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RESUMEN

La repelencia al agua del suelo (RAS) se atribuye a la acumulacién de compuestos hidrofébicos (lipidos), pero su
extracciéon no siempre elimina la RAS, lo que sugiere que componentes macromoleculares no extraibles también
pueden estar relacionados con una RAS. Se han estudiado suelos quemados (B) y control (UB) del Parque Nacional de
Dofiana (Huelva, Espafia) bajo dos tipos de vegetacién (alcornoque y brezo) y fracciones de suelo: gruesa (1-2 mm) y
fina (<0.05 mm). La composicién molecular de la materia organica del suelo (MOS) se analizé mediante espectrometria
de masas de ultra-alta resolucion. Ademas, se empleo6 la regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) para explorar
la relacion entre la RAS y la MOS definida por la abundancia de los 1221 compuestos organicos comunes. También
se utilizaron indices para obtener graficas que faciliten la identificacién de biomarcadores de la RAS. En los suelos
quemados, la RAS estaba significativamente relacionada (P<0.05) con compuestos aromaticos y condensados, mientras
que, en los suelos control, la MOS incluia compuestos aromaticos y ligninas. En las fracciones finas, la RAS estuvo
relacionada principalmente con lipidos, pero, no se encontré correlacién en las fracciones gruesas. Los resultados
permiten concluir que la hidrofobicidad depende de varias familias de compuestos organicos. La combinacion de la
FT-ICR/MS con herramientas estadisticas ha facilitado la obtencion de nuevos biomarcadores de RAS.
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ABSTRACT

Soil water repellency (SWR) is often attributed to the accumulation of hydrophobic organic compounds, mainly
lipids. Nonetheless, lipid extraction not always suppress SWR and unextractable soil constituents may be related with
residual SWR. Burnt (B) and unburnt (UB) soils (Dofiana National Park, Huelva) under two vegetations (cork oak
and heather) and two soil fractions, coarse (1-2 mm) and fine (<0.05 mm) were studied. Soil organic matter (SOM)
molecular composition was studied by ultra-high resolution mass spectrometry. Partial least squares regression (PLS)
was employed to explore SWR in function the abundance of the 1221 common compounds found. An omic approach
using various indices (e.g., factor loadings of PLS models, etc,) was applied to identify compounds which could be used
as proxies for SWR. In the case of B soils, SWR was related (P<0.05) to aromatic and condensed compounds, while in UB
soils it relied mainly on aromatics and lignins. In the fine fractions, lipids were associated with SWR, and no correlation
was found in the coarse fractions. In conclusion, hydrophobicity was related to lipids as expected, but also to lignin
and aromatic components. The combination of FT-ICR/MS with graphical statistical approach was effective in finding
molecular predictors of SWR.
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INTRODUCCION

La repelencia al agua en el suelo (RAS) es una pro-
piedad fisica que dificulta la infiltracion del agua y
en la que influye un considerable nimero de facto-
res medioambientales, en general poco conocidos,
con una fuerte dependencia de las caracteristicas
y tipo de suelo. Esta propiedad del suelo tiene una
importante influencia sobre el funcionamiento de
los ecosistemas a nivel hidrologico, geomorfoldgi-
co y ecoldgico. La RAS determina el aumento del
flujo superficial, lo que se traduce en una erosion
acelerada y por tanto en la pérdida de nutrientes,
asi como la alteracion de la dindmica de humecta-
cion del suelo (flujos preferentes de infiltracion), lo
que afecta directamente al desarrollo de la vegeta-
cién. Sin embargo, la RAS también confiere propie-
dades positivas al suelo, cdmo es el incremento de
estabilidad de agregados y el secuestro de C.

Tradicionalmente, la RAS se ha explicado a partir
de la translocacién y acumulacién de compuestos
organicos de caracter hidrofébico, principalmen-
te sustancias de naturaleza lipidica (ceras, acidos
grasos, etc.) a lo largo del perfil del suelo (Jimé-
nez-Morillo et al., 2017). Sin embargo, experimen-
tos basados en extraccion secuencial de todas las
formas libres e hidrolizables de lipidos del suelo,
utilizando disolventes organicos de diversa pola-
ridad, demuestran que la RAS disminuye, pero no
desaparece totalmente. Por tanto, se puede pensar
en la contribucion de factores adicionales, como
pueden ser cambios en la naturaleza y composicion
de la fraccién organica recalcitrante, insoluble, de
la MOS, que incluye las denominadas sustancias
htimicas y en particular la fraccion no-extraible o
humina (De Blas et al., 2010).

En efecto, estos constituyentes de la MOS también
pueden desempefar un importante papel en la hi-
drofobicidad que presente el suelo. Este es el caso
de los suelos afectados por incendios, donde el fue-
go puede inducir, incrementar o incluso destruir la
RAS. Esta alteracion esta directamente relaciona-
da con los cambios producidos en la composicién
molecular de la MOS. Jiménez-Morillo et al. (2017)
demostraron que existe una relaciéon directa entre
el grado de alteracion de los compuestos lipidicos y
la RAS. Sin embargo, otros estudios han mostrado
como otras familias de compuestos organicos tam-
bién influyen en la hidrofobicidad (Deus et al., 2021).

El objetivo principal de este trabajo fue la identifi-
cacién de marcadores moleculares de la RAS. Para
ello combinamos técnicas avanzadas de espectro-
metria de masas de ultra-alta resolucion con trata-
mientos estadisticos.

MATERIAL Y METODOS

Para facilitar la identificacion de los constituyen-
tes moleculares de la MOS involucrados en la RAS,
se llevd a cabo el estudio comparado de muestras
de suelos quemados y control bajo dos tipos de
cubiertas vegetales, arborea (Quercus suber L.) y
arbustiva (Erico scopariae-Ulicetum australis) en el
Parque Nacional de Dofiana (Huelva, Espana). Las
muestras quemadas fueron producto de los incen-
dios que tuvieron lugar durante el verano de 2014
y que afectaron >300 ha, siendo la intensidad alta.
El test de hidrofobicidad basado en el tiempo de
penetracion de una gota de agua (WDPT) se em-
pled para evaluar el grado de la RAS en dos frac-
ciones de tamaro de particula: gruesa (1-2 mm) y
fina (<0,05 mm).

La composicion molecular de la MOS fue analiza-
da mediante espectrometria de masas por resonan-
cia de ion ciclotron con transformada de Fourier
(FT-ICR/MS) y los resultados fueron analizados
mediante regresion por PLS. Este tratamiento es-
tadistico permite construir modelos de prediccion
y comprobar si los valores de la RAS (variable de-
pendiente) pueden explicarse a partir de las pro-
porciones de los constituyentes organicos de las
muestras analizadas (variables independientes).

Por otro lado, se obtuvieron diversos indices para
ilustrar el grado en que los compuestos organicos
pueden emplearse como variables predictoras de la
RAS: a) los factores de carga de las variables laten-
tes de los modelos de PLS, b) los coeficientes de co-
rrelacion de Pearson entre la variable dependiente
y cada una de las variables independientes, y c) las
diferencias entre valores promedio de la composi-
cién molecular de grupos de suelos con valores ex-
tremos de WDPT. En todos los casos, los valores se
presentan graficamente en forma de superficies de
densidad sobre el plano definido por las relaciones
atomicas H/C y O/C de los compuestos organicos
comunes detectados por FI-ICR/MS; se trata de
diagramas de van Krevelen clasicos, introduciendo
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una tercera dimension para representar dichos in-
dices que expresan la influencia diferencial de los
distintos compuestos en la RAS observada (Jimé-
nez-Morillo et al., 2022).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis comparativo de los valores de WDPT in-
dico la existencia de cuatro grupos independientes
de muestras con diferentes grados de RAS. Cabe
destacar que las muestras de suelos bajo cubierta
arbustiva presentaron un bajo grado de repelencia
respecto a las muestras bajo cubierta arborea.

El empleo de la espectrometria de masas de alta re-
solucion ha permitido identificar mas de 7000 com-
puestos organicos diferentes para cada muestra de
MOS analizada. Sin embargo, en esta investigacion
solo se han considerado las 1221 moléculas organicas
comunes en todas las muestras analizadas, princi-
palmente moléculas constituidas por C, Hy O. Estos
compuestos presentaban valores de H/C y O/C com-
prendidos entre 0.4-2.0 y 0.1-1.2, respectivamente.
Ello sugiere que la MOS esta constituida por com-
puestos derivados de lignina, taninos, carbohidra-
tos, proteinas, lipidos, compuestos aromaticos y aro-
maticos condensados (Jiménez-Morillo et al., 2018).

El empleo de analisis estadisticos multivariante, y
mas concretamente la regresion por PLS nos per-
mite generar un modelo predictivo del grado de
RAS (Figura 1) a partir de los 1221 compuestos or-
ganicos comunes a las 8 muestras analizadas me-
diante FT-ICR/MS.
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Figura 1 - Representacién grafica de la validacién cruzada
de valores observados frente a los predichos de la
WDPT, obtenidos mediante el modelo de predic-
cién para la WDPT generado por PLS (R2 = 0.742),
utilizando 6 variables latentes sugeridas por los
valores de error cuadratico medio (RMSE) y el cri-
terio de informacion de Akaike (AIC).
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El siguiente paso fue la identificaciéon de los prin-
cipales marcadores moleculares asociados a los di-
ferentes grados de RAS. Para ello, se construyeron
mapas de densidad a partir de valores de sustrac-
cién entre abundancias de compuestos en mues-
tras con diferentes niveles de RAS, que ilustran los
compuestos organicos cuya proporcion aumenta
o disminuye a consecuencia del incendio (Figura
2A), el tamano de particula (Figura 2B), y el gra-
do de hidrofobicidad (Figura 2C). Esta aproxima-
cién metodologica ha sido empleada recientemente
para la identificacién de biomarcadores en matri-
ces complejas (Jiménez-Morillo et al.,, 2022). En el
caso de las muestras de suelos afectados por el in-
cendio, frente a las tomadas en zonas inalteradas,
se ha observado que la proporciéon de compuestos
aromaticos y condensados estan significativamen-
te correlacionada con la RAS, mientras que las
muestras control presentan una fuerte relacién con
compuestos derivados de lignina y taninos. Estos
resultados sugieren que el fuego produjo una alte-
racién de las propiedades coloidales del conjunto
de constituyentes de la MOS, lo que aumenta el
grado de RAS en los suelos afectados por el fuego.
La comparacién respecto al tamafio de particula
mostré la existencia de una fuerte correlaciéon en-
tre la RAS y los compuestos derivados de tipo lipi-
dico y aromatico fuertemente condensados para el
caso de la fraccion fina (<0,05 mm). Recientemente,
Jiménez-Morillo ef al. (2018) han demostrado que
la MOS presente en la fracciéon mas fina del sue-
lo esta principalmente constituida por material
fuertemente humificado, mientras que la MOS en
la fraccién mas gruesa esta dominada por biomasa
vegetal relativamente menos transformada. Por ul-
timo, la comparacion con respecto al nivel de RAS
muestra que las principales diferencias entre la
concentraciéon de constituyentes de la MOS se en-
cuentran en los compuestos lipidicos y los deriva-
dos de lignina. Por el contrario, las muestras pro-
cedentes de suelos menos hidrofébicos presentan
mayores proporciones de compuestos aromaticos,
con un valor O/C > 0.7, lo que indica un elevado
numero de grupos polares.

La comparacidn del conjunto de los tres graficos de
la Figura 2A-C ilustra que el grado de RAS pue-
de estar significativamente relacionado con dife-
rentes aspectos estructurales, de la MOS, depen-
diendo de la fraccién o tipo de suelo, asi como del
tipo de recubrimiento hidrofobicos, o el grado de
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Figura 2 - Graficos de densidad obtenidos a partir de los valores sustraccién de las proporciones de las 1221 moléculas organi-
cas comunes en muestras agrupadas en funcién de diferentes criterios: A) muestras afectadas por el fuego (rojo)
frente a no afectadas (azul), B) fracciones gruesas (rojo) frente a fracciones finas (azul), y C) alta hidrofobicidad
(rojo) frente a baja (azul). Los valores se representaron en el espacio definido por las relaciones atémicas H/Cy 0/C
de los correspondientes compuestos (diagrama de Van Krevelen). Las diferencias mas significativas entre los grupos
de muestras se representan mediante un grafico de contorno (P<0.1 en contorno externo, P<0.01 en el interno).

desfuncionalizacién de los compuestos organicos
con grupos polares, principalmente taninos y lig-
ninas oxidadas.

CONCLUSIONES

La combinacién de la espectrometria de masa de
ultra-alta resolucion con tratamientos grafico-esta-
disticos constituye una estrategia 6émica con gran
potencial para el analisis exploratorio de los com-
plejos factores responsables de cambios en la RAS
tras un incendio forestal. De hecho, los resultados
ilustran que esta aproximacion metodoldgica pue-
de ser de gran interés en investigaciones con eleva-
do numero de muestras, por cuanto facilita en gran
medida la reduccion de datos y su interpretacion.

Ademas, la aproximacion analitica propuesta pue-
de ser util para evaluar la calidad de la MOS lo que

ofrece una informacién valiosa sobre la alteracion
molecular de la MOS inducida por efecto de facto-
res naturales y antropogénicos, y su impacto en el
ecosistema.
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