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Resumen

Los suelos de altas latitudes se caracterizan por tener elevadas reservas de carbono
organico que pueden contribuir de forma significativa a las emisiones globales de didéxido
de carbono (COy) debido al calentamiento global y generar asi una retroalimentacion
positiva al cambio climatico. Aunque las pérdidas de C en los suelos nordicos debidas
al calentamiento estan bien documentadas en la literatura cientifica, mucha menos
atencion se les ha prestado a los potenciales efectos en el ciclo biogeoquimico del
nitrdgeno (N). El presente Trabajo de Fin de Master pretende contribuir al avance del
conocimiento sobre los procesos que pueden provocar la pérdida de N en respuesta al
aumento de temperaturas en estos ecosistemas. Para ello, se procesaron datos
obtenidos mediante la técnica de dilucion isotdpica (IPD) de muestras de suelos
minerales, tomadas estacionalmente, procedentes de praderas subdrticas de Islandia,
las cuales estuvieron sometidas a un gradiente de temperaturas creciente debido a la
actividad geotermal. Tras diez afios de calentamiento, las tasas netas de
despolimerizacion y nitrificacién no se modificaron con el aumento de la temperatura.
Sin embargo, la mineralizacion disminuyo con el calentamiento en las estaciones mas
frias. Esto fue consistente con un aumento de la limitacion microbiana por N en otofio,
que llevo a los microrganismos a aumentar la inmovilizacion de amonio (NH4*), mientras
que en verano esta limitacion disminuy6 con el calentamiento. Las reservas de N del
suelo disminuyeron significativamente con la temperatura, pero no se observaron
pérdidas adicionales a partir del quinto afio desde el inicio del calentamiento. Los
resultados obtenidos sugieren que el sistema llegé a un nuevo estado estacionario
gracias fundamentalmente al papel de los microorganismos en la retencion de N,
particularmente durante las estaciones frias, justo cuando la vegetacién esta inactiva y
no absorbe el N liberado de la materia organica (MO). Asi, preservar la integridad de los
microorganismos edaficos es de vital importancia para evitar la pérdida de nutrientes y
garantizar la estabilidad y la resiliencia de los ecosistemas nordicos frente al cambio

climéatico.

Palabras clave: cambio climatico; ciclos biogeoquimicos; microbiota edafica;

despolimerizacion; nitrificacion; mineralizacién



Listado de abreviaturas

Tabla 1. Listado de abreviaturas por orden de apariciéon

Materia organica

Carbono organico del suelo

Di6xido de carbono

Carbono

Nitrégeno

Aminoacidos

Amonio

Nitrito

Nitrato

Gas nitrégeno

Oxido nitroso

Trabajo final de Master

Dilucion isotopica

Sulfato de potasio

Carbono organico disuelto

Nitrégeno organico disuelto

Carbono de la biomasa microbiana

Nitrégeno de la biomasa microbiana

Nitrégeno total




Contribucién especifica de la estudiante

Los muestreos de campo y andlisis de laboratorio fueron llevados a cabo por la Dra.
Sara Marafion Jiménez y su equipo a lo largo de los afios 2017 y 2018. La contribucion
de la alumna de Master en el presente estudio ha consistido en el procesamiento de los
datos, el calculo de diferentes indices bioquimicos, la realizacion de analisis estadisticos
y la redaccion de la presente memoria.
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1.Introduccioén

Los suelos de altas latitudes se caracterizan por tener una descomposicion de la materia
organica (MO) ralentizada debido a las bajas temperaturas (Hobbie et al., 2000;
Jeyakumar et al., 2020). Estos suelos son especialmente vulnerables al calentamiento
global, puesto que un incremento significativo de la temperatura podria aumentar
drasticamente la actividad biolégica de las comunidades microbianas y acelerar los
procesos de descomposicion de la MO almacenada (Smith et al., 2015; Crowther et al.,
2016). Esto produciria pérdidas del carbono organico del suelo (COS) debidas a que la
tasa de respiracion de los microorganismos edaficos estd correlacionada con la
temperatura, estimulando asi una mayor emision de di6xido de carbono (CO.) a la
atmadsfera y una retroalimentacion positiva al cambio climatico (Bardgett et al., 2008;
Mcguire et al., 2009; Walker et al., 2018). Si bien las relaciones entre temperatura y el
ciclo biogeoquimico del carbono (C) han sido ampliamente abordadas en la literatura
cientifica (Crowther et al., 2016), mucha menos importancia se le ha prestado a los
potenciales efectos del cambio climéatico en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno (N),
efectos que pueden ser especialmente relevantes en los suelos de los ecosistemas

noérdicos.

El ciclo biogeoquimico del N en los suelos implica una serie de procesos que
transforman el N organico en N inorganico y viceversa (Figura 1), y que estan
fundamentalmente catalizados por microorganismos (Hayatsu et al., 2008). La
despolimerizacion es la conversion de compuestos nitrogenados complejos, como las
proteinas, en compuestos nitrogenados mas simples, como los aminoacidos (AA). La
mineralizacién es el proceso mediante el cual la MO nitrogenada es degradada y
transformada en amonio (NH4") por la acciéon de los microorganismos. La nitrificacién
convierte el NHs* en nitrito (NO2) y nitrato (NOs’), que son, ademas del NH4*, formas
inorganicas de N disponibles para las plantas. La desnitrificacion es la reduccion del
NOs a gas nitrdgeno (N2) y éxido nitroso (N20O), lo que resulta en la pérdida de N del
suelo (Van Groenigen et al., 2015; Stein y Klotz, 2016).
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Figura 1. Ciclo del nitrégeno. Procesos implicados en el ciclo del nitrégeno (N) en los ecosistemas
terrestres: a) fijacion biolégica del nitrégeno atmosférico (N2), b) despolimerizacion, c) mineralizacién, d)
nitrificacion, e) desnitrificacion, f) inmovilizacién y absorcion por las plantas, g) senescencia, h) volatilizacion,
i) reduccién desasimilatoria del nitrato a amonio, j) oxidaciéon anaerébica del amoniaco, k) produccién
abidtica de N20. Los compuestos de N del suelo se muestran en negro, los compuestos gaseosos en gris
y el N orgénico en verde. MOS: materia organica del suelo; NH4*: amonio; NHs: amoniaco; N2: gas
nitrégeno; N20: 6xido nitroso; NO: mondxido de nitrégeno; NO2: nitrito; NOs': nitrato; NH2OH: oxiamoniaco.
Adaptada de Denk et al. (2017)

El ciclo del N es crucial para la productividad y la conservacion de la biodiversidad de
los ecosistemas, ya que el N suele ser un factor limitante para el crecimiento de las
plantas (Morgan y Connolly, 2013) y la produccién de biomasa (Galloway et al., 2008).
Ademas, la disponibilidad de N en el suelo puede influir en la diversidad y composicién
de las comunidades de microorganismos (Frey et al., 2004; Fierer et al., 2012; Yang et
al., 2020) micro- meso- y macroinvertebrados edaficos (Neher et al., 2012). Sin
embargo, la actividad microbianay, por tanto, los procesos de transformacion del N son
muy sensibles a los cambios en la temperatura y la disponibilidad de agua (Greaver et
al., 2016), lo que hace que el N de los suelos de las regiones nérdicas pueda verse

afectado por el cambio climatico.

Diversos estudios demuestran que en altas latitudes, debido a las bajas temperaturas,
existe una desaceleracion de todo el ciclo del N, en especial de las tasas de
mineralizacién y de despolimerizacion (considerado este Ultimo el paso limitante del

ciclo), lo que produce una ralentizacion del crecimiento de la vegetacion (Hobbie et al.,
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2002; Schimel y Bennett, 2004; Todd-Brown et al., 2013). Sin embargo, modelos de
cambio climatico predicen una mayor mineralizacién del N con el calentamiento global,
debido, como se ha comentado, al aumento de la actividad microbiana, lo que resultaria
en una mayor liberacion de éste en forma de NHs* y NO3" y, por tanto, se produciria un
incremento de su disponibilidad para las plantas (Rustad et al., 2001; Dormann y
Woodin, 2002; Wu et al., 2011).

La biomasa microbiana del suelo desempefia un papel fundamental en la estabilizacion
del COS y también como reservorio de N a corto, medio y largo plazo (Liang et al., 2017).
Gran parte de las reservas de N en ecosistemas de regiones frias se encuentra en forma
orgénica, contenido dentro de la biomasa microbiana formando parte de proteinas
intracelulares, de la pared celular o de los acidos nucleicos (Geisseler et al., 2010). Esta
retencioén de N es crucial en ecosistemas de altas latitudes, ya que la vegetacion sufre
periodos de latencia o senescencia debido al corto fotoperiodo y a las bajas
temperaturas que disminuyen la absorcion de N por parte de las plantas (Bardgett et al.,
2005; Séneca et al., 2021). Es por ello por lo que esta forma de almacenaje es de vital
importancia para minimizar las pérdidas potenciales de N del sistema (Kaiser et al.,
2011).

El ensamblaje entre los ciclos biogeoquimicos de C y N es especialmente estrecho en
los ecosistemas nordicos (Marafion-Jiménez et al., 2019). Aunque el suelo es el mayor
reservorio de C en los ecosistemas terrestres, se ha demostrado que las comunidades
microbianas edéficas estan limitadas principalmente por el COS en los suelos minerales
(Lehmann y Kleber, 2015). Dicha limitacion se debe a que la mayor parte de los
microorganismos edaficos son heterétrofos y, por tanto, necesitan C tanto como fuente
de energia como para construir sus estructuras celulares (Soong et al., 2020). Ademas,
esta limitacién de C también es debida a la proteccion fisica y quimica de la MO que se

encuentra asociada a la matriz mineral del suelo (Lehmann y Kleber, 2015).

De acuerdo con la teoria estequiométrica ecoldgica, los microorganismos del suelo
regulan su composicion elemental reteniendo los elementos que se encuentran en
concentraciones limitantes y liberando los que estan en exceso (Sterner y Elser, 2003).
Por ello, los microorganismos edaficos ajustan sus actividades metabdlicas en funcion
de la disponibilidad relativa de ambos nutrientes en el suelo. Asi, si hay una menor
disponibilidad de N, los microorganismos tienden a inmovilizar el N contenido en la MO
(asegurando asi una cantidad suficiente para su metabolismo y crecimiento) y a liberar
el C, con lo cual, habria menos N disponible para las plantas. Por contra, si hay un

exceso relativo de N disponible, los microorganismos tienden a liberarlo a través de la
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mineralizacién y, en cambio, van a tender a inmovilizar el C (Mooshammer et al., 2014;
Li et al., 2021).

Por tanto, la limitacién constante de C en los microorganismos de los suelos minerales
implica que estos utilicen la MO principalmente como fuente de C y que liberen el N en
exceso mediante la mineralizacion. Asi, la liberacion de N predomina frente a la
inmovilizacion en muchos suelos minerales de altas latitudes (Mooshammer et al.,
2014). El calentamiento de los suelos articos debido al cambio climético implicaria que
la limitacién de C en los microorganismos se veria potenciada debido al aumento de la
respiracién microbiana y, en consecuencia, se esperaria también un incremento de las

tasas de mineralizacion de N.

Tal y como se ha introducido anteriormente, los modelos actuales de cambio climatico
global predicen que el aumento de temperatura producird un incremento de las tasas de
transformacién microbiana de N en los suelos nérdicos y la consiguiente liberacién al
suelo de formas de N asimilables para las plantas (Rustad et al.,, 2001; Dormann y
Woodin, 2002; Wu et al., 2011). Con ello, se aliviarian las limitaciones de N para la
vegetacion y, por lo tanto, se esperaria una mayor producciéon de biomasa vegetal que,
a su vez, incrementaria la fijacion de C a través de la fotosintesis contribuyendo al
reservorio de COS (Melillo et al., 2002; Elbasiouny et al., 2022). Este proceso podria
compensar, al menos parcialmente, las pérdidas de C asociadas a las tasas aceleradas
de respiracidbn microbiana. Sin embargo, estas predicciones se mantienen bajo el
supuesto de un ciclo del N cerrado con ausencia de pérdidas de N y de que la vegetacién
tenga la capacidad de beneficiarse de este nutriente. No obstante, como ocurre en
algunas ocasiones con diferentes procesos ecoldgicos, los modelos tedricos presentan
ciertas discrepancias con lo observado hasta el momento (Leblans, 2016; Todd-Brown

et al., 2013; Marafi6n-Jiménez et al., 2019).

Las regiones geotérmicamente activas de Islandia proporcionan gradientes de
temperatura del suelo amplios, estables y continuos (Sigurdsson et al., 2016) que cubren
todos los escenarios de calentamiento proyectados por el Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climético para las regiones de altas latitudes (IPCC, 2021).
Esto hace posible evaluar respuestas no lineales al calentamiento del suelo y derivar
predicciones realistas para los procesos biogeoquimicos del mismo. En un estudio
previo en el que se utiliz6 como modelo los gradientes geotermales de los suelos
islandeses se demostré que el aumento de temperatura, ademas de provocar pérdidas
de C debido al aumento de la mineralizacién de la MO (Marafién-Jiménez et al., 2018),
también incremento la pérdida neta de N del suelo (Marafidon-Jiménez et al, 2019). Sin

embargo, contrariamente a lo que predicen la mayoria de los modelos de ecosistemas,
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la vegetacion no se vio beneficiada por el N liberado a temperaturas mas altas (Todd-
Brown et al., 2013). Ademas, el calentamiento tampoco afecté a la relacion C:N del
suelo, lo que indica que las pérdidas de estos dos elementos en el suelo fueron

proporcionales (Marafién-Jiménez et al., 2019).

Las pérdidas de N del suelo pueden afectar a la biodiversidad edéfica a distintos niveles.
Por un lado, se podria ver alterada la proporcion relativa de hongos y bacterias (Rousk
y Baath, 2007; Meidute et al., 2008; Kamble y Baath, 2016). Por otro lado, la abundancia
de algunos grupos de microorganismos edaficos podria verse disminuida, ya que estos
dependen del N para su crecimiento (Zhang et al., 2019). En consecuencia, se podrian
potencialmente ver afectadas tanto las poblaciones de fauna edéfica del sistema, debido
principalmente a que la biomasa microbiana del suelo constituye la base de las cadenas
troficas en los ecosistemas terrestres (Scheu, 2002; Crotty et al., 2012; Zhu et al., 2021);
como las plantas, ya que los microorganismos edaficos son los encargados de liberar
nutrientes en formas disponibles para las plantas e influyen indirecta y directamente en
la productividad, diversidad y composicion de las comunidades vegetales (Van Der
Heijden et al., 2008).

Considerando lo expuesto anteriormente y reconociendo la falta de estudios acerca de
los posibles efectos del calentamiento global en el ciclo del N en latitudes altas, este
Trabajo de Fin de Master (TFM) pretende contribuir al avance del conocimiento sobre
los procesos que provocan la pérdida de N en el suelo en respuesta al aumento de
temperaturas en suelos minerales de praderas en Islandia. Los resultados obtenidos
podrian ser de gran utilidad para predecir posibles cambios en los ciclos biogeoquimicos
de diversos ecosistemas nérdicos, teniendo en cuenta los escenarios climaticos

proyectados y las consecuencias potenciales para la biodiversidad.
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2.0Dbjetivo e hipotesis

El objetivo del presente trabajo fue evaluar como afecta el aumento de la temperatura

al ciclo biogeoquimico del N en suelos minerales subarticos de Islandia. De igual forma
se pretendi6 identificar cuales son los mecanismos que estan involucrados en las
potenciales pérdidas de N del suelo en ese contexto. Para ello, se analizaron y
procesaron datos obtenidos mediante la técnica de dilucion isotépica (IPD) a partir de
suelos de praderas expuestas a un rango creciente de temperaturas durante diez afos

debido a la actividad geotermal.

La hipotesis de trabajo es que el calentamiento del suelo producird una pérdida de N
debido fundamentalmente a un aumento neto de las tasas de transformacion del N a
mayores temperaturas y a la incapacidad del sistema de retener el N liberado. Ademas,
se espera que dicha pérdida de N sufra cambios estacionales, de manera que en las
épocas mas frias se produzca una mayor retencion de N por parte de los

microorganismos edaficos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Zonade estudio

Los suelos evaluados en este estudio, clasificados como Andosoles (WRB, 2022)
presentan una textura franco-limosa. Las muestras de suelos se recogieron en las
parcelas experimentales ForHot de la zona geotérmica de Hengil, a 40 km al este de
Reikjavik, Islandia (64°00'01"N, 21°11'09"W; 83-168 m s.n.m.) (Figura 2). Las
caracteristicas de esta area han sido descritas en detalle por Sigurdsson et al. (2016).
El clima es oceénico subpolar, con oscilaciones anuales de temperatura relativamente
bajas y precipitaciones abundantes durante todo el afio. La temperatura media anual del
aire en el sitio de estudio fue de aproximadamente 5,1°C. En 2016 las temperaturas
medias de los meses mas célidos y frios en la localidad vecina de Eyrabakki, donde se
encuentra la estacion sindptica mas cercana (9 km al sur de Hveragerdi), fueron de -
12,3°C y 21,6°C, respectivamente, la precipitacion media anual del mismo afio fue de
1153 mm (Icelandic Meteorological Office, 2016).

64°2'N

684°1'N

21°12W 21°10'W

Figura 2. Localizacion del sitio de estudio ForHot en el sur de Islandia.
El cuadrado con la cruz (X)) representa la zona de muestreo del presente estudio. El &rea sombreada

representa el pueblo de Hveragerdi. Figura adaptada de Sigurdsson (2016)
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La temporada de crecimiento de la vegetacién comienza normalmente a finales de mayo
y termina a finales de agosto. La capa de nieve no es permanente durante el invierno
debido al suave clima oceanico, pero el suelo suele congelarse durante al menos dos
meses en pleno invierno. La vegetacion esta dominada por Agrostis capillaris,
Ranunculus acris y Equisetum pratense, todas ellas especies perennes con partes
aéreas efimeras que vuelven a crecer cada afio a partir de tallos subterraneos o rizomas.
Esta area habia sido aprovechada en el pasado para pastoreo de baja intensidad con
ovejas, pero esta practica se abandonoé en la década de 1970 (Sigurdsson et al., 2016)
(Figura 3).

Figura 3. Fotografias del sitio de estudio (ForHot) en el sur de Islandia. La imagen de la izquierda fue

tomada en verano (agosto de 2017) y la de la derecha en primavera (junio de 2018).

El suelo de la zona ha estado sometido al calentamiento desde mayo de 2008 debido a
la actividad geotermal, cuando un terremoto, de magnitud 6,3 en la escala de Richter
originado en el sur de la isla, desplazo6 los sistemas geotérmicos a zonas que antes no
estaban afectadas por el calentamiento. Las aguas subterraneas a altas temperaturas
calentaron el lecho rocoso subyacente y salieron a la superficie a lo largo de fallas en la
corteza terrestre. Las temperaturas del suelo son mas altas cerca de estas fallas y
disminuyen perpendicularmente con la distancia a las mismas (Marafion-Jiménez et al.,
2019). No se encontraron signos de contaminacion del suelo por subproductos

geotérmicos, como el azufre intercambiable (Sigurdsson et al., 2016).
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3.2. Diseio experimental

En 2012 se establecieron cinco transectos, cada uno de los cuales comprendia
temperaturas medias anuales del suelo (en los 10 cm superiores) entre -0,03y +7,01 °C
por encima de la temperatura ambiente. En cada transecto, se establecieron 3 parcelas
de 0,5x0,5 m con temperaturas del suelo contrastadas para el muestreo del suelo (n =
3 parcelas x 5 transectos = 15 parcelas) (Marafién-Jiménez et al., 2019). La temperatura
del suelo se monitorizé6 cada hora a 10 cm de profundidad mediante Data Loggers
HOBO TidbiT v2 (Onset Computer Corporation, Bourne, EE. UU.).

3.3. Muestreo del suelo

Se realizaron muestreos estacionales en verano (agosto de 2017), otofio (noviembre de
2017), época de deshielo (abril de 2018) y primavera (junio de 2018), en los cuales se
tomaron muestras de la capa superficial del suelo (0 - 10 cm). Las muestras fueron
tamizadas en fresco utilizando tamices de 2 mm de luz de malla para excluir los
fragmentos gruesos y las raices, y se almacenaron inmediatamente a 4°C.
Posteriormente, las muestras fueron procesadas en el Terrestrial Ecosystem
Laboratories (Universidad de Viena, Austria) donde se incubaron a la misma

temperatura a la que estaban en campo.

3.4. Analisis de los parametros del suelo

3.4.1. Despolimerizacién, mineralizacién y nitrificacion

Las tasas de transformacién del N por los microorganismos edaficos a lo largo de los
gradientes de temperatura del suelo se analizaron mediante la técnica de IPD. Esta
técnica se basa en la adicién de cantidades conocidas de un elemento o compuesto
enriguecido isotépicamente y la posterior medida de las relaciones isot6picas (Di et al.,
2000). En este caso, se afladieron sustratos enriquecidos isotépicamente en °N a las
muestras de suelo (AA para la despolimerizacibn de proteinas, NH,* para la
mineralizacion bruta y NOs  para la nitrificacién bruta). Los flujos de transformacion de
N se calcularon a partir de los cambios de concentracidn y composicion isotopica entre
dos puntos temporales (Figura 4). Las tasas de despolimerizacion de proteinas se
evaluaron con la técnica ®°N-AA IPD detallada por Wild et al. (2013) , la mineralizacién
bruta de N y la absorcién de NH.* se evaluaron con la técnica *®N-NH4* IPD explicada
con detalle por Kaiser et al. (2011), y la nitrificacion bruta y la absorcién de NO3z con la
técnica °>N- NOg™ IPD detallada por Aldén et al. (2001).
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Figura 4. Técnica de dilucion isotopica (IPD). Representacion esquematica del funcionamiento de la
técnica de dilucion isotépica para la determinacion de la despolimerizacion de proteinas (*°N-AA). Para
medir la cinética de la despolimerizacién bruta de proteinas y la inmovilizacion microbiana de aminoacidos
(AA) la reserva de AA libres se marca mediante la adicion de AA enriquecidos con N (tiempo inicial), y se
cuantifica la subsiguiente disminucion (tiempo final) y el cambio en la concentracion de AA libres. Figura

basada segin Wanek et al. (2010)

3.4.2. Carbonoy nitrégeno organicos disueltos y microbianos

Dentro de las 24 h siguientes al muestreo, una submuestra de 7 g de suelo fresco se
agitd en una solucion de sulfato de potasio (K.SO4) 0.5 M en una proporcion 1:5
(peso:volumen), la cual extrae la porcion de C y N mas soluble del suelo. El extracto se
filtr6 con un filtro Watmann, y de la solucion resultante se determiné el carbono organico
disuelto (DOC) y el nitrégeno organico disuelto (DON). EI C y N en la biomasa
microbiana se determiné con la técnica de fumigacién-extraccién (Jenkinson y Powlson,
1976). Para ello, una submuestra de suelo fresco similar a la anterior fue fumigada
durante 24 h con cloroformo para romper las membranas celulares de los
microorganismos y a continuacioén, fue extraida de manera similar con K;SO4 0.5 M. El
carbono de la biomasa microbiana (Cmic) y el nitrdgeno microbiano (Nmic) total se
calcularon como la diferencia de DOCkzsos Y hitrégeno total (TNkzsos) entre las
submuestras fumigadas y no fumigadas, respectivamente. Todos los analisis se
realizaron mediante deteccion colorimétrica con un analizador de flujo continuo San ++
(Skalar Analytical B.V, Breda, Paises Bajos).

3.5. Célculos y analisis estadistico

Los célculos fueron realizados con el programa Excel Office 16 (Microsoft Excel, Jones,
Chicago, USA). Los gréficos se realizaron con el software RStudio (version
2022.07.2+576) (RStudio Team, Boston, MA, EE. UU.), utilizando el paquete ggplot2
(Wickham, 2016). Para el analisis estadistico se utilizaron los softwares GraphPad Prism
8 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA) y RStudio (versién 2022.07.2+576)
(RStudio Team, Boston, MA, EE. UU.).
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3.5.1. Calculos
Para la determinacién del calentamiento del suelo de cada parcela, primero se calculé
la temperatura media de las parcelas a temperatura ambiente durante las dos semanas
previas al muestreo. A continuacion, se restd dicho valor a la temperatura media de cada

parcela.

En los tres procesos principales del ciclo del N (despolimerizacion de proteinas,
nitrificacion y mineralizacion) se ha calculado el balance neto (diferencia entre
produccién y consumo brutos) y se ha estandarizado dividiendo la tasa neta por la
biomasa microbiana, para determinar como afecta la temperatura a los microorganismos
a nivel fisiolégico. También se han estandarizado por la biomasa microbiana la

produccion y el consumo brutos de NH4*.

La limitacion relativa por N de las comunidades microbianas se calculé a partir del
desbalance estequiométrico de C:N entre los depdsitos organicos mas disponibles del
suelo y la biomasa microbiana segin Mooshammer et al., (2014):

Limitacion relativa por N DOC / DON
de las comunidades =
microbianas

(1)

Cmic / Nmic

La ratio resultante es un indicador de la limitacién que tienen los microorganismos por
N con relacion a la necesidad de C. Asi, si la limitacion relativa por N es > 1 existe una
mayor limitacién por N que por C, ya que hay mas C disponible del que necesitan los
microorganismos; por el contrario, si la limitacién relativa por N es < 1 existe una menor

limitacion por N, ya que tendran mas N disponible, y una mayor limitacién por C.

Las reservas de N del suelo (expresadas en kg ha') se calcularon con el objetivo de
compararlas al cabo de cinco y diez afios después del inicio del calentamiento. Para
ello, se utilizaron datos obtenidos anteriormente por el grupo de investigacién: afio 2013
(cinco afos después del inicio del calentamiento) y afio 2018 (diez afios después del
inicio del calentamiento). Las reservas de N fueron calculadas a partir de los primeros
10 cm teniendo en cuenta: la densidad aparente (expresada en kg m3), la cual se utilizé
para obtener el peso (kg) correspondiente al volumen de cada horizonte; el peso de
tierra fina (el cual se obtuvo de restar previamente el porcentaje de pedregosidad del
peso total del horizonte); y, por ultimo, la concentracién de N de cada parcela. Se debe
de tener en cuenta que se utilizé la misma densidad aparente para el calculo de ambos

anos.
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3.5.2. Analisis estadistico

Las condiciones de normalidad y de homogeneidad de varianza fueron evaluadas con
los test de Shapiro-Wilk y Levene’s, respectivamente. Debido a que en ningln caso se
cumplieron ambas condiciones a la vez, la relacion entre la variable estudio y el
calentamiento del suelo se evaluaron mediante la correlacion rho de Spearman (r)
considerando significativos los valores P < 0,05 (Bishara y Hittner, 2017). Se aplic6 dicho
test estadistico a los datos separando por estacion y, también, a la totalidad de los datos
sin hacer distincion estacional. Para analizar si el efecto de la temperatura
(calentamiento) sobre las reservas de N diferia entre los afios, se aplicé un analisis de
la covarianza (ANCOVA), con la temperatura (calentamiento) como variable continua,
afio como factor fijjo y la interaccion entre calentamiento y afio. La existencia de
significacion estadistica entre la variable de estudio y la variable calentamiento se
representa en los gréaficos con la presencia de la linea de tendencia.
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4. Resultados

4.1. Despolimerizacidon de proteinas

No se observé una correlacion estadisticamente significativa entre la despolimerizacion
neta de proteinas por unidad de biomasa microbiana y el calentamiento del suelo, en
ninguna de las tres estaciones analizadas: verano (coeficiente de correlacion de
Spearman (r) = 0,018; P = 0,967), otofio (r = 0,236; P = 0,396) y primavera (r = 0,137; P
= 0,576) (Figura 5). Tampoco alcanzo la significacion estadistica cuando se analizaron

conjuntamente los datos de las tres estaciones (r = 0,071; P = 0,642).

-3001 Estacion

¢ \/erano
Otono

6001 Primavera

Despolimerizacion neta por
unidad de biomasa microbiana
(ug AA-N mg1C microbiano dia%)

r=0,018; P = 0,967

-90071 © r=0,137; P=0,576
0 4 8 12
Calentamiento (°C)

Figura 5. Valores de despolimerizacién neta por unidad de biomasa microbiana (ug AA-N mg?*C
microbiano dia') respecto el calentamiento del suelo (°C), en las estaciones de verano (rojo), otofio
(naranja) y primavera (verde).
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4.2. Nitrificacion

Al igual que ocurri6 con la despolimerizacion, no se obtuvo una correlacién
estadisticamente significativa entre la nitrificacion neta por unidad de biomasa
microbiana y el calentamiento del suelo en ninguna de las cuatro estaciones analizadas:
verano (r = 0,166; P = 0,551), otofio (r = - 0,037; P = 0,903), época de deshielo (r =
0,283; P =0,325) y primavera (r = 0,150; P = 0,593) (Figura 6). lgualmente, la correlaciéon
no fue significativa cuando se analizaron los datos de las cuatro estaciones en conjunto
(r=0,169; P = 0,202).

0.0051

0.000] o g*, § e*
gw == s Estacién
| * Verano

Otorio
e Deshielo

Primavera

-0.0051

Nitrificacién neta por
unidad de biomasa microbiana
(ng NO5-N mg* C microbiano dia?)

r=0,166; P = 0,551
r=0,283; P = 0,325
® r=0,150; P = 0,593
0 4 8 12
Calentamiento (°C)

Figura 6. Valores de nitrificacion neta por unidad de masa microbiana (ug NOz mg* C microbiano
dia!) respecto el calentamiento del suelo (°C), en las estaciones de verano (rojo), otofio (naranja),

deshielo (azul) y primavera (verde).
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4.3. Mineralizacion

En este caso, se determiné una correlacion negativa estadisticamente significativa de la
mineralizacién neta por unidad de biomasa microbiana con el calentamiento del suelo,
en el andlisis del conjunto de datos de las cuatro estaciones (Total) (r = - 0,482; P <
0,0001) (Figura 7). Es decir, a medida que aumenta la temperatura del suelo disminuye
la mineralizacion, y, por tanto, decrece la tasa de liberacion de N en forma de NH4* por
parte de los microorganismos. En el andlisis de las estaciones por separado se observa
que las estaciones de otofio (r = - 0,807; P = 0,0005) y de deshielo (r = - 0,636; P =
0,013) presentaron una correlacidbn negativa estadisticamente significativa con el
calentamiento del suelo, mientras que en las estaciones de verano (r = - 0,129; P =
0,648) y primavera (r = - 0,296; P = 0,283) no fue significativa.

r=-0,129; P=0,648

r=-0,636; P = 0,013
r=-0,296; P = 0,283
r= - 0,482; P < 0,0001

Estacion

¢ \erano
Otofio

= Deshielo

* Primavera

== Total

Mineralizacion neta por
unidad de biomasa microbiana
(ug NH,*-N mg™ C microbiano dia)

0 4 8 12
Calentamiento (°C)

Figura 7. Valores de mineralizacién neta por unidad de masa microbiana (ug NHs*-N mg?* C
microbiano dia?) respecto el calentamiento del suelo (°C), en las estaciones de verano (rojo), otofio
(naranja), deshielo (azul), primavera (verde) y el conjunto de los datos de las cuatro estaciones
(negro).

Dado el efecto significativo del calentamiento del suelo sobre la tasa de mineralizacion
neta y con el objetivo de profundizar en los mecanismos fisiolégicos que lo generan, se
analizé por separado la influencia del calentamiento sobre las tasas de produccion y
consumo brutos de NH4™:
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4.3.1.Consumo bruto de amonio

En el analisis de los datos de las cuatro estaciones juntas (Total), se observé una
correlacion positiva estadisticamente significativa del consumo bruto de NH4* por unidad
de biomasa microbiana con el calentamiento del suelo (r = 0,486; P < 0,0001) (Figura
8). Es decir, a medida que aumenta la temperatura del suelo aumenta el consumo de
NH4* por parte de los microorganismos. En el analisis individual por estaciones se
observé que las estaciones de verano (r = 0,739; P = 0,002), otofio (r = 0,868; P <
0,0001) y deshielo (r = 0,575; P = 0,027) fueron las que presentaron una correlacion
positiva estadisticamente significativa, mientras que en la estacion de primavera no se

alcanzé la significaciéon estadistica (r = 0,018; P = 0,954).

r=0,739; P = 0,002
15 ol
r=0,575; P = 0,027
r=0,018; P = 0,954
r= - 0,486; P < 0,0001
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Otofo

= Deshielo
Primavera
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Consumo bruto de NH,*
por unidad de biomasa microbiana
(ug NH,*N mg™C microbiano diat)

0 4 8 12
Calentamiento (°C)

Figura 8. Valores de consumo bruto de amonio (NH4*) por unidad de masa microbiana (g NH4*-N
mg™ C microbiano dia') respecto el calentamiento del suelo (°C), en las estaciones de verano (rojo),
otofio (naranja), deshielo (azul), primavera (verde) y el conjunto de los datos de las cuatro estaciones

(negro).
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4.3.2.Produccion bruta de amonio

Durante el verano, se observo una correlacién positiva estadisticamente significativa
entre la produccién bruta de NH4* por unidad de biomasa microbiana y el calentamiento
del suelo, como se muestra en la Figura 9 (r = 0,525; P = 0,047). Esto indica que a
medida que aumenta la temperatura del suelo en esta estacion, los microorganismos
aumentan su produccion de NH4*. Sin embargo, en las demas estaciones del afio no se
han encontrado correlaciones estadisticamente significativas: otofio (r = 0,443; P=
0,100), época de deshielo (r = 0,007; P= 0,985) y primavera (r = - 0,307; P = 0,265).
Igualmente, la correlacion no fue significativa cuando se analizaron los datos de las

cuatro estaciones en conjunto (r = 0,169; P = 0,2023).
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Figura 9. Valores de produccién bruta de amonio (NH4*) por unidad de masa microbiana (ug NH4-N
mg™ C microbiano dia') respecto el calentamiento del suelo (°C), en las estaciones de verano (rojo),

otofio (naranja), deshielo (azul) y primavera (verde).
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4.4. Limitacion N de las comunidades

microbianas

relativa por

La limitacién relativa por N de las comunidades microbianas en otofio presenté una
correlacion positiva estadisticamente significativa con el calentamiento del suelo (r =
0,536; P = 0,042) (Figura 10). Es decir, en esta estacion los microorganismos se ven
mas limitados por N a mayores temperaturas y, por lo tanto, tienen una mayor
disponibilidad de C. Por el contrario, en verano la limitacién relativa por N estuvo
negativamente correlacionada con el calentamiento del suelo (r = - 0,575; P = 0,027).
Por lo tanto, en esta estacién disminuye dicha limitacion relativa por N con el aumento
de temperatura lo que implica una menor disponibilidad de C y una mayor disponibilidad
de N para los microorganismos del suelo. En las estaciones de la época de deshielo (r
=-0,232; P = 0,404) y primavera (r = 0,119; P = 0,618), y los datos de las cuatro
estaciones en conjunto (r = - 0,119; P = 0,341) no se obtuvieron correlaciones

significativas con la temperatura.
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Figura 10. Valores de limitacién relativa por nitrégeno (N) de las comunidades microbianas respecto
el calentamiento del suelo (°C), en las estaciones de verano (rojo), otofio (naranja), deshielo (azul) y

primavera (verde).
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4.5. Reservas de nitrégeno

Los datos obtenidos mostraron que el calentamiento del suelo tuvo un efecto negativo
estadisticamente significativo en las reservas edaficas de N (t ratio = - 2,485, P = 0,021)
(Figura 11). Asi, a medida que aumentd la temperatura del suelo, disminuyeron las
reservas de N. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en las reservas
de N entre los afios 2013 y 2018 (P = 0,680), y tampoco alcanzé la significacion

estadistica la interaccién entre la temperatura del suelo y el afio (P = 0,247).
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Figura 11. Valores de las reservas de nitrégeno (kg ha') de los 10 primeros cm de suelo respecto el
calentamiento del suelo (°C) del afio 2013, cinco afios después del inicio del calentamiento (azul); y

del afio 2018, diez afios después del inicio del calentamiento (rojo).
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4.6. Tablaresumen de los resultados obtenidos

El resumen de los resultados obtenidos se expone en la Tabla 1. En las épocas frias
(otofio y deshielo) se observa una disminucién significativa de la liberaciéon de N en
forma de NH.* (mineralizacién neta) por parte de los microorganismos. En verano,
aumenta tanto la produccién bruta como el consumo bruto de NH4*, por lo que no existen
cambios significativos en la mineralizacion neta. La limitacién relativa por N de las
comunidades microbianas disminuye significativamente en verano mientras que, por el

contrario, aumenta de forma significativa en otofio.

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos.

Verano Otofio Deshielo Primavera TOTAL

Despolimerizacién

neta
(por unidad de blomasa
microbiana)

Nitrificacion neta
(por unidad de blomasa
fcrobians)

Mineralizacion

neta
(por unidad de blomaza
microbiana)

Consumo bruto de
NH,*
(por unidad de biomasa
microblana)

Produccién bruta

de NH,*
(por unidad de blomasa
microbiana)

Limitacién relativa

por N
(de las comunidades
microblanas)
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5. Discusion

Los ciclos biogeoquimicos desempefian un papel crucial en el buen funcionamiento de
los ecosistemas ya que de ellos depende la produccién primaria, que constituye la base
de las cadenas troficas (Crotty et al., 2012; Zhu et al., 2021). Por lo tanto, su estudio es
indispensable para la conservacion de la biodiversidad (Norris et al., 2020), sobre todo
en los suelos de los ecosistemas nordicos los cuales son mas vulnerables al aumento
de temperaturas vinculado al cambio climatico (Smith et al., 2015; Crowther et al., 2016).
Particularmente, el ciclo biogeoquimico del N tiene un papel vital en la conservacion de
la diversidad biolégica, por ser un factor limitante del crecimiento de las plantas en
ecosistemas de altas latitudes (Morgan y Connolly, 2013), e influir en la diversidad y
composicion de las comunidades de microorganismos y fauna edéfica (Neher et al.,
2012; Yang et al., 2020).

La mayoria de los modelos ecosistémicos predicen que el aumento de las temperaturas
acelera las tasas de transformacion del N por parte de los microorganismos (Wu et al.,
2011). Sin embargo, de forma contraria a la hipotesis inicial del presente estudio, los
resultados obtenidos demuestran que no existe un aumento en las tasas netas de
transformacién del N con el calentamiento (Figuras 5 y 6). Por el contrario, se observa
una disminucién neta de la mineralizacién, especialmente en las estaciones mas frias
(Figura 7). Las necesidades estequiométricas de C y N de los microorganismos edéaficos
pueden haber determinado los presentes resultados.

Esta disminucion de las tasas de mineralizacion neta de NH4* con el calentamiento en
las estaciones frias puede deberse principalmente a un aumento del consumo bruto de
NH,* para su inmovilizacién (Figura 8), mientras que no se observa ningin cambio
significativo en la produccién bruta en dichas estaciones (Figura 9). Estos resultados
concuerdan con un aumento de la limitacién relativa por N de las comunidades
microbianas, especialmente en otofio (Figura 10), y la consiguiente reduccion de la
limitacién microbiana por C, lo que puede ser consecuencia de la combinacion de varios
procesos. En primer lugar, debido a las bajas temperaturas ambientales, los
microorganismos tienen menores requerimientos de C ya que disminuyen las tasas de
respiracion (Pietikéinen et al., 2005). En segundo lugar, en otofio, con la llegada del frio,
se produce una acumulacion de materiales organicos debido a la disminucion de las
actividades metabdlicas (Edwards et al., 2006) y al aporte de raices finas y hojas
senescentes (Estiarte y Pefiuelas, 2015). En tercer lugar, en la época de deshielo, sobre
todo con el calentamiento, se produce una liberacion de componentes organicos que
habian permanecido atrapados y congelados en los poros minerales del suelo y que,

por tanto, no habian sido mineralizados (Kastovska et al., 2022). En cuarto lugar, el
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aumento de temperatura conlleva un alargamiento de la estacion de crecimiento para
las plantas, con un inicio del crecimiento vegetal mas temprano y una senescencia mas
tardia (Leblans et al., 2017), lo que puede generar una mayor produccion de restos
organicos en el momento en que se realizd el muestreo de otofio (octubre). Por tanto,
aungue es cierto que existen mayores pérdidas de C debidas al aumento de la
respiraciébn microbiana con la temperatura (Marafién-Jiménez et al., 2018), en las
estaciones invernales los microrganismos estan teniendo un aporte elevado de restos
organicos que los capacitan para producir biomasa y, en consecuencia, poder consumir

e inmovilizar el N, resultando en un almacenamiento de N temporal / estacional.

En verano, no se observa un cambio significativo de la mineralizacion neta con la
temperatura (Figura 7), debido a que tanto la produccién como el consumo bruto de
NHs* aumentan con el calentamiento (Figuras 8 y 9). En cambio, si que se produce una
disminucion significativa de la limitacion relativa por N de las comunidades microbianas
(Figura 10), o lo que es igual, un aumento relativo de la limitacion por C. En esta estacion
se produce un aumento de la demanda respiratoria y la actividad metabdlica (Dijkstra et
al., 2011; Schindlbacher et al., 2011) y, en consecuencia, los microorganismos tienen
mayores necesidades estequiométricas de C. Asi, en verano los microorganismos
capturan el C de la MO vy lo utilizan para respirar o para producir biomasa y, como
resultado, liberan el N en exceso como NH.*.

A diferencia de lo previsto por los modelos teéricos (Rustad et al.,, 2001; Dormann y
Woodin, 2002; Wu et al., 2011), la productividad de la vegetacién, y, por tanto, los
aportes de sustratos organicos al suelo, no aumentan a lo largo del gradiente de
temperatura en los sitios de estudio (Leblans, 2016), probablemente debido a las
pérdidas de N que se produjeron durante los primeros afios de calentamiento (Figura
11). Sin embargo, otros autores si han reportado un aumento de la biomasa vegetal
asociado al calentamiento del suelo (Sistla et al., 2013; Yun et al., 2023). A diferencia
del presente estudio, dichas investigaciones han sido realizadas en suelos organicos
caracterizados por tener un elevado contenido de C (Devos et al., 2022). En estos casos,
los microorganismos del suelo estarian menos limitados por C y, en consecuencia,
podrian retener N de forma temporal y liberarlo en periodos en los que es mas necesario

para la vegetacion (Kaiser et al., 2011).

La retencién del N de forma organica en la biomasa microbiana es crucial en los
ecosistemas de altas latitudes debido a la inactividad de las plantas para absorber dicho
nutriente durante las estaciones invernales (Liang et al., 2017; Séneca et al., 2021).
Aungue el presente trabajo no explora especificamente los cambios en la composicién

de las comunidades microbianas, diversos estudios demuestran que estas sufren

30



cambios estacionales que afectan también a la retencion de nutrientes. En invierno,
generalmente, dominan las comunidades microbianas ricas en hongos que utilizan
residuos vegetales complejos e inmovilizan el N cuando disminuye la demanda por parte
de las plantas. En verano, sin embargo, prosperan las comunidades bacterianas, las
cuales estan mas activas y mineralizan la MO liberando nutrientes para uso de las
plantas (Schadt et al., 2003; Lipson y Schmidt, 2004; Bardgett et al., 2005). Las pérdidas
de N observadas con el calentamiento (Marafidon-Jiménez et al., 2019) pueden haber
estado vinculadas al colapso de la comunidad fangica con el aumento de temperatura
(Leblans, 2016; Radujkovi¢ et al., 2018).

No obstante, la biomasa microbiana no solo sufre cambios estacionales en su
composicion, sino que también se han observado cambios en la abundancia. En esta
linea, estudios realizados en altas latitudes demuestran un patron general consistente
en una mayor acumulacion de C en la biomasa microbiana durante el invierno (Edwards
y Jefferies, 2013; Zhao et al.,, 2022) asociada a una disminucion de la actividad
metabdlica y a la acumulacién de los biomateriales vegetales senescentes. En cambio,
en verano se produce una disminucion de dicha biomasa debido al aumento de las
necesidades metabdlicas con la temperatura (Lipson et al., 2000). Segun la ley
estequiométrica, el aumento de la acumulacion de Cmic en las estaciones invernales
permitiria a los microorganismos retener el N. Asi, a pesar de que el aumento de la
temperatura ha demostrado provocar pérdidas de N en estos sitios experimentales
(Marafién-Jiménez et al., 2019), el presente estudio apunta la gran importancia que
desempefa la biomasa microbiana edéafica en la prevencion de pérdidas de N
adicionales del sistema, especialmente en las estaciones frias cuando, ademas, las

plantas estan menos activas para absorber N en forma de NHs* y NOs'.

Precisamente, los resultados del efecto de las reservas de N en funcion del aumento de
temperatura del suelo, cinco y diez aflos después del calentamiento, indican que,
efectivamente, el N no se esta perdiendo de forma adicional, ya que no se observan
diferencias significativas en las reservas de N entre afios (Figura 11). En la misma linea,
un estudio publicado recientemente, realizado en las mismas parcelas de Islandia,
mostré que, a pesar de que las reservas de COS disminuyeron con el aumento de
temperatura, esta disminucion se produjo principalmente durante los primeros cinco
aflos de calentamiento, tras los cuales el aumento de temperatura ya no redujo mas
estas reservas (Verbrigghe et al., 2022). Asi, los resultados del presente TFM indican
gue podria haber sucedido de la misma forma en el caso del N. Estos datos, por tanto,

apuntan a que el sistema habria llegado a un estado estacionario en el cual no se
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producen pérdidas adicionales de N debido, principalmente, a los microorganismos

edaficos, los cuales actian como reservorios de N durante el periodo invernal.

La prevencion en la pérdida adicional de N a largo plazo es crucial para evitar que estos
desequilibrios puedan afectar a la biodiversidad edafica. En este sentido, un estudio
reciente sobre el impacto del calentamiento del suelo y la adiciéon de N en la composicion
de la comunidad de macroinvertebrados edéficos, realizado en las mismas parcelas
experimentales que el presente TFM, establece que la variacién de N del suelo se
correlaciond con cambios en la composicion de insectos a través de su efecto en el
Nmic. Este estudio sugiere que el aumento de la biomasa bacteriana favorece a los
insectos bacterivoros y disminuye la abundancia y diversidad de otras comunidades de
mesofauna edéafica como, por ejemplo, los microartrépodos (acaros y colémbolos)
(Siebert et al., 2019; Peguero et al., 2021). Ademas, los autores observaron que el
aumento del DON del suelo ejerce un efecto positivo en las comunidades de insectos
detritivoros. Por tanto, en este estudio se demuestra cémo la respuesta de los insectos
del suelo esta asociada a cambios en la biomasa microbiana, cuya abundancia y
composicion, depende de la disponibilidad de N del suelo (Ferrin et al., 2023).

En resumen, el presente trabajo sobre el efecto del calentamiento del suelo en el ciclo
del N, constata que los aumentos de temperatura provocan pérdidas acopladas de C y
N del sistema (Marafién-Jiménez et al., 2019). Sin embargo, estas pérdidas
seguramente se produjeron principalmente durante los primeros afios después del inicio
del calentamiento del suelo, dado que el sistema parece actualmente haber llegado a
un nuevo estado estacionario en el cual no se producen pérdidas adicionales de N. Este
trabajo aporta asi informacién sobre el papel fundamental de los microorganismos
edaficos y sus oscilaciones de biomasa y necesidades estequiométricas estacionales,
las cuales permiten almacenar el N de forma temporal principalmente en las estaciones

frias.
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6. Conclusiones

El calentamiento geotermal de praderas subarticas de Islandia durante 10 afios no ha
generado, contrariamente a la hipétesis inicial, un aumento significativo en las tasas de
transformacién neta de N. Es mas, el aumento de las temperaturas ha llevado a una
disminucién en la mineralizacién, especialmente durante las estaciones mas frias, y a
un incremento de la limitacion relativa por N de los microorganismos del suelo,
resultando en una mayor inmovilizacion temporal de este elemento en dichas
estaciones. En los meses més calidos, sin embargo, se produce una disminucion de la
limitacion relativa por N de los microorganismos y un aumento de la limitacién por C
debido a mayores necesidades metabdlicas, implicando la liberacion del exceso de N

como NH4* al suelo.

Como resultado de las oscilaciones estacionales en las necesidades estequiométricas
de los microorganismos del suelo y de su capacidad de retencién temporal de N durante
las estaciones frias, el calentamiento produjo pérdidas de C y N principalmente en los
primeros cinco afios, pero alcanz6 posteriormente un estado estacionario, como
muestra la ausencia de pérdidas adicionales de N entre los cinco y diez afios después
del calentamiento. Este estudio, por tanto, subraya el papel vital de los microorganismos
edaficos en la retencion temporal de N, sobre todo en las estaciones invernales, cuando
la absorcion de este nutriente por las plantas se ve minimizada. Asi, la biomasa
microbiana es crucial para la prevencion de las pérdidas potenciales de N del sistema
ante los aumentos de temperatura asociados al cambio climético que, a su vez, podrian
poner en peligro la estabilidad de los ecosistemas generando implicaciones negativas

para la conservacion de la biodiversidad.
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