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Benitez, E., Moreno, B., Paredes, D., Gonzalez, M., Campos, M., Rodriguez, E. 2019. Infraestructuras Ecoldgicas entre invernaderos: reve-
getacion y calidad de suelos. Ecosistemas 28(3):000-000. Doi.: 10.7818/EC0OS.1800

Los cultivos bajo invernadero son extremadamente vulnerables a plagas. El papel clave que representa la biodiversidad funcional en el control de
plagas mediante el uso de enemigos naturales ha sido evidenciado. Relacionado con este planteamiento surge el concepto de Infraestructura Eco-
l6gica, parches de habitats seminaturales entre invernaderos que proporcionan habitats de refugio para enemigos naturales de plagas. Sin embargo,
su implantacion en suelos degradados alrededor de los invernaderos de Almeria no es tarea sencilla, ya que la mayoria de ellos son una mezcla de
capas procedentes de los movimientos de tierra necesarios para la construccion de dichos invernaderos. En este trabajo se evalué el efecto de la
revegetacion sobre la funcionalidad y diversidad de bacterias, implicadas en el mantenimiento de la red alimentaria del suelo. La revegetacion au-
mento la funcionalidad potencial microbiana, asi como la biomasa de bacterias totales y activas. El analisis de la comunidad bacteriana mediante
secuenciacion de genes 16S rRNA mostro diferentes perfiles bacterianos ensamblados con la especie vegetal, la cual determiné las relaciones es-
tequiométricas de nutrientes del suelo y por tanto las categorias de bacterias copiotroficas y oligotroficas. La prediccion de funciones dependientes
de la actividad bacteriana evidencié una redundancia funcional de grupos, lo cual sugiere, en todos los suelos estudiados, el aporte potencial de los
servicios ecosistémicos relacionados. Dado que las relaciones funcionales entre el suelo y la parte aérea son fundamentales para asegurar la via-
bilidad de las Infraestructuras Ecolégicas, la seleccién de plantas que mejoran el suelo deberia ser un claro punto de partida.
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Benitez, E., Moreno, B., Paredes, D., Gonzalez, M., Campos, M., Rodriguez, E. 2019. Ecological Infrastructures among greenhouses: reve-
getation and soil quality. Ecosistemas 28(3):000-000. Doi.: 10.7818/EC0S.1800

Crops under indoor agriculture are extremely vulnerable to pests. It has been evidenced the role of functional biodiversity in pest control by using na-
tural pest enemies. Directly linked to these assumptions have emerged the concept of Ecological Infrastructures, patches of semi-natural habitats
distributed throughout greenhouses providing shelter habitats for pest natural enemies. However, implantation of Ecological Infrastructures in degraded
soils -such as those around Almeria greenhouses- is not a simple task since most of them are a mix of layers derived from the needed land movements
for building greenhouses. In this work, we evaluated the effect of plant revegetation on functionality and diversity of bacteria, as drivers of food web
structure. Revegetation increased microbial potential functionality and total bacterial biomass and diversity in a degraded soil. Analysis of the soil
bacterial community using 16S rRNA gene sequencing showed distinct microbiota profiles depending on the plant species, which drove soil nutrient
stoichiometry and then bacterial copiotrophic and oligotrophic categories. Predictions of bacteria-dependent functions evidenced the functional re-
dundancy of groups, suggesting the potential provision of related ecosystem services in all the studied soils. Since feedbacks between the above-
ground and belowground ecosystem processes are critical in Ecological Infrastructures functionality, selection of plants-ameliorating soil should be
considered.

Key words: ameliorating plants; bacterial community; functionality; soil resilience

Introduccion

El papel critico que ejerce el suelo en el éxito de un programa
de revegetacion de tierras degradadas es bien conocido, en parti-
cular las interacciones entre los propios componentes del sistema
suelo y los de la parte aérea (Wardle 2002). En este sentido, estu-
dios recientes han demostrado como la alteracion de las redes tré-
ficas del suelo puede influir en gran medida en las interacciones
troficas de las redes alimenticias aéreas y viceversa (Ramirez et
al. 2018), lo que lleva a cambios reciprocos en la composicion de

las comunidades del suelo y las comunidades vegetales, incluida
las propias plagas y los enemigos naturales de estas (Benitez et
al. 2017). En general, se acepta que la microbiota del suelo juega
un papel clave en el funcionamiento de ecosistemas edaficos. Esta
funcionalidad se ve reflejada en el suministro de importantes servi-
cios del ecosistema entre los que se encuentran el mantenimiento
de la fertilidad y de una estructura apropiada en los suelos para el
desarrollo vegetal, el secuestro de C y la regulacion de gases de
efecto invernadero, el control de plagas o la degradacién de conta-
minantes organicos (Sacca et al. 2017; Benitez et al. 2017), etc.
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De esta forma, se ha evidenciado la relacién existente entre el
efecto del manejo del suelo sobre el estado bioquimico y la diver-
sidad genética microbiana del mismo (Moreno et al. 2009, Caiiza-
res et al. 2012), asi como la relacion entre biodiversidad del nivel
trofico correspondiente a descomponedores microbianos y el fun-
cionamiento del ecosistema (Theault y Loreau 2006). Por otra
parte, las relaciones entre el primer y el segundo nivel tréfico han
sido objeto de numerosas investigaciones durante los Ultimos afos,
las cuales establecen, de forma general, ciertos vinculos entre el
genotipo de la planta y el microbioma presente en su rizosfera.
Existen ciertas evidencias sobre la capacidad de los exudados de
la raiz para influir en la estructura de las comunidades microbianas
asociadas (Pascault et al. 2013; Sasse et al. 2018). No obstante,
el conocimiento de la conexion entre el desarrollo de la planta, la
exudacion de la raiz y el ensamblaje de microbioma es todavia li-
mitado (Lei et al. 2018).

El presente trabajo se enmarca dentro de un programa de Con-
trol Bioldgico por Conservacion en la zona de invernaderos de Da-
lias (Almeria, Espafia). Actualmente, existe una normativa a nivel
local que obliga al establecimiento de infraestructuras verdes en el
entorno de los invernaderos de nueva creacion (B.O.P de Almeria
numero 148 del 3 de agosto de 2017); y a nivel autonémico, existe
otra normativa que subvencionan ayudas para su establecimiento
(BOJA numero 69 de 11 de abril de 2017).Se ha demostrado que
el manejo adecuado del habitat puede mejorar la supervivencia de
los enemigos naturales y, por lo tanto, mejorar su eficiencia como
agentes de control de plagas, proporcionandoles recursos vegeta-
les como polen, néctar, sitios de apareamiento o refugio (Landis et
al. 2000; Fielder et al. 2008). Sin embargo, la pérdida y el aisla-
miento de habitats seminaturales en el area de produccion de in-
vernaderos de Almeria, caracterizada por un paisaje homogéneo y
muy fragmentado con biodiversidad reducida, lo hacen extremada-
mente vulnerable a plagas (van der Blom y Crisol 2018). Una op-
cion para superar esta eventualidad podria ser promover el control
biolégico por conservacion, mejorando la supervivencia, el rendi-
miento y la efectividad de los enemigos naturales autdctonos de
las plagas, mediante la gestion del habitat tanto a escala local como
a escala de paisaje (Barbosa 1998). La principal herramienta para
alcanzar dichos objetivos son las Infraestructuras Ecolégicas. Las
Infraestructuras Ecolégicas son elementos del paisaje distintos al
cultivo y gestionados de forma extensiva, como setos, bordes de
bosque, asi como franjas de flores silvestres, y promontorios de
conservacion (Boller et al. 2004). Sin embargo, la implantacion de
Infraestructuras Ecoldgicas en tierras degradadas, como las que
rodean los invernaderos de Almeria, puede verse comprometida ya
que la mayoria de ellos son en realidad una combinacién de capas
derivadas de los movimientos de tierra necesarios para construir
invernaderos. En este sentido, el concepto de calidad del suelo, al
estar inherentemente integrado en la ecologia del suelo, ha sido
considerado como una herramienta viable para evaluar la restau-
racion de ecosistemas (Heneghan et al. 2008). El primer paso para
estimar la calidad del suelo es la identificacion de funciones criticas
tales como degradacion de materia organica, ciclos de nutrientes
o biodiversidad microbiana (Karlen et al. 2003; Garcia et al. 2012),
ya que se ven afectadas no solo por las propiedades del suelo, sino
también por el clima, el paisaje, el manejo, y las relaciones entre
estas variables.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la viabilidad y el
efecto que sobre la calidad y funcionalidad del suelo ejercen cinco
plantas autdctonas diferentes, seleccionadas por ser especies ricas
en polen y/o néctar, periodos de floracion superpuestos o arquitec-
tura o morfologia. En este sentido, las labiadas son especies am-
pliamente conocidas por tener altas cantidades de néctar y poseer
un valor como plantas meliferas. Dos especies de labiadas han sido
utilizadas: el romero (Rosmarinus officinalis), que es una planta de
porte arbustivo y que posee una floracién prologada en el tiempo,
y el tomillo de invierno (Thymus hyemalis), que es una planta de
porte rastreo y que, como su propio nombre indica, florece durante
el invierno. La bolina (Genista umbellata) es una leguminosa que
presenta una floracién muy profusa. Posee un porte muy ramificado
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desde su base con ramas rigidas que portan flores ricas en polen.
Finalmente, especies como el cornical (Periploca angustifolia) y la
efedra (Ephedra fragilis) fueron utilizadas porque no albergan ni-
veles altos de abundancia de las plagas mas importantes que afec-
tan usualmente a la horticultura intensiva (Rodriguez et al. 2017).
Dichos atributos funcionales pueden favorecer un posible control
biolégico de plagas horticolas ya que permiten el mantenimiento
en el paisaje agricola a través del tiempo, de poblaciones de niveles
troficos altos. Para la seleccion de especies, también se conside-
raron otros criterios importantes desde el punto de vista fitosanita-
rio, como que dichas plantas no actuen como huéspedes de virus
horticolas. Asumiendo que la identidad de la especie de la planta
determina fuertemente la composicion y estructura de las redes tro-
ficas del suelo, este trabajo corroboré la hipétesis que las bacterias
del suelo asociadas a las diferentes especies vegetales forman gru-
pos relativamente diversos, pero funcionalmente semejantes.

Material y métodos

Disefo experimental

El trabajo se realiz6 en un bosque-isla establecido en diciembre
de 2010 en La Estacion Experimental Cajamar, en la provincia de
Almeria (36°48 'N, 2 °3 'W), con una elevacion de ~ 155 m. La in-
fraestructura ecoldgica tiene una superficie de 800 m? y esta com-
puesto por 900 plantas de 29 especies diferentes, pertenecientes
a 18 familias botanicas. Las plantas fueron cedidas por la red de
Viveros Forestales de la Junta de Andalucia y tenian 3 afios de
edad en el momento de su plantacion. Estas plantas fueron selec-
cionadas mediante un analisis multicriterio en el que se evaluaron
mas de 70 arbustos autdctonos (Rodriguez et al. 2012). Los crite-
rios mas importantes para la seleccion de las plantas fueron aque-
llos relacionados con los recursos especificos que las plantas
pueden ofrecer a los diferentes grupos de insectos beneficiosos
(alimento, refugio o lugares de apareamiento). También se consi-
deraron la diferente arquitectura de las plantas, su porte, disponi-
bilidad en viveros forestales y su grado de proteccion, la facilidad
de su manejo, asi como si estas plantas estan citadas como posi-
bles reservorios de virus (Rodriguez et al. 2014). La disposicién de
las plantas en el bosque-isla se realizé teniendo en cuenta como
estas especies se asocian en la naturaleza con el objetivo de re-
presentar una mancha de vegetacion natural (Tabla 1).

De la Infraestructura Ecolégica se seleccionaron 5 plantas per-
tenecientes a 4 familias diferentes; Genista umbellata (L'Her.) Dum.
Cours. (Fabales, Fabaceae), Thymus hyemalis Lange (Lamiales,
Lamiaceae), Periploca angustifolia Labill. (Gentianales, Apocyna-
ceae), Ephedra fragilis Desf. (Gnetales, Ephedraceae), Rosmarinus
officinalis L. (Lamiales, Lamiaceae). Se tomaron aproximadamente
200 g de suelo de la zona rizosférica, lo mas cercano posible a las
raices sin dafarlas, de tres plantas diferentes, separadas aproxi-
madamente 8 metros entre ellas, de cada una de las especies ve-
getales ensayas, y se conservaron en hielo hasta su llegada al
laboratorio. Una vez en laboratorio cada muestra de suelo se dividié
en tres alicuotas, una conservada a 4°C para el analisis enzimatico,
otra a -80°C para el analisis de acidos nucleicos y otra secada al
aire para el resto de analisis quimicos. El tratamiento Control con-
sistié en el mismo suelo desprovisto de vegetacion.

Cuantificacion y analisis de diversidad bacteriana

El ADN total de cada réplica de suelo se obtuvo a partir de la
extraccion, unién y concentracion de cuatro submuestras de 1 g
cada una, con el kit de aislamiento de ADN del suelo UltraClean
PowerSoil de MoBio (MoBio Laboratories, Solana Beach, CA, EE.
UU.). Para la secuenciacion lllumina, los extractos se agruparon en
una solo muestra y se concentraron a 35°C hasta un volumen final
de 20 pl, con la ayuda de un concentrador Savant Speedvac®
Igualmente, el ARN total correspondiente a las muestras anteriores,
se obtuvo a partir de la extraccion, union y concentracion de cuatro
submuestras de 2 g cada una, con el kit de aislamiento de ARN
total RNAse PowerSoil de MoBio (MoBio laboratories, Solana
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Tabla 1. Plantas arbustivas autéctonas utilizadas para mejorar el paisaje y el control biolégico natural de plagas en la horticultura intensiva de invernadero

en Almeria (sureste de Espana).

Table 1. Autochthonous shrub plant species used to improve landscape and natural biological pest control in intensive horticulture in greenhouses in

Almeria (Southern Spain).

Recurso alimenticio .
Nombre cientifico

Nombre comun Familia Numero

ofrecido
Ephedra fragilis Desf. efedra Ephedraceae 7
Genista umbellata Poir. bolina Fabaceae 7
Macrochloa tenacissima (L.) Kunth esparto Poaceae 9
polen Myrtus communis L. mirto Myrtaceae 7
Olea europaea var. sylvestris L. acebuche Oleaceae 3
Phillyrea angustifolia L. labiérnago Oleaceae 10
Dorycnium pentaphyllum Scop. bocha blanca Fabaceae 6
Lavandula latifolia Medik. espliego Lamiaceae 6
Lycium intricatum Boiss. cambron Solanaceae 4
Phlomis purpurea L. matagallo Lamiaceae 2

néctar

Rosmarinus officinalis L. romero Lamiaceae 25
Thymus hyemalis Lange. tomillo invierno Lamiaceae 17
Thymus vulgaris L. tomillo comun Lamiaceae 19
Viburnum tinus L. durillo Adoxaceae 4
Anthyllis cytisoides L. albaida Fabaceae 2
Crithmum maritimum L. perejil marino Apiaceae 6
Dittrichia viscosa (L.) Greuter olivarda Asteraceae 2
polen /néctar Periploca angustifolia Labill. cornical Asclepiadaceae 6
Retama sphaerocarpa (L.) Boiss. retama Fabaceae 3
Rhamnus lycioides subsp. lycioides L. espino negro Rhamnaceae 10
Whitania frutescens (L.) Pauquy. oroval Solanaceae 6

Beach, CA, EE. UU.). Para la secuenciacion lllumina, los extractos
se agruparon en una sola muestra y se concentraron adicional-
mente a 35°C hasta un volumen final de 80 ul usando un concen-
trador Savant Speedvac®. El cDNA se sintetizé a partir de 1-2 ug
de RNA-DNasa total utilizando el kit de sintesis de cDNA Transcrip-
tor High Fidelity Kit (Roche Applied Science, Penzberg, Germany).

Para el estudio de la composicion bacteriana (analisis metage-
noémico) y de las bacterias metabdlicamente activas (analisis trans-
criptémico) presente en las diferentes muestras, se llevo a cabo la
secuenciacion de la region V4 del gen 16S ARNr (cebadores 515F
y 806R) mediante la plataforma /llumina MiSeq (aScidea, Sant
Cugat del Vallés, Barcelona) previa mezcla y normalizacion de
todas las extracciones de cada una de las tres réplicas. Las se-
cuencias obtenidas se analizaron taxondmicamente mediante la
base de datos (http://rnacentral.org/). Todas las secuencias obte-
nidas a partir de la plataforma /llumina fueron depositaron en el Ser-
vicio de Archivo de Lectura de Secuencias (SRA) de la base de
datos del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI) (BioProject ID:
PRJNA312772, numeros de acceso de datos de metagendmica:
SRX1809212, SRX1809208, SRX1809201, SRX1809194, SRX-
1809131, SRX1809109, numeros de acceso de datos de transcrip-
tomica: SRX1809215, SRX1809210, SRX1809204, SRX1809196,
SRX1809154, SRX1809124).

Analisis quimicos

C y N total se determinaron con analizador elemental Leco-
TruSpec CN (LECO Corp., St Joseph, MI, EE. UU.) tras combustion
seca (LECO 2008). El contenido mineral total se determind me-
diante el método de digestion con HNO3 65%: HCI 35% (1: 3; v: v)
(Cheny Ma 2001), seguido de un analisis mediante espectrometria

de emisién optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
(ICP 720-ES, Agilent, Santa Clara, USA).

Analisis enzimaticos

Las actividades de las enzimas deshidrogenasa, beta-glucosi-
dasa, fosfatasa y ureasa se determinaron segun lo descrito en Be-
nitez et al. (2006).

Tratamiento de datos

Todos los resultados bioquimicos son el promedio de 12 repe-
ticiones (tres por planta). Los datos de PCR en tiempo real repre-
sentan el promedio de tres réplicas independientes de extractos de
suelo. Los datos se sometieron a analisis de varianza utilizando el
programa STATISTICA (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EE. UU.) y
se uso la prueba de rango multiple de Duncan para separar las me-
dias con un nivel de significacion de 0.05. Se construyeron graficos
“sun-ray” (Dilly y Blume 1998) para mostrar graficamente las acti-
vidades enzimaticas de los diferentes tratamientos. Las secuencias,
obtenidas tras la secuenciacion de una muestra conjunta por planta
mediante /llumina MiSeq, fueron unidas, filtradas en funcién de su
longitud y de la calidad de sus bases, y asignadas a especies pu-
tativas o unidades taxonémicas operativas (OTUs) mediante el pro-
grama SEED2 (Vetrovsky et al. 2018). Los OTUs fueros asignados
taxonémicamente mediante el programa Mothur (www.mothur.org)
utilizando la base de datos SILVA, y analizados posteriormente me-
diante la herramienta bioinformatica Microbiome Analyst (Dhariwal
et al. 2017), mediante la cual se obtuvieron las frecuencias relativas
de cada muestra a nivel taxonémico de orden, asi como los resul-
tados de alfa- (riqueza de especies en cada tratamiento) y beta- di-
versidad (diversidad entre tratamientos).
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Resultados

La Figura 1 muestra la actividad bioquimica en la rizosfera de
las 5 plantas ensayadas y en el control de suelo desnudo. Todas
las plantas aumentaron de forma significativa las actividades de en-
zimas relacionadas con los ciclos biogeoquimicos del C (beta-glu-
cosidasa), N (ureasa) y P (fosfatasa alcalina) en el suelo, asi como
la actividad microbiana del mismo, estimada como actividad deshi-
drogenasa. De igual forma, el contenido de nutrientes del suelo fue
mayor en suelos bajo cobertura vegetal, variacion que estuvo rela-
cionada con la especie de planta ensayada (Tabla 2).

Asimismo, se evidencié un aumento de la biomasa bacteriana
total, la cual fue similar en la rizosfera de todas las especies vege-
tales (Tabla 3). Sin embargo, la biomasa de bacterias activas en-
tendida como el numero de copias de genes transcritos en el
periodo estacional de maxima actividad en el que se realiz6 el
muestreo, siguié una tendencia diferente. Asi, aunque todas las es-
pecies vegetales aumentaron la biomasa activa de bacterias res-
pecto al suelo desnudo, la rizosfera de P. angustifolia presento una
actividad extraordinariamente mayor que el resto de plantas ensa-
yadas. Asimismo, E. fragilis y T. hyemalis determinaron una activi-
dad de bacterias rizosféricas significativamente mayor que R.
officinalis y G. umbellata.

La especie vegetal condiciond asimismo la estructura de la po-
blacion bacteriana de la rizosfera, y del mismo modo se detectaron
diferencias entre poblacién total y poblacion activa. Respecto a la
poblacion total, todas las especies vegetales aumentaron de forma
significativa la riqueza de especies bacterianas, estimada como di-
versidad alfa, de la rizosfera (Fig. 2a). La proporcién relativa de
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bacterias pertenecientes a la mayoria de clases detectadas fue
mayor en la rizosfera de P. angustifolia'y E. fragilis con respecto al
suelo desnudo, a excepcion en esta ultima de una menor propor-
cion relativa de oligotrofos pertenecientes a las clases Verrucomi-
crobiae y Acidobacteria (Fig. 3). R. officinalis condicion6 en su
rizosfera una menor proporcion de ciertas clases de oligotrofos
como Acidobacteria y el aumento de ciertos copiotrofos tales como
Gammna- y Betaproteobacteria. G. umbellata y T. hyemalis mos-
traron una estructura de poblacién de bacterias con mayor propor-
cion de las clases Clostridia y Acidobacteria en relacién al control.
Una vision global de las diferencias entre las estructuras de los tra-
tamientos viene reflejada en los valores de diversidad beta
(Fig. 2c). Sin embargo, al considerar la poblacion de bacterias ac-
tivas (basadas en analisis ARN), la estructura mostré una tendencia
diferente, con menor abundancia relativa de bacterias copiotrofas
en G. umbellata, T. hyemalis y E. fragilis en relacion al control
(Fig. 4), agrupados ademas en un mismo grupo de diversidad beta
(Fig. 2d). La rizosfera de P. angustifolia mostré mas poblacion ac-
tiva de la mayoria de las clases detectadas respecto al resto de tra-
tamientos, a excepcion de algunas clases de oligotrofos menos
abundantes respecto al suelo desnudo.

La prediccion de funciones a partir de las secuencias de bacte-
rias y mediante herramientas bioinformaticas se muestra en la
figura 5. Basado en metabolismo KEGG (Enciclopedia de Genes
y Genomas de Kioto), también se observaron diferencias entre es-
pecies vegetales y entre las funciones potenciales de la poblacién
total y activa en un momento de maxima actividad estacional, fun-
damentalmente en el metabolismo energético (sintesis de ATP a
partir de nutrientes) y degradacion de compuestos recalcitrantes.

Tabla 2. Ratio entre el contenido de los principales nutrientes en la rizosfera de las diferentes especies vegetales y en el control de suelo desnudo. Para
cada ratio, valores con diferente letra muestran una diferencia significativa (p < 0.05).

Table 2. Main nutrients ratio in the rhizosphere of the different plant species and in the bare soil control. For each ratio, significant differences are indicated

by different letters (p < 0.05).

C/IN
Control 4.77b
G. umbellata 9.65 a
T. hyemalis 109 a
P. angustifolia 9.91a
E. fragilis 10.1a
R. officinalis 12.2a

C/P N/P
6.95¢c 1.46 b
16.6 a 1.72 a
12.0b 1.10c¢c
9.64 c 0.97c
136 b 1.34b
12.7 bc 1.05¢

Tabla 3. Abundancia de bacterias totales (niimero de copias del gen 16S rRNA g~') y metabdlicamente activas (niimero de copias de transcritos del gen
16S rRNA g7') en la rizosfera de las diferentes especies vegetales y en el control de suelo desnudo. Parametros con diferente letra muestran diferencia

significativa (p < 0.05).

Table 3. Total (16S rRNA gene copies g™') and active (16S rRNA transcript copies g~') bacterial biomass in the rhizosphere of the different plant species
and in the bare soil control. For each ratio, significant differences are indicated by different letters (p < 0.05).

Bacterias totales

Bacterias activas

Control

G. umbellata
T. hyemalis
P. angustifolia
E. fragilis

R. officinalis

2.06 x 109 £ 1.40 x108 b
6.97 x 109 + 4.58 x108 a
7.89x 109 + 2.66 x108 a
8.35x 109 + 3.06 x108 a
7.29x 109 + 3.86 x108 a
4.22x109 £ 1.80 x108 a

2.02 x 107 £1.12 x106 d
1.13 x 108 £ 8.23 x106 ¢
2.80 x 108 +6.85 x106 b
2.57 x 109 + 1.55 x108 a
4.95x108 £2.19x107 b
1.72 x 108 £ 3.01 x106 ¢
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Figura 1. Actividades enzimaticas (deshidrogenasa (dh-asa, g INTF g™" h™") x 40, ureasa (ug NH4 g™" h™') x 2, fosfatasa (ug PNP g™" h™") y B-glucosidasa
(ug PNP g™ h™")) en la rizosfera de las diferentes especies vegetales y en el control de suelo desnudo.
Figure 1. Enzyme activities (dehydrogenase (dh-asa; ug INTF g™' h™") x 40, urease (ug NH4 g™" h™") x 2, phosphatase (ug PNP g~ h™') and B-glucosidase
(ug PNP g™ h™")) in the rhizosphere of the different plant species and in the bare soil control.
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Figura 2. Valores de diversidad alfa (a,c) y beta (b,d) de bacterias totales (ADN) y activas (ARN).
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Figure 2. Alfa- (a,c) and beta-diversity of total (DNA) and active (RNA) bacteria.
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Figure 3. Population structure of total (DNA) bacteria in the rhizosphere of the different plant species and in the bare soil control.
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Figure 4. Population structure of active (RNA) bacteria in the rhizosphere of the different plant species and in the bare soil control.
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Figura 5. Perfiles funcionales de bacterias totales (ADN) y activas (ARN) en la rizosfera de las diferentes especies vegetales y en el control de suelo

desnudo.

Figure 5. Functional profiles of total (DNA) and active (RNA) bacteria in the rhizosphere of the different plant species and in the bare soil control.

Discusién

La presente investigacion evidencia el efecto que sobre la me-
jora de la calidad de un suelo degradado ejerce la revegetacion del
mismo. Estudios previos han confirmado la viabilidad del uso de di-
versos parametros microbianos para evaluar el efecto de diferentes
practicas de manejo sobre numerosos servicios ecosistémicos (He-
neghan et al. 2008; Lei et al. 2018). En este sentido, las actividades
de algunos enzimas han sido sugeridas como indicadores de la ca-
lidad de un suelo al estar directamente relacionadas con los ciclos
de nutrientes y las transformaciones de la materia organica y res-
ponder rapidamente a los cambios causados por factores naturales
y antropogénicos (Benitez et al. 2006; Acosta-Martinez et al. 2008;
Moreno et al. 2009). En nuestro estudio la presencia de vegetacion
aumenté de forma considerable la actividad de enzimas relaciona-
das con los principales ciclos de nutrientes. Los diagramas de es-
trella, que permiten una comparacién visual y numérica entre
muestras -y por tanto han sido propuestos como una huella digital
para evaluar la diversidad funcional microbiana (Nannipieri et al.
2002; Moreno et al. 2011), mostraron un area considerablemente
superior en la rizosfera de las plantas ensayadas, intuyendo un au-
mento en la capacidad funcional de los microrganismos del suelo.

A pesar de la aceptacion generalizada de la capacidad de las
actividades enzimaticas del suelo como bioindicadoras de la cali-
dad del mismo, estas técnicas no permiten la medida de activida-
des reales, sino la actividad potencial en condiciones ideales. Por
tanto, se han propuesto técnicas basadas en el analisis de acidos
nucleicos como complementarias (Canizares et al. 2012). La ten-
dencia es combinar enfoques sobre estudios de ADN y ARN para
obtener informacion sobre la estructura de la comunidad funcional
y para discernir las tasas reales de los servicios de los ecosistemas

basados en la actividad microbiana. Mientras que el analisis cuan-
titativo de ADN proporciona informacién sobre la estructura de la
comunidad correspondiente a la presencia y abundancia de las es-
pecies (McCaig et al. 2001), el analisis de ARN brinda acceso al
estado transcripcional de la comunidad microbiana (Cafizares et
al. 2012), es decir, de su actividad real. El presente estudio eviden-
cio, con respecto al suelo desnudo, un aumento del nimero de bac-
terias totales y activas en la rizosfera de las 5 especies vegetales
ensayadas. Este aumento en cantidad se tradujo asimismo en un
aumento en la riqueza de especies o diversidad alfa, tanto de bac-
terias totales como activas, en la rizosfera de las plantas, a excep-
cién de los valores similares de riqueza de especies de bacterias
activas detectados en el suelo desnudo y la rizosfera de E. fragilis.
Esta generalmente aceptado que una mayor diversidad microbiana
en el suelo puede determinar un sistema mas estable en cuanto a
funciones ecosistémicas y procesos microbianos asociados. Sin
embargo, esto no siempre se traduce en verdaderos cambios en
la funcionalidad dada la enorme diversidad estructural y funcional
que generalmente presentan los suelos. Este efecto, denominado
redundancia funcional, implica que una misma funcion puede ser
realizada por diferentes grupos de microorganismos. Sin embargo,
algunas hipétesis afirman que, aun sin perderse una funcion deter-
minada, la eficiencia de ésta podria verse comprometida. En el pre-
sente estudio, aun presentando diversidades comparables, la
estructura de la poblacion bacteriana activa en la rizosfera de E.
fragilis difirié significativamente de la presente en el suelo desnudo,
siendo similar a la detectada en G. umbellata 'y T. hyemalis segun
los valores de diversidad beta. Esto significé un cambio en la po-
blacion de bacterias activas hacia un mayor porcentaje de grupos
con menor coste energético en generaciéon de energia a partir de
nutrientes, tales como Firmicutes (Bacilliy Clostridia), indicando un
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cambio de estructura poblacional hacia una mayor proporcién de
copiotrofos que utilizan menos sustratos recalcitrantes, general-
mente estrategas r (Ho et al. 2017). P. angustifolia y R. officinalis
mostraron la tendencia contraria, es decir, una evolucion desde
suelo desnudo inicial hacia un mayor porcentaje de grupos de oli-
gotrofos tales como Actinobacteria 'y Verrumicrobia, con capacidad
para degradar compuestos mas recalcitrantes. Es conocido que la
estequiometria elemental del suelo (C:N:P) influye directamente en
la composicion de la comunidad microbiana del mismo (Shen et al.
2019). Como resultado, la variacion entre copiotrofos y oligotrofos,
generalmente asociados a estrategias r y K respectivamente, fue
notable y dependio de la especie vegetal ensayada. En conjunto,
los datos sugieren la escasez de sustratos energéticos en el suelo
desnudo (relaciones C/N y C/P bajas). En suelos revegetados se
detectaron niveles que sugieren una tendencia a suelos equilibra-
dos (C/N entre 8.5y 11.5) o incluso con exceso de C (C/N> 11.5).

La relacion entre el genotipo de la planta y el microbioma ri-
zosférico ha sido objeto de debate en los ultimos afios. El geno-
tipo de la planta y el tipo de suelo determinan la abundancia,
actividad y estructura de la comunidad de los microorganismos
del suelo. Se ha demostrado que la composicién y estructura de
las redes tréficas del suelo varian a escala de plantas individuales
y estan fuertemente influenciadas por la identidad de la especie
de la planta (Bezemer et al. 2010). Asi, la diversificacion en la es-
tructura de la comunidad del microbioma en la rizosfera ha sido
parcialmente evidenciada por la distancia filogenética entre espe-
cies vegetales, aunque el grado en que contribuyen a la variabili-
dad de las comunidades rizobacterianas todavia no se conoce
suficientemente (Lei et al. 2018). Mediante un analisis metageno-
mico, en el presente estudio se establecié una relacion entre la
comunidad bacteriana del suelo y la especie vegetal bajo la que
se desarrolla. Sin embargo, elaborar conclusiones con estos
datos podria llevar asociado un cierto riesgo, ya que la fiabilidad
del analisis esta determinada por la informacion disponible en las
bases de datos publicas, que en numerosas ocasiones no detallan
hasta niveles taxonémicos de género o especie. Es por ello que
se ha optado por la interpretacion de modulos funcionales basada
en el analisis directo de las diferentes OTUs, unidades taxondmi-
cas operativas que no se corresponden con una entidad biolégica
determinada, y que, al ser secuencias genéticas que codifican de-
terminados genes funcionales cuyas rutas metabolicas estan ge-
neralmente bien estudiadas y definidas, representaria una mayor
precision en la interpretacién de los datos obtenidos. De esta
forma, los resultados en la prediccion de funciones potenciales
de la poblacion bacteriana, tanto total como activa, corroboro la
hipétesis sobre redundancia funcional de grupos de bacterias, in-
dicando la potencial viabilidad de la mayoria de ellas en todos los
suelos estudiados.

El papel critico que ejerce el suelo en el éxito de un programa
de revegetacion de tierras degradadas es determinante en la insta-
lacion de Infraestructuras Ecolégicas destinadas al control biologico
por conservacion de plagas, como es el caso del estudio que nos
ocupa. Dado que las relaciones funcionales entre el suelo y la parte
aérea son fundamentales para asegurar la viabilidad de las Infraes-
tructuras Ecoldgicas, la seleccion de plantas que mejoran el suelo
deberia ser un claro punto de partida. Los resultados derivados de
esta investigacion indicaron que todas las especies vegetales se-
leccionadas determinaron, en la correspondiente zona rizosférica y
a pesar de establecer ciertas diferencias, una poblacién de bacterias
lo suficientemente estructurada para asegurar que la mayoria de las
funciones metabdlicas relacionadas con la actividad bacteriana ten-
gan lugar, indicando la idoneidad de todas ellas para ser utilizadas
en un programa de restauracion de suelos degradados ligado al es-
tablecimiento de Infraestructuras Ecolégicas.
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