4cidos carboxilicos hasta llegar
a los 20 m, con 0,29, a partir del cual se incrementd superando los valores de las zonas mas
superficiales, alcanzando valores de 0,70 a los 34 m (Figura 12, Tabla 14).

En la diferenciacion entre zonas, en este caso fue en la zona saturada donde mas acidos
carboxilicos se metabolizaron, con 0,40 (Figura 12) frente a 0,35 de la zona no saturada;
aunque, no hubo diferencias significativas. En las arcillas, la metabolizacién de estos
sustratos fue significativamente superior (0,45) al de arenas (0,33), material en el que se
alcanzaron los niveles mas bajos; mientras que rocas y grava presentaron valores intermedios
y sin diferencias significativas: 0,40 y 0,29, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Diagrama de cajas de la actividad metabdlica (SAWCD) para la fuente de carbono acidos
carboxilicos. Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada);
derecha arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor

de la media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc
(LSD).

4.2.5.2. Carbohidratos

La metabolizacion de carbohidratos (Figura 13), fue significativamente superior en los puntos
de muestreo 2 y 6, con valores de 0,25 y 0,26, respectivamente, que en el resto de puntos de
muestreo, siendo el punto 9 el menor con 0,11 (Figura 13, Tabla 15). Con la profundidad, se
observo una disminucion brusca de intensidad metabdlica de carbohidratos en el primer
metro, con un valor de 0,41, hasta llegar a los 25 m con un 0,10 (Tabla 16), a partir del cual se
produjeron altibajos hasta llegar a los 40 m, destacdndose que los valores de las
profundidades 34 m (0,19) y 40 m (0,24) fueron estadisticamente semejantes a los de la
profundidad de 1m (Figura 13).

En este caso, fue en la zona no saturada donde la intensidad metabolica de carbohidratos,
(0,25) fue significativamente superior que en la saturada (0,13). Por otra parte, el material
roca fue donde més se metabolizo este sustrato (0,29), siendo estadisticamente distinto a
arcillas (0,19) y arenas (0,15) (Figura 13). Las gravas registraron un valor muy bajo (0,07),
pero estadisticamente semejante al resto de los materiales.
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Figura 13. Diagrama de cajas de la actividad metabdlica (SAWCD) para la fuente de carbono carbohidratos.
Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha
arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la
media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.5.3. Aminoacidos

El uso de aminoécidos por los microorganismos (Figura 14, Tabla 17) fue mayor en los
puntos 3 y 7, con valores entre 0,22 y 0,24, que en el resto de puntos de muestreo, cuyos
valores fueron méas homogéneos, siendo los del punto 8 los menores, con 0,11 de intensidad.
En cuanto a profundidad (Figura 14, Tabla 18), se tendié hacia una disminucién brusca de
intensidad metabdlica a los 5 m hasta a los 27 m, pasando de 0,24 a 0,10, a partir del cual
aumentaron hasta llegar a 0,21 en los 40 m.

En la zona no saturada se metabolizaron mas aminoacidos que en la saturada (Figura 14):
0,19 y 0,14, respectivamente. En relacion al material, en roca fue donde la metabolizacion fue
mayor (0,22), con diferencias estadisticamente significativas con arcillas (0,16) y arenas
(0,15). Gravas mostro datos bajos (0,09) pero estadisticamente semejantes a las tres anteriores

(Figura 14).
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Figura 14. Diagrama de cajas de la actividad metabdlica (SAWCD) para la fuente de carbono aminoacidos.
Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha
arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la
media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.5.4. Aminas

La intensidad metabdlica de las aminas (Figura 15, Tabla 19) fue significativamente superior
en el punto de muestreo 7 (0,14) que en el resto de puntos, salvo los 2 y 3, cuyos valores
fueron los mas bajos y homogéneos (0,02). En cuanto a la profundidad, se registré un
incremento brusco de la intensidad metabodlica en el metro 5, llegando a 0,16, para luego
fluctuar con la profundidad con un descenso a los 15 m (0,01), donde se estabilizo hasta los
34 m, profundidad a la que se volvio a incrementar, reduciéndose nuevamente hasta los 40 m
(Figura 15, Tabla 20).

En este caso, también fue en la zona no saturada donde mdas aminas se metabolizaron, con
valores de 0,09, con respecto a la zona saturada (0,02) (Figura 15) y con diferencias
estadisticamente significativas. Por su parte, no se hallaron diferencias significativas entre los
materiales. La metabolizacion fue de 0,07 en rocas, 0,05 en arenas, 0,01 en gravas y 0,03 en
arcillas.
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Figura 15. Diagrama de cajas de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono aminas. Izquierda
arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha arriba por
profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefalan el valor de la media.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.5.5. Polimeros

El punto de muestreo 6 destacd por la mayor intensidad de la actividad metabodlica de
polimeros, alcanzando un valor de 0,67, respecto al resto de puntos de muestreo,
estadisticamente distinto a los demas. En el resto de puntos, excepto el 1 con 0,37, los valores
fueron similares, oscilando entre 0,47 y 0,52 (Figura 16, Tabla 21). Segun la profundidad
(Figura 16, Tabla 22), el patrén observado fue de un mantenimiento de los valores en torno a
0,50 hasta los 15 m, donde se increment? la intensidad metabdlica, para luego volver a bajar a
los 20 m a valores inferiores a los iniciales donde, mas o menos, se mantuvo hasta los 27 m
cuando subié bruscamente desde 0,39 hasta los 34 m con 0,83, para ya disminuir un poco
pero aun asi mantenerse.

En la zona saturada fue donde més se metabolizaron los polimeros, con 0,54 y 0,47 en la no
saturada, existiendo diferencias significativas entre ambas (Figura 16). Por otra parte, el
material arcillas fue el que mayor eficiencia tuvo en cuanto al metabolismo de polimeros
(Figura 16), con 0,61, todo lo contrario de arenas (0,44); en situacion intermedia se
encontraron gravas (0,57) y roca (0,54); se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre arcillas y arenas y roca.
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Figura 16. Diagrama de cajas de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono polimeros.
Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha
arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la
media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.2.5.6. Fenolicos

El punto de muestreo 7 fue donde mas se metabolizaron los compuestos fendlicos, con un
valor de 0,06; en 1, 2 y 6 los valores fueron homogéneos e intermedios, con 0,04; los puntos
3, 4, 8 y 9 presentaron los valores mas bajos y semejantes entre si, de 0,01 y 0,02 (Tabla 23).
En cuanto a la profundidad, la tendencia que se siguid fue en “V”, con una bajada continua de
intensidad metabolica hasta los 10 m desde 0,09 a 0 (Figura 17, Tabla 24), a partir del cual se
produjeron ciertos altibajos hasta los 30 m, cuando se dio una subida hasta los 40 m, pero en
ningun caso sin superar valores de 0,05.

En estos sustratos el metabolismo en la zona no saturada (0,05) fue mayor que el de la zona
saturada (0,01), existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos (Figura
17). El materiala roca fue donde hubo una mayor metabolizacién de fendlicos, con 0,07, valor
estadisticamente distinto al de arcillas y arenas; en el resto, los valores fueron muy similares:
arcillas (0,02), arenas (0,02) y gravas (0) (Figura 17).
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Figura 17. Diagrama de cajas de la actividad metabodlica (SAWCD) para la fuente de carbono fendlicos.
Izquierda arriba, por puntos de muestreo; izquierda abajo, por zonas (NS, no saturada; S, saturada); derecha
arriba por profundidades; derecha abajo, por tipo de material del sustrato. Los asteriscos sefialan el valor de la
media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

4.3. Diversidad y Actividad Funcional Microbiologica: patrones
verticales por puntos de muestreo

4.3.1. Biodiversidad funcional

A continuacidon se describen para cada uno de los puntos de muestreo en el perfil vertical
(profundidad), los resultados obtenidos para las variables relacionadas con la actividad
microbiana y diversidad funcional (SR, AWCD, H, E), incluyendo también la materia
orgéanica (% MO) como parametro pronosticado como influyente en los anteriores. En cada
caso, se identifica la ubicacion del nivel fredtico y de los materiales del perfil (véase Tablas 1

y 2).

En el punto de muestreo 1 (Figura 18) se produjo una disminucién del nimero de sustratos
utilizados (SR) con la profundidad hasta los 10 m, pero se recuper6 algo, de manera muy
suave, excepto en los primeros 5 m, observandose homogeneidad entre las profundidades de
la zona saturada. La intensidad metabdlica (AWCD) siguidé un patron de bajada continua
desde 0,4 a 0,15 en los 10 m, a partir del cual se mantiene con cierta fluctuacion, pero en
general mas o menos estable, manteniendo esos valores bajos hasta los 25 m; de forma
general salvo a 1 y 5 m (zona no saturada), los valores fueron homogéneos. La biodiversidad
funcional se mantuvo en valores superiores a 2, pero con una caida importante hasta los 10 m,
de 2,65 a 2,10, volviendo a incrementarse de manera mas suavizada hasta 2,25; salvoa 1l y 5
m de profundidad (zona no saturada), el resto fueron homogéneos (zona saturada). Con la
equidad, se observéd un incremento muy ligero con la profundidad, siendo el primer metro el
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unico diferente, 0,95 frente a 1 del resto de profundidades; por tanto, hubo homogeneidad a lo
largo del perfil. Por ultimo, el contenido de materia organica fue disminuyendo con la
profundidad hasta los 20 m, pero experimentd un nuevo incremento en la profundidad
cercana a la aparicion del nivel de arcillas.
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Figura 18. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 1. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de rocas, arenas y arcillas, y
la del nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

El punto de muestreo 2 (Figura 19) registrd un patron en el uso de sustratos (SR) consistente
en una disminucién muy abrupta en el primer metro, desde 25 sustratos utilizados, para
mantenerse en torno a los 7 hasta los 20 m (inicio de la zona saturada), a partir del cual volvio
a incrementarse el nimero de sustratos, desde 1 hasta 9. La intensidad metabodlica también
experimentd un patron semejante al anterior, bajando bruscamente en el primer metro de un
valor de 0,85 a 0,15 en los 5 m; a los 10 m volvié a sufrir otra disminucion, pero en este caso
mucho mas suave hasta alcanzar valores inferiores a 0,05 a los 20 m (inicio de la zona
saturada), a partir del cual subi6 de manera considerable y constante hasta los 34 m, llegando
a 0,38 de intensidad. El patron del indice de Shannon fue muy similar a los descritos
anteriormente: disminucion importante hasta los 20 m (inicio de la zona saturada), alcanzando
valores de 1,5, para volver a incrementarse, recuperando los valores de profundidades mas
superficiales, aunque en menor medida. En este caso se detectaron altibajos mas claros en la
equidad, siendo los 20 m (inicio de la zona saturada) el valor mas bajo con 0,65, frente al mas
elevado a los 5 m con 1,35, pero en la mayoria de profundidades los valores se mantuvieron
constantes. Finalmente, el contenido de materia orgdnica sufrié variaciones, si bien es cierto
que de forma general se incrementd con la profundidad: se produjo una disminucion a los 20
m (inicio de la zona saturada), aumentando progresivamente en el limite entre la capa de
arenas y arcillas.
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Figura 19. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 2. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de rocas, arenas y arcillas, y
la del nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

En el punto de muestreo 3 (Figura 20) se observdo un patron semejante al anterior:
disminucion de manera constante del uso de sustratos hasta los 25 m (inicio de la zona
saturada), reduciendo hasta 16 los sustratos utilizados, a partir del cual volvio a
incrementarse, llegando a alcanzar valores similares a los de zonas superficiales. La
intensidad metabdlica siguié esta tendencia en “V”, observada en casos anteriores, es decir,
disminuy6 hasta los 25 m en mas de 0,30 de intensidad, siendo més abrupta en los metros 1y
15, y volvio a subir hasta recuperar los valores de 0,40 que se obtuvieron en el primer metro.
La diversidad (H) mostré un patrén similar: disminucion importante hasta los 25 m, también
casi a la mitad, de 3 a 1,6, para volver a incrementarse, recuperando los valores de
profundidades mas superficiales, de 2,7. Los valores de equidad (E) fueron constantes hasta
los 15 m con valores que rondan el 1, a partir del cual se incremento ligeramente hasta los 25
m, siendo este el maximo, para luego volver a bajar y mantenerse en los valores de zonas mas
superficiales; excepto en ese punto, hubo una alta homogeneidad en todo el perfil. El
porcentaje de materia organica experimentd una caida entre el primer metro y los 5 m, mas
hacia abajo se mantuvo con valores constantes, para subir a los 35 m, siendo aqui el maximo
contenido en materia organica, donde ya hacen presencia las arcillas, alcanzando valores
superiores a los mas superficiales, con una disminucion en la maxima profundidad analizada.

--- Capa de rocas

-- Capa de arenas

- --Nivel freatico
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Profundidad (m)
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Figura 20. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 3. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de arenas, rocas y arcillas, y
la del nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

30



Diversidad Funcional de la Microbiota de la Zona Critica en la Llanura Costera de
Torregarcia-Amoladeras (Almeria, Espana)

En el punto de muestreo 4 (Figura 21) se identificaron dos maximos en la riqueza de sustratos
(SR): a1y 15 m, con 14 y 11 sustratos utilizados, respectivamente, y de forma general, salvo
esos dos valores, se mantuvo el nimero de sustratos rondando los 9; existid cierta
homogeneidad a lo largo del perfil, excepto en el primer metro, correspondiente al valor mas
elevado. El patron de la intensidad de la actividad metabdlica (AWCD) con la profundidad
fue muy semejante al de la variable anterior, con una bajada en el primer metro, desde 0,30
hasta 0,25, pero volvio a recuperarse hasta los 15 m, para volver a bajar abruptamente a los
20 con 0,15 de intensidad metabdlica, y otra subida hasta los 27. Por la parte de la diversidad
funcional (H), al igual que en el punto 1 como se vio anteriormente, se mantuvieron los
valores por encima de 2, y se dieron dos picos: en el primer metro de 2,60 y en el 25 de 2,50;
la bajada en ambos casos fue brusca y alcanzo valores similares de 2,25; en general, el patron
fue semejante al de las variables anteriores. La equidad (E) se increment6 de manera muy
suave hasta los 10 m para caer a los 15 y subir de forma brusca hasta los 25 m, desde 0,95 a
1,10, para volver a caer. Por ultimo, la materia organica disminuyo con la profundidad, salvo
en el primer metro (todo el perfil fue en arenas), hasta los 25 m, a partir del cual comenz6 a
incrementarse.
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Figura 21. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 4. Se
indican las barras de error estandar para cada dato, la profundidad de inicio de la capa de rocas y arenas, y la del
nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

En el punto de muestreo 6 (Figura 22) se incremento6 el nimero de sustratos utilizados con la
profundidad en el primer metro y a partir de los 20 m, la bajada se dio a los 10 m, desde 14
sustratos utilizados hasta 9; se identificod cierta heterogeneidad a lo largo del pozo. La
intensidad metabolica disminuy6 en el primer metro, pero volvio a recuperarse de forma
inmediata, para volver a bajar abruptamente hasta los 20 m, con una disminucion total del
orden de 0,15, pero se produjo otra subida hasta los 35, recuperando valores iniciales. En este
punto los valores de diversidad funcional también estuvieron por encima de 2, aqui el pico
maximo ocurrié a los 10 m de profundidad, con 2,65, se produjo una bajada importante hasta
2,25 y volvieron a incrementarse los valores con el aumento de la profundidad, llegando a
2,50 en los 5 primeros metros; se detectd heterogeneidad entre profundidades, especialmente
con el metro 10. En cuanto a equidad, no hubo mucha variabilidad, siendo el pico mas alto el
de los 20 m con 1, y el mas bajo a los 5 con 0,97, pero en las ultimas profundidades se
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produjo un incremento del indice. En este caso, también la materia orgédnica sufrié una bajada
durante los 10 primeros metros, con la presencia de arenas, para subir algo hasta los 15, pero
volvié a bajar; sin embargo, ya con arcillas se dio un incremento brusco a los 25 m, a partir
del cual ya aumentd, pero muy suavemente.
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Figura 22. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 6. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de arenas, rocas y arcillas, y
la del nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

En el punto de muestreo 7 (Figura 23) el uso de sustratos (SR) alcanzé un pico a los 5 m de
profundidad, con 19 sustratos utilizados por los microorganismos, a partir del cual se dio una
importante bajada hasta los 7. En el caso de la intensidad metabdlica (AWCD), se produjo
también una importante subida a los 5 m de profundidad, de 0,15 a 0,50, volviendo a bajar
hasta los 15 m, alcanzando los valores de la zona mas superficial. Con la diversidad funcional
(H) ocurri6 exactamente lo mismo que con el uso de sustratos y la intensidad metabdlica: el
maximo estuvo a los 5 m de profundidad con 2,85, a partir del cual se dio una importante
bajada hasta 2. El valor méximo de equidad (E) se encontré a los 10 m con 1,05, pero volvid
a disminuir a 1, sin embargo, este ultimo valor fue superior a los primeros metros; en este
caso hubo una alta homogeneidad a lo largo del perfil. Finalmente, con el porcentaje de
materia organica hubo un pico de maximo contenido a los 5 m, incrementandose ligeramente
alos 15 m, ya con las arcillas.
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Figura 23. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 7. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de arenas y gravas, y la del
nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

En el punto de muestreo 8 (Figura 24) se registr6 una bajada en el nimero de sustratos (SR)
hasta los 10 m, de 9 a 5 sustratos, a partir del cual se increment6 superando los valores de
zonas superficiales, observandose otra bajada a los 25 m, en este caso mas leve, desde 13
sustratos hasta 10. La intensidad metabdlica (AWCD) también disminuy6 hasta los 10 m del
orden de 0,10 para luego subir hasta los 20 m llegando a valores de 0,40, pero volvio a
disminuir, en este caso a la mitad. Por otra parte, en el indice de Shannon (H) los valores se
mantuvieron homogéneos, excepto un aumento hasta 2,60 a los 20 m, a partir del cual se
produjo una disminucién para luego volver a subir ligeramente a los 27 m; las profundidades
presentaron homogeneidad, salvo en el pico que se da a los 20 m. Se identificé un maximo en
la equidad (E) en los 10 m con un valor de 1,40, a partir del cual bajo hasta los 25 m
rondando el valor de 1. El contenido en materia orgénica bajé desde el primer metro a la
profundidad de 5 m, con valores constantes hasta los 15, con una subida cuando apareci6 la
capa de arcillas; sin embargo, volvio a caer a los 25 m.
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Figura 24. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 8. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de rocas, arenas y arcillas, y
la del nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

Finalmente, en el punto de muestreo 9 (Figura 25) aparecidé un maximo a los 5 m con 14
sustratos, valor a partir del cual cay6 bruscamente hasta los 6, para recuperarse de manera
inmediata a los 10 m, a partir de ahi se incrementd y mantuvo hasta los 40 m, rondando los 9
sustratos. Se dio también un punto de maxima intensidad metabolica a los 5 m (0,45), pero se
redujo de forma abrupta hasta los 10 m, con un valor de 0,15, se recuper6 y se mantuvo mas o
menos estable rondando 0,20 de intensidad hasta alcanzar los 30 m, a partir del cual volvi6 a
aumentar. En cuanto a diversidad funcional se dio el mismo patréon que con la mayoria de
puntos de muestreo descritos anteriormente: se incrementaron los valores a partir del metro
10 de 1,80 a 2,30, si bien es cierto que disminuy6 hasta ese punto, pero se recuperd; se
identific6 heterogeneidad entre profundidades, especialmente a los 5 y 10 m,
correspondientes al pico maximo y minimo respectivamente. Una bajada brusca en equidad
ocurri6 en el primer metro desde 1,12 para volver a incrementarse a los 5 m, y asi hasta los 40
m, siempre rondando el valor de 1, con algunos altibajos pero al final aumento, superando
1,05. Por ultimo, en la materia organica se mantuvieron los valores hasta los 15 m, con la roca
y arcillas, pero cuando aparecieron las arenas se incrementd, alcanzando el pico a los 25 m,
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sufriendo posteriormente una bajada, por la presencia de agua (nivel freatico), pero remonto6 a
los 30 con las arcillas.
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Figura 25. Distribucion de la media de las variables estudiadas con la profundidad en el punto de muestreo 9. Se
indican las barras de error estandar en cada dato, la profundidad de inicio de la capa de rocas, arenas y arcillas, y
la del nivel freatico (limite entre la zona no saturada y saturada).

4.3.2. Perfiles fisiologicos

En la Figura 26 se muestran los resultados representados para cada uno de los grupos de
actividades como porcentaje del total de intensidad de actividad. En general, se observaron
patrones distintos segun las muestras consideradas, pero dominaron las actividades
relacionadas con el metabolismo de los 4cidos carboxilicos y los polimeros.

En el punto de muestreo 1 domino el metabolismo de los 4cidos carboxilicos y los polimeros,
con mayor intensidad conforme aument6 la profundidad. Para los primeros sustratos se
produjo un incremento hasta los 10 m, que se mantuvo para volver a disminuir, y en los
segundos se incrementd de manera constante con la profundidad. Los carbohidratos sufrieron
una disminucién de intensidad hasta el metro 10 y a partir de ahi se mantuvieron constantes;
los aminodcidos disminuyeron en el primer metro y, aunque también bajaran en el metro 10,
con la profundidad volvieron a incrementarse. Las aminas, por su parte, presentaron valores
muy bajos, donde més hubo fue a los 15 m, aunque menos de un 5%, pero a partir de ahi se
produce una disminucién; y los fendlicos sufrieron una bajada muy brusca a los 5 m, y a
partir de ahi desaparecieron.

En el punto de muestreo 2 se observd una dominancia de metabolismo de polimeros (Figura
26) que aumentaron con la profundidad hasta los 20 m, para luego disminuir y ya mantenerse
estable, pero superando los valores de zonas mads superficiales; en este caso, los acidos
carboxilicos dominaron menos, pero se incrementaron con la profundidad, salvo en los 20 m
que sufrid6 una disminucion desmesurada. Por su parte, con los carbohidratos ocurrié lo
mismo que en el caso anterior: disminuy6 su intensidad hasta los 15 m, y a partir de ahi se
mantuvieron estables, siempre con menos del 10% del total de actividad; de forma general,
los aminoacidos se mantuvieron constantes a lo largo del perfil, salvo a los 15 y 20 m donde
la intensidad fue menor. En relacion a las aminas, su proporcion fue muy baja, excepto en el
primer metro; y en los fendlicos, al igual que en el punto anterior, llegd a desaparecer su
intensidad con la profundidad.
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En el punto 3 ocurri6 algo similar al primero (Figura 26): mayor dominancia de acidos
carboxilicos y polimeros, en el primer sustrato disminuy6 a los 20 m pero recuperd los
valores iniciales, y en el segundo, se incremento con la profundidad, siendo a los 25 m donde
menos habia, pero volvioé a aumentar. Los carbohidratos sufrieron altibajos a lo largo de este
punto de muestreo, pero tendia a aumentar con la profundidad; los aminoacidos presentaron
una mayor proporcion en este caso, alcanzando el 20% de intensidad total, pero a partir de los
25 m disminuyeron. Las aminas tenian una baja proporcion, excepto a los 5 y 25 m que
alcanzaron o superaron el 10%; y los fenolicos casi desaparecieron con la profundidad pero a
los 25 m tenian mayor proporcion, y parecia que a los 40 m reaparecen.

En cuanto al punto de muestreo 4, de igual manera dominaron los 4cidos carboxilicos y
polimeros (Figura 26), el primero se redujo con la profundidad a partir de los 10 m, y el
segundo mantuvo mas del 40% de intensidad en todos los niveles de profundidad. Los
carbohidratos por su parte, mantuvieron la intensidad a lo largo de todo el perfil; y los
aminodcidos disminuyeron a los 5 m pero se recuperaron a los 25 m. En relacion a las aminas
casi desaparecieron tras el primer metro; y los fenolicos desaparecieron en zonas
superficiales.

En el punto de muestreo 6 ocurriéo lo mismo que en el anterior (Figura 26): dominancia de
acidos carboxilicos y polimeros en proporciones similares, mientras que los primeros
disminuyeron muy suavemente con la profundidad, los segundos se incrementaron de la
misma forma. Los carbohidratos aumentaron hasta el metro 10 pero decrecieron,
manteniéndose ya constantes con la profundidad; y los aminoéacidos se mantuvieron estables a
lo largo de todo el perfil. Por su parte, las aminas presentaron una proporcion muy pequeiia,
excepto en el metro 5, pero a mayores profundidades se incrementaron; y los fendlicos si
estuvieron mas presentes en este caso.

Por su parte, el punto de muestreo 7 mostrd que la intensidad de los 4cidos carboxilicos fue
algo menor, pero siguieron siendo de los més abundantes, si bien es cierto que disminuyeron
con la profundidad, a los 10 m volvieron a aumentar; los polimeros fueron los mas
abundantes, salvo en los 5 m, donde todos los sustratos presentaron una proporcion similar
(Figura 26), y se incrementaron con la profundidad. Los carbohidratos sufrieron una
disminucién conforme aumentaba la profundidad, asi como los aminoécidos. Las aminas
también disminuyeron pero se encontraron ausentes en el primer metro; y los fendlicos tan
solo hicieron presencia en el metro 5.

En el punto de muestreo 8 se observo que hasta los 15 m los microorganismos con preferencia
por los polimeros fueron los mas abundantes, superando el 50%, pero a partir de los 15 m
disminuyeron (Figura 26). En este caso, la afinidad hacia los dacidos carboxilicos se
incrementd con la profundidad, rondando el 30% de proporcion; mientras que hacia los
carbohidratos se puede ver que también aumentd, llegando a superar el 20% en el metro 20.
Por su parte, los aminoacidos disminuyeron a lo largo del perfil, sin llegar a superar en las
zonas mas profundas el 10% de proporcion; las aminas siguieron siendo, junto con los
fendlicos, el sustrato con menor preferencia por los microorganismos, disminuyendo el
primero con la profundidad, y el segundo estando presente s6lo a los 5 y 20 m.

Finalmente, en el punto de muestreo 9 se volvid a ver que los sustratos mas preferidos por los
microorganismos fueron los polimeros y acidos carboxilicos (Figura 26), sufriendo ambos
altibajos conforme se avanzaba hacia mayores niveles de profundidad, pero siempre estando
por encima del 20% de proporcion, cada uno. Por su parte, los carbohidratos, excepto en el
metro 5 donde alcanzaron mas del 10%, estaban poco presentes, sin llegar a superar el 5%;
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los aminodcidos se mantuvieron estables, rondando el 10% de proporcion en todos los niveles
de profundidad; y las aminas y fenolicos no alcanzaron el 5%, aunque las primeras estuvieron
mas presentes que los segundos.
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Figura 26. Perfiles fisioldgicos a nivel de comunidad (SAWCD) en funcion de la profundidad. Se indican la
profundidad de inicio de la capa de arenas, rocas, gravas y arcillas, y la del nivel freatico (limite entre la zona no
saturada y saturada). Arc: Capa de Arcillas; Are: Capa de Arenas; R: Capa de Rocas; G: Capa de Gravas; NF:
Nivel Freatico.
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4.4. Analisis de Correlacion

Las matrices de correlacion entre las variables analizadas se representan en las Figuras 27, 28
y 29, diferenciadas para el conjunto de datos en su totalidad, la zona no saturada y la zona
saturada, respectivamente.

Considerando los datos globales (Figura 27), la correlacion de las variables con la
profundidad fue ligeramente negativa, excepto en la equidad (E), la intensidad de
metabolizacion (SAWCD) de los acidos carboxilicos y de los polimeros, y el contenido en
materia organica. Las correlaciones fueron positivas y elevadas entre la intensidad de la
actividad metabolica global (AWCD), la riqueza de sustratos (SR) y la biodiversidad
funcional (H), y ademas con SAWCD de acidos carboxilicos, carbohidratos y aminoacidos;
asi como entre H y SR. El indice de equidad (E) fue la unica variable que present6 una
correlacion negativa con el resto, excepto con la profundidad y con la SAWCD de aminas,
aunque no demasiado elevada. La materia organica no estuvo demasiado correlacionada con
ninguno de los parametros evaluados.
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Figura 27. Analisis de correlacion de las variables analizadas considerando los datos de todo el perfil. Se indica
el coeficiente de correlacion de Spearman.

La matriz de correlacion de la zona no saturada mostrd un patron semejante al analisis global,
aunque con correlaciones mas altas entre algunas variables (Figura 28). La profundidad
influy6 negativa, aunque no significativamente, sobre todas las variables, excepto para la
equidad (E). La intensidad de la actividad metabdlica global (AWCD) se correlacion6
positivamente con H, SR y SAWCD de acidos carboxilicos, carbohidratos y aminoacidos. Del
mismo modo, H con SR mostraron una correlacion positiva y significativa; y la materia
organica, salvo con la profundidad y E, las correlaciones fueron positivas, pero no altas.

37



Diversidad Funcional de la Microbiota de la Zona Critica en la Llanura Costera de
Torregarcia-Amoladeras (Almeria, Espana)

Correlacion Ordinal de Spearman
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Figura 28. Analisis de correlacion de las variables analizadas considerando los datos de la zona no saturada. Se

La matriz de correlacion de la zona saturada mostrd un patrén con menores correlaciones
entre las variables consideradas (Figura 29). La profundidad influyé positivamente sobre
todas las variables, destacando el contenido en materia orgéanica, excepto para la equidad (E)
y la actividad metabodlica de aminas, aunque con coeficientes de correlacion bajos. La
intensidad de la actividad metabolica global (AWCD) se correlaciond positivamente con la de
los 4cidos carboxilicos, polimeros, carbohidratos y aminoacidos. Al igual que en los dos
casos anteriores, H y SR también se correlacionaron positiva y significativamente.
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Correlacion Ordinal de Spearman
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Figura 29. Analisis de correlacion de las variables analizadas considerando los datos de la zona saturada. Se
indica el coeficiente de correlacion de Spearman.

De forma conjunta, en el andlisis de correlacion de las zonas no saturada y saturada, se
observaron diferencias entre las correlaciones (Figuras 28 y 29). La correlacion fue mas
intensa en la zona no saturada entre AWCD, H y SR; del mismo modo, las correlaciones de E
con el resto de variables fueron mucho mas negativas en dicha zona. Sin embargo, las
correlaciones del contenido de materia orgénica con las demds variables fue superior en la
zona saturada (Figura 29).

5. Discusion

El uso de las placas Biolog Ecoplate™ para estudiar el perfil fisioldgico de las bacterias
heterdtrofas se ha aplicado en muchas disciplinas cientificas (Baraza, et al., 2019). En este
estudio, en concreto, se han utilizado para comparar las comunidades microbianas de las
zonas no saturada y saturada de la zona critica terrestre (ZC). Para ello, se ha hecho un
analisis del efecto de la profundidad y posicion de puntos de muestreo (heterogeneidad
vertical y horizontal, respectivamente), la naturaleza de los materiales geoldgicos (sobre todo
en lo que respecta a su porosidad, grado de retencion de materia organica y capacidad de
transmision de fluidos), y la diferencia entre las zonas mencionadas, sobre la diversidad
funcional microbiana del sustrato. En lo que respecta a la variabilidad entre los puntos de
muestreo analizados, se puede afirmar que, en general, todos siguieron una tendencia y
valores muy similares en la mayoria de las variables consideradas, lo que dio consistencia a
los resultados.

5.1. Patron de la Materia Organica

La naturaleza y cantidad de materia orgdnica que tenga el material del perfil condicionara la
abundancia, funcion y actividad microbiana, ya que es la principal fuente de nutrientes de las
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poblaciones microbianas heterotrofas (Contreras, 2020). Hay estudios que asocian la
distribucion vertical de los microorganismos con la disponibilidad de carbono organico del
suelo (Blume et al., 2002; Fierer, et al., 2003; Eilers et al., 2012) debido, principalmente, a la
presencia de vegetacion, tanto por parte de las raices, como por parte de los restos vegetales.
Por tanto, la abundancia y actividad microbiana se encuentran asociadas a los llamados
puntos calientes de los suelos (Bundt et a/,. 2001; Kuzyakov y Blagodatskaya, 2015).

El caracteristico patron en “V” observado en todo el perfil para el contenido en materia
orgénica (mayores cantidades en los niveles superiores, una caida sustancial en los
intermedios, para acabar subiendo hasta incluso superar los valores superficiales en los
niveles mas profundos, tanto en los datos en su conjunto como en la mayoria de los puntos de
muestreo), sefiala la existencia de una cierta dindmica de distribucion de la materia organica
entre las zonas no saturada y saturada, con acumulaciones manifiestas hacia los niveles mas
profundos de la segunda. Este patron determina a su vez el del resto de variables analizadas
sobre la diversidad y actividad funcional microbiana.

La distribucion de la materia organica en la zona no saturada (que disminuy6 en profundidad)
se explica en gran parte por la mayor concentracion en el suelo y zona mas superficial,
derivada sobre todo de la produccién vegetal aérea y de la rizosfera (Sheng et al., 2021). En
la zona saturada, el aumento de materia organica en profundidad puede deberse a la
dominancia de arcillas en las zonas mas profundas de los perfiles. De hecho, en 5 de los 8
puntos de muestreo hubo arcillas en estas zonas, que fueron aquellas donde més intenso fue
este aumento de materia organica. La materia organica queda mejor retenida en las capas de
arcilla (Zhang et al., 2014; Shi et al., 2016), debido principalmente a la elevada capacidad de
absorcion que presenta este material (Tang y Riley, 2014; Liu et al., 2016; Zeng et al., 2016),
lo que se manifestd en los mayores contenidos en materia organica registrados en estas, frente
al resto de los materiales, mas porosos y heterogéneos (arenas, gravas y roca). No obstante, y
aunque en menor magnitud, en aquellos puntos de muestreo con materiales mas porosos en
profundidad también se detectd un incremento de la materia orgénica a mayores
profundidades de la zona saturada. Ademas, si comparamos entre zonas no saturada y
saturada, también se registré un aumento significativo de materia organica en la zona saturada
frente a la no saturada, lo que sugiere que, aunque las arcillas retienen mas materia organica,
el papel del agua es importante a estos niveles como medio de transporte de solutos, energia y
sedimentos a lo largo de la ZC (Wymore ef al., 2017), incluso a profundidades localizadas por
debajo del acuifero, donde los materiales se comportarian como acuitardos, es decir, como
materiales que contienen agua y la transmiten muy lentamente.

5.2. Patrones de la Actividad Metabolica

La riqueza en el uso de sustratos (SR) proporciona informacion sobre la potencial diversidad
de la microbiota existente en cada zona. De forma previsible, la zona mas diversa fue la no
saturada, fundamentalmente por la alta riqueza microbiana concentrada en el suelo, ya que la
humedad y el carbono organico de este son los principales impulsores de muchas funciones
microbianas (FAO et al., 2020). Por otra parte, el patron general de riqueza microbiana fue
similar al de la materia organica, con mayor riqueza en las zonas superiores de la zona no
saturada y, lo que es mas llamativo, también en las inferiores de la saturada. Esto indicaria
presencia microbiana en las capas de acuitardos. Ademas, la semejante riqueza microbiana
entre materiales mas y menos porosos (arenas y gravas respecto a arcillas), sugiere una
posible compensacion entre el mayor contenido de materia organica de las arcillas y su menor
capacidad de transferencia de fluidos, proceso esencial para la vida de los microorganismos
(Lin, 2010; Phillips, et al., 2019), y menor diversidad de nichos ecologicos, debido a su
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homogeneidad. Los materiales mas porosos facilitan el transporte de materia orgéanica vy,
ademads, generan mas variedad de nichos (Torsvik y Ovreas, 2002; Bardgett y Van der Putten,
2014), compensando asi su menor cantidad de materia organica.

El similar patron de la diversidad de Shannon (H) al de la riqueza de sustratos sefiala una alta
distribucién de recursos entre grupos funcionales microbianos, corroborado ademas con
valores muy homogéneos de equidad (E) en practicamente todos los perfiles, indicando un
equilibrio entre las distintas actividades metabolicas. Esto se podria explicar por la existencia
de variabilidad, tanto en la naturaleza de la materia organica como posiblemente en los nichos
ecologicos.

Por un lado, la mayor diversidad observada en los primeros metros de la zona no saturada y
los mas profundos de la saturada responden al patrén de la materia orgénica, apoyando asi la
existencia de una materia organica diversa en ambas zonas como para sustentar grupos
funcionales variados. Esto se corrobora por la correlacion positiva entre materia orgénica y
diversidad funcional, encontrada también en otros estudios (Garcia et al., 2018). El efecto de
la diversidad de nichos ecoldgicos se justificaria en la zona no saturada, donde dominan los
materiales mas porosos y donde la escasez de agua y su distribucion mas heterogénea
generaria una separacion de nichos mas pronunciada (Akob y Kiisel, 2011). No obstante, este
efecto se solaparia también con la cantidad de materia organica de los primeros metros de la
zona no saturada, aunque este estudio no se ha disefiado para poder diferenciar ambos efectos.

En la zona saturada, con dominancia de arcillas, parece ser s6lo la materia organica el factor
que facilita dicha diversidad funcional, ya que los perfiles donde no hay arcillas también
tienen menor cantidad de materia orgdnica y menor diversidad (puntos de muestreo 1,4y 7).
De hecho, se han establecido correlaciones positivas entre la diversidad microbiana y el
contenido en arcilla en el perfil (Sheng ef al., 2021).

El patron general en “V” también se manifestd en la intensidad de la actividad metabolica
(AWCD), en este caso sin diferencias entre la zona no saturada y saturada. Esto sefalaria que,
a pesar de que la diversidad microbiana disminuyé en la zona saturada, la disponibilidad de
materia organica aqui parece permitir la existencia de una actividad microbiana semejante a la
de los niveles mas superficiales de la zona no saturada, hecho que se suma a la mayor y
equivalente actividad metabdlica obtenida en los materiales roca (mds superficial, de origen
edafico) y arcillas de la zona saturada. Las fuertes correlaciones positivas halladas entre
riqueza de sustratos, diversidad e intensidad metabolica, tanto en todo el perfil (Figura 27)
como en la zona no saturada (Figura 28) estdn acordes a los resultados de otros estudios
donde se observan los valores més altos de AWCD acompafiados por una mayor riqueza de la
comunidad microbiana (Garau et al., 2011). Esto no sucede en la zona saturada,
probablemente porque sus condiciones ambientales, bastante mas homogéneas, simplifican la
diversidad de nichos.

Por otra parte, las débiles correlaciones positivas halladas entre el contenido en materia
orgédnica y la intensidad de la actividad metabolica contrastan con las altas correlaciones de
otros estudios (Garcia, et al., 2018). Si analizamos el comportamiento de practicamente todas
las variables en la zona no saturada, se observa un brusco descenso entre la zona edafica (rica
en materia organica y en actividad metabdlica) y la zona mas profunda (muy pobre en materia
orgénica y actividad metabdlica), sin gradiente de disminucion. Algo semejante sucedio en la
zona saturada, pero a la inversa, con una fuerte acumulacion de materia organica en las capas
mas profundas. En definitiva, la dindmica de las variables no sigue un modelo lineal, por lo
que las correlaciones no parecen expresar adecuadamente el fenomeno observado.
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Polimeros y 4acidos carboxilicos fueron los sustratos mas abundantes en los perfiles
analizados (Figura 26), seguidos de carbohidratos y aminoacidos, y todos siguieron un patrén
en profundidad similar al del contenido en materia orgdnica. Respecto a la abundancia
relativa de los sustratos, nuestros resultados difieren de un estudio realizado en siete bosques
del mundo, con diversidad climatica, donde el orden del uso de los seis distintos tipos de
sustrato fue el mismo: acidos carboxilicos, aminoacidos, carbohidratos, polimeros, aminas y
fendlicos (Fang et al., 2014), aunque este no se realizo a grandes profundidades.

La actividad metabdlica sobre los polimeros destacd por alcanzar los maximos a mayores
profundidades de la zona saturada, incluso mas que la parte edafica de la zona no saturada,
mientras que para los acidos carboxilicos fue semejante en ambas zonas. Los polimeros son
moléculas complejas (en el suelo son sobre todo celulosa, lignina y quitina, entre otros). La
menor cantidad de actividad sobre polimeros en superficie se puede deber a que, en zonas
aridas, su descomposicion en superficie es muy rapida, facilitada sobre todo por la
fotodegradacion, mecanismo que ha sido identificado como esencial en la dindmica del
carbono en ecosistemas aridos (Austin y Vivanco, 2006). Ademas, es posible que las
particulares condiciones ambientales de la zona saturada favorezcan su acumulacion y, en
consecuencia, la potencial actividad microbiana para su descomposicion.

Por otro lado, se ha visto que en las islas de recursos de zonas aridas donde el contenido de
materia orgénica es menor, se metabolizan preferentemente los carbohidratos simples y los
acidos carboxilicos mas que los grupos mas complejos como aminas, amidas y polimeros
(Garcia et al., 2018). El aumento de polimeros en profundidad podria estar indicando una
cierta limitacion de materia organica en el ecosistema analizado, que hace que la comunidad
microbiana manifieste menor capacidad para metabolizar diferentes sustratos de carbono, que
finalmente acaban acumulados en el subsuelo. El azufaifar es un ecosistema que alcanza su
limite de distribucion septentrional en el contorno mediterraneo, experimentando actualmente
una importante reduccion de su area y deterioro de su habitat, sobre todo como consecuencia
de las actividades humanas (Guirado et al., 2018; Rey et al., 2018). Su condicidn relictica en
la zona podria estar afectando a la produccion de materia organica y, en definitiva, a la
actividad microbiana.

Por otra parte, los acidos carboxilicos representan una parte importante de la fraccion
hidrosoluble de las moléculas organicas liberadas en la rizosfera, desempefiando un papel
decisivo en la disponibilidad de nutrientes, la ecologia y la productividad del suelo (Adeleke
et al., 2017). El uso de estos sustratos esta dramaticamente influenciado por la vegetacion y la
profundidad del suelo (Yu y Steinberger, 2011); aunque su origen sea diverso, desde exudados
radicales a derivados de la actividad bacteriana, algal, liquénica y fungica (Adeleke et al.,
2017), estan muy ligados a la parte edafica de la zona no saturada. Los patrones funcionales
de ambos polimeros y acidos carboxilicos constatan de nuevo la capacidad de los materiales
finos y poco porosos (arcillas) para acumular ambos tipos de materia orgdnica. A nivel
edafico se ha visto que el uso de grupos carboxilicos y polimeros se mantiene a niveles altos
en suelos mas arcillosos, a diferencia de los arenosos (Feigl et al., 2017); esto sugiere que en
los primeros se crea un ambiente mas favorable para determinados grupos microbianos que
utilicen estos sustratos especificos (Garau et al., 2011), incluso a profundidades mas alla del
suelo. Ademas, los resultados contrastan con los de Yu y Steinberger (2011), en los que se
afirma que existe una correlacion negativa entre la diversidad funcional microbiana y el uso
de sustratos, es decir, una mayor dominancia de un sustrato concreto conlleva una menor
diversidad funcional; mientras que los nuestros demuestran que dicha correlacion es positiva
en las dos zonas (Figuras 28 y 29).
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El comportamiento de la actividad metabdlica sobre carbohidratos, aminoacidos, aminas y
compuestos fendlicos, con maximos en los extremos del perfil y mayor actividad en la zona
saturada, sefiala la alta actividad de la parte edafica. La mayoria de carbohidratos,
aminodcidos y aminas son sustratos intermedios resultado de la degradaciéon de materia
organica mas compleja, lo que explica la elevada afinidad de las bacterias por estos tipos de
sustratos (Kenarova et al., 2014; Feigl et al., 2017). Al ser los compuestos organicos mas
labiles, son facilmente degradados por los microorganismos en sustancias metabolizables,
mas asimilables para los organismos del suelo (LarréLarrouy ef al., 2004). Las bacterias
edaficas son las principales descomponedoras de carbohidratos simples, acidos organicos y
aminodcidos (Fang ef al., 2014). A su vez, los microorganismos sintetizan principalmente
polimeros de hexosas y los liberan al suelo (Ratnayake et al., 2013).

Guggenberger et al. (1994) y Amelung et al. (1997) demostraron que los azucares derivados
de las plantas se concentran en la parte arenosa del suelo, mientras que los carbohidratos
derivados de los microorganismos se acumulan en la fraccion mas arcillosa. En equivalencia a
lo sefialado, es posible que la actividad metabolica de la zona mas profunda de la zona
saturada se deba por una parte al lavado de los carbohidratos, aminodcidos y aminas del
suelo, y por otra, al menos en lo que respecta a los carbohidratos, a su sintesis microbiana in
situ.

Los compuestos fendlicos abarcan un grupo muy heterogéneo de sustancias que suelen ser
metabolitos secundarios de origen vegetal (Lincoln y Zeiger, 2006), por lo que su cantidad y
respuesta funcional de la microbiota puede ser diversa. Aun asi, el semejante patron vertical
al de sustratos mas abundantes apuntala el resultado general. Meng et al. (2019) indican que
el crecimiento estimulado de microorganismos que se nutren de carbohidratos, junto con
polimeros, puede conducir a un incremento de la actividad microbiana y a una disminucion de
la diversidad funcional de la comunidad; esto es cierto parcialmente, es decir, los resultados
muestran que los carbohidratos siguen un patron similar al de la actividad metabdlica, pero
los polimeros y diversidad no.

5.3. Efectos del Cambio Climatico sobre la Comunidad Microbiana
de la ZC

La actividad microbiana juega un papel muy importante en los intercambios de carbono
suelo-vegetacion-atmosfera (Classen et al., 2015). En un futuro no muy lejano, los resultados
obtenidos podrian verse alterados por los efectos del calentamiento global, en el sentido de
que las comunidades microbianas de este tipo de regiones se podran ver transformadas (Tecon
y Or, 2017), ya que son muy sensibles a cambios térmicos (Classen et al., 2015). Dichos
efectos redundaran en una alteracion de la composicion de las comunidades microbianas
(Zogg et al., 1997), o que su respuesta ante el calentamiento no se vea durante afios (Rinnan
et al., 2007, 2013). En este sentido, segin la FAO (2020), las distribuciones actuales de las
bacterias del suelo tienen relaciones mas fuertes con el clima que habia hace 50 afos que con
el actual; este retraso es probablemente debido al tiempo que tardan las propiedades del suelo
en adaptarse a los cambios en el clima.

A pesar de esto, las comunidades edaficas que estén bien adaptadas a la baja disponibilidad
de agua o a ciclos repetidos de sequia pueden sufrir menos ante los regimenes hidricos
cambiantes (Evans et al., 2011), esto podria ocurrir en la zona de realizacion de este estudio.
Sin embargo, los cambios en la comunidad microbiana del suelo inducidos por el cambio
climatico pueden tener efectos duraderos sobre el rendimiento y/o establecimiento de las
plantas y el equilibrio de carbono del suelo (Classen ef al., 2015). Sera necesario comprender
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como interaccionan los microorganismos de la ZC, y en concreto de las zonas no saturada y
saturada, entre si y con la vegetacion con la que estan en contacto (Classen et al., 2015), ya
que en ambas zonas se encuentran estructurados por condiciones ambientales diferentes
(Fierer y Jackson, 2006). Es por ello por lo que las presiones a las que se ve sometida la
vegetacion pueden ser distintas a las que se enfrentan las comunidades microbianas de las
zonas no saturada y saturada (Classen et al., 2015). Sin embargo, en algunos casos esta
microbiota es capaz de cambiar su distribucion a lo largo del perfil (Classen et al., 2015).

En el caso de los puntos de muestreo que se encuentran cercanos a individuos de Z. lotus, la
comunidad bacteriana asociada a las raices se podria ver afectada por el cambio climéatico.
Asi por ejemplo, se ha demostrado que los rizobios (bacterias asociadas a las raices de las
plantas) pueden volverse asincronos, es decir, adelantar sus ciclos vitales, como consecuencia
de incrementos térmicos (Classen et al., 2015). Dichos cambios pueden generar alteraciones
en la comunidad vegetal y, por tanto, afectar a la productividad ecosistémica (Classen et al.,
2015). Una rapida adaptacion de las comunidades bacterianas puede permitir la supervivencia
de especies vegetales determinadas que son mdas vulnerables al cambio climatico (Lau y
Lennon, 2012). A pesar de esto, la mayor ocurrencia de eventos como olas de calor o sequias
pueden alterar las propiedades fisicas y bioldgicas de los suelos (Ajwa et al., 1999; Certini,
2005; Yuste et al., 2014). En este sentido, y dada la alta diversidad funcional hallada en la
zona de estudio, queda aun mucho trabajo por hacer para conocer la diversidad microbiana de
las zonas 4ridas, sus interacciones con la vegetacion y su vulnerabilidad al cambio climatico.

6. Conclusiones
Los resultados de este trabajo permitieron obtener las siguientes conclusiones:

1. Este estudio ha profundizado en el conocimiento de la diversidad metabdlica de los
microorganismos heterdtrofos de la zona critica, demostrando que existen diferencias
entre las zonas no saturada y saturada. Sorprendentemente las mayores profundidades
estudiadas de la zona saturada parecen disponer de recursos suficientes como para
soportar una actividad microbiana equivalente a la de las areas edaficas de la zona no
saturada.

2. En la parte edafica de la zona no saturada, la diversidad microbiana funcional es mas
elevada, como era de esperar, que en el resto de la zona no saturada, y en esta es mas
heterogénea entre las diferentes profundidades analizadas, lo que sefialaria una mayor
separacion de nichos y diversidad de habitats, probablemente por limitacion del agua
como factor que conecta poros y distribuye organismos, condiciones también
favorecidas por la naturaleza mas porosa de los materiales.

3. La previsible disminucion de la actividad metabolica en profundidad por reduccion de
recursos y modificacion del nivel de complejidad del habitat y de las condiciones
ambientales no respondi6 a lo esperado: en la zona no saturada se cumplio, mientras
que en la saturada hubo un aumento de la cantidad de materia organica y diversidad de
capacidades microbianas de metabolizacion de fracciones de la misma a mayores
profundidades, que permitiria soportar una elevada diversidad funcional microbiana.

4. Este estudio es pionero en lo que respecta al analisis de la funcionalidad microbiana a
tanta profundidad, y en regiones semiaridas, pero seria necesario profundizar en este
campo de investigacion y con este enfoque, para asi tener una idea mas clara sobre
como funcionan los microorganismos en la zona critica terrestre, cudl es su
contribucion en el ciclo del carbono y en otros ciclos biogeoquimicos y, en definitiva,
valorar las funciones y servicios que provee la biodiversidad de la zona critica en
zonas aridas y en qué magnitud se vera afectada por los efectos del cambio climatico.
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Anexo I: Patrones de Distribucion de la Materia Organica

Tabla 3. Media y desviacion estandar del contenido de materia organica (%) de las zonas muestreadas.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc

(LSD).
Punto de muestreo Materia Organica (%)

1 1,31 £0,60 a

2 1,39+£0,61 a

3 1,79 £ 1,88 abc

4 1,26 £ 0,58 a

6 2,16 £ 1,12 be

7 1,68 £ 1,68 abc

8 2,51+1,63¢

9 1,76 £ 1,21 ab

Tabla 4. Media y desviacion estandar del contenido de materia organica (%) de las profundidades
muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba

post hoc (LSD).
Profundidad (m) Materia Organica (%)
1 2,00+0,80 ¢
5 1,47 £ 1,29 abc
10 1,08+0,32 a
15 1,23 + 0,64 ab
20 1,59 + 1,69 abc
25 1,81 + 1,36 bc
27 1,83 + 0,78 abcd
30 1,80 £ 1,19 abc
34 2,14+ 0,32 abed
35 403+1,94¢
40 3,10+ 0,97 de
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8.2. Anexo II: Tablas de Diversidad y Actividad Funcional
Microbiologica: Patrones Globales

Tabla 5. Media y desviacion estandar de la riqueza de sustratos de las zonas muestreadas. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo Riqueza de Sustratos
1 10,44 £3,42 ab
2 8,54+692a
3 10,56 + 5,18 ab
4 10,24 £2,05 ab
6 11,46 £1,77b
7 11,17 £5,04 ab
8 890+283a
9 8,63+2,20a

Tabla 6. Media y desviacion estandar de la riqueza de sustratos de las profundidades muestreadas.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc
(LSD).

Profundidad (m) Riqueza de Sustratos
1 14,08 £5,84 ¢
5 11,79+ 4,37 b
10 8,71 £3,09 a
15 850+1,62a
20 7,81 +3,79 a
25 7,86 2,97 a
27 9,83 + 1,60 ab
30 9,08+ 1,44 a
34 9,67+ 1,53 ab
35 9,56 + 1,42 ab
40 12,67 £ 4,03 be
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Tabla 7. Media y desviacion estandar de la intensidad metabdlica (AWCD) de las zonas muestreadas.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc

(LSD).
Punto de muestreo AWCD
1 0,22 +0,09 a
2 0,26 £0,26 a
3 0,25+0,13a
4 0,23+0,05a
6 0,34+0,07b
7 0,28 £0,16 ab
8 0,22+0,12 a
9 0,21 +0,10a

Tabla 8. Media y desviacion estandar de la intensidad metabolica (AWCD) de las profundidades
muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba

post hoc (LSD).
Profundidad (m) AWCD
1 0,35+0,23d
5 0,29 + 0,15 bed
10 0,21 +0,11a
15 0,22 +0,05 a
20 0,18+0,12 a
25 0,19+0,09 a
27 0,19+ 0,04 ab
30 0,23 £ 0,08 abc
34 0,38 +£ 0,02 abed
35 0,27 0,09 cd
40 0,34+ 0,09 cd
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Tabla 9. Media y desviacion estandar de la diversidad funcional (H) de las zonas muestreadas. Letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo H
1 2,32 +£0,22 bc
2 2,10+0,48 a
3 2,32+ 0,51 be
4 2,34 £0,15 bc
6 2,42+0,14 ¢
7 2,33+ 0,33 abc
8 2,24 £ 0,28 abc
9 2,20 + 0,22 ab

Tabla 10. Media y desviacion estandar de la diversidad funcional (H) de las profundidades
muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba

post hoc (LSD).
Profundidad (m) H
1 2,54+ 0,36 ¢
5 2,46 + 0,33 be
10 2,21+0,29 a
15 2,14+0,15a
20 2,13+0,41 a
25 2,14+ 0,37 a
27 2,32+ 0,13 abc
30 2,20+ 0,15a
34 2,26 £ 0,03 abc
35 2,254+ 0,20 ab
40 2,55+ 0,27 be
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Tabla 11. Media y desviacion estandar del indice de Equidad (E) de las zonas muestreadas. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo E
1 1,01 £0,05 a
2 1,03+0,40 a
3 1,12+ 0,47 a
4 1,02+ 0,05 a
6 0,99 £ 0,02 a
7 1,00 £ 0,05 a
8 1,07+0,16 a
9 1,04 £ 0,05 a

Tabla 12. Media y desviacion estandar del indice de Equidad (E) de las profundidades muestreadas.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc

(LSD).
Profundidad (m) E
1 0,99 £ 0,06 a
5 1,05+ 0,16 ab
10 1,06 £ 0,13 ab
15 1,01 £0,05 a
20 0,99 £ 0,40 a
25 1,17+£0,52b
27 1,02 +£ 0,02 ab
30 1,00 = 0,03 ab
34 1,00 £ 0,07 ab
35 1,00 + 0,03 ab
40 1,03 £ 0,06 ab
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Tabla 13. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
acidos carboxilicos de las zonas muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo

SAWCD Acidos Carboxilicos

0,32+0,07 a
0,34+0,29 a
0,33+0,19a
0,35+0,11a
0,58+ 0,10 b
0,40+0,23 a
0,31+0,19a

0,37+ 0,16 a

Tabla 14. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono

acidos carboxilicos

de las profundidades muestreadas.

Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Profundidad (m)

SAWCD Acidos Carboxilicos

10
15
20
25
27
30
34
35

40

0,41 +£0,19 cde
0,40 + 0,26 bede
0,30+ 0,17 ab
0,36 £ 0,12 abc
0,29+0,19a
0,33+ 0,19 abc
0,33 £ 0,05 abed
0,42 £ 0,18 bede
0,70 £ 0,05 f
0,51 £0,16 def

0,56 + 0,05 ef
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Tabla 15. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
carbohidratos de las zonas muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo SAWCD Carbohidratos
1 0,20 + 0,22 ab
2 0,25+0,44b
3 0,17+ 0,14 bc
4 0,14 + 0,06 ab
6 0,26+ 0,21 b
7 0,20+ 0,15 ab
8 0,19+ 0,19 ab
9 0,11+0,19a

Tabla 16. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
carbohidratos de las profundidades muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Profundidad (m) SAWCD Carbohidratos

1 0,41+0,43 ¢

5 0,24 +0,22 b

10 0,17+£0,19 ab
15 0,12 +£ 0,08 ab
20 0,12+ 0,18 ab
25 0,10+ 0,09 a

27 0,15+ 0,12 ab
30 0,11 £ 0,04 ab
34 0,19 £ 0,02 abc
35 0,11 +£0,07 ab
40 0,24 £ 0,19 abc
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Tabla 17. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
aminoacidos de las zonas muestreadas.

Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo SAWCD Aminoacidos
1 0,14 +0,12 ab
2 0,16 £ 0,17 abcd
3 0,22 +0,13 cd
4 0,16 £ 0,06 abc
6 0,19 = 0,05 bed
7 0,24+0,23d
8 0,11 +0,08 a
9 0,13 = 0,06 ab

Tabla 18. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
aminoacidos de las profundidades muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Profundidad (m)

SAWCD Aminoacidos

10
15
20
25
27
30
34
35

40

0,24+0,18 ¢

0,24+0,18 ¢
0,13+ 0,05 ab

0,11 £0,06 a
0,13+ 0,08 ab
0,14 + 0,09 ab
0,10+ 0,03 ab
0,15+ 0,06 ab
0,24 £ 0,05 abc
0,18 £ 0,06 abc

0,21 £ 0,03 be
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Tabla 19. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
aminas de las zonas muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo SAWCD Aminas
1 0,02+0,02a
2 0,08 £ 0,15 ab
3 0,08 £0,14 ab
4 0,02+ 0,06 a
6 0,02 +0,04 a
7 0,14+0,24b
8 0,02+0,03 a
9 0,03 +0,07 a

Tabla 20. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
aminas de las profundidades muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Profundidad (m) SAWCD Aminas
1 0,09+0,16b
5 0,16 £0,21 ¢
10 0,02+0,03 a
15 0,01 £0,02 a
20 0,02+ 0,04 a
25 0,02 +0,02 a
27 0,00 £+ 0,00 ab
30 0,01 £0,02 a
34 0,07 £ 0,05 abc
35 0,03 +£0,02 ab
40 0,02 + 0,04 ab
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Tabla 21. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
polimeros de las zonas muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo SAWCD Polimeros
1 0,37+0,11 a
2 0,47 0,24 ab
3 0,52+0,25b
4 0,53 +0,09b
6 0,67+0,14 ¢
7 0,52+0,17b
8 0,47 +£ 0,20 ab
9 0,50+0,15b

Tabla 22. Media y desviacion estandar de la actividad metabdlica (SAWCD) para la fuente de carbono
polimeros de las profundidades muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Profundidad (m) SAWCD Polimeros

1 0,50 + 0,19 bed
5 0,51 0,12 bed
10 0,47 £ 0,18 abc
15 0,60 + 0,13 de
20 0,39+0,17 a

25 0,43 +£0,23 ab
27 0,39+ 0,05 ab
30 0,56 £0,17 cde
34 0,83 +0,05f

35 0,65+ 0,23 ef
40 0,76 £ 0,18 f
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Tabla 23. Media y desviacion estandar de la actividad metabolica (SAWCD) para la fuente de carbono
fendlicos de las zonas muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Punto de muestreo SAWCD Fenolicos
1 0,04 + 0,00 ab
2 0,04 + 0,10 ab
3 0,02 + 0,04 ab
4 0,01 £0,03 a
6 0,04 + 0,06 ab
7 0,06+0,12b
8 0,01 £0,03 a
9 0,02 + 0,06 ab

Tabla 24. Media y desviacion estandar de la actividad metabdlica (SAWCD) para la fuente de carbono
fenolicos de las profundidades muestreadas. Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) en la prueba post hoc (LSD).

Profundidad (m) SAWCD Fenolicos
1 0,09+0,13 ¢
5 0,06 £0,11 be
10 0,00+0,01 a
15 0,00 +0,01 a
20 0,02+0,03 a
25 0,01 +£0,03 a
27 0,00 + 0,00 a
30 0,00+ 0,01 a
34 0,00 +£ 0,01 ab
35 0,03 £ 0,04 ab
40 0,04 + 0,04 abc
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