(@) SCAP

m SOCIEDADE DE CIENCIAS
AGRARIAS DE PORTUGAL

M

El nivel de agua modula la respuesta microbiologica
del suelo al ozono troposférico elevado en trigo

Water level modulates the soil microbial response to elevated tropospheric
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RESUMEN

El nivel de agua modula el impacto del ozono troposférico sobre la planta, aunque se desconoce hasta qué punto este
efecto se traslada a la microbiota del suelo. Se ha investigado si la disponibilidad de agua puede alterar la respuesta
microbiana a elevadas concentraciones de ozono en una variedad de trigo sensible al ozono. Se establecié un ensayo
con camaras de techo descubierto con cuatro niveles de ozono (Preindustrial; Actual; Actual+20 ppb; Actual+40 ppb)
y dos niveles del riego (estrés y dptimo). La fraccion rizosférica del suelo (0-5 cm) mostré mayor sensibilidad al nivel
de ozono y de riego que la fraccion de resto (“bulk”). El aire Actual fue el tratamiento menos sensible, y el Actual+20
el mas sensible al riego. Independientemente del nivel de riego, el aire Actual y Actual+40 mostraron caracteristicas
microbiolégicas bien contrastadas. El estrés hidrico altera el comportamiento intermedio de Actual+20 aumentando su
cociente metabolico. El aire Preindustrial tendié a comportase como Actual+20 en ambos niveles de riego (menor qMic
y mayor qCQO,), por lo que cambios de 0zono con respecto al Actual provocan una menor eficiencia en el uso del C.
El riego modula el efecto del ozono sobre la microbiota del suelo.
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ABSTRACT

Water level modulates the tropospheric ozone impact on the plant, although the extent to which this effect is transferred
to the soil microbiota is unknown. We investigate whether water availability can alter the microbial response to elevated
ozone concentrations in an ozone-sensitive wheat variety. An open-top chamber trial was set up with four ozone
levels (Pre-industrial; Ambient; Ambient+20 ppb; Ambient+40 ppb) and two irrigation levels (stress and optimum). The
rhizosphere fraction of the soil (0-5 cm) showed higher sensitivity to ozone and irrigation level than the bulk fraction.
Ambient air was the least sensitive treatment, and Ambient+20 was the most sensitive to irrigation. Regardless of the
irrigation level, Ambient and Ambient+40 air showed contrasting microbiological characteristics. Water stress alters
the intermediate behaviour of Ambient+20 by increasing its metabolic quotient. Pre-industrial air tended to behave like
Ambient+20 at both irrigation levels (lower gMic and higher qCO,), so changes in ozone with respect to Ambient lead
to lower efficiency of C use. Irrigation modulates the effect of ozone on soil microbiota.
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INTRODUCCION

Los agrosistemas y los ecosistemas terrestres en
general se ven afectados negativamente por ele-
vadas concentraciones de ozono troposférico
(Agathokleous et al., 2020). El ozono es un potente
oxidante que causa danos en las plantas y altera
la transferencia de recursos a las raices, causando
cambios en su composiciéon y en la de sus exuda-
dos. La restriccion de recursos puede afectar a la
composiciéon, abundancia y metabolismo de los
microorganismos heterdtrofos de la rizosfera, con
efectos potenciales sobre los procesos que llevan
a cabo, como los ciclos biogeoquimicos del C y N
del suelo (Hu et al., 2022). Los efectos son muchas
veces inconsistentes y dependen de factores como
la variedad cultivada, la dosis de ozono, el tipo de
suelo, etc. (Agathokleous ef al., 2020). La disponi-
bilidad de agua es también un factor a considerar
ya que modula la respuesta de las plantas al ozo-
no. En algunos casos, el estrés hidrico refuerza el
efecto adverso del ozono en el cultivo (Ghosh et al.,
2020), mientras que, en otros, el riego deficitario
se aplica como estrategia para mitigar el impacto
del ozono troposférico en el cultivo (Harmens et
al., 2019). Aunque la humedad del suelo resulta un
factor relevante para explicar la composicion de
la microbiota del suelo bajo condiciones de ozo-
no elevado (Bao et al., 2015), pocos estudios han
investigado hasta qué punto el efecto modulador
del riego se traslada a la microbiota del suelo. El
objetivo de este trabajo fue evaluar si el nivel de
disponibilidad de agua en el suelo podia alterar la
respuesta microbioldgica del suelo a niveles eleva-
dos de ozono troposférico en un cultivar de trigo
sensible al ozono.

MATERIAL Y METODOS

Se establecio un ensayo con camaras de techo des-
cubierto (OTCs) en la finca experimental “La Hi-
gueruela” (MNCN-CSIC; Toledo), con un clima
mediterraneo semiarido (Bsk segtin Koppen) y un
suelo Calcic Haploxeralf. Se aplico un disefio de
parcelas divididas en bloques al azar con tres repe-
ticiones. Como factor principal se aplicaron cuatro
niveles de ozono: Preindustrial o aire filtrado, Ac-
tual o no filtrado, Actual+20 ppb y Actual+40 ppb
de ozono, que se distribuyeron al azar en las OTC
de cada bloque. Cada OTC se dividié a la mitad y
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en cada mitad se aplicé aleatoriamente uno de los
dos niveles del factor riego, estrés hidrico y nivel
optimo de agua en el suelo. Como cultivo se eli-
gi6 la variedad de trigo de primavera Califa Sur,
sensible al ozono, que se trasplant6 a las OTCs en
el estadio de 4? hoja verdadera. Las plantas se ex-
pusieron a las diferentes dosis de ozono de febrero
a junio de 2020 y se regaron desde la fase de elon-
gacion del tallo hasta su madurez.

El muestreo del suelo se realizé en mayo de 2020
con el trigo en fase de llenado del grano. En cada
tratamiento se seleccionaron dos plantas al azar y,
tras separar la parte aérea, se extrajo la parte ra-
dical con su suelo con ayuda de un muestreador
cilindrico de 8 cm de didmetro y 20 cm de profun-
didad. Las muestras se fraccionaron en dos por-
ciones, 0-5 cm y 5-20 cm y se conservaron en frio
hasta su traslado al laboratorio. Cada muestra se
proceso cuidadosamente para separar las raices, la
rizosfera del suelo (~2 mm en torno a las raices) y el
resto del suelo “bulk”. Las muestras de suelo de las
dos extracciones se mezclaron para dar una mues-
tra por tratamiento y se prepararon y conservaron
hasta su posterior analisis.

El analisis de suelo se realiz6 en la capa 0-5 cm,
que es donde se encontrd la mayoria de la bioma-
sa radical. En cada fraccion, rizosfera y “bulk”, se
midieron varias propiedades quimicas y microbio-
logicas del suelo, de las que se han seleccionado
para este estudio las siguientes: C y N total (TOC
y TN) por combustidn total, Respiracion basal (BR)
y Respiracién inducida por sustrato (SIR) medidas
con trampa alcalina (Alef & Nannipieri, 1995), C y
N de la biomasa microbiana (MBC y MBN) por el
método fumigacion-extraccion (Vance et al., 1987).
Basados en estos parametros se calcularon dos coe-
ficientes, el coeficiente metabolico qCO, (Anderson
& Domsch, 1993), y el coeficiente microbiano qMic
(Sparling, 1992). La extraccién de ADN del suelo se
realizé utilizando el kit PowerSoil® DNA isolation
kit (Mo-Bio laboratories, Carlsbad, CA, USA). Me-
diante PCR cuantitativa se estimé la abundancia
de hongos, bacterias y arqueas totales utilizando
marcadores especificos para cada grupo filogené-
tico: 16rRNA para bacterias y arqueas e ITS para
hongos (Ulcuango et al., 2021).

En este trabajo se presentan los resultados de la apli-
caciéon de un andlisis de componentes principales



(ACP) a las variables seleccionadas. El analisis se
realizé por separado en la fraccion rizosférica y la
fracciéon “bulk” del suelo, considerando conjunta-
mente los dos factores de estudio. Los datos se ana-
lizaron con el software R (R Core Team, 2021), uti-
lizando los paquetes factoextra corrplot). Elipses
separadas en el biplot muestran diferencias entre
los tratamientos con un nivel de confianza de 0.95.

RESULTADOS Y DISCUSION

La fraccién rizosférica del suelo mostré mayor sen-
sibilidad que la fracciéon “bulk” tanto al nivel de
ozono como a la disponibilidad de agua. Lo cual
confirma que el efecto del ozono sobre la microbio-
ta del suelo tiene lugar principalmente a través de
los efectos sufridos por el cultivo (Andersen, 2003).
El ACP para la rizosfera muestra que los tres pri-
meros componentes principales (CP) (eigenvalores
>1) explican en conjunto cerca del 80% de la varia-
bilidad en los datos, explicando los dos primeros
casi un 68% (Tabla 1).

Tabla 1 - Varianza que explica cada componente y coeficien-
tes de correlacion con las variables. Donde: Respi-
racion basal e inducida por sustrato (BR; SIR), Cy
N de la masa microbiana (MBC; MBN), coeficiente
metabélico (qCO,), coeficiente microbiano (gMic),
abundancia de bacterias, hongos y arqueas (BAC;
FUN; ARC), Ratio Hongos:Bacterias (F:B)

cP.1 cP.2  cCcP.3
:fpr:?c';ﬁ"a 51,21 16,09 12,04
BR 0.14 o0.82 oO.46
SIR 0.32 -0.52 0.25
MBC -0O.77 -0.12 0.44
MBN -0.64 -0.06 0.54
qCcoO: 0.70 O0O.70 0.05
aMic 0.0 -0.06 0.28
BAC 0.83 -0.18 0.03
FUN 0.932 -0.19 O. 16
ARC 0.70 -0.22 0.52
F:B 0.80 -0.16 0.27

El CP1 presenta una correlaciéon positiva con hon-
gos totales, bacterias totales, el ratio Hongos: Bac-
terias, arqueas totales y qCO,, y una correlacion
negativa con qMic, MBC y MBN. El CP2 muestra
una correlacién positiva con la respiracion basal y
qCO, y una negativa con SIR (Tabla 1). Atendiendo
a ambos CP, el riego modula de manera diferen-
te la respuesta de las variables microbioldgicas a
los distintos niveles de ozono estudiados. El aire
Actual resulta el tratamiento menos sensible al ni-
vel de riego, mientras que el Actual+20 seguido del
aire filtrado o Preindustrial serian los mas sensi-
bles. La adaptacion de la microbiota del suelo a las
condiciones meteoroldgicas cambiantes del clima
mediterraneo en los niveles actuales de ozono, ex-
plican la menor sensibilidad del aire Actual. Por
otra parte, la biomasa radical en Actual+20 tendié
a ser mas sensible al nivel de riego que en los otros
niveles de ozono (datos no mostrados), lo que pue-
de haber trasladado este efecto a la microbiota del
suelo.

En el biplot (Figura 1) los tratamientos Actual y Ac-
tual+40 producen efectos bien contrastados entre si
en las variables microbioldgicas analizadas y estas
diferencias se mantienen independientemente del
nivel de riego. Mientras que Actual presenta mayo-
res valores de MBC, MBN y qMic, Actual+40 des-
taca por valores mas altos de SIR, mayor abundan-
cia de hongos y bacterias totales y mayor qCO,. Lo
que sugiere cambios en la composicion microbiana
hacia comunidades jovenes, estresadas, con alto
requerimiento energético para su mantenimiento
(Anderson & Domsch, 1993).

El tratamiento Actual+20 tiende a mantener una
posicion intermedia entre Actual y Actual+40 en
el CP1, especialmente en condiciones dptimas de
agua, donde se solapa con ambos. Hu et al. (2018)
también observaron una disminucién progresiva
del MBC y MBN al aumentar la concentracion de
ozono. Sin embargo, en estrés hidrico, Actual+20
se diferencia por el aumento en la respiraciéon ba-
sal y el qCO,. El tratamiento Preindustrial no se
diferencia del Actual+20 en ningtin nivel de riego.
Ambos tienden a aumentar qCO, y disminuir gMic
con respecto al aire Actual. Cambios en el nivel
habitual de ozono, independientemente de su sen-
tido, parecen generar un estrés metabdlico en los
microorganismos con un uso menos eficiente del
carbono organico del suelo (Dilly, 2005).
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4- : Preindustrial (AF)
H ® | Actual (ANF)

[*] Actual+20 (ANF20)
Actual+40 (ANF40)

CP.1(51.2%)

Figura 1 - Analisis de Componentes Principales por dosis de riego (Estrés y Optimo). Las elipses representan los diferentes
tratamientos. Elipses separadas indican diferencias entre tratamientos con un nivel confianza del 95%.

Nuestros resultados indican que el nivel de riego
modula la respuesta microbioldgica del suelo a la
contaminacién por ozono troposférico en un agro-
sistema mediterraneo de trigo y que, por tanto,
puede plantearse el riego como una estrategia de
mitigacion.
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