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Relacién entre variabilidad biogeoquimica y rasgos estructurales de la comunidad microbiana en suelos forestales: Bosques de Abies
pinsapo como caso de estudio. Tradicionalmente, los estudios biogeoquimicos consideraban el suelo como una "caja negra”, conectada con
el resto del ecosistema mediante flujos de entrada y de salida de nutrientes, en la que éstos experimentan transformaciones mediadas en
gran parte por microorganismos desconocidos. El desarrollo de nuevas técnicas moleculares ha incrementado el conocimiento sobre las
comunidades microbianas del suelo. Estudios recientes han puesto de manifiesto correspondencias entre la variabilidad de la disponibilidad
de nutrientes y la estructura de la comunidad microbiana en suelos forestales. A este respecto, hemos empleado bosques de Abies pinsapo
como modelo ya que muestran una gran variabilidad biogeoquimica asociada a diferencias litolégicas y sucesionales, mientras que la
estacionalidad mediterranea provoca una alta variabilidad intra-anual en la disponibilidad de nutrientes. Ademas, existen pinsapares sujetos a
limitacion o a saturacion de nitrégeno. Mediante andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP), hemos
puesto de manifiesto que los patrones de variabilidad biogeoquimica descritos en los pinsapares se corresponden con cambios en la
composicién y estructura de sus comunidades bacterianas.
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Linking biogeochemical variability and microbial community structure in forest soils: Abies pinsapo-fir forests as a study case. Traditionally,
soil has been considered as a "black box", connected to the rest of the ecosystem by input and output fluxes, where nutrients are
transformed mainly through processes controlled by unknown microorganisms. The development of new molecular techniques has
increased our knowledge about microbiological soil communities. Recent studies reveal that change in nutrient availability in forest soils is
associated with shifts in the soil community structure. We have used Abies pinsapo-fir forests as a model case to this regard, since they
show a marked among-sites biogeochemical variability due to changes in lithology and successional status, while Mediterranean seasonality
determines high intra-year variability in nutrients availability. Moreover, A. pinsapo forests that are either N-limited or N-saturated do exist.
Using terminal restriction fragments length polymorphism (T-RFLP) analysis we have demonstrated that these patterns of biogeochemical
variability are associated with shifts in the structure of the soil bacterial communities.
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Introduccién

El suelo es un medio opaco y muy heterogéneo a pequefia escala, cuyo funcionamiento ecoldgico, esencialmente
heterotréfico, esta fuertemente controlado por la actividad de microorganismos. Se estima que un solo gramo de suelo puede

albergar hasta 10° bacterias de cerca de 10* ribotipos distintos, de los cuales mas del 95% no pueden ser cultivados por los
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métodos tradicionales (Rosch y Bothe 2005). No es casual, por tanto, que los estudios biogeoguimicos hayan considerado
tradicionalmente al suelo como una “caja negra”’ en sus diagramas de flujo (Tiedje et al. 1999). De esta “caja” apenas se
podian precisar algunas de sus flechas de entrada (ej. produccion de hojarasca) y salida (gj. tasas de lixiviacion), y el balance
neto de intercambios bi-direccionales entre distintas reservas de nutrientes (gj., tasas netas de mineralizacion y nitrificacion).
Habitualmente, se comenzaba a estudiar el proceso biogeoquimico de interés y de ahi se pasaba a tratar de descubrir los
microorganismos y las rutas metabdlicas implicadas en el mismo. Sin embargo, la caracterizacién de las comunidades
microbianas en el medio ambiente es complicada, pues a las limitaciones de los tradicionales métodos de cultivo in vitro se
une la extrema riqueza de especies y la elevada variabilidad de su distribucién a muy pequefia escala (Rosch y Bothe 2005).

En la actualidad, las nuevas técnicas de biologia molecular estan cambiando radicalmente el panorama, permitiendo el
acceso a poblaciones microbianas no cultivables y en las propias muestras frescas de suelo (in vivo). Esto ha revolucionado
nuestra capacidad para enlazar los fendbmenos biogeoquimicos con la ecologia microbiana, en la que se estan realizando
novedosos descubrimientos sobre la diversidad taxondémica y funcional de los microorganismos. Ahora es posible, en el
sentido contrario al tradicional, enfocar en primer lugar el estudio hacia los distintos genes funcionales, los microorganismos
en los que residen y sus interacciones a nivel de comunidad, lo cual puede llegar a ampliar nuestro conocimiento sobre
numerosos procesos biogeoquimicos importantes a escala local, regional y global (Zak et al. 2006).

Existe un amplio abanico de nuevas técnicas moleculares para el estudio, con una fiabilidad sin precedentes, de la estructura
y funcién de la comunidad microbiana del suelo.

Algunas de ellas posibilitan la comparacion directa entre comunidades microbianas en muestras frescas de suelo. Estos
métodos se basan en la extraccion del ADN de la comunidad microbiana y en su amplificacion mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Al ADN extraido y amplificado se le puede aplicar un amplio rango de técnicas que generan
patrones de bandas de fragmentos de acidos nucleicos, proporcionando una huella dactilar (fingerprint) caracteristica de la
comunidad microbiana en cuestion. Las técnicas para separar los diferentes fragmentos incluyen la electroforesis en gel con
gradiente desnaturalizante o de temperatura (D-TGGE), el andlisis del espaciador intergénico ribosomico (RISA), y el
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion terminal (T-RFLP) (Kirk et al. 2004; Zak et al. 2006). Esta Ultima es una
de las técnicas mas ampliamente utilizada y se considera una técnica de alto rendimiento y alta reproducibilidad muy
recomendable para la comparacion directa de comunidades microbianas (Kirk et al. 2004; Zak et al. 2006).

Tradicionalmente el aspecto funcional de la comunidad se ha caracterizado mediante técnicas fisiolégicas como la medida de
actividades enzimaticas, nitrificacion, respiracion, mineralizacion, asi como perfiles de utilizaciéon de substratos diversos (eg;j.,
Biolog). Las técnicas moleculares han introducido novedades al respecto, ya que permiten enfocar a genes cuya expresion es
responsable de procesos biogeoquimicos concretos (genes funcionales). Su estudio facilita informacién sobre el modo preciso
en que los microorganismos regulan los ciclos biogeoquimicos. Por ejemplo, la abundancia de un determinado grupo funcional
microbiano se puede evaluar mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa (Q-PCR- quantitative polymerase
chain reaction) o investigando el nivel de expresion de genes funcionales mediante técnicas de microarrays (Zak et al. 2006).
El sondeo con is6topos estables SIP-stable isotope probing permite identificar quién, de entre la comunidad microbiana, es
responsable de un proceso biogeoquimico particular, aunque se desconozca el gen funcional implicado. La técnica se basa
en afiadir el sustrato del proceso pero marcado isotépicamente (con 3C o 1°N). Cuando dicho sustrato es metabolizado por
un microorganismo, su ADN se enriquece de is6topos pesados, pudiendo entonces ser separado del resto del ADN
microbiano en un gradiente de densidad y secuenciado para identificar a su portador (Radajewski et al. 2000; Neufeld et al.
2007). Los microorganismos activos también pueden ser estudiados mediante la extraccién del acido ribonucleico mensajero
(ARNm) presente en muestras frescas de suelo y su posterior transcripcion inversa y amplificacion (RT-PCR).

Combinando secuencialmente las técnicas moleculares utilizadas para la caracterizacién de la estructura y funcion de las
comunidades microbianas, se han desarrollado aproximaciones que permiten acoplar directamente descubrimientos en
diversidad microbioldgica con la ecofisiologia del suelo y su biogeoquimica. Asi, sabemos que la mayoria de los procesos
importantes para la funcionalidad biogeoquimica de los ecosistemas terrestres, asi como para la sostenibilidad de sus ciclos
de nutrientes, dependen en Ultima instancia del crecimiento y muerte de poblaciones microbianas o de las enzimas
endogenas y exdgenas que éstas producen (Tiedje et al. 1999). Por ejemplo, se ha cuantificado la abundancia y ocurrencia de
los distintos genes funcionales que codifican las enzimas necesarias para desensamblar los polimeros que forman la pared de
las células vegetales, lo que ha permitido averiguar como cambios en la comunidad microbiana producen respuestas
funcionales que afectan a las tasas de descomposicion de la hojarasca, un proceso biogeoquimico de global importancia (Zak
et al. 2006).

Otro asunto con amplia tradicién en la biogeoquimica forestal es la caracterizacion de variaciones espacio-temporales en la
disponibilidad y en las tasas de transformacion de nutrientes en el suelo (Fisher y Binkley 2000). La interpretacion de los
resultados consistia habitualmente en la busqueda de correlaciones con factores de estado (mesoclima, litologia, tipo de
vegetacion...), y la subsiguiente sugerencia de que comunidades microbioldgicas distintas para cada combinacion de éstos vy,
especialmente, cambios en la actividad de los microorganismos presentes debido a la estacionalidad de las condiciones de
temperatura y humedad, estarian en la base de los patrones observados. Las técnicas moleculares abren la posibilidad de
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ligar directamente la variacion espacio-temporal de la disponibilidad de nutrientes con la de las comunidades microbianas,
constatandose en muchos casos que aquélla se corresponde con cambios significativos y direccionales en la diversidad de
éstas (Hackl et al. 2004; Chan et al. 2006).

En este articulo se presenta un ejemplo de ello, tomando como caso de estudio los bosques endémicos de Abies pinsapo del
sur de Espafia. Estos abetales relictos muestran una notable variabilidad biogeoquimica pese a su distribucion restringida a
localidades con condiciones muy definidas tanto micro-climatica como topograficamente (Liétor 2002; Navarro et al. 2006).
Dicha variabilidad se debe, por un lado, a diferencias litolégicas y sucesionales (Liétor et al. 2002 y 2003; Vifiegla et al. 2006)
y, por otro, a la estacionalidad mediterranea a la que estan sometidos que, junto a la elevada precipitacion anual mas propia
de bosques templados, produce una alta variabilidad intra-anual en la disponibilidad de nutrientes (Liétor 2002). Por otro lado,
estudios previos han mostrado la existencia de pinsapares sujetos a limitacién o a saturacion de nitrégeno (N) (Salido 2007;
Torres-Cafiabate et al. 2008). Con objeto de estudiar el engranaje microbioldgico que subyace a esos patrones macroscopicos
de variabilidad biogeoquimica en los pinsapares, en una primera aproximacion hemos buscado correspondencias con la
estructura de la comunidad bacteriana del suelo. Para ello se obtuvieron perfiles de las comunidades bacterianas (analisis T-
RFLP de los genes 16S rRNA) del suelo en dos tipos de gradientes, (i) una litosecuencia sobre la que se superpone un
gradiente geografico de saturacion de N, y (ii) una cronosecuencia sucesional de pinsapares calcareos. En el primer gradiente
se ha considerado también el efecto de fuentes de variaciéon adicionales como la estacionalidad (primavera-verano) y la
naturaleza de la materia organica (hojarasca, horizonte mineral Ah).

Metodologia

Objeto de estudio y juego de parcelas (fuentes de variacion principales)

Los bosques de Abies pinsapo son relictos de bosques templados de coniferas actualmente sujetos a las constricciones
propias del clima mediterrdneo. Actualmente su distribucion se restringe a pequefios parches en las laderas norte de
montafias del sureste peninsular: el Parque Natural de la Sierra de las Nieves y el Paraje Natural de los Reales de Sierra
Bermeja en la provincia de Mélaga, y el Parque Natural de la Sierra de Grazalema en Cédiz, con una superficie total de
aproximadamente 3.956 ha (Navarro et al. 2006).

Estudios previos demuestran una elevada variabilidad biogeoquimica entre los distintos bosques de pinsapo debido a
diferencias de litologia y de estado sucesional (Liétor et al. 2002 y 2003; Vifiegla et al. 2006). A su vez, se ha comprobado la
existencia de un gradiente de saturacion de N en pinsapares localizados a distancias crecientes del &rea industrializada del
Campo de Gibraltar (Salido 2007; Torres-Cafiabate et al. 2008). Adema4s, la disponibilidad de nutrientes muestra una marcada
variabilidad intra-anual y sus ciclos tienen un caracter méas abierto de lo que es propio en los bosques templados de coniferas.
Esto se debe, probablemente, al desacople que existe en los pinsapares entre flujos hidrolégicos y demanda biética de
nutrientes, debido a su singular combinacién de estacionalidad climatica de tipo mediterrdneo y cifras de precipitacion anual
mas propias de climas templados (Liétor 2002). Esta informacion previa permite evaluar cambios en los perfiles de las
comunidades bacterianas asociados a las siguientes fuentes de variacion, manteniendo razonablemente homogéneos el resto
de factores de estado (Tabla 1):
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Localidades B SR Y Gl G2 R
Serpentinas  Serpentinas ~ Calcéareo Calcareo Calcareo Calcareo
Substrato
Estado 2b 2a 1 2b 3a 3b
sucesional
Estatus de Saturacién Co-
-y (limitacion Limitacion Limitacion  Limitacién  Limitacién limitacién
Nitrégeno
por P) con P
Longitud 5012’ 07" 4° 58' 14" 4° 58' 0" 5025’ 03" 36°46’ 13" 5°0' 35"
Latitud 36° 29’ 26” 36° 36'58" 36°43'37" 5°25'07" 36°46' 11" 36°4'37"
Altitud 1200 1200 1200 1160 1220 1240
Orientacién NE NE NE NE NE NW
Pendiente
media (%) 61 51 39 43 50 41

Tabla 1. Localizacion y descripcion fisio-geografica de las parcelas de pinsapar objeto de estudio.

Localidades: B: Paraje Natural Los Reales de Sierra Bermeja (Estepona-Jubrique); SR: Sierra Real
(Istan); Parque Natural Sierra de las Nieves: Y (Yunquera, Cafiada del Alcornicalejo) y R (Ronda,
Cafiada de las Animas); Parque Natural Sierra de Grazalema: G1 y G2 (Sierra del Pinar,
Grazalema).

Estado sucesional:

1: Agradativo, inicio fase exclusion de tallos (» latizal alto); 2a: Agradativo, transicion exclusion
tallos a reinicio sotobosque (» fustal bajo-medio); 2b: Agradativo, transicion exclusion tallos a
reinicio sotobosque (» fustal medio); 3a: Maduro, bien estructurado, pero sin atributos de estructura
“old-growth”; 3b: Maduro, bosque “viejo” (estructura tipo “old-growth” en terminologia anglosajona).

(i) Secuencia litologica y de disponibilidad de N en pinsapares estructural y sucesionalmente comparables:

Constituida por un juego de parcelas ubicadas en pinsapares sobre serpentinas en las sierras Bermeja (parcela B) y Real
(parcela SR), o sobre sustrato calizo en la Sierra de las Nieves (pinsapar de Yunquera, parcela Y). En todos los casos las
parcelas se sitlan en posiciones comparables desde el punto de vista topografico y microclimatico, englobando pinsapares
con estructura de tipo fustal, en fase de transicién entre exclusién de tallos y reiniciacion. A su vez, esas tres sierras se
alinean en direccion W-E coincidiendo con un gradiente de deposicion atmosférica de N, de tal modo que el pinsapar de
Sierra Bermeja presenta sintomas de saturacién de N en tanto que los de Sierra Real y Sierra de las Nieves permanecen
limitados por N. A modo de complemento, se incluy6 también en este experimento un pinsapar adicional de la Sierra de las
Nieves, el pinsapar de Ronda (parcela R), con mayor disponibilidad de N que el de Yunquera por ser un bosque en fase muy
madura (“old-growth”; véase parrafo siguiente).

(i) Secuencia sucesional de pinsapares sobre el mismo tipo de roca madre:

Constituida por un juego de parcelas ubicadas en las sierras de las Nieves (pinsapares de Yunquera y Ronda) y de Grazalema
(pinsapar de Grazalema-Sierra del Pinar). Estas tres localidades presentan similar sustrato (calizas-dolomias), pero difieren
en cuanto al tipo estructural del dosel y estado sucesional de los pinsapares presentes en las mismas. Esta secuencia, que
permite comparar el efecto del grado de complejidad estructural y de desarrollo sucesional del bosque sobre la comunidad
microbiana edafica, incluye las siguientes parcelas (Fig. 1): parcela Y en el pinsapar de Yunqguera (estructura del dosel tipo
latizal alto, en fase de exclusién de tallos), parcelas G1 (fustal medio con grado inicial de regeneracion del sotobosque) y G2
(rodal maduro bien estructurado) en el pinsapar de Grazalema-Sierra del Pinar y, por Ultimo, parcela R (estructura del dosel
con distribucion de tamafios en forma de “J” invertida, “old-growth” en la terminologia anglosajona) en el pinsapar viejo de
Ronda.
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Parque Natural

Parque Natural
Grazalema

G1: regeneracion G2: pinsapar maduro
temprana del sotobosque

Figura 1. Parcelas que conforman la secuencia sucesional de pinsapares sobre sustrato calcareo
empleada en este estudio: desde Y (pinsapar de Yunquera) a G1 y G2 (pinsapares de Grazalema-
Sierra del Pinar) y al pinsapar maduro de Ronda (R).

Muestreo

En el caso de la secuencia litolégica y de disponibilidad de N, el muestreo se efectud tanto en primavera como en verano (afio
2007) para evaluar adicionalmente cambios estacionales. En cada fecha y parcela se tomaron aleatoriamente 5 muestras
compuestas del horizonte Ah del suelo (de 0 a 10cm), y 5 de hojarasca (capas L+F). Cada muestra compuesta result6 de la
mezcla de 4 muestras individuales. En el caso de la secuencia sucesional, en cada parcela se obtuvieron 3 muestras,
compuestas cada una de ellas de 50 muestras de suelo (0-5cm de profundidad) tomadas a lo largo de tres transectos de 60
m de longitud.

Analisis de los perfiles de comunidades bacterianas

Actualmente, el analisis de T-RFLP es uno de los métodos més poderosos y ampliamente utilizados en ecologia microbiana
para testar diferencias entre comunidades mediante la comparacién de la diversidad de secuencias de ADN amplificadas por
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Liu et al. 1997; Osborn et al. 2000). Este método se basa en la digestion con
enzimas de restriccion del ADN amplificado y marcado con fluorescencia en uno de sus extremos (Fig. 2). Posteriormente,
los fragmentos son determinados en funcién de su tamafio con un analizador automatico con deteccion laser de los productos
marcados, produciendo un patrén altamente reproducible o huella dactilar (fingerprint) caracteristica de la comunidad
microbiana en funcién de su composicion de especies (Osborn et al. 2000; Dunbar et al. 2001). De esta forma cada fragmento
marcado (TRF-fragmento de restriccion terminal) es representativo de un Unico ribotipo o unidad taxonémica operacional (OTU)
(Marsh 1999).
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Figura 2. Esquema de las etapas del proceso de analisis de T-RFLP.

La diversidad bacteriana se caracteriz6 mediante el célculo de la “riqueza especifica” (S, numero de OTUs diferentes) y el
indice de Shannon (H’, H=-%p; In p;) donde pi es la abundancia relativa de cada OTU. Se utilizo un analisis de componentes

principales (ACP) con objeto de ordenar las distintas parcelas en funciéon de la huella dactilar de su comunidad bacteriana y
evaluar si los principales gradientes de ordenacion resultantes se correspondian con diferencias de (i) litologia y disponibilidad
de Ny de (ii) estados sucesionales del pinsapar.

Para analizar relaciones estructura-funcion, en alicuotas correspondientes a la secuencia litolégica y de disponibilidad de N se
midieron también algunas variables relacionadas con el ciclo del N tales como las tasas de nitrificacion potencial (Kandeler
1996), desnitrificacion potencial (Klemedetsson et al. 1977) y respiracién basal (Anderson 1982), asi como el contenido en el
suelo de nitrato (espectrofotometria con autoanalizador de flujo continuo SYSTEA) y N total (analizador CNHS).

Correspondencia entre lalitologia y disponibilidad de Ny la comunidad bacteriana del suelo.

El ACP realizado sobre los datos de T-RFLP segreg6 claramente las comunidades bacterianas en funcion del sitio de estudio
y la estacién del afio en que se realiz6 el muestreo (Fig. 3). En la Figura 4 se muestra también la segregaciéon que se
produjo entre la capa L+F de hojarasca y el horizonte Ah para cada combinacion de sitio y estacién de muestreo. La
diferencia media entre primavera y verano fue de la misma magnitud que las encontradas entre sitios y entre horizontes, lo
que refleja cambios en la comunidad microbiana asociados a la variabilidad estacional. El primer componente principal (CP1)
ordend los sitios a lo largo de un gradiente de disponibilidad de N. Asi, las coordenadas mas elevadas sobre el CP1
correspondieron a las parcelas B y R, que muestran asimismo los mayores valores promedios de concentracion de N
inorgénico y de tasas netas potenciales de nitrificacion y de desnitrificacién en el suelo. Lo contrario ocurre para el caso de
las parcelas SR e Y. Las huellas dactilares de las comunidades bacterianas fueron manifiestamente distintas en los dos
pinsapares serpentinicolas sucesionalmente comparables pero con distinto grado de disponibilidad de N (parcelas B y SR,
véase tabla 1). Por lo tanto, cambios en las reservas y en los procesos implicados en el ciclo del N, derivados de la
existencia de un gradiente de deposicién atmosférica de N, se reflejan en la estructura de la comunidad microbiana. Por su
parte, el segundo componente principal (CP2) ordend los pinsapares estudiados en funcion de su litologia (Fig. 3). La relacién
encontrada entre los indicadores de disponibilidad de N y el CP1 sugiere que los cambios observados en la estructura de la
comunidad bacteriana del suelo estuvieron ligeramente mas influenciados por la disponibilidad de N que por diferencias
litoldgicas. Por otro lado, de los veintinueve OTUs observados, s6lo cinco mostraron correlaciones significativas (p<0,05) con
el CP1, uno con el CP2, y dos con el CP3. Los tres primeros ejes del ACP explican el 54% de la variabilidad total en los
datos (Tabla 2). Esto indica que las tendencias principales de variacion en la estructura de las comunidades bacterianas de
los pinsapares se deben a cambios en una fraccion relativamente pequefia de los OTUs (el 24% del total).
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Figura 3. Valor medio de las coordenadas para los sitios y estaciones de muestreo sobre los dos
primeros ejes (CP1 y CP2) del Analisis de Componentes Principales realizado con los datos del
analisis T-RFLP en muestras de suelo de los pinsapares. B: Sierra Bermeja, R: Ronda, SR: Sierra
Real, Y: Yunquera; P: primavera, V: verano. La longitud de las barras de error representa la menor
diferencia significativa entre medias (Anova seguido de test LSD). Las medias con valores positivos
en el CP1 mostraron valores més elevados en las tasas potenciales de desnitrificacién y
nitrificacién que aquellas con valores negativos.
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Figura 4. Posicion media de cada combinacion de horizonte, sitio y estacién de muestreo sobre el
espacio definido por los componentes principales CP1 (25.75% de varianza explicada) y CP2
(15.31%). La longitud de las barras de error indica la menor distancia sobre los ejes que ha de
haber entre los casos representados para que estos sean significativamente distintos (LSD) en

términos de sus coordenadas medias.

0.05
CP1

0.1

OTUs CPL CP2  CP3
(ordende 5600y (15%)  (13%)
aparicion)

5 0,70 00l -0,04
6 0,76 035 -0,19
8 0,74 -010 0724
9 081 -004 017
20 030 067 002
21 012  -063 -0,66
22 068 002 0,69

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre las Unidades Taxonémicas Operacionales
(OTUs) observadas y las coordenadas de los tres primeros ejes del Andlisis de Componentes
Principales (ACP). En negrita se resaltan los coeficientes significativos (p<0,05) y se muestra el
porcentaje de varianza de los datos que explicaron los tres primeros componentes principales.

Las diferencias que muestra el ACP para la estructura de la comunidad bacteriana entre horizontes del suelo y fechas de
muestreo se ven reflejadas en diferencias de S (pero no de H’). Ello indica que variaciones en la cantidad y naturaleza de la
materia orgénica en el perfil del suelo, y en las condiciones de humedad y temperatura a lo largo del afio, aportan una elevada
variabilidad espacio-temporal a la composicion especifica de la comunidad microbiana dentro de una misma localizacion. Las
cifras més elevadas de nimero de OTUs se encontraron en la capa de hojarasca y en primavera (Fig. 5A). A pesar de que no
se encontraron diferencias entre los distintos sitios de estudio para ninguno de estos indices, las huellas dactilares de las
comunidades bacterianas resultaron ser claramente distintas. Es decir, la alfa diversidad de la comunidad bacteriana es

parecida entre sitios, pero se trata de comunidades diferentes.
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Figura 5. Riqueza especifica (S) e indice de diversidad de Shannon (H’) de las unidades taxonémicas
operacionales (OTUs) para: (A) los distintos horizontes (H, hojarasca, y Ah, suelo) y estaciones (P,
primavera, y V, verano) de la secuencia litolégica y de disponibilidad de N en pinsapares estructural y
sucesionalmente comparables; (B) la secuencia sucesional de pinsapares sobre el mismo tipo de roca
madre (Y: pinsapar de Yunquera, fase sucesional agradativa, exclusién de tallos, latizal alto; G1:
Pinsapar de Grazalema-Sierra del Pinar, agradativo, exclusion de tallos a reinicio del sotobosque,
fustal medio; G2: Pinsapar de Grazalema, maduro, bien estructurado; R: pinsapar viejo (“old-growth”)
de Ronda). Las barras de error representan la desviacion tipica de los datos.

Correspondencia entre estado sucesional de los bosques de Abies pinsapoy diversidad
bacteriana de sus suelos

La ordenacion multivariante de los datos del andlisis de T-RFLP indica que la complejidad estructural del dosel y el estado
sucesional tienen también una fuerte influencia sobre la comunidad bacteriana del suelo en los pinsapares. El espacio
resultante de la combinacion de los ejes CP1 y CP2 muestra claramente la existencia de cambios graduales en la estructura
de la comunidad bacteriana conforme avanza el estado sucesional del pinsapar (Fig. 6). Asi, sobre dicho espacio se
proyectan siguiendo una trayectoria congruente, desde bosques de pinsapo en fase temprana (Parcela Y) y avanzada
(Parcela G1) de exclusion de tallos (estos dos estados se segregan Unicamente en funcion del CP2), hasta bosques maduros
bien estructurados (parcela G2) y, finalmente, bosques viejos (Parcela R).
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Figura 6. Representacion de las medias de las coordenadas obtenidas para cada uno de los
estadios sucesionales estudiados en los componentes principales 1, 19% de la varianza total, y 2,
13% de la varianza total (Y: pinsapar de Yunqguera, fase sucesional agradativa, exclusion de tallos,
latizal alto; G1: Pinsapar de Grazalema-Sierra del Pinar, agradativo, exclusién de tallos a reinicio del
sotobosque, fustal medio; G2: Pinsapar de Grazalema, maduro, bien estructurado; R: pinsapar viejo
(“old-growth”) de Ronda). Las barras de error representan la desviacion tipica de los datos.

A diferencia de lo que ocurria con la secuencia litologica y de disponibilidad de N, los cambios en la comunidad bacteriana a
lo largo de la cronosecuencia sucesional de pinsapares calcareos si se corresponden con variaciones significativas en el valor
de S (pero no en el de H’) (Fig. 5B). Esto da a entender que a lo largo de la sucesién ecoldgica del pinsapar se produce
también una sucesion en la comunidad bacteriana de sus suelos, con un aumento en la riqueza genética o namero de
“‘individuos” (OTUs) asi como variaciones en sus abundancias proporcionales. El analisis de los datos brutos revela que los
nuevos OTUs que aparecen hacia fases avanzadas de la sucesién, junto con otros que ya estaban presentes pero cuya
abundancia relativa cambia, son los que mas peso tienen en la ordenaciéon multivariante.

Posiblemente el principal motor para el cambio en la estructura de la comunidad bacteriana sea el proceso de acrecion de
materia organica en el suelo y su progresiva humificacién, concomitante al cambio sucesional. El contenido de carbono
organico en el pinsapar maduro de Ronda dobla los valores observados en el pinsapar joven de Yunquera (Liétor et al. 2003).
Del mismo modo, tanto las concentraciones totales y de formas labiles de N y P, asi como sus tasas de mineralizacion,
presentaron valores minimos en masas de pinsapar en fase de exclusion de tallos (donde se produce una elevada
competencia por recursos), y aumentan a lo largo de la sucesion (Liétor et al. 2002; Vifiegla et al. 2006).

Los cambios observados en la comunidad microbiana a lo largo de la secuencia sucesional también podrian relacionarse con
variaciones en la comunidad floristica del sotobosque. Hay que tener en cuenta que los componentes aéreo y subterraneo de
los ecosistemas terrestres estan intimamente relacionados entre si (Porazinska et al. 2003). Asi por ejemplo, la sustitucion
de unas especies vegetales del sotobosque por otras puede llevar consigo cambios en la comunidad de descomponedores
edaficos (entre ellos los microorganismos), afectando asi a la mineralizacién de materia organica con consecuencias para
otros procesos o componentes del ecosistema (De Deyn y Van der Putten 2005).

Conclusiones

La variabilidad biogeoquimica observada a escala macroscépica entre diversas tipologias de pinsapares se refleja claramente
en cambios en la estructura de la comunidad microbiana de sus suelos (huella dactilar a escala microscépica). El principal
gradiente que ordena las distintas comunidades bacterianas (CP1) se relaciona con variaciones entre pinsapares en la
disponibilidad de N, independientemente de que tales variaciones se deban a la posicién de los pinsapares a lo largo de un
gradiente de deposicion atmosférica de N o al estado sucesional (mayor disponibilidad de N hacia estados maduros). La
litologia (serpentinas versus sustratos calcareos) aparece como un segundo factor importante que explica la variabilidad en las
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comunidades microbianas. A estos patrones de variabilidad general se superponen otros a escala intra-parcela (diferencias
entre horizontes del suelo) e intra-anual (diferencias entre primavera y verano) cuya magnitud es del mismo orden pero
coherente con la que existe entre parcelas (en general, las diferencias entre estas se mantienen para un horizonte y periodo
de muestreo dados). La constatacion de estos cambios de estructura de la comunidad microbiana es la antesala para dirigir
la investigacion hacia el esclarecimiento de relaciones estructura-funcion. Mediante el enfoque hacia genes funcionales y sus
niveles de expresion (técnicas de transcriptémica como el RT-PCR), por ejemplo, se puede evidenciar qué grupos funcionales
de microorganismos son los responsables de los cambios biogeoquimicos observables a macroescala y sus niveles de
actividad.
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