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Introduccion y objetivos

JUSTIFICACION Y ANTECEDENTES

El suelo es uno de los recursos naturales mas importantes, ya que actua como
soporte de las plantas y reservorio de agua y nutrientes esenciales para ellas,
como habitat de una amplia variedad de organismos, como regulador del flujo
hidrico, ademas de funcionar como un sistema amortiguador frente a la
contaminacion, protegiendo la calidad del agua, el aire y otros recursos. El
suelo no es un recurso renovable a escala de tiempo humano, y por ello,
estamos obligados a conservarlo y recuperarlo priorizando un uso sostenible
del mismo.

En condiciones naturales, el suelo tiende a un estado de equilibrio tras un lento
proceso de formacion denominado edafogénesis. En estas condiciones, el
suelo se encuentra cubierto por vegetacion que le aporta una cantidad
progresiva de materia organica y nutrientes, produciendo una mejora en su
estructura. El equilibrio que alcanzan los suelos puede verse perturbado por
diversas acciones, entre las que destacamos las acciones antrépicas relativas
al manejo. En zonas semiaridas, como la del sudeste espaiol, con un régimen
climatico semiarido, la progresiva degradacion que sufren sus suelos afecta de
forma primordial a la vegetacién que soportan los mismos. Si dicha vegetacion
desaparece, los suelos quedan entonces desprovistos de su principal barrera
contra la degradacion y la erosion. La destruccidn de los agregados del suelo
es el primer paso hacia el desarrollo de costras y sellado superficial, lo que da
lugar a una reduccion de la velocidad de infiltracion del agua de lluvia, un
aumento de las pérdidas por escorrentia y, en ultimo término, a un incremento
de los fendmenos de erosién (Albaladejo et al., 1996). Esta degradacion puede
terminar en muchos casos en procesos de desertificacion, y afectar asi
gravemente al suelo disminuyendo su calidad, productividad y fertilidad.

La regeneracion de las propiedades fisicas de suelos degradados se plantea
como necesidad para permitir o favorecer la implantacién del componente
vegetal, frenando de esta manera la erosion y el lixiviado de contaminantes.
Esta mejora de la estructura provoca cambios positivos en aspectos como el
drenaje y la capacidad de retencion de agua, la difusibn del oxigeno

atmosférico, la respiracion y penetracion de las raices. Asimismo, el mayor
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grado de agregacion de las particulas del suelo contribuye a mantener
inmovilizado el C en los agregados del suelo, protegido del ataque microbiano,
evitando asi las emisiones de CO, a la atmdsfera (Beare et al.,, 1994; Lal,
2008).

1.1 Estructuray agregacion del suelo

La estructura de un suelo se define por la cantidad, tamafio, forma y
distribucion de los poros. A su vez, la distribucidn de particulas condiciona la
existencia y las caracteristicas de los poros definidos como la parte del suelo
ocupada por agua y/o por la atmdésfera del suelo. La estructura del suelo a
menudo se expresa como el grado de estabilidad de los agregados, cuya
medida se usa como un indicador de su calidad fisica, asi como un indicador
sensible de la degradacion del suelo (Cerda, 2000). En general, cuanto mayor
sea el porcentaje de agregados estables, tanto menor sera la erosionabilidad

del suelo.

1.2 Mecanismos de agregacion

Esta generalmente aceptado que la dinamica de formaciéon de agregados sigue
el modelo jerarquico de agregacion del suelo propuesto por Tisdall y Oades
(1982), segun el cual los microagregados (<250 um) se unen para formar
macroagregados (>250 um), siendo las fuerzas de cohesion intra-agregados
mayores que las fuerzas inter-agregados (Edwards y Bremner, 1967).

Los microagregados se forman por la union de particulas de arcilla, moléculas
de materia organica y cationes polivalentes. Estos componentes interaccionan
formando coloides floculados que, a su vez, se unen a particulas de limo y
arena fina. La estabilizacion de tales coloides esta condicionada por los
complejos organico-minerales, que se originan por la union entre los
componentes de las fracciones organica y mineral. Estos complejos se forman
en dos etapas, primero debe haber un contacto y una mezcla entre ambas
fracciones (organica y mineral), lo que se produce gracias a la accién de
remocién de la fauna edafica y al micelio de los hongos que tiende a agrupar

las particulas. En una segunda etapa, se establecen enlaces quimicos entre
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sustancias organicas y minerales. Entre los complejos organico-minerales
destacan por su estabilidad los complejos arcillo-humicos (entre arcilla y acidos
hamicos). También pueden originarse complejos organico-metalicos entre
compuestos organicos e iones metdlicos como AI**, Fe*, etc. En los
microagregados se forman colonias bacterianas cuyos exudados
polisacaridicos tienen una fuerte accién cementante.

La accion de las hifas de los hongos vy las raices contribuye a la formacion de
los macroagregados mediante la exudacion de biopolimeros cementantes,
especialmente polisacaridos. Asimismo, la red de raices e hifas entrelazan
fisicamente unos agregados con otros, favoreciendo la formacion de agregados
estables en el suelo.

Los macroagregados estables se forman alrededor de la materia organica
particulada (Figura 1), la cual incluye restos organicos apenas transformados,
no humificados, bien por estar recién incorporados al suelo, bien por estar
constituidos por compuestos dificilmente alterables como son las ligninas.
Cuando la materia organica fresca es incorporada al suelo, es colonizada
rapidamente por los microorganismos descomponedores. Las hifas de los
hongos unen mecanicamente las particulas del suelo y la materia organica
particulada y, por medio de polisacaridos extracelulares, las particulas
minerales quedan unidas a bacterias y hongos. Ademas, los mucilagos
secretados por las raices también contribuyen a la agregacion. Cuando se
produce la descomposicion de la materia organica incorporada, el crecimiento
microbiano y la produccion de biopolimeros disminuye, su accion agregante
también disminuye y los macroagregados se vuelven menos estables. Se
estima que los macroagregados que se forman de esta manera tienen un
tiempo de permanencia en el suelo de unos pocos afios (Puget et al., 2000).
Los factores abioticos, tales como los ciclos de sequia, humedad,
congelamiento, etc. son capaces de orientar las particulas finas del suelo y
atraerlas tan cerca unas a otras, que las fuerzas fisicas entre ellas unen estas

particulas muy firmemente.
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Limite del macroagregado

Raiz

Microagregados (< 250um) Desechos (hebras) de plantas y hongos

Materia organica particulada . . -
. ” Hifas de hongos micorricicos
colonizada por hongos saprofiticos

Microagregados de tamafo limo con
¥ asociaciones  6rgano  minerales @ Microestructuras de arcilla
derivadas de la actividad microbiana

Espacio poroso en los que se encuentran polisacaridos y otros
agentes de union entre microagregados

Figura 1. Modelo conceptual de los diferentes niveles de organizacién entre micro y
macroagregados del suelo, segun Jastrow y Miller (1997), redibujado por José Alvarez

Rogel.
1.3. Agentes de agregacion

1.3.1. Tipo abidtico

1.3.1.1. Minerales de la arcilla

La agregacion del suelo esta fuertemente influenciada por los minerales de la
fraccion arcilla. Estos condicionan de forma directa propiedades como el area
superficial, la capacidad de cambio catiénico, la densidad de carga, la
dispersividad y la capacidad de expansion, las cuales afectan a la agregacion
(Schulten y Leinweber, 2000). La interaccion de la arcilla y el carbono organico
se ve afectada por el pH del suelo, la capacidad de cambio catidnico y la

presencia de iones (Na*, Ca®*, Mg®"), estando todos relacionados con la
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cantidad y tipo de arcilla presente en el suelo (Amezketa, 1999). Las arcillas de
baja actividad tales como caolinita y haloisita estan a menudo presentes en
Alfisoles, Ultisoles y Oxisoles, mientras que las arcillas de alta actividad como
esmectitas estan presentes en Vertisoles.

Las arcillas aparecen como estructuras cristalinas en capas, 0 como minerales
no cristalinos con estructura amorfa. En algunos suelos como los vdlcanicos,
las arcillas no cristalinas son un importante factor de agregacion, ya que el
carbono organico se asocia con arcillas alofanicas. Minerales de arcilla no
cristalinos como imogolita y alofano tienen areas de superficie altas que
generalmente aumentan la agregacion (Powers y Schlesinger, 2002). Arcillas
cristalinas no expansivas como la caolinita (1:1), tienen baja capacidad de
cambio catidnico y area de superficie, que tienden a disminuir la estabilidad de
los agregados. La agregacion es generalmente mas alta en esmectitas y otras
arcillas 2:1 (Six et al., 2000; Caravaca et al., 2001). Sin embargo, la expansion
de las esmectitas puede disminuir la agregacion del suelo durante los ciclos de

secado-humectacion.

1.3.1.2. Cationes

La existencia de cargas negativas en la superficie de las particulas de arcilla y
de una capa de cationes alrededor de ellas provoca que exista un equilibrio de
atraccion (por fuerzas de van der Waals) y repulsion (por fuerzas
electrostaticas) entre los coloides. Las condiciones de dicho equilibrio van a
determinar que las particulas de arcilla se agrupen (coloides floculados) o se
repelan (coloides dispersos). Cuanto menor sea el espesor de esta doble capa,
mas intensas seran las fuerzas de atraccidén entre coloides. Los cationes de
carga elevada como el Ca?* facilitan que la doble capa se encuentre
comprimida sobre la superficie de los coloides, de manera que la atraccion
entre coloides se vera favorecida y se producird la floculacién. Cuando
predominen cationes de carga reducida (como el Na’) las capas difusas
estaran mas expandidas, existira mayor solapamiento entre ellas y se
originaran intensas fuerzas de repulsién, que pueden llevar a la dispersion de
los coloides. Otro factor que influye sobre la predominancia de las fuerzas de
atraccion entre coloides es la concentracion de la solucion del suelo: cuanto

mas concentrada esté la solucibn mas comprimidas estaran las capas difusas

17



Capitulo |

y, por tanto, mayor tendencia a la atraccion entre coloides. También el radio de
hidratacion de los diferentes cationes es importante, pues cuanto mayor sea
éste, mas se expandiran las dobles capas al humedecerse el suelo y mayor
facilidad existira para que los coloides se repelan. Segun este factor, el Na*

inducird una mayor repulsion entre coloides que el Mg?* y éste que el Ca?".

1.3.1.3. Carbonatos

El efecto de los carbonatos en la estructura del suelo esta condicionado por la
cantidad de carbono organico. Cuando la concentracién de carbono organico
es baja, la estabilidad de los macroagregados se ve reforzada por los
carbonatos (Boix-Fayos et al., 2001). La alta concentracion de carbonatos
mejora la proteccion del carbono organico, probablemente a causa de la
disminucién de su mineralizacién y el aumento de Ca** (Clough y Skjemstad,
2000). Los carbonatos pueden aumentar la resistencia a la traccion de los
agregados, pero disminuir la estabilidad de los microagregados (Schrader y
Zhang, 1997; Boix-Fayos et al, 2001).

1.3.2. Tipo Bidtico

1.3.2.1. Carbono organico

El carbono organico del suelo juega un papel destacado en la mejora de las
caracteristicas fisicas de los suelos, debido a su capacidad para cementar las
particulas inorganicas contribuyendo a la formacion de agregados. Un
incremento en la cantidad de carbono organico en el suelo esta generalmente
asociado con un aumento en la estabilizacién de los agregados edaficos
(Caravaca et al., 2003a). Asimismo, la velocidad de descomposicion de la
materia organica tiene una influencia directa sobre los agregados (Schulten y
Leinweber, 2000). La materia organica mas labil o biodegradable se muestra
muy eficaz en la formacion de agregados estables, aunque este efecto es
transitorio. Por el contrario, la materia organica mas estable tiene un efecto
menos notorio sobre la agregacion, pero éste puede ser de mayor duracion
(Martens, 2000). La oclusion del carbono organico labil dentro de los agregados
aumenta su estabilidad y durabilidad, debido a la reduccion de su

descomposicién por la microflora.
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1.3.2.1.1. Materia organica particulada. Se compone de particulas de materia
organica de diferentes tamanos (250-2000 um). La fraccién mas fina de esta
materia organica se asocia generalmente con la arcilla mediante cationes
polivalentes (Jastrow, 1996), quedando ocluida y protegida frente a la
biodegradacion. La materia organica particulada gruesa mas labil, con mayor
tasa de reciclado, puede actuar como nucleo para la formacion de los
agregados, resultando un agente muy importante en la unidn de
microagregados para formar los macroagregados. Esto se debe a la actuacion
de los microorganismos que al descomponer esta materia organica
biodegradable producen polisacaridos extracelulares que actuan como agentes
cementantes (Jastrow, 1996).

1.3.2.1.2. Carbohidratos. El papel de los carbohidratos en la mejora de la
estructura del suelo depende tanto de su origen como de su naturaleza
quimica. Los carbohidratos procedentes de las plantas son a menudo de mayor
tamano y aparecen en la fraccion arena, mientras que los carbohidratos
derivados de las actividades microbianas son mas finos y estan presentes en
las fracciones arcilla y limo (Schulten y Leinweber, 2000). Los carbohidratos de
origen microbiano tienden a ser mas resistentes a la descomposicion. Una
reduccion de la labranza (labranza de conservacion o siembra directa),
adiciones de enmiendas organicas y los cultivos de cobertura estan asociados
con un aumento de las concentraciones de carbohidratos y a la mejora de la
estructura en el suelo (Shepherd et al, 2001; Debosz et al, 2002b; Roldan et al.,
2005).

1.3.2.1.3. Fenoles. Las moléculas fendlicas pueden formar complejos con
cationes mediante puentes cationicos. Los fenoles y polifenoles son
precursores de sustancias humicas y aumentan la agregacién. Los acidos
fendlicos aumentan las interacciones de agregacién con productos microbianos
(Martens, 2000).

1.3.2.1.4. Lignina. La baja tasa de descomposicion de la lignina es considerada
como un factor clave en el ciclo de los agregados (Palm y Rowland, 1997;
Magill y Aber, 1998). Los mucilagos y otros compuestos de lignina contribuyen
a la agregacion del suelo (Caesar-Ton That, 2002).

1.3.2.1.5. Lipidos. En algunos suelos los lipidos pueden mejorar la estabilidad

de los agregados debido a su naturaleza hidrofébica evitando la dispersion de
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las arcillas y el “slaking” o destruccion de macroagregados por humedecimiento
rapido. La eficacia de los lipidos en la mejora de los agregados puede estar
relacionada con la mineralogia de la arcilla, ya que éstos juegan un papel
relevante en la unién de distintos minerales como las ilitas, esmectitas o
caolinitas (Dinel et al., 1997).

1.3.2.1.6. Sustancias humicas. E| caracter recalcitrante de las sustancias
humicas es el resultado de su resistencia quimica y su asociacion con la matriz
del suelo, la cual le ofrece una proteccion fisica frente a la descomposicion. Las
sustancias humicas incluyendo acidos humicos, acidos fulvicos y humina
contribuyen a la formacion y estabilizacion de la estructura del suelo,
favoreciendo la union de particulas entre si. Las sustancias humicas pueden
ser adsorbidas en las particulas de arcilla por cationes polivalentes evitando la

dispersiéon de las mismas.

1.3.2.2. Plantas. La cantidad de residuos vegetales que se incorporan al suelo
y los productos quimicos liberados por las plantas afectan a la formacion y
renovacion de los agregados. El tamano, el diametro y el peso medio de los
agregados se correlacionan con la composicion bioquimica de los residuos
vegetales: fenoles, lignina, proteinas, polisacaridos etc. (Martens vy
Frankenberger, 1992; Martens, 2000). Los cultivos que aportan residuos ricos

en fenoles aumentan la agregacioén respecto a otros con menor contenido.

1.3.2.3. Raices. La rizosfera de la plantas ejerce numerosos efectos sobre la
agregacion del suelo. Las raices tienden a realinear las particulas del suelo y
liberar exudados, modificando las condiciones del suelo y afectando a la
agregacion. Esta tiende a aumentar con el aumento de la densidad de raices,
las asociaciones microbianas y la glomalina (Rillig et al., 2002). La estabilidad
de los agregados del suelo es mayor en la rizosfera de las plantas que en el
suelo adyacente debido a la longitud, masa y distribucion de las raices y al
crecimiento de las hifas (Caravaca et al., 2002b). La rizosfera alberga una gran
poblacion de microorganismos que contribuye al carbono organico del suelo y a
la agregacion. Las raices mejoran la agregacion mediante la liberacion de una
variedad de compuestos con efecto cementante sobre las particulas del suelo,

como es el caso de los mucilagos. Asimismo las raices modifican los ciclos de
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secado-humectacion respecto al suelo adyacente, pudiendo aumentar la
estabilidad de los agregados en algunos casos y disminuyéndola en otros,
dependiendo del tipo de arcilla que contenga el suelo (Angers y Caron, 1998).
Otra forma de modificar el porcentaje de agregados estables por parte de las
raices es alterando el ciclo osmoético e idnico a través de la adsorcion de

nutrientes.

1.3.2.4. Microorganismos. Hongos y bacterias mejoran la agregacion del suelo
al segregar compuestos extracelulares que unen particulas entre si. La
actividad microbiana varia con el tamano del agregado, la estacién del ano, el
grado de humedad, el tipo de suelo y el manejo de éste (Mendes et al., 1999;
Schutter y Dick, 2002). En consecuencia, la actividad bacteriana esta
predominantemente asociada al proceso de microagregacion, mientras que la
actividad fungica participa fundamentalmente en la formaciéon de
macroagregados (Tisdall y Oades, 1982; Denef et al., 2001; Schutter y Dick,
2002).

Foto 1. Detalle de los agregados formados por hifas fungicas.

Los hongos micorricicos arbusculares desempefian un papel fundamental en el
desarrollo de los agregados del suelo, siendo el factor biético mas importante

en dicho proceso (Rillig y Mummey, 2006; Leifheit et al., 2014; Rillig et al.,
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2015). Los hongos micorricicos favorecen la formacion de agregados estables
en el suelo mediante diversos mecanismos, tanto fisicos, a través de la
agregacion fisica de las particulas mediante las hifas, asi como quimicos,
debido a la secrecién de polisacaridos y glicoproteinas adhesivas como la
glomalina (Wright y Anderson, 2000; Caravaca et al., 2002b; Rillig et al., 2002).
Los suelos con arcillas expansivas tienen mas glomalina total que los que
contienen arcillas de baja actividad. Es posible que la naturaleza hidrofoba y
recalcitrante de la molécula de la glomalina pueda proteger a otros agentes de
agregacion (Wright y Upadhyaya, 1998). Los ciclos de secado y humectacién

pueden aumentar la polimerizacién e hidrofobicidad de la glomalina.

Foto 2. Vista microscopica de una raiz con esporas e hifas micorricicas recubiertas

por la glomalina, revelada por un colorante fluorescente (Foto de Sara Wright).

1.3.2.5. La fauna del suelo. Numerosos artropodos, lombrices y nematodos
viven en el suelo y tienen una influencia importante en la estructura edafica
(Siddiky et al., 2012). Los efectos de esta fauna son diversos, ayudan a mejorar
la aireacion, la porosidad, infiltracion, mezclan la arena, mejoran la
estabilizacion de nitrégeno y carbono. Por el contrario, la actividad de la macro-

y mesofauna puede provocar la degradacion de las propiedades del suelo
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mediante la eliminacidén del carbono organico, y la rotura de las uniones entre

particulas durante la ingestion.

1.4. Factores que afectan a la agregacion del suelo

Diferentes factores intervienen en la formacion, equilibrio, renovacion y
destruccion de los agregados del suelo. Factores ambientales como el clima o
antropicos como el laboreo o la adicion de materia organica son determinantes

en la estructura del suelo (Barto et al., 2010).

1.4.1. Clima

El efecto del clima sobre la agregacion del suelo esta relacionado con los
cambios de temperatura y humedad del suelo, que originan los ciclos de
secado y humectacion, congelacion y descongelacion (Singer et al., 1992).
Estos cambios ambientales afectan directamente tanto a la actividad
microbiana como a la velocidad de descomposicion de la materia organica, lo
cual, a su vez, influye sobre el estado de agregaciéon del suelo. Las
temperaturas altas elevan la tasa de respiracion en suelos debido al incremento
de la actividad microbiolégica, mientras que las temperaturas bajas
incrementan el balance de carbono organico (Franzluebbers et al., 2001). Los
suelos frios y humedos tienden a tener mas carbono organico no disponible
que los suelos calidos y secos (Franzluebbers et al., 2001). En regiones
humedas y templadas, la agregacion estructural del suelo se ve afectada por
ciclos de congelacion-descongelacion (Dalal y Bridge, 1996).

En regiones aridas y semiaridas, la humedad del suelo experimenta continuos
cambios, siendo los ciclos de secado y humectacion altamente relevantes en la
formacion y estabilizacion de los agregados estructurales. Estos ciclos de
humedad pueden provocar la ruptura de los agregados en suelos con arcillas
expansivas, ya que al hincharse éstas se llegan a separar disminuyendo la
estabilidad de los agregados (Singer et al., 1992). Por el contrario, estos ciclos
de secado y humectacion pueden llegar a ser positivos en suelos donde las
arcillas no son hinchables, ya que durante la humectacion las arcillas tienden a
dispersarse y luego a formar puentes entre las capas durante el secado (Attou

y Bruand, 1998). Algunos suelos de regiones aridas llegan a tener niveles mas
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altos de agregaciéon y microagregados estables que los de las regiones

humedas del Mediterraneo (Boix-Fayos et al., 2001).

1.4.2. Factores antropicos

La accion antropica tiene una gran importancia en la estructura y los agregados
del suelo. Para mejorar la agregacion hay que sefalar a la produccién vegetal
ya que ésta va a determinar la cantidad de entrada de carbono al suelo.
Asimismo, las técnicas de manejo del suelo para aumentar la agregacion
incluyen métodos de labranza, gestion de residuos, adicién de enmiendas y la

inoculacion micorricica.

1.4.2.1. Laboreo

El laboreo continuado puede romper los agregados del suelo y destruir su
estructura. Las condiciones del suelo como la temperatura, la humedad y la
aireacion cambian continuamente mediante la accion del arado llegando a
incrementar la velocidad de descomposicion de la materia organica, siendo el
ciclo de los agregados mas rapido. La fraccién de carbono organico que se
pierde por el laboreo es la que contribuye a mantener unidos los
macroagregados (Puget et al., 2000; Roldan et al., 2002). En agroecosistemas
bajo labranza cero o reducida, la tasa de carbono organico y de agregados
estables es mas alta que en sistemas con labranza convencional (Filho et al.,
2002). El no laboreo o minimo laboreo puede moderar el impacto de los ciclos
de humectacién y secado sobre la estructura edafica (Roldan et al., 2003,
2005, 2007).

1.4.2.2. Enmiendas organicas

La adicién de enmiendas organicas al suelo es una estrategia muy utilizada a la
hora de recuperar y mejorar la estructura del suelo. Esta metodologia ha sido
ensayada, fundamentalmente, en relacion con sistemas agricolas, pero
también en sistemas naturales ha dado buenos resultados, favoreciendo el
crecimiento y supervivencia de plantas de Pinus halepensis micorrizadas
(Roldan y Albaladejo, 1994; Roldan et al., 1996; Querejeta et al., 1998,
Martinez-Fernandez et al., 1997, Caravaca et al.,, 2002a) y de especies

arbustivas en suelos muy degradados (Caravaca et al., 2002b). Cuando el

24



Introduccion y objetivos

suelo recibe un aporte de materia organica se desencadenan una serie de
reacciones quimicas, fisico-quimicas y procesos microbioldgicos, que modifican
las caracteristicas del suelo. Entre las modificaciones producidas por tales
enmiendas destacan el aumento de la capacidad de retencién de agua, la
infiltracion, la porosidad y la estabilidad estructural (Roldan et al., 1996;
Caravaca et al., 2001). La reactivacidn de las poblaciones microbianas, como
consecuencia de la adicion de los materiales organicos al suelo, se traduce en
un incremento en los niveles de bacterias y poblaciones fungicas, que son los
principales responsables en la formacion de agregados estables mayores de
0,2 mm (Caravaca et al., 2002b). Los tipos de enmendantes organicos mas
utilizados son: residuos de cosechas, residuos urbanos e industriales.

1.4.2.2.1. Mulching (acolchado)

Las coberturas con residuos de cosechas mejoran la estructura del suelo. La
adicion de un mantillo a la superficie del suelo disminuye la erosion, reduce la
evaporacion, protege contra el impacto de la lluvia y aumenta la estabilidad de
agregados (Roldan et al., 2003; Garcia-Orenes et al., 2010). La efectividad de
esta practica agricola depende de la cantidad y calidad de estos residuos
(Martens, 2000). Los residuos de cosechas mas utilizados son las pajas de
cereales debido a su alto contenido en hidratos de carbono.

1.4.2.2.2. Residuos Urbanos

La incorporacion de residuos urbanos al suelo como enmendantes esta
avalada por la composicién de su materia organica constituida por fracciones
huamicas y fulvicas, de gran eficacia en la agregacion de particulas (Lax y
Garcia-Orenes 1993). Esta adicién esta condicionada por la relacion C/N. Si
esta relacion es muy alta podria dar lugar a procesos rapidos de
descomposicién de la materia organica del residuo en el suelo, lo cual
desequilibraria la actividad de las poblaciones microbianas e incluso podria
favorecer la presencia de contaminantes biolégicos o quimicos. En sistemas
naturales, se ha comprobado que los efectos de los materiales organicos ricos
en compuestos facilmente biodegradables sobre la estructura del suelo
persisten durante afos, incluso con una sola adicion de este tipo de residuos
frescos (Alguacil et al., 2009).

Una via de conversion de los residuos organicos en productos aceptables para

la utilizacion en el sector agricola o forestal es compostarlos, con lo que se

25



Capitulo |

consiguen varios beneficios: estabilizarlos a través de una descomposiciéon
parcial de su materia organica, convertir parte de los elementos nutrientes en
formas asimilables, destruir los microorganismos patogenos y eliminar los
malos olores. Sin embargo, la utilizacion de los residuos organicos
compostados, a corto plazo, resulta menos efectiva que la de los residuos
organicos frescos para mejorar la estructura de los suelos (Roldan et al., 1996;
Caravaca et al., 2001). Esto es debido, fundamentalmente, a que durante el
proceso de compostaje dichos residuos pierden la mayor parte de los
componentes organicos, tales como los polisacaridos, con fuerte accién

cementante sobre los agregados del suelo.

1.4.2.2.3. Residuos de la industria agroalimentaria

El aprovechamiento de los subproductos agroindustriales para su aplicacion al
suelo como enmendantes organicos contribuye a incrementar el contenido de
materia organica del mismo, ademas de favorecer su eliminacion del medio
ambiente. En particular, el alperujo es un subproducto de naturaleza
lignoceluloldsica, generado en la industria de la obtencion del aceite de oliva.
Estos residuos presentan una elevada carga contaminante, debido
principalmente a su alto contenido en polifenoles y acidos organicos, por lo que
es necesario someterlos a un proceso previo de estabilizacién para evitar
efectos nocivos sobre la planta y el suelo. Dentro de los métodos bioldgicos
utilizados para la estabilizacion del alperujo destaca la fermentacion biolégica
con hongos filamentosos, tales como Aspergillus niger (Vassilev et al., 1995;
Vassileva et al., 2010) o afiloforales, tales como Phanerochaete flavido-alba
(Linares et al., 2003) y Phanerochaete chrysosporium (Medina et al., 2010).
Tales sistemas biologicos que involucran residuos agroindustriales vy
microorganismos, se han utilizado para la solubilizacién del fosfato de roca
(RP) y la mejora del crecimiento de las plantas cultivadas y la nutricion en
suelos agricolas (Vassilev y Vassileva, 2003; Vassilev et al., 2006). La
sincronizacion del proceso de mineralizacion de la materia organica y la
solubilizacion de fosfato de roca constituye un atractivo procedimiento biolégico
de interés en las estrategias de recuperacion de suelos degradados (Caravaca
et al., 2004; Vassilev et al., 1995; Vassileva et al., 2010; Medina et al., 2010).
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1.4.2.3. Inoculacion micorricica

La inoculacion con hongos micorricicos resulta una estrategia efectiva para
mejorar la sostenibilidad del sistema suelo-planta. Su uso puede ser relevante,
no solamente para la revegetacion de tierras degradadas, sino para mejorar la
estructura del suelo en terrenos agricolas y forestales. Los hongos
arbusculares son simbiontes obligados, su ciclo de vida depende de las raices
de las plantas, son componentes esenciales de la biota del suelo y se
encuentran en todos los ecosistemas naturales. La simbiosis micorricica
incrementa el aporte de nutrientes a las plantas, las protegen contra estreses
abidticos, incrementan la actividad fotosintética, mejoran el enraizamiento,
favorecen la diversidad de las comunidades de plantas y la sucesion vegetal,
ayudan al control integrado de patdégenos y mejoran la estructura del suelo
(Smith y Read, 2008). Como se ha mencionado anteriormente, las micorrizas
son muy importantes para mantener la estructura del suelo debido al papel que
juega el micelio en la formacion de agregados estables (Caravaca et al., 2002b;
Rillig et al., 2010; Daynes et al., 2013).

1.5. Relacion entre estructura y calidad del suelo

Definimos la calidad de un suelo como la capacidad para mantener su
productividad biolégica y la calidad ambiental, promoviendo ademas la salud de
los animales, las plantas, y del propio ser humano (Doran y Parkin, 1994).

Para determinar la calidad de un suelo tenemos que utilizar indicadores que
nos describan el estado de ese suelo con el objetivo de llevar a cabo las
acciones necesarias para su recuperacion. Entre los parametros utilizados para
identificar el grado de calidad de un suelo se destacan los de tipo fisico,
quimico, biolégicos y bioquimicos.

Dentro de las propiedades fisicas, la determinacion de la estructura es
fundamental en la valoraciéon de la calidad de un suelo afectado por la erosion,
sobre todo en un ambiente semiarido. Los suelos con una buena estructura y
una buena agregacion no requieren grandes aportes en el manejo para obtener
buenas cosechas y mantener sus caracteristicas; por el contrario, aquellos con
una estructura deficiente requieren muchos cuidados para su manejo. Una

buena estructura influye positivamente sobre propiedades clave como la
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capacidad de retencion del agua y la velocidad de infiltracion, disminuyendo la
escorrentia superficial, mejorando la aireacion, la penetracion de las raices y

reduciendo las emisiones de CO».
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis es comprobar y cuantificar el efecto de

diversas acciones antropicas (practicas de revegetacion con arbustivas

mediante el uso de hongos micorricicos arbusculares y la aplicacion al suelo de

enmendantes organicos y practicas de manejo agricola) sobre la estructura y

calidad del suelo.

La hipotesis de partida es que los efectos de las actuaciones antropicas sobre

la formacién y estabilizacion de la estructura edafica estan principalmente

relacionados con la actividad de la comunidad microbiana del suelo.

Los objetivos especificos son:

Determinar la influencia de la inoculacion micorricica y la aplicacion de
enmiendas organicas sobre la estabilizacion de los agregados del suelo
bajo condiciones controladas, asi como determinar las relaciones entre
los cambios fisicos con las variaciones microbiologicas inducidas por

estos tratamientos.

Evaluar el efecto del secado-rehumectacion del suelo, la inoculacidon con
hongos MA vy la adicion de una enmienda organica sobre la formacion y

dinamica de agregacion de la estructura del suelo.

Comprobar la influencia del tratamiento combinado que implica la adicién
de un enmendante organico y la inoculacion micorricica, sobre la calidad
estructural y biolégica del suelo, asi como su repercusion sobre el
establecimiento de las plantas en un area mediterranea semiarida

degradada.

Determinar los efectos sobre la tasa de erosion y estabilidad estructural
del suelo inducidos por diferentes practicas agricolas en un ambiente

mediterraneo semiarido.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Descripcion del area experimental

:ﬁbt‘:r-im.e__rj'ta"l =

Figura 1. Mapa de zonas experimentales.

2.1.1 Experimentos en condiciones de campo

Zona de estudio Coto de los Cuadros

El primer experimento de campo se llevé a cabo en el area experimental del
Coto de los Cuadros en la provincia de Murcia (38° 10’ Norte; 1° 05’ Oeste) en
la ladera este de los Cabezos de Cueva Negra. Esta situado al norte del
municipio de Murcia en la pedania del Esparragal. Al norte se encuentra el
paisaje protegido de Ajauque y Rambla Salada, al este el embalse de
Santomera cuyas aguas provienen de la Rambla Salada y al sur la huerta de
Murcia. Este entorno esta catalogado en el Plan General de Ordenacion

Urbana de Murcia como Espacio Natural de Alto Valor Ecolégico y Paisajistico.
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Se trata de una zona caracterizada por un relieve prelitoral con laderas medias
y suaves, cubiertas con un extenso pinar fruto de un plan de repoblacion
llevado a cabo en los afios 60, alternado con cuencas de incision fluvial. Las
altitudes oscilan entre los 100 y 200 metros.

El area de estudio esta constituida por materiales cuaternarios de bloques,
gravas, conglomerados y arcillas, formando terrazas y piedemontes como
caracteristicas litologicas y geomorfolégicas mas destacadas (ENADIMSA,
1972).

El area de estudio tiene un clima mediterraneo semiarido donde la precipitacion
media anual esta por dedajo de los 300 mm y tiene una temperatura media de
19,2° C; la evapotranspiracién potencial es elevada alcanzando los 1000 mm al
afno, lo que supone un déficit hidrico importante de aproximadamente 700 mm.
Las precipitaciones se reparten de una forma irregular siendo en ocasiones
torrenciales. En la vegetacion de la zona predomina el Pinus halepensis ya que
esta fue la especie que se utilizd para la repoblacion, aunque también se
plantaron Cupressus sempervivens. En las zonas de solana predominan Cistus
albidus, Stipa tenacissima, Anthyllis cytisoides, Rosmarinus officinalis y Thymus
vulgaris; en las zonas de umbria encontramos Pistacia lentiscus, Rhamnus
lycioides y una gran cantidad de Chamaerops humilis; en ramblas y barrancos
habitan Nerium oleander, Tamarix boveana y Phragmites australis. El coto de
los cuadros ha tenido una importante actividad ganadera durante siglos ya que
por el pasan dos vias pecuarias y con anterioridad a la reforestacion de los
afnos 60 se llevaba a cabo una actividad agricola de secano.. El suelo donde se
desarroll6 el estudio es un Haplocalcid tipico (Soil Survey Staff, 2010)
desarrollado a partir de sedimentos cuaternarios. Las caracteristicas

fisicoquimicas y quimicas del suelo se encuentran en la tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas analiticas del suelo usado en el

experimento (n= 6).

pH (H20)

Conductividad eléctrica (1:5, uS cm™)

Textura

C organico total (g kg™
Carbohidratos totales (ug g™")
C hidrosoluble (ug g™)

Carbohidratos hidrosolubles (ng g™)

N total (g kg™)

P disponible (ug g™')

K extraible (ug g”)

C biomasa microbiana (ug g™')
Deshidrogenasa (ug INTF g™)
Ureasa (umol NHs g h™")
Proteasa-BAA (umol NHz g™ h™)
Fosfatasa (umol PNP g™ h™")

B-Glucosidasa (umol PNP g h™")
Estabilidad de agregados (%)

8,5+0,0°
225+2
franca
10,340,3
552+20
100+1
8+0
0,95+0,02
740
222+4
396+11
51+1
0,31+0,03
0,60+0,04
0,28+0,02
0,46+0,01
11,5+0,4

Media + error estandar .
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Figura 2. Vista parcial de la zona de estudio Coto de los Cuadros.

Zona de estudio El Teularet

El segundo estudio de campo se realiz6 en la estacion experimental de El
Teularet situada en la Sierra de Enguera (38° 50’ Norte; 0° 42’ Oeste), en el
sureste de la provincia de Valencia a una altura de unos 760 metros sobre el
nivel del mar.

La Sierra de Enguera es la alineacion montanosa mas meridional del Sistema
Ibérico, y forma parte del Macizo del Caroig, delimitado al norte y al este por el
Rio Jucar, al este por el valle de Ayora y al sur por el Valle del Rio Cafoles.
Estda formada por calizas del cretaceo predominando los procesos de
karstificacion.

El clima se caracteriza por una precipitacion media anual de 479 mm, repartida
de una forma muy irregular, teniendo una variabilidad estacional e interanual
elevada y freceuntes periodos de sequia. La temperatura media es de 14 °C, la
cual oscila entre los 23 °C de agosto y los 9 °C de enero. La vegetacion
climacica es un encinar de Quercus coccifera, el cual fue sustituido por pinares

destinados a la industria maderera. Los pinares sufrieron un rapido abandono
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en los anos 50 y 60, lo que finalmente facilité la proliferacién de incendios y el
establecimiento del matorral. El paisaje vegetal mas comun es ahora el del
matorral con algunos pinares, o bien matorrales en los que los pinos son cada
vez mas abundantes fruto de su recuperacion natural o potenciada por las
repoblaciones.

En la Sierra de Enguera, el matorral esta compuesto basicamente por Pistacia
lentiscus, Quercus coccifera, Juniperus oxycedrus, Cistus albidus, Romarius
officinalis y Ulex parviflorus. En la Sierra Enguera han convivido diferentes usos
del suelo a través de los afios, al uso forestal y maderero hay que sumar el
pastoreo asi como el cultivo de secano predominando el cultivo de cereal, olivo
y almendro. La zona utilizada para el estudio estaba dedicada al cultivo de
secano. En esta zona los suelos han sido intensamente arados durante siglos.
El suelo es un Xerorthent tipico desarrollado sobre margas del Cretacico (Soil
Survey Staff, 2010).

Tabla 2. Caracteristicas analiticas del suelo usado en el

experimento (n= 20).

Textura (%)* 39,38,23
pH (1:5, H20) 8,30+0,02
Conductividad eléctrica (1:5, uS cm™) 1854
CaCOs; (%) 6013

C organico total (g kg™) 12,5+0,1
C hidrosoluble (ug g™ 7411

C biomasa microbiana (ug g™ 270%2

N total (g kg™') 0,78+0,03
P disponible (mg kg™) 2+0

K extraible (mg kg™) 303+12
Tasa de respiracion basal (ug CO, g h™) 5,7+0,3

Media * desviacion estandar

@Arena: 2-0,02mm, limo: 0,02-0,002 mm, arcilla: <0,002mm
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Figura 3. Vista parcial de la zona de estudio El Teularet.

2.1.2 Experimentos en condiciones controladas

Los experimentos bajo condiciones controladas se llevaron a cabo en las
intalaciones del servicio de apoyo a la investigacién (SAl), en la seccion de
experimentacion agroforestal (SEAF) de la Universidad de Murcia, localizado
en el Campus Universitario de Espinardo. Para los dos experimentos en
maceta bajo condiciones controladas se utilazaron dos suelos, uno traido del
Coto de los Cuadros cuyas caracteristicas se han descrito con anterioridad y un
suelo agricola representativo de la huerta tradicional murciana, el cual se

encuentra descrito detalladamente en el capitulo correspondiente.

2.2 Material biologico y condiciones de crecimiento

2.2.1 Especies vegetales utilizadas

Juniperus oxycedrus L.

Es un arbusto perennifolio que puede alcanzar los 4 m de altura con ramas
penduladas y posee una copa muy tupida de forma coénica o aovada, acabando
frecuentemente en forma puntiaguda. Tronco grueso y derecho, de corteza
fibrosa, pardo grisacea, con hojas en posicion helicolidal, estrechamente

triangulares, puntiagudas, de 8 a 25 mm, con dos lineas blancas por el haz,
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separadas por una verdosa mas estrecha. Es una especie unisexual dioica,
produce pies masculinos y femeninos. Florece al final del invierno y durante la
primavera, madurando los galbulos (frutos), al segundo afo, los frutos son de
forma globosa u ovoide, carnosas, abayadas, de un color verdoso al principio y
posteriormente rojo o pardo-rojizo. Se encuentra sobre todo tipo de suelos,
principalmente en los encinares y demas bosques mediterraneos,
manteniéndose cuando éstos son talados y soportando muy bien los suelos
pedregosos y poco profundos; desde el nivel del mar a los 1000 metros, donde

empieza a escasear. Aguanta los climas secos.

Figura 4. Detalle de Juniperus oxycedrus L.
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Dorycnium pentaphyllum Scop

Es un arbusto de 30 a 70 cm de altura, cuyos tallos y ramas son netamente
lefiosos, perteneciente a la familia de las leguminosas. Hojas sentadas con
foliolos lineares, pilosos por ambas caras. Flores pequefas en umbela. Caliz
piloso. Corola blanca. El fruto es una legumbre ovoide, globosa, de 3a 5 mmy
con 1 o 2 semillas. Florece en primavera y verano. Es una planta propia de
matorrales, pastizales y pinares de repoblacion, tolera todo tipo de suelos
aunque es mas frecuente en terrenos calizos, abiertos y secos, junto a salvias,
espliegos y tomillos. Es tipica del area mediterranea, abundante en la

Peninsula Ibérica y en Baleares.

Figura 5. Dorycnium pentaphyllum Scop
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Avena sativa L.

Planta anual perteneciente a la familia de las gramineas. Hojas de color verde
intenso, muy anchas (2 cm), ligula grande y ovalada y auriculas ausentes.
Ahijamiento abundante. Tallos gruesos, altura 2 metros. Inflorescencia en
panicula abierta. Es poco exigente en cuanto a suelos, rebrota tras siega o
pastoreo y se adapta bien al secano. Se siembra en cultivo puro o mezclado
con alguna leguminosa de ciclo similar (guisante, veza...) o graminea (centeno)

en septiembre-octubre o bien en enero-febrero.

Figura 6. Avena sativa L.

2.2.2. Microorganismos seleccionados

Hongos Micorricicos Arbusculares (MA)

Los hongos micorricicos utilizados, Glomus intraradices Schenck y Smith (EEZ
1), Glomus deserticola (Trappe, Bloss. y Menge) (EEZ 45) y Glomus mosseae
(Nicol y Gerd.) Gerd. y Trappe (EEZ 43), se obtuvieron de la coleccién de la
Estaciéon Experimental del Zaidin (EEZ-CSIC), Granada. La nomenclatura
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botanica actual reconoce estas denominaciones como sinébnimos, sin embargo
se ha preferido mantener la nomenclatura que coincide con los registros de la
coleccién de procedencia. El género Glomus pertenece a la familia Glomaceae,
dentro de la clase Glomeromicota. Tradicionalmente se adscribian al orden
endogonales dentro de la clase de los Zigomicetos, pero investigaciones a nivel
molecular mostraron que forman una propia clase filogenética (SchuBler et al.,
2001). Para la reproduccion del indculo se siguid el siguiente protocolo: se
prepararon cultivos trampa utilizando como sustrato de crecimiento una mezcla
de sepiolita:vermiculita (1:1, v/v) estéril y Sorghum bicolor L. como planta
hospedadora. Las plantulas se inocularon con cada uno de los enddfitos
seleccionados, se fertilizaron con osmocote® de liberacion lenta y se dejaron
crecer bajo condiciones de invernadero durante 4 meses. El inoculo micorricico
resultante consiste en una mezcla de sustrato rizosférico que contiene esporas,

hifas y fragmentos de raices micorrizadas.

Figura 7. Detalle de una raiz colonizada por Hongos Micorricicos Arbusculares.
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Hifomicetos

Aspergillus niger van Tiegh es una especie del género anamorfico Aspergillus
perteneciente a los hifomicetos, que esta caracterizado por una conidiogénesis
enteroblastica con células fialidicas dispuestas en conidiéforos densamente
ramificados en su extremo. Si en el género Aspergillus existen teleomorfos,

éstos pertenecen al orden eurotiales dentro de los ascomicetos.

Figura 8. Aspergillus niger van Tiegh.

2.2.3 Residuos organicos
Residuo so6lido urbano compostado

El residuo organico compostado procedid de una planta de tratamiento de
residuos municipales de Murcia. El residuo fue producido por el sistema de pila
al aire con volteos diarios (sistema Indora). Se trata de un proceso de
fermentacion rapida (60 dias) de tipo aerobio en el que deben controlarse
principalmente la humedad, la temperatura y la aireacion. El compostaje

basado en volteos es un sistema sencillo, eficaz y econdmico aconsejable para
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residuos solidos urbanos de las zonas del sureste espafol. En estas zonas los
residuos organicos son muy biodegradables alcanzandose durante el proceso
fermentativo temperaturas superiores a los 65°C, suficiente para la destrucciéon
de los organismos patdégenos y para la estabilizaciéon de la fraccion organica de
los residuos. Las determinaciones analiticas del residuo organico compostado
se realizaron sobre el material secado al aire, molido y tamizado a 1 cm,
siguiendo los métodos descritos por Page et al. (1982).

Los resultados del andlisis del compost se recogen en la Tabla 3. Cabe
destacar el alto contenido en carbono organico total, carbohidratos y nutrientes
(nitrégeno y fésforo).

Tabla 3. Caracteristicas analiticas del residuo soélido urbano

compostado.

PH (1:5) 6,7
Conductividad eléctrica (1:5) (uS cm™) 4700
Materia organica (%) 55,22
Carbono organico total (%) 27,6
Carbono hidrosoluble (ug g™) 1950
Carbohidratos hidrosolubles (ug g™) 76
Polifenoles (ug g™') (como acido p-cumarico) 1972
Nitrégeno total (%) 1,45
Nitrégeno aménico (ug g™) 3350
C/N 19
Fasforo total (%) 0,38
Potasio total (°/Q) 1,2
Ca (%) 9,21
Mg (%) 0,68
Na (%) 0,96
Cu(ugg™) 146
Zn (ug g™ 261
Ni (ug g™ 25

*Media + error estandar (n=6).

Lodo de depuradora compostado
El lodo digerido aerobicamente se obtuvo de una planta de tratamiento de

aguas residuales en Murcia. Para la elaboracion del compost, el lodo se mezclé
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con virutas de madera (agente estructurante) en la proporcién 1:1 (viv). El
proceso de compostaje fue el sistema de pila movil, consistiendo en una
primera fase de compostaje propiamente dicha, en la que las pilas de residuos
se voltearon nueve veces durante 2 meses y una segunda fase de maduracion,
en la que los productos se dejaron reposar en bandejas durante 2 meses para
que tuviera lugar la estabilizacion de la materia organica. A lo largo del
proceso, los parametros temperatura, aireacion y humedad se controlaron
minuciosamente. La temperatura alcanzada fue en todos los casos superiora
los 65°C, suficiente para la destruccidn de los organismos patégenos.

Las caracteristicas analiticas del lodo de depuradora compostado,
determinadas por métodos estandar (Page et al., 1982), se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas analiticas del lodo de

depuradora compostado utilizado en el experimento.

Cenizas (%) 18,6+0,1*
pH (1:5) 6,1£0,0
Conductividad eléctrica (1:5, uS cm™) 3095+48
Carbono organico total (g kg™) 380+4
Carbono hidrosoluble (ug g™) 7245122
Carbohidratos hidrosolubles (ng g™) 590+53
Nitrégeno total (g kg™') 14,5+0,1
N-NHs (ng g™) 312413
N-NO; (ug g™ 1967+49
P total (g kg™) 4,5+0,1

K total (g kg™) 2,30, 1
Fe (ugg™) 6562+165
Cu(ng g™ 21248

Zn (ng g’ 588+30
Ni (ug g”) 44+3

B (ngg”) 85+2
Cd(ngg™) 9+1

Pb (ng g”) 180428
Porosidad (%) 78+1

*Media + error estandar (n=6).
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Residuo de alperujo microbiolégicamente tratado

Para el proceso de fermentacién se utiliz6 como sustrato el residuo de alperujo
(DOC) un material lignocelulésico procedente de una almazara situada en
Granada (Espafna). Este residuo sélido se seco a 60 °C en el horno y después
se molié en fragmentos de 2 mm. Para la preparacion del fermentado, a cada
matraz Erlemmeyer de 250 ml se le afadieron 5 g del residuo, junto con 50 ml
de la soluciéon mineral Czapek-Dox. Esta solucidén esta descrita en el catalogo
no. 70185 de Fluka Chemica y contiene (g I de agua desionizada). FeSOy,
0,01; MgSO4 7H,0, 0,5; KCI, 0,5; NaNOg, 3,0; sacarosa, 30; K;HPOy4, 1,0 y un
pH final de 7,3+0,2. A los matraces se les afnadio, 0,75 g de fosfato de roca
(fluoroapatito procedente de Marruecos con un 12,8% de fésforo soluble y 1
mm de grosor). Tras autoclavarlos a 121 °C durante 30 minutos, se inocularon
con 3 ml de una suspensién de esporas de A. niger (1,2 x 10" esporas). La
cepa NB2 de Asperguillus niger utilizada en este estudio se mantuvo en placas
de agar patata-dextrosa a 4 °C. Para la preparacion del inéculo, se cultivd en
placa a 30 °C durante 7 dias. Con la ayuda de un asa de platino y de agua
desionizada estéril se desprendieron las esporas del cultivo del hongo
lignocelulolitico crecido en la placa, formandose una suspension que se utilizé
como inoculo. La fermentacion se llevé a cabo mediante incubacién en cultivo
estatico a 30 °C durante 20 dias, periodo previamente seleccionado en
estudios anteriores (Vassilev et al., 1995; Vassilev et al., 1996). Las
caracteristicas del DOC después de la fermentacion fueron: pH 4,0;
conductividad eléctrica (1:10), 1.231 uS cm™, P total, 0,38 %; N total, 0,62 %; C
organico total 22,2 % y C hidrosoluble 1.146 ug g™

2.3. DISENO Y FACTORES EXPERIMENTALES

El disefio y los factores experimentales se exponen para cada caso particular

en los capitulos correspondientes.
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2.4. DETERMINACIONES ANALITICAS EN PLANTA

2.4.1. Crecimiento vegetal, estado nutricional y micorrizaciéon

Crecimiento de la planta
El peso fresco de la parte aérea y radical se anota. Los pesos secos se

determinan tras proceder al secado del material a 65 °C durante 24h.

Nutrientes en hoja.

La determinacién de los nutrientes foliares se realiz6 en el material seco y
molido. Las medidas se llevaron a cabo en el servicio de iondmica del CEBAS
en un espectrometro de emision oOptica de plasma acoplado inductivamente
ICP-OES (ICAP 6500 DUO) y en un analizador elemental CHN (LECO
TruSpec).

Porcentajes de micorrizacion

Se utilizaron las técnicas estandar para la visualizacion y cuantificacion de
hongos MA. Previamente a la cuantificacion de la micorrizacion es necesario
tefir las raices con azul tripan siguiendo el método de Philips y Hayman (1970).
Reactivos

KOH 10 %

H,0, 10 vol.

Azul tripan: 0,3 g azul tripan + 200 ml glicerol + 200 ml acido lactico + 200 ml
agua desionizada

Acido lactico 50%

Procedimiento:

Primero se lavan los segmentos de raiz y se colocan en cajas histoldgicas. Se
colocan asi en KOH al 10% y se calientan a 90°C en bafio maria durante
aproximadamente media hora para emblandecerlas. Después se elimina el
KOH lavando las raices con agua. En el caso de raices pigmentadas se
sumergen en H,O, (10 vol.) el tiempo necesario hasta que queden blancas. Se

elimina el H,O, y se afiade azul tripan y se tifie durante 5 a 10 minutos a 90°C
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en bano maria. Al final se elimina el colorante. Las raices se conservan en
acido lactico (50%).

Para la cuantificacion de las raices micorrizadas se sigue el método descrito
por Giovanetti y Mosse (1980):

Los fragmentos de raices tenidas se distribuyen al azar en una placa reticulada.
Se observan bajo estereomicroscopio (x 40 aumentos) las intersecciones de las
raices con el reticulo, distinguiendo las raices micorrizadas de las que no
estan. El porcentaje de micorrizacién viene dado por el cociente entre los
numeros de raices micorrizadas y el numero total de intersecciones observadas

(un minimo de 100).

2.5. DETERMINACIONES ANALITICAS EN SUELO

Tras el periodo de crecimiento las plantas se recolectan y se toman las
muestras de suelo. Las muestras de suelo se dividien en dos alicuotas. Una de
ellas se tamiza a 2 mm y se almacena a 4°C para analisis biologicos vy fisico-
quimicos, mientras que otra fraccion del suelo se tamiza entre 0,25 y 4 mm

para la determinacion de la estabilidad estructural del suelo.

2.5.1. Propiedades fisico-quimicas y fisicas del suelo

pPH
Se obtiene un extracto acuoso en la relaciéon sélido liquido 1:5 por agitaciéon
mecanica durante dos horas. Sobre este extracto se realiza la medida de pH

utilizando un pH-metro Crison PH25.

Conductividad eléctrica
El extracto obtenido para la medida del pH se centrifuga y, sobre él, se lee

directamente la conductividad con un conductimetro Crison, modelo 522.

Estabilidad de agregados

Determinacion de los agregados estables del suelo al impacto de una lluvia
artificial de energia conocida de acuerdo a Roldan et al. (1994b), basado en el
método de Benito et al. (1986).

Equipo de andlisis
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Tamiz de 0,25 mm de malla y de 7,5 cm de diametro.

Vasija cilindrica transparente de 6,6 cm de diametro interior, abierta por la parte
superior y cuyo fondo tiene 11 orificios distribuidos regularmente, en los que se
insertan puntas estandar de pipeta de 0,1 ml.

Procedimiento

Se pesan 4 g de suelo tamizados entre 0,25 y 4 mm. Se extienden sobre un
tamiz de 0,25 mm. Se humedecen los agregados mediante pulverizacion.
Pasados 10 minutos se someten los agregados a una lluvia de 150 ml de agua
desionizada proveniente de una vasija cilindrica con 11 orificios elevada un
metro sobre el tamiz. La fraccion de suelo que pasa por el tamiz se desprecia
(porque no son agregados estables). El suelo que queda en el tamiz se pasa,
mediante chorro de agua desionizada, a una capsula previamente tarada (T).
Se seca en estufa a 105°C, se deja enfriar y se pesa (P1). A continuacién el
contenido de la capsula se humedece y se deja dos horas. Los agregados de la
capsula se vuelven a pasar por el tamiz de 0,25 mm, esta vez ayudandose de
una varilla y chorro de agua. Las particulas organicas y de arena que quedan
sobre el tamiz, se colocan de nuevo en la capsula se secan y se pesan (P»). El
porcentaje de agregados estables a la lluvia respecto a los agregados totales
de la fraccion del suelo de 0,25-4 mm. El porcentaje de agregados estables a
la lluvia se calcula de la siguiente manera:

P1- P2

% EA=—""°.
4-P2+T

100

Analisis granulométrico

Tras una adecuada dispersion de la tierra fina, se utiliza para ello
hexametafosfato sddico, se determinan, combinando la extraccidén con la pipeta
de Robinson y la tamizacidn, los porcentajes de arcilla (<2 ym), limo fino (2-20
pgm), limo grueso (20-50 ym) y la fraccion de arena de 50-2000 pym. A partir del
porcentaje de arcilla, limo y arena obtenidos tras el analisis granulométrico y
del triangulo de texturas propuesto por la Guia de descripcidén de suelos de la

FAO (2006) es posible determinar la clase textural.

Potencial hidrico del suelo
La derminacion del potencial hidico del suelo se calculé segun el método de la

membrana a presion de Richards (1941) para el rango pF entre 2,5 y 4,2. El
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contenido hidrico se determiné por el método gravimétrico (110 °C, 24 h). Los
datos del potencial hidrico se estimaron a partir de la curva de retencion de

humedad del suelo.

Simulacién de lluvias

Se realizaron mediciones con lluvia simulada en parcelas de 1 m? para
determinar la generacion de escorrentia y el transporte de sedimentos bajo
lluvia intensas con periodos de recurrencia de 5 afios. El simulador de lluvia
utilizado para las parcelas de 1 m? esta basado en las boquillas Hardi-1553-12,
con tres unidades funcionando al mismo tiempo desde 2 metros de altura. La
intensidad de la lluvia simulada alcanzé los 55 mm durante una hora y se aplico
sobre una superficie de 1 m?, de los cuales una subparcela de forma circular de
0,25 m? quedd como zona de medicién de la escorrentia y pérdida de suelo.
Las tres boquillas funcionando al mismo tiempo, con agua destilada,
presentaron un coeficiente de Christiansen de 85,7% bajo condiciones de
laboratorio. El tamafio medio de las gotas fue de 2,68 mm con una velocidad de
caida de 3,78 m s™ y una energia cinética de 9,34 J m? mm™ con una presién
de 1,75 Kg cm™. Las parcelas se delimitaron con laminas metalicas de hierro
galvanizado, y las escorrentias se recogieron en un colector de PVC de 800
mm de largo, 150 mm de ancho y 100 mm de profundidad. Se aplicaron lluvias
simuladas de 1 hora de duracién. Las escorrentias se midieron cada minuto, y
las muestras tomadas (1 cada 5 minutos) se desecaron para determinar la

concentracion de sedimentos.

2.5.2. Propiedades quimicas del suelo

Carbono organico total
El contenido de carbono organico total en el servicio de iondmica del CEBAS-
CSIC con un analizador elemental CHN modelo LECO TruSpec una vez

tamizadas y molidas las muestras de suelo en mortero de agata.

Carbono hidrosoluble
El carbono organico hidrosoluble se determiné en el extracto acuoso (1:5, p:v),

mediante analizador de carbono para muestras liquidas Shimadzu TOC-5050A.
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Carbohidratos hidrosolubles
La determinacion del contenido de carbohidratos hidrosolubles en el extracto
acuoso (1:5, p:v) se realizé segun el método de Brink et al. (1960).
Reactivos
Reactivo de antrona (0,2% en acido sulfurico 96%)
Procedimiento
A 1 ml del extracto acuoso se le afiaden 4 ml del reactivo de antrona, se agita y
se calienta en bafio maria durante 10 minutos a 80°C. Después se enfria en
hielo y se lee en espectrofotdmetro a 630 nm. Se realiza una recta de calibrado

utilizando distintas concentraciones de glucosa.

Carbonatos totales

Medida del volumen de CO, desprendido por accion del acido clorhidrico sobre
la muestra en el calcimetro de Bernard (Guitian y Carballas, 1976).

Reactivos

Acido clorhidrico 1:1

Carbonato calcico

Procedimiento

Se calibra el calcimetro en relacion a las condiciones ambientales, mediante la
medida de CO, desprendido por un peso conocido de carbonato calcico puro
tratado con HCI. A partir de ese volumen se calcula el peso de suelo que es
necesario poner en el matraz de reaccion del calcimetro, de forma que la

medida de CO, desprendido represente el % de CaCOs en el suelo.

2.5.3. Concentracion de nutrientes

Nitrégeno total
El nitrogeno total del suelo se analizé en el servicio de iondmica del CEBAS-
CSIC con un analizador elemental CHN modelo LECO TruSpec, una vez

molidas las muestras de suelo.

Fésforo asimilable
Se realiza mediante una medida espectrofotométrica segun el método de Olsen
et al. (1954).
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Reactivos

Carbon activo

Bicarbonato sédico 0,5 M a pH 8,5

Acido sulfarico 5 N

Molibdato amonico

Tartrato de antimonio Il

Acido ascorbico

Reactivo A: 12 g de Molibdato aménico en 250 ml de agua desionizada y a su
vez 0,2908 g tartrato de antimonio Ill disuelto en 100 ml de agua desionizada.
Ambos se agregan a 1000 ml de acido sulfurico 5 Ny se llevatodoa 2 L.
Reactivo B: Se disuelven 1,056 g de acido ascoérbico en 200 ml del reactivo A.
Procedimiento

Se colocan en un frasco 5 g de suelo, 1 g de carbén activo y 100 ml de
bicarbonato sddico 0,5 M a pH 8,5. A continuacion, se agita mecanicamente
durante media hora y se filtra (papel Whatman n°® 40). Se toman 10 ml del
filtrado y se llevan a un vaso de 25 ml. Se ajusta el pH a 5,0 mediante acido
sulfurico 1,5 M en un valorador automatico (Metrohm, SM Titrino). El contenido
del vaso se pasa a un matraz de 50 ml, se afiaden 8 ml de acido ascorbico y se
enrasa a 50 ml. Después de un reposo de 15 minutos se mide en
espectrofotometro a 880 nm. Paralelamente se realiza una curva patrén desde

un patrén de fésforo de 100 mg I”.

Potasio asimilable.

El potasio asimilable se extrajo por agitacion mecanica, con una disolucion de
acetato de amonio 1 N a pH 7 (Knudsen y col., 1982) y posteriormente, se
analiza por espectroscopia de plasma en un ICP-OES.

Reactivos

Acido clorhidrico 1:1.

Acetato de amonio 1 N pH 7.

Procedimiento

Se pesa, con precision de 1 mg, 2 g de suelo seco al aire y tamizado a 2 mm,
se introduce en un bote de plastico resistente de 50 mL. Se afiaden 20 mL de

disolucién extractora de acetato de amonio 1 N y se agita durante treinta
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minutos en un agitador rotativo. A continuacién se centrifuga a 2500 rpm

durante 5 minutos y se filtra usando doble filtro.

2.5.4. Propiedades biologicas

Carbono de la biomasa microbiana
La biomasa microbiana se determina con el método de la fumigacion-extraccion
con cloroformo (CHCIs) segun Vance et al. (1987).
Reactivos
Cloroformo lavado
Sulfato potasico 0,5 M
Procedimiento
10 g de suelo tamizado y humedecido al 60 % de su capacidad de retencion
hidrica se colocan en matraces Erlenmeyer de 150 cm® y se guardan en la
oscuridad 24 horas, al cabo de las cuales se afaden 0,5 ml de cloroformo
lavado y se mantienen cerrados durante 30 minutos. Seguidamente afiadimos
40 ml de sulfato potasico 0,5 M y agitamos mecanicamente durante 1 hora.
Centrifugamos a 10000 r.p.m. durante 10 minutos y filtramos. Paralelamente se
preparan también controles sin cloroformo. Al extracto obtenido de las
muestras, le pasamos gas de N para eliminar el cloroformo y sobre dicho
extracto se mide el carbono en un analizador de carbono para muestras
liquidas Shimadzu TOC-5050A. Mediante el contenido del carbono del extracto
medido se puede calcular el carbono de la biomasa:

Cbiomasa = Cextracto X 2,66

Respiracion Basal
La respiracion basal del suelo se midid con un respirdmetro (Micro-Oxymax,
Columbus, OH, USA)

Actividad deshidrogenasa

Se utiliza el método de Garcia et al. (1997). En presencia de INT como aceptor
de electrones, se produce la formacion de la correspondiente sal de formazano.
Reactivos

INT (Cloruro de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil 5-fenil tetrazolio) 0,4 %
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N,N-dimetilformamida

Metanol

lodonitrofenil formazano (INTF)

Procedimiento

A 1 g de muestra se le anade 0,2 ml de INT (0,4 % p:v) y agua desionizada
hasta alcanzar 60 % de su capacidad de retencion hidrica. Paralelamente se
preparan controles sin INT echandoles solamente agua desionizada. A
continuacion se deja en oscuridad, a 20 °C durante 20 horas. Se adicionan 10
ml de metanol y se agita vigorosamente en un agitador vortex durante 1 minuto.
Después se filtra (Papel Whatman n° 40). El extracto se lee en
espectrofotdmetro a 490 nm, y se expresa como mg INTF g™ suelo. La recta

patron se realiza con INTF en distintas concentraciones.

Actividad ureasa

La actividad ureasa se determina segun Nannipieri et al. (1980).

Reactivos

Urea 6,4 %

Tampon fosfato 0,1 M pH 7,0

Citrato sodico 0,3 M

Nitroprusiato sodico (1 g en 100 ml agua)

Reactivo A: 15,62 g salicilato sédico mas 4 ml de nitroprusiato sédico enrasado
a 200 ml con agua desionizada.

Reactivo B: 0,5 g dicloroisocianomurato de sodio mas 4 g NaOH en 100 ml de
agua desionizada.

Procedimiento

A 0,5 g de suelo se le anaden 2 ml de tampdn fosfato 0,1 M y 0,5 ml de
disolucion de urea 6,4 %. Para cada muestra se prepara un control al que no se
afiade urea. Se incuba en bafno de agua con agitacion a 30°C durante 1,5
horas, llevando a continuacion el volumen hasta 10 ml con agua desionizada.
Se centrifuga a 3400 r.p.m. durante 8 minutos. Luego se toma 1 ml del
sobrenadante y se lleva a un volumen de 10 ml con 5,8 ml de H,0O, 0,8 ml de
citrato sédico, 1,6 ml de la mezcla Ay 0,8 ml de la mezcla B. A continuacién se
guarda en oscuridad durante 45 minutos. La lectura se realiza en el

espectrofotometro a 660 nm.
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Actividad proteasa-BAA

Determinacion de la actividad proteasa hidrolizante de la N-oa-benzoil-L-
argininamida (BAA) por fundamento analogo al de la actividad ureasica
(Nannipieri et al., 1980).

Reactivos

N-a-benzoil-L-argininamida (BAA) 0,03 M

Tampon fosfato 0,1 M pH 7,0

Citrato sodico 0,3 M

Nitroprusiato sodico (1 g en 100 ml agua)

Reactivo A: 15,62 g Salicilato sodico mas 4 ml de nitroprusiato sddico enrasado
a 200 ml con agua desionizada.

Reactivo B: 0,5 g dicloroisocianomurato de sodio mas 4 g NaOH en 100 ml de
agua desionizada.

Procedimiento

A 0,5 g de suelo se le afiaden 2 ml de tampédn fosfato 0,1 M y 0,5 ml de BAA
0,03 M. Para cada muestra se prepara un control al que no se afnade sustrato.
Se incuba en bano de agua con agitacion a 40°C durante 1,5 horas, llevando a
continuacion el volumen hasta 10 ml con agua desionizada. La técnica sigue

igual que la descrita en el apartado anterior.

Actividad fosfatasa acida

Utilizacion del método descrito por Tabatabai y Bremer (1969), basado en la
determinacién espectrofotométrica del p-nitrofenol liberado cuando se incuba el
suelo a 37 °C con el sustrato artificial p-nitrofenil-fosfato (PNF). EI método
colorimétrico para medir el p-nitrofenol liberado se basa en el hecho de que las
disoluciones de este compuesto tienen color amarillo (Garcia et al., 2003).
Reactivos

Disolucion stock de MUB: Disolver 12,2 g de tris-hidroximetil-aminometano
(THAM), 11,6 g de acido maleico, 14 g de acido citrico, y 6,28 g de acido bdrico
en agua desionizada. Aihadir 488 ml de NaOH 1 M y enrasar a 1000 ml con
agua desionizada. Almacenar a 4 °C.

Disolucion tampén MUB-HCI pH 6,5: tomar 200 ml de la disolucién stock y
llevar hasta pH 6,5 con HCI.

P-nitrofenil fosfato (PNF) 0,025 M.
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P-nitrofenol: solucion madre 1000 ug ml™, a partir de la cual se preparan otras
diluciones para la recta patrén hasta 250 ug mi™.

CaCl; 0,5 M.

NaOH 0,5 M.

Procedimiento

A 0,5 g de muestra de suelo se le afiaden 0,5 ml de sustrato p-nitrofenil fosfato
0,025 M y 2 ml de tampén MUB pH 6,5. Paralelamente se prepara para cada
muestra un control con 0,5 g de suelo y 2 ml de tampén MUB-HCI pH 6,5.
Ademas, se prepara un blanco con 0,5 ml de sustrato y 2 ml de tamp6én MUB
pH 6,5. Muestra, control y blanco, se incuban en bafio termostatico con
agitacién a 37 °C durante 1 hora. Terminado este periodo se afiaden 0,5 ml de
sustrato a los controles.

A continuacion, todos los tubos se enfrian a 4 °C durante 15 minutos, para
frenar la reaccion enzimatica. Pasado este tiempo, se adicionan a todos los
tubos, muestra, control y blanco, 0,5 ml de CaCl; 0,5 My 2 ml de NaOH 0,5 M.
Se agita bien para que la suspension se mezcle completamente. Seguidamente
se centrifugan los tubos a 3400 r.p.m. durante 10 minutos. Se diluye
convenientemente el sobrenadante y se mide su absorbancia, en el
espectrofotometro, después de haber ajustado el equipo a cero con el blanco, a

una longitud de onda de 400 nm.

Actividad B-glucosidasa

Utilizacion del método descrito por Tabatabai (1982), basado en la
determinacién colorimétrica del p-nitrofenol obtenido por la accién de la B-
glucosidasa después de incubar el suelo con el sustrato artificial p-nitrofenil--
D-glucopiranésido .

Reactivos

Disolucion Stock: igual que para la determinacién de la actividad fosfatasa
Disolucion Tampén MUB-HCI pH 6,5, igual que para la determinacion de la
actividad fosfatasa.

p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (PNG) 0,025 M.

P-nitrofenol: solucion madre 1000 ug ml”, a partir de la cual se preparan otras

diluciones para la recta patrén hasta 250 ug mi™.

56



Materiales y Métodos

CaCl; 0,5 M.

Tampon tris-hidroximetil-aminometano (THAM) 0,1 M pH 12: Disolver 12,2 g de
THAM en 800 ml de agua desionizada, ajustar el pH con NaOH 0,5 M y enrasar
a 1000 ml con agua desionizada.

Procedimiento

A 0,5 g de muestra de suelo se le afiaden 0,5 ml de sustrato PNG (p-nitrofenil-
B-D-glucopiranésido) 0,025 My 2 ml de tampon MUB-HCI de pH 6,5.
Paralelamente se prepara para cada muestra un control con 0,5 g de sueloy 2
ml de tampon. Se prepara un blanco conteniendo 0,5 ml de sustrato y 2 ml de
tampon. Muestra, control y blanco, se incuban en bafo termostatico con
agitacion a 37 °C durante 1 hora. Terminado este periodo se afiaden 0,5 ml.

A continuacion, todos los tubos se enfrian a 4 °C en bafio con hielo durante 15
minutos, para frenar la reaccion enzimatica. Pasado este tiempo, se adicionan
a todos los tubos, muestra, control y blanco, 0,5 ml de CaCl, 0,5 My 2 ml de
disolucién THAM-NaOH 0,1 M, pH 12. Se agita bien para que la suspensién se
mezcle completamente. Seguidamente se centrifugan los tubos a 3000 r.p.m.
durante 10 minutos. Se diluye convenientemente el sobrenadante y se mide su
absorbancia en el espectrofotometro, después de haber ajustado el equipo a
cero con el blanco, a una longitud de onda de 400 nm. El CaCl, se afiade para
bloquear la reaccién y para provocar la dispersion de coloides que podrian
interferir en la lectura espectrofotométrica, y la disolucion THAM-NaOH sirve
para alcalinizar la disolucién del producto de reaccion obtenido dandole color

amarrillo.

Glomalina facilmente extraible

Se determina la fraccidn de glomalina facilmente extraible por el método de
Wright y Upadhyaya (1996).

Reactivos

Patrén citrato 20 mM pH 7,0

Albumina de suero bovino

Azul Coomassie G (Bio-Rad Protein Assay)

Procedimiento

A 0,25 g de suelo se le adicionan 2 ml de solucion citrato 20 mM pH 7,0 y se

autoclava a 121°C durante 30 minutos, luego se centrifuga a 3000 r.p.m.
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durante 15 minutos y en el sobrenadante se determina el contenido de

proteinas por el método Bradford (1976) usando albumina como estandar.

Se tomaron volumenes de 20-100 pul de cada una de las muestras y se mezclé
con 200 ul del reactivo Azul Coomassie G preparado previamente (Sandalio,
1987), y agua destilada hasta completar el volumen de 1 ml. La densidad optica

se midid a 595 nm.

Se empled albumina de suero bovino como patrén de calibracidon en un rango
de concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug a partir de una disolucién madre de

albimina de suero bovino de 1 mg ml™.

2.5.5. Andlisis estadisticos

Para los analisis de la varianza de aquellas variables que presentan
distribucion log normal o heterogeneidad de varianzas se emplean datos
transformados logaritmicamente. Para los datos de porcentaje de agregados
estables y de micorrizacidn se utiliza la transformacion arcseno. Las
comparaciones entre las medias de los diferentes tratamientos se realizaron
mediante la prueba de Tukey con P<0,05. El programa estadistico que se
utiliza es SPSS 18.0 para Windows. Otros analisis estadisticos realizados de
forma puntual se exponen para cada caso particular en los capitulos

correspondientes.
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Efecto de HMA y enmiendas organicas sobre estabilidad estructural de la rizosfera de J. oxycedrus

RESUMEN

Se estudiaron los efectos de la inoculacion con un hongo micorricico arbuscular
(MA) (Glomus intraradices Schenck y Smith) o con una mezcla de tres hongos
MA (G. intraradices, G. deserticola (Trappe, Bloss. y Menge) y G. mosseae
(Nicol y Gerd.) Gerd. y Trappe; y la adicion de dos residuos: compost de lodo
de depuradora y residuo de alperujo seco tratado con Aspergillus niger (DOC),
sobre la estabilizacion de los agregados en la rizosfera de Juniperus
oxycedrus, asi como la influencia de las mejoras estructurales producidas
sobre el establecimiento de las plantas. Seis meses después de la plantacion,
la inoculacion con la mezcla de tres hongos MA y la combinacion de G.
intraradices con las dos enmiendas organicas habia mejorado
significativamente la estabilidad estructural del suelo. Los valores de carbono
hidrosoluble y de carbohidratos se incrementaron s6lo con la adicion de los
lodos de depuradora compostados o el residuo DOC fermentado. La adicién de
las dos enmiendas organicas, especialmente el DOC fermentado, disminuyo
significativamente las actividades de las enzimas deshidrogenasa, ureasa,
proteasa y B-glucosidasa. En el suelo rizosférico con los tratamientos con
inoculacion micorricica, las actividades deshidrogenasa y B-glucosidasa fueron
mas altas que en el suelo control. Tanto la adicion de enmiendas organicas
como los tratamientos de inoculacion micorricica incrementaron
significativamente la biomasa aérea de J. oxycedrus. Los tratamientos de
inoculacion fueron mas eficaces para incrementar la biomasa aérea de las
plantas que la adicion de las enmiendas organicas, y no hubo diferencias
significativas entre los dos tratamientos de micorrizacién (en promedio,
alrededor del 53 % de incremento con respecto a las plantas control y
alrededor de un 18% superior con respecto a las plantas cultivadas en los

suelos enmendados).
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3.1. INTRODUCCION

Los programas de revegetacion basados en la plantacion de arbustos podrian
ayudar a la conservacion de la biodiversidad en areas degradadas del
Mediterraneo, y contribuir a la prevencion de los procesos de erosion y
desertificacion en las zonas aridas y semiaridas (Caravaca et al., 2003b). La
cubierta vegetal ayuda a evitar la pérdida de suelo, junto con la mejora de las
propiedades fisicas de éste. La mejora de la calidad del suelo debe ser un paso
esencial en el establecimiento de la vegetacion. Un método para revertir la
degradacion de la calidad del suelo es la adicion de materiales ricos en
carbono (Roldan et al., 1996; Nicolas et al., 2014). La utilizacion agronémica de
residuos agroalimentarios de naturaleza lignocelulésica, como el alperujo
(DOC), residuo procedente de la extraccion de aceite de oliva, y de residuos
organicos urbanos, tales como lodos de aguas residuales, ha aumentado
considerablemente en los ultimos afos como una fuente de materia organica
alternativa, y como un método aceptable para la eliminaciéon de residuos
(Alguacil et al., 2004; Alburquerque et al., 2006; Medina y Azcén, 2010; Karami
et al., 2012). Sin embargo, se ha comprobado que el uso de DOC tiene un
efecto perjudicial sobre la germinacién de las semillas, el crecimiento de las
plantas y la actividad microbiana (Martin et al., 2002; Alburquerque et al., 2006,
2009). De hecho, varios estudios han puesto de manifiesto la fitotoxicidad y
efectos antimicrobianos de algunos residuos de almazara, debido a su alto
contenido en acidos fendlicos, acidos organicos y acidos grasos (Martin et al.,
2002; Linares et al., 2003). Los esfuerzos para disminuir el impacto
medioambiental de los desechos de almazara incluyen la fermentacion
biolégica con hongos filamentosos, tales como Aspergillus niger (Vassilev et al.,
1995) o afiloforales (Linares et al., 2003). Tales sistemas bioldgicos, con la
participacion de residuos agroindustriales y microorganismos, se han utilizado
para la solubilizacion del fosfato de roca (RP) mejorando el crecimiento y
nutricion de las plantas en suelos agricolas (Vassilev et al., 1996; Vassilev y
Vassileva, 2003; Alburquerque et al., 2006; Vassilev et al., 2006).

Hay una evidencia creciente de que los parametros biolégicos y bioquimicos

del suelo pueden tener un papel potencial como indicadores tempranos y
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sensibles de la degradacion y de la calidad del suelo, asi como de la
recuperacion ecoldgica de ecosistemas (Garcia et al., 2000). En particular, las
actividades enzimaticas son especialmente significativas debido a su
importante contribucién a la capacidad del suelo para degradar materia
organica. Se han realizado varias investigaciones sobre los efectos de los lodos
de depuradora sobre los microorganismos del suelo. Entre los elementos
potencialmente adversos asociados con la aplicacion de los lodos de
depuradora se incluyen los metales pesados y xenobidticos, cuya presencia en
cantidades elevadas afecta gravemente a la biomasa microbiana del suelo. En
respuesta a las enmiendas de lodos de aguas residuales, se han descrito tanto
aumentos (Fliessbach et al., 1994) como descensos (Chander y Brookes, 1993)
en la actividad microbiolégica del suelo, asi como una falta de efecto
(Johansson et al., 1999).

La inoculacion con microorganismos simbioticos, especialmente hongos
micorricicos arbusculares (MA), es un método eficaz para mejorar tanto la
capacidad de las plantas huésped para establecerse y hacer frente a
situaciones de estrés, como la deficiencia de nutrientes, la sequia y la
alteracion del suelo. De hecho, varios autores han indicado que los hongos MA
pueden mejorar el rendimiento de las plantas, mediante la estimulacién de la
absorcion de agua (Auge, 2001) o el aumento de la absorcion de nutrientes por
la planta, particularmente nitrégeno y fésforo (Jeffries et al., 2003; Smith y
Read, 2008; Barea et al., 2011), o por la mejora de la agregacion en suelos
erosionados (Caravaca et al., 2002b; Leifheit et al., 2014). Estudios recientes
han indicado que los hongos MA producen glomalina; esta proteina ayuda a
estabilizar los agregados del suelo (Wright y Anderson, 2000; Bedini et al.,
2009; Spohn y Giani, 2010). Por lo tanto, los hongos MA son componentes
esenciales de los ecosistemas, tanto para la revegetacion de zonas
degradadas como para el mantenimiento de la estructura del suelo, reduciendo
asi los riesgos de erosidon y desertificacion. Sin embargo, no hay datos sobre
los efectos e interacciones del residuo DOC o los lodos de depuradora en la
simbiosis micorricica o sobre las propiedades del suelo, fundamentalmente su
estructura, en los programas de revegetacion.

Los objetivos de este estudio fueron: (1) determinar la influencia de la

inoculacion micorricica, con un hongo MA o con una mezcla de tres hongos
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MA, y la adicién de lodos de depuradora compostados o residuo DOC tratado
con Aspergillus niger sobre la estabilizacion de los agregados del suelo
rizosférico de Juniperus oxycedrus L., asi como determinar las relaciones entre
los cambios fisicos, las variaciones bioquimicas y microbioldgicas inducidas por
estos tratamientos y (2) evaluar la influencia de tales mejoras en el

establecimiento de las plantas de J. oxycedrus.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Seleccion de la planta huésped y los indculos micorricicos

La planta utilizada para el experimento fue Juniperus oxycedrus L., es un arbol
de crecimiento lento que alcanza una altura de 3 a 4 metros, aunque a menudo
crece como un arbusto. Este arbusto tiene una distribucion tipica en el
Mediterraneo y esta bien adaptado a las condiciones de sequia, ya que puede
prosperar con una precipitacion media anual de menos de 230 mm y un
periodo de sequia estival que puede extenderse por 4 meses (Amaral Franco,
1964). Sin embargo, el conocimiento de las estrategias de revegetaciéon que
involucran a J. oxycedrus es todavia muy limitado.

Los hongos micorricicos utilizados en el experimento, Glomus intraradices
Schenck y Smith, Glomus deserticola (Trappe, Bloss . y Menge) y Glomus
mosseae (Nicol y Gerd.) Gerd. y Trappe, . La nomenclatura botanica actual
reconoce estas denominaciones como sindnimos, sin embargo se ha preferido
mantener la nomenclatura que coincide con los registros de la coleccion de
procedencia.

El in6culo micorricico consistid en una mezcla de suelo rizosférico procedente
de un cultivo trampa (Sorghum sp.) que contiene esporas, hifas y fragmentos
de raices micorrizadas (un promedio de 30 esporas g y raices con un 75 % de
colonizacion MA). Una vez germinadas, las plantas de J. oxycedrus fueron
trasplantadas en un sustrato de crecimiento, formado por turba y fibra de coco
(1:1, v/iv) en envases de 120 ml. El correspondiente indculo de micorrizas
arbusculares se aplicd a razén del 5 % (v/v). Se anadié la misma cantidad de
inéculo autoclavado a las plantas control, acompafados con un filtrado (< 20

um) del mismo, para proporcionar las poblaciones microbianas que acompaiian

a los hongos micorricicos. Plantas inoculadas y no inoculadas se cultivaron
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durante 8 meses en condiciones de vivero sin ningun tratamiento de

fertilizacion.

3.2.2. Suelo experimental

Se utilizé un suelo agricola, dedicado al cultivo de citricos cerca de Murcia (SE
Espafa). El clima es mediterraneo semiarido, con una precipitacion media
anual de 300 mm, una temperatura media anual de 19.2 °C y una
evapotranspiracion potencial anual de 1.000 mm.

Las principales caracteristicas del suelo agricola utilizado fueron: pH (1:5) 8,89;
conductividad eléctrica 0,18 dS m™, COT 1,80 %; N total 2,01 g kg”'; P
asimilable 70 ug g'; K extraible 440 pg g™'; capacidad de intercambio catiénico
15 cmol kg™.

3.2.3. Materiales

El lodo procedia de una planta de tratamiento de aguas residuales en Murcia.
El lodo de depuradora mezclado con virutas de madera (1:1, v:v) se composto
siguiendo una modificaciéon del sistema Indore, tal y como se detalla en el
capitulo de “Materiales y Métodos”. Las caracteristicas analiticas del lodo de
depuradora compostado, determinadas por métodos estandar (Page et al.,
1982), se muestran en el capitulo de “Materiales y Métodos” (Tabla 4).

El alperujo (DOC), un material lignocelulésico procedente de una almazara
situada en Granada, se sec6 a 60° C en un horno y después se molié en
fragmentos de 2 mm. El residuo de alperujo se someti6 a un proceso de
fermentacion estatica con A. niger, en presencia de fosfato de roca, de acuerdo
a la biotecnologia descrita en “Materiales y Métodos”. Las caracteristicas del
DOC después de la fermentacion fueron: pH 4,0; conductividad eléctrica (1:10),
1.231 uS cm™, P total, 0,38 %; N total, 0,62 %; C organico total 22,2 % y C
hidrosoluble 1.146 ug g™

3.2.4. Diserio y factores experimentales

El experimento fue un ensayo en mesocosmos, cuyo disefio experimental
correspondié a un factorial completamente al azar con dos factores. El primer
factor tuvo tres niveles: adicion o no de lodo de depuradora compostado o

residuo fermentado DOC al suelo, y el segundo factor tuvo otros tres niveles: la
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inoculaciéon y no inoculacion de las plantas de J. oxycedrus, ya sea con G.
intraradices o con una mezcla de G. intraradices, G. mosseae y G. deserticola.
Se establecieron cinco repeticiones por tratamiento, resultando un total de 45
Mesocosmos.

En cada mesocosmos se utilizaron 400 gramos de suelo depositados en
macetas de 600 ml. En febrero de 2012, las enmiendas (lodo de depuradora
compostado o residuo DOC fermentado) se mezclaron manualmente con el
suelo experimental en una proporcion del 5 % (p/p). Las plantas de J.
oxycedrus (inoculadas y no inoculadas) se trasplantaron en los mesocosmos
(una por maceta). El experimento se llevo a cabo en el vivero de la Universidad
de Murcia, sin ningun tratamiento de fertilizacion. Las plantas crecieron al aire
libre y estuvieron bien regadas. Transcurridos seis meses desde la plantacion,
las plantas fueron cosechadas, tomandose muestras de suelo de las macetas.
Las muestras de suelo se dividieron en dos submuestras. Una de ellas fue
tamizada a 2 mm y almacenada a 2° C para determinaciones microbioldgicas y
la otra se secd al aire a temperatura ambiente. Una alicuota de esta
submuestra se tamizé a 2 mm para el analisis fisico-quimico y quimico del
suelo, mientras otra alicuota se tamizé de 0,25 a 4 mm para determinar la

estabilidad de agregados.

3.2.5. Analisis de parametros en planta

Se registraron datos de la biomasa fresca y seca (65° C, 24h) de parte aérea y
radicular. El porcentaje de colonizacion por hongos micorricicos arbusculares
fue calculado por el método de interseccion de cuadricula (Giovannetti y

Mosse, 1980), descrito en el apartado de “Materiales y Métodos”.

3.2.6. Analisis fisico-quimico, fisico, quimico y bioquimico del suelo

El pH del suelo y la conductividad eléctrica se midieron en una solucién acuosa
1:5 (p/v). En el mismo extracto acuoso del suelo se determiné el carbono
hidrosoluble en un analizador de carbono para muestras liquidas Shimadzu
TOC- 5050A. Los carbohidratos hidrosolubles se determinaron por el método
de Brink et al. (1960). La estabilidad de los agregados estables al impacto de
una lluvia artificial de energia conocida se determiné siguiendo el método
descrito por Roldan et al. (1994b).
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La actividad deshidrogenasa se midid mediante el método propuesto por
Garcia et al. (1997). Las actividades ureasa y proteasa se determinaron de
acuerdo a la metodologia de Nannipieri et al. (1980). La actividad B-glucosidasa
se determiné usando el método descrito por Tabatabai (1982).

Todas las determinaciones enunciadas se llevaron a cabo segun las

metodologias descritas en el apartado de “Materiales y Métodos”.

3.2.7. Analisis estadistico

Los datos se transformaron logaritmicamente para ajustarlos a la normalidad.
Para los datos de porcentaje de agregados estables y colonizacién micorricica
se utilizo la transformacion arcsen. Los efectos de la adicién de los residuos de
lodo de depuradora y DOC, la inoculacién con hongos micorricicos, y sus
interacciones, fueron determinados mediante un analisis de la varianza de dos
vias, y las comparaciones entre las medias se realizaron mediante el test de
Tukey calculado para P < 0,05. Los procedimientos estadisticos se realizaron

con el paquete estadistico SPSS 18.0 para Windows.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Propiedades fisico-quimicas y fracciones labiles de C

Ninguno de los tratamientos ensayados ni su interaccidon tuvieron un efecto
significativo sobre la conductividad eléctrica del suelo (Tabla 1).

Los valores de carbono y carbohidratos hidrosolubles se incrementaron sélo
con la adicion del lodo de depuradora compostado o el residuo DOC
fermentado (Tabla 1 y Figura 1), los mayores incrementos se observaron en la
fraccion de carbohidratos hidrosolubles (aproximadamente 61 y 97 %
respectivamente mayor que en el suelo no enmendado). La adicion del residuo
DOC fermentado fue mas eficaz para aumentar ambas fracciones labiles de
carbono. La inoculacién con la mezcla de tres hongos MA y la combinacién de
G. intraradices con ambas enmiendas organicas mejoraron de forma
significativa la estabilidad estructural del suelo de la rizosfera de J. oxycedrus
(Figura 2). El mayor incremento se registro en el tratamiento que combiné la
inoculaciéon micorricica con G. intraradices y la adicion del lodo compostado

(aproximadamente un 35 % mayor, en comparacion con el suelo control).
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Figura 1. Efecto de la adicibn de los enmendantes organicos y los distintos
tratamientos de inoculacién micorricica sobre la conductividad eléctrica y fracciones
labiles de carbono organico en la rizosfera de J. oxycedrus, seis meses despues de la
plantaciéon (n=5). C= control; L= adicién de lodo de depuradora compostado; D=
adicion de DOC fermentado; G= inoculacion con G. intraradices; M= inoculaciéon con
una mezcla de tres hongos micorricicos; LG= adicién de lodo de depuradora
compostado e inoculacion con G. intraradices; LM= adicién de lodo de depuradora
compostado e inoculaciéon con una mezcla de tres hongos micorricicos; DG= adicion
de DOC fermentado e inoculacidén con G. intraradices; DM= adicion de DOC

fermentado e inoculacién con una mezcla de tres hongos micorricicos. Media (error

estandar).
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Figura 2. Efecto de la adicion de los enmendantes organicos y los distintos
tratamientos de inoculacién micorricica sobre la estabilidad de agregados en la
rizosfera de J. oxycedrus, seis meses después de la plantacion (n=5). C= control; L=
adicion de lodo de depuradora compostado; D= adicion de DOC fermentado; G=
inoculacion con G. intraradices; M= inoculacion con una mezcla de tres hongos
micorricicos; LG= adicion de lodo de depuradora compostado e inoculacién con G.
intraradices; LM= adicion de lodo de depuradora compostado e inoculacién con una
mezcla de tres hongos micorricicos; DG= adicion de DOC fermentado e inoculacion
con G. intraradices; DM= adicién de DOC fermentado e inoculacion con una mezcla de

tres hongos micorricicos. Media (error estandar).
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Tabla 1. ANOVA de dos factores (adicién de DOC fermentado y compost
de lodo de depuradora e I= inoculacién micorricica) para todos los
parametros estudiados en la rizosfera de las plantas de J. oxycedrus.

Valores de significacion (P).

Adicion Inoculacion  Interaccion
enmendante micorricica (Ex
(E) (1

Deshidrogenasa <0,001 <0,001 <0,001
Ureasa 0,015 0,286 <0,001
Proteasa <0,001 0,083 0,010
B-glucosidasa <0,001 0,042 <0,001
C hidrosoluble <0,001 0,256 0,062
Carbohidratos hidrosolubles <0,001 0,868 0,420
Conductividad eléctrica 0,546 0,303 0,480
Estabilidad de agregados 0,828 0,001 0,187
Biomasa aérea 0,001 <0,001 0,029
Colonizacion 0,010 <0,001 0,846

3.3.2. Parametros bioquimicos

El suelo rizosférico en los tratamientos con inoculacién micorricica registré una
actividad deshidrogenasa y [(-glucosidasa significativamente mayor, y una
menor actividad de ureasa, que el suelo control, pero no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos de micorrizacién (Figura 3). La adicion del
lodo de depuradora compostado o DOC fermentado, especialmente este
ultimo, disminuyé significativamente la actividad de las enzimas
deshidrogenasa, ureasa, proteasa y B-glucosidasa. La interaccion negativa
entre las enmiendas y los tratamientos de inoculacién micorricica afectaron a
las actividades deshidrogenasa, proteasa y B-glucosidasa en un grado muy
significativo (P < 0,01). Sin embargo, hubo una interaccion positiva, con
respecto al aumento de la actividad ureasa, entre los tratamientos de

inoculacion micorricica y la adicidn del residuo DOC fermentado.
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Figura 3. Efecto de la adicion de los enmendantes organicos y los distintos
tratamientos de inoculacion micorricica sobre las actividades enzimaticas en la
rizosfera de J. oxycedrus, seis meses después de la plantacion (n=5). C= control; L=
adicion de lodo de depuradora compostado; D= adicion de DOC fermentado; G=
inoculacion con G. intraradices; M= inoculacion con una mezcla de tres hongos
micorricicos; LG= adicion de lodo de depuradora compostado e inoculaciéon con G.
intraradices; LM= adicién de lodo de depuradora compostado e inoculacion con una
mezcla de tres hongos micorricicos; DG= adicion de DOC fermentado e inoculacion
con G. intraradices; DM= adiciéon de DOC fermentado e inoculacién con una mezcla de

tres hongos micorricicos. Media (error estandar).

3.3.3. Crecimiento y colonizacién micorricica de J. oxycedrus

Seis meses después de la plantacion, tanto la adicion del lodo de depuradora
compostado, como de la enmienda DOC fermentada y los tratamientos de
inoculacion micorricica, habian aumentado significativamente el peso seco en
la parte aérea de las plantas con respecto a las plantas control (Figura 4). Los

tratamientos con inoculacion micorricica fueron mas eficaces en lo que
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respecta al incremento de la biomasa aérea que la adicion de las enmiendas
organicas solamente, y no hubo diferencias significativas entre los dos
tratamientos de micorrizacion (en promedio, alrededor de un 53 % superior con
respecto al de las plantas control y alrededor de un 18 % mas alto con respecto
a las plantas cultivadas en el suelo enmendado). Los tratamientos combinados,
que implicaron la inoculacion micorricica de las plantas con G. intraradices y la
adicion del lodo de depuradora compostado o DOC fermentado al suelo,
aumentaron el crecimiento de las plantas en un grado superior a cada
tratamiento aplicado por separado.

Las plantas de J. oxycedrus inoculadas tuvieron porcentajes de colonizacion en
la raiz significativamente mas altos que las plantas no inoculadas, en particular
aquellas inoculadas con la mezcla de tres hongos MA (Figura 5). Los
porcentajes de colonizacidén de las raices disminuyeron con la adicion del lodo
de depuradora compostado o DOC fermentado al suelo, alcanzando valores de

3,8 y 1,7 veces menor, respectivamente, que para las plantas control.
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Figura 4. Efecto de la adicion de los enmendantes organicos y los distintos
tratamientos de inoculaciéon micorricica sobre la biomasa aérea de J. oxycedrus, seis
meses después de la plantacion. C= control; S= adicion de lodo de depuradora
compostado; D= adicion de DOC fermentado; G= inoculaciéon con G. intraradices; M=
inoculaciéon con una mezcla de tres hongos micorricicos; SG= adicién de lodo de
depuradora compostado e inoculacion con G. intraradices; SM= adicion de lodo de
depuradora compostado e inoculacién con una mezcla de tres hongos micorricicos;
DG= adicion de DOC fermentado e inoculacién con G. intraradices; DM= adicion de
DOC fermentado e inoculacién con una mezcla de tres hongos micorricicos. Las

barras indican el error estandar de la media (n=5).
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Figura 5. Efecto de la adicion de los enmendantes organicos y los distintos
tratamientos de inoculacién micorricica sobre el grado de micorrizacion de las raices
de J. oxycedrus, seis meses después de la plantacion. C= control; S= adicién de lodo
de depuradora compostado; D= adicion de DOC fermentado; G= inoculacién con G.
intraradices; M= inoculacion con una mezcla de tres hongos micorricicos; SG= adicion
de lodo de depuradora compostado e inoculacién con G. intraradices; SM= adicién de
lodo de depuradora compostado e inoculacién con una mezcla de tres hongos
micorricicos; DG= adicion de DOC fermentado e inoculaciéon con G. intraradices; DM=
adicion de DOC fermentado e inoculacién con una mezcla de tres hongos micorricicos.

Las barras indican el error estdndar de la media (n=5).

3.4. DISCUSION

3.4.1. Eficacia de los tratamientos de inoculacién micorricica con respecto a la
estructura del suelo

La estructura del suelo determina en gran medida la calidad y fertilidad del
mismo, la cual a su vez favorece la creacién y viabilidad de una cubierta
vegetal estable (Cerda, 1998; Caravaca et al., 2003b). El presente estudio
confirma la influencia de los tratamientos de inoculacidn con hongos
micorricicos sobre la estabilidad de los agregados del suelo. Los tratamientos

de inoculacion micorricica produjeron aumentos en la estabilidad de los
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agregados, por si solos 0 en combinacion con las dos enmiendas organicas. En
particular, la inoculacion con la mezcla de los tres hongos MA y la combinacion
de G. intraradices con ambas enmiendas organicas, mejoré de forma
significativa la estabilidad estructural del suelo rizosférico de J. oxycedrus. La
actividad biolégica de los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) juega un
papel importante en la estructura del suelo y en la formacion de agregados
estables mediante diferentes mecanismos. Los hongos MA pueden favorecer la
agregacion del suelo debido al entrelazamiento de particulas del suelo por su
propio micelio, asi como mediante mecanismos bioquimicos tales como la
exudaciéon de biopolimeros cementantes, especialmente polisacaridos vy
glomalina (Wright y Anderson, 2000; Bearden y Petersen, 2000; Rillig y
Mummey, 2006). Algunos autores describen que el efecto de union de las hifas
es de larga duracion, que persiste por meses o afos y es afectado por el
manejo, mientras que el de los polisacaridos es transitorio, ya que se
descomponen rapidamente por los microorganismos (Roldan et al., 1994b; Six
et al., 2004). En nuestro trabajo, el porcentaje de colonizacion en la raiz de las
plantas inoculadas con hongos MA fue significativamente mayor que en las
plantas no inoculadas. La fraccion de carbono hidrosoluble también es
considerada como uno de los componentes labiles clave de la materia organica
responsables de la agregacion del suelo (Puget et al.,, 1999). De hecho, las
concentraciones de carbohidratos y carbono hidrosolubles fueron mayores en
el suelo rizosférico de las plantas inoculadas con hongos MA y que crecieron
en un suelo enmendado. El aumento de los niveles de agregados estables
resultante de los tratamientos de inoculacidon con micorrizas, pueden atribuirse
también a la mayor reactivacion de las poblacidones microbianas en la rizosfera,
y en particular a la proliferacion del micelio fungico (Roldan et al., 1994b;
Jeffries y Barea, 2000). Esto se demuestra claramente en nuestro caso, ya que
sélo los tratamientos de inoculacion micorricica aumentaron los niveles de la
actividad deshidrogenasa, que esta fuertemente relacionada con la actividad
microbiana (Nannipieri, 1994). La actividad deshidrogenasa es un indicador de
la actividad microbiolégica global del suelo (Smith y Pugh, 1979; Garcia et al.,
1997; Quilchano et al., 2002), puesto que todos los sistemas deshidrogenasas
son parte integral del metabolismo microbiano. La reactivacion de las

poblaciones microbianas dependioé del tratamiento de inoculacién micorricica.

77



Capitulo 11l

El in6culo con G. intraradices fue el mas eficaz para el aumento de la actividad
deshidrogenasa (aproximadamente un 30 % con respecto al control). También
se reveld un incremento de la actividad bioldgica, por las variaciones en las
actividades de hidrolasas tales como proteasa BAA y [-glucosidasa. La
medicion de estas hidrolasas proporciona una indicacion temprana de los
cambios en la fertilidad del suelo, ya que estan relacionados con la
mineralizacion de nutrientes importantes tales como nitrogeno y carbono
(Alguacil et al., 2005). Las actividades enzimaticas también son lo
suficientemente sensibles para indicar las perturbaciones causadas por la
inoculacion microbiana (Naseby y Lynch, 1997; Burns et al., 2013). Los
aumentos observados en las actividades de las enzimas proteasa-BAA y [B-
glucosidasa pueden estar relacionados principalmente con la estimulacién de
las poblaciones microbianas en la rizosfera como consecuencia de los
tratamientos de inoculacion, ya que no existen evidencias en cuanto a la

secrecion de estas enzimas por los hongos MA.

3.4.2. Efectividad de las enmiendas organicas con respecto a la estructura del
suelo

Los resultados de este estudio demuestran la eficacia limitada de la adicion del
lodo de depuradora compostado o el residuo DOC fermentado con respecto a
la mejora de la estabilidad estructural del suelo. Hubo un aumento significativo
en las fracciones labiles del carbono, como el carbono y carbohidratos
hidrosolubles, después de la adicidn de las enmiendas organicas al suelo, pero
sbélo los que tienen un origen microbiano parecen desempefiar un papel
principal en la formacion y estabilizacion estructural de los suelos (Albiach et
al., 2001). Por lo tanto, esta falta de cambio en la estabilidad de los agregados
del suelo puede atribuirse a que la adicion de estas enmiendas organicas al
suelo produjo disminuciones muy significativas en la actividad microbiana del
sistema edafico. Algunos autores han sugerido que las comunidades
bacterianas, que restringen su accion a la estabilizacion de los agregados <500

um, son inhibidas por la adicion del residuo DOC debido a su contenido en

fenoles (Martinez et al., 1998). La presencia de metales pesados en los lodos
de depuradora puede afectar negativamente a la poblacion microbiana del

suelo o a su actividad (Chander y Brookes, 1993; Martinez-lfiigo et al., 2009;
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Nicolas et al., 2014). En nuestro estudio, hubo un claro efecto negativo de la
adiciéon de compost de lodos de aguas residuales en las actividades de las
enzimas ureasa, proteasa-BAA y [B-glucosidasa. El contenido en metales
pesados de los lodos de depuradora compostados utilizados no superaron los
niveles maximos autorizados por la legislacion comunitaria (Directiva del
Consejo Europeo de Comunidades, 86/278/CEE). En contraste, Garcia-Gil et
al. (2004) describieron un incremento en las actividades de la fosfatasa,
ureasa, proteasa y B-glucosidasa 9 meses después de una sola aplicacion de

un lodo de depuradora (40 t ha™ en un suelo mediterraneo semiarido.

3.4.3. Eficacia de los tratamientos con respecto al crecimiento de J. oxycedrus
La inoculacion con un hongo MA o una mezcla de tres hongos MA estimulo
significativamente la produccién de biomasa de las plantas de J. oxycedrus. La
micorrizacion inducida puede incrementar la absorcion de nutrientes,
especialmente de fésforo y nitrégeno, proporcionando una superficie de
absorcion mayor, favoreciendo el desarrollo del sistema radicular y produciendo
sustancias que promueven el crecimiento de las plantas (Jeffries et al., 2003;
Smith y Read, 2008). Ambos tratamientos de inoculacion micorricica
ensayados mostraron la misma eficacia con respecto a la mejora del
rendimiento de J. oxycedrus. Las mejoras en las condiciones fisicas y
bioldgicas del suelo promovidas por los inoculantes micorricicos podrian haber
favorecido el desarrollo y establecimiento de las plantas. Cabe sefialar que las
micorrizas jugaron un papel clave en la primera etapa de crecimiento en las
plantas de J. oxycedrus (6 meses después de la plantacion), que es el periodo
mas critico para la revegetacién, en particular en las zonas semiaridas
mediterraneas. Ademas, los tratamientos de inoculacion con los hongos MA
fueron mas eficaces en relacion con el aumento de biomasa de las plantas que
la adicion de enmiendas organicas.

Se puede concluir que a corto plazo, la inoculacion micorricica fue el
tratamiento mas eficaz para mejorar la estabilidad estructural del suelo,
posiblemente debido a una reactivacién de las poblaciones microbianas, lo que
llevé a un mayor crecimiento de las plantas. La incorporacion de las enmiendas

organicas por si solas no fue suficiente para restaurar la estructura del suelo,
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pero fue eficaz para mejorar el rendimiento de las plantas de J. oxycedrus

durante las primeras etapas de la plantacién.
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Efecto de un ciclo de secado y humectacion, la
adicion de una enmienda organica compostaday
la inoculacion con hongos micorricicos, sobre la
estabilidad de los agregados en la rizosfera de
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Efecto de un ciclo de secado-humectacién, enmienda organica y HMA sobre la estructura del suelo

RESUMEN

Una adecuada estabilidad estructural del suelo favorece la creacion y viabilidad
de una cubierta vegetal estable, protegiendo al suelo contra la erosion en
ambientes mediterraneos con riesgo de desertificacion. Se estudio el efecto del
secado-rehumectado del suelo, la inoculacién con una mezcla de tres hongos
micorricicos arbusculares exoticos (MA) (Glomus intraradices Schenck & Smith,
Glomus deserticola Trappe, Bloss. & Menge y Glomus mosseae (Nicol & Gerd)
Gerd. y Trappe) y la adiciéon de un residuo organico compostado, sobre la
estabilizacidn de los agregados en el suelo rizosférico de Juniperus oxycedrus.
Los hongos MA y el residuo compostado produjeron aumentos similares en el
crecimiento de las plantas, independientemente de las condiciones de
humedad del suelo. En condiciones de riego, los mayores porcentajes de
agregados estables se registraron en el suelo enmendado, seguido por el suelo
inoculado con hongos MA. Con excepcion del carbono de la biomasa
microbiana, el secado del suelo aumentd las fracciones de carbono labiles
(carbono hidrosoluble, carbohidratos totales e hidrosolubles), mientras que la
rehumectacion disminuyé significativamente tales fracciones de carbono. La
desecacion causé un aumento significativo de la estabilidad de los agregados
del suelo en la rizosfera de todas las plantas; en particular en las plantas con la
enmienda e inoculadas. En todos los tratamientos, los agregados formados
después del secado del suelo fueron inestables, ya que después de la
rehumectacion éstos desaparecieron, alcanzando los niveles iniciales previos al
secado. Los resultados sugieren que los mecanismos de agregacion
desarrollados por la comunidad microbiana en la rizosfera de las plantas
enmendadas e inoculadas bajo estrés hidrico pueden ser particularmente
relevantes en los suelos desertificados expuestos a periodos largos de

desecacion.
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4.1. INTRODUCCION

La estructura del suelo tiene un papel predominante en la capacidad de
infiltraciéon del suelo y en los procesos biogeoquimicos (Hamblin, 1985;
Amézketa, 1999; Reynolds, 2001). De este modo una mejora de la estructura
del suelo tiene como resultado un aumento de la retencion hidrica, la absorcion
de nutrientes, drenaje, aireacion y crecimiento de las raices. La estabilidad de
los agregados del suelo es una de las propiedades mas importantes que
controlan el crecimiento de las plantas en ambientes mediterraneos semiaridos,
que a su vez, protegen el suelo frente a la erosion hidrica (Cerda, 1998).

Los agentes responsables de la estabilidad de los agregados son
principalmente organicos, y por lo tanto de origen biolégico (Roldan et al.,
1994b; Six et al.,, 2004; Rilig y Mummey, 2006). Diversos autores han
subrayado la importancia de las poblaciones microbianas en los procesos de
estabilizacion, ya sea como microorganismos de vida libre o asociados a las
raices de las plantas (Roldan et al., 1994b; Chenu y Consentino, 2011; Daynes
et al.,, 2013). Ademas de la evidencia de entrelazamiento mecanico por las
hifas, los polisacaridos extracelulares de hongos o bacterias producen un
efecto cementante en los agregados de mayor tamafo (Cheshire y Hayes,
1990; Chenu, 1993; Puget et al., 1999; Kohler et al., 2006; Abiven et al., 2009).
Algunos autores han senalado que los hongos micorricicos arbusculares (MA)
tienen un papel decisivo en la formacion y la estabilizacion de los
macroagregados (>250 mm) (Rillig et al., 2010; Daynes et al., 2013). En este
sentido, los hongos MA pueden favorecer la agregaciéon del suelo mediante el
efecto mecanico de su red de hifas extrarradicales, entrelazando las particulas
entre si, asi como a través de un efecto quimico, debido a la secrecion de
sustancias organicas adhesivas (Miller y Jastrow., 2000). En particular, las hifas
de los hongos micorricicos arbusculares producen una glicoproteina llamada
glomalina, que estabiliza los agregados del suelo (Wright y Anderson, 2000;
Rillig y Mummey, 2006). Rillig et al. (2002) describieron los efectos indirectos
significativos de la longitud de hifas fungicas arbusculares sobre Ila
estabilizacién de los agregados, atribuidos a la produccion de las proteinas del

suelo relacionada con la glomalina (GRSP) en un sistema de pastizal natural.
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El clima mediterraneo expone el suelo a ciclos intensos de desecacion
intercalados con eventos rehumectantes relativamente rapidos y de escasa
duracion. El secado y la rehumectacién del suelo representan un estrés
fisioldgico comun para las comunidades microbianas que viven en la capa
superficial del suelo. Un ciclo de secado-rehumectacion puede inducir la lisis en
una proporcion muy importante de la biomasa microbiana (Fierer et al., 2003).
Esta disminucion en la microbiota del suelo depende en gran medida de su
estabilizacion fisica en la matriz del suelo o de su capacidad para sobrevivir en
condiciones de déficit hidrico. Los efectos de la desecacion y rehumectacion
sobre la biomasa y la actividad microbiana han sido ampliamente estudiados
(Rosacker y Kieft, 1990; Kohler et al., 2009; Hueso et al., 2012). La actividad
microbiana del suelo ha sido evaluada con frecuencia a través de parametros
bioldgicos y bioquimicos, como el carbono de la biomasa y las actividades
enzimaticas. Las enzimas han sido utilizadas como indicadores de los cambios
causados por la inoculacién microbiana y otros tratamientos del suelo, incluida
la aplicacion de un estrés hidrico sobre el funcionamiento del sistema suelo-
planta (Naseby y Lynch, 1997; Burns et al., 2013). Sin embargo, ningun estudio
ha examinado los efectos de los ciclos de secado-hidratacion del suelo sobre la
interaccion entre la poblacidn microbiana natural y las especies introducidas de
micorrizas, en relacién con la estabilidad de los agregados del suelo.

La adicion de materia organica en forma de residuo urbano compostado
aumenta la proliferacion del micelio de los hongos micorricicos (Douds et al.,
1997) y la diversidad de hongos (MA) en el suelo (Jacquot-Plumey et al., 2001;
Alguacil et al., 2009) aunque también se han observado efectos negativos
(Roldan y Albaladejo, 1993). El papel beneficioso de la materia organica puede
estar relacionado con una mejora de las propiedades fisicas, tales como el
aumento de la estabilidad de los agregados del suelo, y/o el aumento en la
actividad microbiana (Caravaca et al., 2002b). Hasta donde sabemos, no
existen estudios sobre el efecto de una enmienda organica y hongos MA sobre
la estabilidad de agregados en condiciones de desecacion-rehumectacion del
suelo.

El propésito de este estudio fue determinar la influencia de un ciclo de secado-
rehumectacion del suelo, la inoculacién con una mezcla de hongos MA vy la

adicion de un residuo compostado en la agregacion del suelo rizosférico de
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Juniperus oxycedrus, y sus consecuencias para el crecimiento de la planta.
Partimos de la hipotesis de que la comunidad microbiana nativa, la cual esta
bien adaptada a los ecosistemas mediterraneos amenazados por la
desertificacion en el sureste de Espafa, seria en parte responsable del

desarrollo de los procesos de agregacion bajo estrés hidrico.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Materiales

El suelo experimental procede de Los Cuadros, en la provincia de Murcia (SE
Espafia) (coordenadas: 38°10’'N y 1°05°0). El clima es mediterraneo semiarido,
con una precipitacion media anual de 300 mm, asi como una temperatura
media anual de 17,2 °C, siendo la evapotranspiracién potencial elevada (1000
mm / afo). El suelo utilizado se clasific6 como Haplocalcid tipico (Soil Survey
Staff, 2010) desarrollado a partir de sedimentos cuaternarios con una textura
franca. Las principales caracteristicas de los suelos utilizados fueron: pH (1:5)
8,50; conductividad eléctrica 0.225 dSm™; carbono organico total 1,03 %;

nitrégeno total 0,95 g kg™', fésforo disponible 7 ug g'; potasio extraible 222 g
1

g
Se utilizd como residuo organico compostado, la fraccion organica de los
residuos solidos urbanos obtenido de una planta de tratamiento de residuos
municipales de Murcia. El residuo compostado fue producido mecanicamente
por fermentacion rapida (60 dias), mezclando la pila de residuos diariamente
bajo condiciones aerdbicas. Las principales caracteristicas del residuo
compostado utilizado fueron: pH (1:5) 6,7; carbono organico total 276,0 g kg™";
carbono hidrosoluble 1.950 pg g'; carbohidratos hidrosolubles 76 pg g

nitrégeno total 14,5 g kg™'; fésforo total 3,8 g kg™.

4.2.2. Seleccion de la especie vegetal y los tratamientos de inoculacion
micorricica

La planta utilizada para el experimento, Juniperus oxycedrus L., es un arbol de
crecimiento lento que alcanza una altura de 3-4 metros, aunque a menudo
crece como un arbusto. Este arbusto se encuentra ampliamente distribuido en

el area mediterranea y esta bien adaptado a las condiciones de sequia. Las
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plantas se cultivaron durante 6 meses en sustrato de turba en condiciones de
vivero, sin ningun tratamiento de fertilizacion.

El in6culo micorricico utilizado en el experimento consistié en una mezcla de
Glomus intraradices Schenck y Smith ,G. deserticola (Trappe , Bloss. & Menge)
y G. mosseae (Nicol y Gerd.) Gerd. & Trappe. El indculo fungico MA consistié
en una mezcla de suelo rizosférico obtenido con cultivos trampa (Sorghum sp.)

que contiene esporas, hifas y fragmentos de raiz micorrizada.

4.2.3. Tratamiento de secado y rehumectacion

A principios de febrero de 2004, macetas de 1.500 ml de capacidad (13 cm de
diametro, 11,3 cm de altura) se llenaron con el suelo experimental. El residuo
compostado se mezcldé manualmente con el suelo en una proporcion del 5%
(v/v). El in6culo MA se aplicd en la misma proporcién que el residuo (5% v/v).
Se anadi6é la misma cantidad de inéculo autoclavado a las plantas control,
acompafada con un filtrado (Whatman n°.1 de papel) del cultivo micorricico
para proporcionar las poblaciones microbianas que acompafan a los hongos
micorricicos. Una plantula de Juniperus oxycedrus fue trasplantada en cada
maceta. Se establecieron dieciséis repeticiones por tratamiento, lo que originé
un total de 64 plantas. Se regaron regularmente con agua descalcificada
durante 14 meses, manteniendo el suelo con una humedad continua
correspondiente al 70 % de la capacidad de retencion hidrica (coincidiendo con
un potencial hidrico del suelo de -0,2 MPa). Transcurrido este periodo, el riego
se interrumpid y se dejo secar el suelo durante 12 dias hasta que el contenido
de agua gravitacional alcanzé aproximadamente el 5% (coincidiendo con un
potencial hidrico del suelo de -1,2 MPa). Después del periodo de secado del
suelo, las plantas fueron rehumectadas (coincidiendo con un potencial hidrico
del suelo de -0,2 MPa) y se mantuvieron a este potencial durante una semana.
El contenido de agua del suelo de cada maceta se ajusté a diario con agua
descalcificada, que se afnadié por pulverizacién sobre la superficie del suelo y
por accion capilar desde la parte inferior. EI experimento se realizé en un
invernadero, ubicado en el Campus de Espinardo (Murcia). Durante el
experimento, la temperatura variéo de 11° C a 34° C, y la humedad relativa se
mantuvo entre 40 % y 80 %. La radiacion fotosintética activa (PAR) registré un

promedio de 260 uEm™?s™.
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4.2.4. Potencial hidrico del suelo

El potencial hidrico del suelo se determiné mediante el método de la membrana
de presion de Richards (Richards, 1941). Una curva caracteristica de humedad
del suelo fue construida y utilizada para correlacionar el contenido de agua del
suelo y el potencial hidrico del suelo (W), mediante la medicion gravimétrica del
contenido de agua del suelo en las macetas (110° C, 24h).

4.2.5. Analisis en plantas

Previo al periodo de secado, a la mitad y al final de éste (que corresponde con
un potencial hidrico del suelo de -0.6MPa y -1,2 MPa, respectivamente), y al
final del ciclo de secado-rehumectacién, se cosecharon cinco plantas por
tratamiento. Para recolectar el suelo rizosférico, las raices con suelo adherido
se introdujeron en una bolsa de plastico, se agitaron, separando el suelo de la
rizosfera del sistema radicular.

Se registraron los pesos fresco y seco de la parte aérea de la planta (65° C,
24h). Los contenidos foliares de fésforo se determinaron por espectroscopia de
plasma optico de acoplamiento inducido (ICP-OES, modelo ICAP 6500 DUO).
El porcentaje de raices colonizadas por hongos MA se calcul6 por el método de
interseccion de cuadricula (Giovannetti y Mosse, 1980) después de una tincion

con azul tripan (Phillips y Hayman, 1970).

4.2.6. Analisis biologico, bioquimico y fisico del suelo

El carbono hidrosoluble se determin6 en el extracto 1/5 (suelo/agua) con un
analizador de carbono automatico para muestras liquidas (Shimadzu TOC-
5050A). Los carbohidratos hidrosolubles se midieron en el extracto 1/5
(suelo/agua) por el método de Brink et al. (1960).

El carbono de la biomasa microbiana se determiné usando el método de
fumigacion-extraccion (Vance et al.,, 1987). La actividad deshidrogenasa se
determind de acuerdo con el método descrito por Garcia et al. (1997). La
actividad fosfatasa acida se determind utilizando p-nitrofenil fosfato disodico

como sustrato (Tabatabai y Bremner, 1969).
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La estabilidad de agregados se midié segun el método descrito por Roldan et
al. (1994b), basado en la determinacion de los agregados estables al impacto
de una lluvia artificial de energia conocida (Benito et al., 1986).

Se determind la fraccién de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
(GRSP) por el método de Wright y Upadhyaya (1996).

La metodologia empleada aparece detallada en el capitulo “Materiales y
Métodos”.

4.2.7. Analisis estadistico

Los datos fueron transformados logaritmicamente para lograr la normalidad.
Para los datos de porcentaje de agregados estables y colonizacié micorricica
se utilizé la transformacion arcseno. Los efectos de la adicion del residuo
compostado, la inoculacién con hongos micorricicos, el estrés hidrico, y sus
interacciones, fueron determinados con un analisis de la varianza de tres vias,
y las comparaciones entre las medias se hicieron mediante el test de Tukey
calculado para P<0,05 . Los procedimientos estadisticos se realizaron con el

paquete estadistico SPSS 18.0 para Windows.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Crecimiento, asimilacion de nutrientes y colonizacion micorricica

La inoculacion con los hongos micorricicos aléctonos y la adicion del residuo
compostado aumentaron significativamente la biomasa seca del tallo de las
plantas con respecto a las control, aunque la combinacion de ambos
tratamientos produjo valores incluso mas altos (Tabla1 y Figura 1). Antes del
secado del suelo, la mezcla de los hongos MA y del residuo compostado
produjo aumentos similares en el crecimiento de las plantas, llegando a
producir aumentos del 150% con respecto a las plantas control. La desecacion
del suelo no tuvo efecto sobre el crecimiento de las plantas (Tabla 1). En
conclusion, los aumentos producidos por la inoculacion micorricica y el residuo
compostado al final del periodo de secado del suelo, fueron similares a los
observados para las plantas no sometidas a condiciones de déficit hidrico. Este
efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de la planta también se observo

después de 1 semana de rehidratacion. Los mayores incrementos en la
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biomasa seca de las plantas de J. oxycedrus se registraron en el tratamiento
que combina la adicidon del residuo compostado y la inoculacién micorricica
(aproximadamente 3,4 veces mayor que las plantas control),
independientemente del potencial hidrico del suelo.

Los mayores contenidos de fdsforo foliar se observaron en las plantas
inoculadas con la mezcla de hongos MA y con la adicién del residuo organico,
independientemente del régimen de humedad (Figura 1). Del mismo modo, tras
el periodo de secado no se observaron diferencias significativas en el P foliar
de las plantas de J. oxycedrus (Tabla 1). Sin embargo, el contenido de fésforo
foliar en las plantas rehidratadas fue superior al registrado en las plantas antes
y después del secado del suelo, sobre todo para las plantas inoculadas y
enmendadas con el residuo compostado.

Sdlo el tratamiento con la inoculacion micorricica tuvo un efecto significativo
sobre el nivel de colonizacién en las raices de J. oxycedrus (P<0,001, Tabla 1).
Antes y al final del periodo de secado, las raices de las plantas inoculadas con
la mezcla de especies aloctonas de hongos MA presentaron un nivel similar de
colonizacion micorricica. Las plantas con colonizacion natural, con o sin la
adicion de residuo compostado mostraron aproximadamente un 15% de
colonizacion en la raiz. La rehidratacion no afectd significativamente la
colonizacion micorricica, tanto en las plantas inoculadas como en las no

inoculadas.
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Figura 1. Efecto de la adicion de un residuo compostado y la inoculacion micorricica
sobre la biomasa aérea, el contenido de P foliar, la colonizacién micorricica y la
concentraciéon de proteinas del suelo relacionadas con glomalina en la rizosfera de J.
oxycedrus durante un ciclo de secado-rehumectaciéon (n=5). C=control; M= inoculacion
con una mezcla de tres hongos micorricicos; R= adicién de un residuo compostado;
M+R= adicién de un residuo compostado e inoculaciéon con una mezcla de tres hongos

micorricicos. Las barras indican el error estandar de la media.
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Tabla 1. ANOVA de tres factores (inoculacion micorricica, adicion de residuo
compostado y estrés hidrico) para todos los parametros estudiados en la rizosfera y en

las plantas de J. oxycedrus. Valores de significacién (P).

Inoculacion  Adicion Estrés Interacciones

micorricica residuo hidico MxR M x RXE M x R x

(M) (R) (E) E E
Biomasa aérea <0,001 <0,001 0,776  <0,001 0,939 0,896 0,900
P foliar <0,001 <0,001 0,629 <0,001 0,200 0,628 0,693
Colonizacion <0,001 0,064 0,334 0,569 0,087 0,245 0,182
Glomalina 0,105 <0,001 0,057 0,551 0,898 0,227 0,325
pH 0,620 <0,001 0,055 0,349 0,833 0,305 0,364
CE 0,495 0,733 0,695 0,684 0,832 0,887 0,879
EA 0,001 <0,001  <0,001 <0,001 0,277 <0,001 0,047
CS 0,256 <0,001 0,044 0,538 0,048 0,133 0,172
CH totales 0,030 <0,001  <0,001 0,098 0,073 0,001 0,120
CH hidrosolubles <0,001 <0,001  <0,001 0,048 0,742 <0,001 <0,001
C biomasa <0,001 <0,001 0,282 0,505 0,732 0,352 0,664
Deshidrogenasa <0,001 <0,001 0,071 0,150 0,045 0,023 0,044
Fosfatasa <0,001 <0,001  <0,001 0,434 0,021 0,047 0,247

CE= conductividad eléctrica; EA= estabilidad de agregados; CS= carbono hidrosoluble;
CH= carbohidratos.

4.3.2. Proteinas del suelo relacionadas con la glomalina (GRSP) y estabilidad
de agregados

La inoculacion micorricica no tuvo ningun efecto significativo sobre Ila
concentracion de las proteinas relacionadas con la glomalina en el suelo
rizosférico de J. oxycedrus (Tabla 1). Por el contrario, el efecto de la adicién del
residuo organico compostado afectd al contenido de GRSP en un grado muy
significativo (P < 0,001), tanto en condiciones de riego como de estrés hidrico.
Las concentraciones de GRSP no variaron con el secado del suelo. Al final del
periodo de rehumectacién, la concentracion de proteinas relacionadas con la
glomalina en el suelo rizosférico fue similar a la registrada después del secado
(Figura 1).

Tanto la inoculacion con la mezcla de hongos MA al6ctonos como la adicion del

residuo compostado mejoré de forma significativa la estabilidad estructural del
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suelo rizosférico de J. oxycedrus (Figura 2). El mayor incremento se registré
con la adicion de la enmienda organica (aproximadamente 85% mayor, en
comparacién con el suelo control en condiciones de riego). La desecacion
caus6 un aumento significativo en la estabilidad de los agregados del suelo

rizosférico de todas las plantas, en particular en el suelo enmendado.
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Figura 2. Efecto de la adicion de un residuo compostado y la inoculacion micorricica
sobre el porcentaje de agregados estables en la rizosfera de J. oxycedrus durante un
ciclo de secado-rehumectacion (n=5). C=control; M= inoculacién con una mezcla de
tres hongos micorricicos; R= adicion de un residuo compostado; M+R= adicion de un
residuo compostado e inoculaciéon con una mezcla de tres hongos micorricicos. Las

barras indican el error estandar de la media.

El secado del suelo hasta un potencial hidrico de -0,6 MPa, afectd la
estabilidad de los agregados en las plantas inoculadas y enmendadas . Hubo
una interaccién positiva, aumentando el porcentaje de agregados estables,
entre el secado del suelo y la adicidn del residuo compostado (Tabla 1). Al final
del periodo de secado, el porcentaje de agregados estables en las plantas

enmendadas fue de un 40 % superior a las que estuvieron bajo condiciones de
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riego. Después de 1 semana de rehidratacién, la estabilidad de los agregados
del suelo rizosférico de todas las plantas disminuyé considerablemente,
alcanzando valores similares a los observados en las plantas bajo condiciones
de riego permanente. También se observdé que la disminucion de los
porcentajes de agregados estables debido a la rehidratacion fue menos

pronunciada en el suelo tratado con el residuo compostado.

4.3.3. Parametros bioldgicos y bioquimicos

Los valores de carbono hidrosoluble y de carbohidratos hidrosolubles se
incrementaron solo con la adicion del residuo compostado durante el periodo
de secado (Tabla 1 y Figura 3), en particular cuando el potencial hidrico del
suelo fue de -0.6MPa. El suelo rizosférico de las plantas inoculadas presenté
contenidos de carbohidratos hidrosolubles menores que el suelo rizosférico de
las plantas control bajo condiciones de riego y con un potencial hidrico de -0.6
MPa. Hubo una interaccion positiva entre la inoculacion micorricica y la adicion
del residuo compostado con respecto al aumento de los carbohidratos
hidrosolubles, coincidiendo con un potencial hidrico de -0.6MPa (Figura 3).
Tanto la inoculacion micorricica como la adicién del residuo compostado
aumentaron significativamente los valores de carbohidratos totales y el carbono
de la biomasa (Figura 3), los mayores incrementos se observaron en la fraccién
de carbono de la biomasa (alrededor de un 38 % y 171 % respectivamente
mayor que en el suelo control). La adicion del residuo compostado fue el
tratamiento mas eficaz para aumentar ambas fracciones de carbono. Excepto
para el carbono de la biomasa, las condiciones de secado tuvieron un efecto
significativo en las fracciones labiles de carbono, produciendo un aumento de
éstas. Por contra, la rehidratacion de las plantas disminuyé significativamente
tales fracciones de carbono (excepto el carbono de la biomasa), alcanzando

valores incluso inferiores a los registrados en condiciones de riego.
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Figura 3. Efecto de la adicion de un residuo compostado y la inoculacion micorricica
sobre las fracciones de carbono organico en la rizosfera de J. oxycedrus durante un
ciclo de secado-rehumectacion (n=5). C=control; M= inoculacién con una mezcla de
tres hongos micorricicos; R= adicion de un residuo compostado; M+R= adicién de un
residuo compostado e inoculacién con una mezcla de tres hongos micorricicos. Las

barras indican el error estandar de la media.
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Figura 4. Efecto de la adicion de un residuo compostado y la inoculacion micorricica
sobre las actividades enzimaticas en la rizosfera de J. oxycedrus durante un ciclo de
secado-rehumectaciéon (n=5). C=control; M= inoculacion con una mezcla de tres
hongos micorricicos; R= adicién de un residuo compostado; M+R= adiciéon de un
residuo compostado e inoculacién con una mezcla de tres hongos micorricicos. Las

barras indican el error estandar de la media.
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Tanto en el suelo de las plantas inoculadas como en el suelo enmendado con
el residuo compostado se registréo un incremento significativo de la actividad
deshidrogenasa respecto al suelo control (Figura 4). Esta enzima no mostré
diferencias significativas en el periodo de secado (Tabla 1)

La adicion del residuo compostado y el secado aumentaron significativamente
la actividad fosfatasa en el suelo rizosférico (Figura 4). Asi, la actividad
fosfatasa fue mayor en el suelo rizosférico de las plantas estresadas que en el
de las no estresadas. La interaccion entre la enmienda y la inoculacion
micorricica con el secado, promovid un efecto positivo sobre la actividad
fosfatasa. La rehidratacion no tuvo casi ningun efecto sobre la actividad
deshidrogenasa excepto en el suelo enmendado, donde se redujo esta

actividad.

4.4. DISCUSION

4.4.1. Efecto de los hongos micorricicos y el residuo compostado en la
estructura del suelo

Nuestros datos confirman la influencia de la inoculacion con una mezcla de
hongos MA sobre la estabilidad de los agregados del suelo rizosférico de
Juniperus oxycedrus. Los mecanismos implicados en la formacion vy
estabilizaciéon de los agregados se basan en el entrelazamiento de las
particulas del suelo por hifas y raices; y en el efecto cementante de los
polisacaridos exudados por raices y microorganismos (Bearden y Petersen,
2000; Daynes et al., 2013). En este ensayo las concentraciones de
carbohidratos totales fueron mayores en el suelo rizosférico de las plantas
inoculadas con hongos MA que en el de las plantas control. Segun Roldan et
al. (1994Db), el efecto de unidn de las raices y las hifas es de larga duracion,
mientras que el de los polisacaridos es transitorio, ya que se descomponen
rapidamente por los microorganismos. Segun lo sugerido por Bearden y
Petersen (2000), la simbiosis entre hongos MA y las plantas habria
incrementado la estabilidad de los agregados del suelo. El porcentaje de
colonizacion radicular en las plantas inoculadas con hongos MA fue
significativamente mayor que el de las plantas no inoculadas. Estudios

recientes han indicado también que los hongos MA producen una glicoproteina
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llamada glomalina, que actua como un agente cementante insoluble en la
estabilizacion de los agregados (Wright y Anderson, 2000; Spohn y Giani,
2010; Fokom et al., 2012). En este estudio, no hubo evidencia de una mayor
participacion de la glomalina producida por los hongos micorricicos introducidos
con respecto a la producida por los hongos MA autoctonos del suelo en la
mejora de la estabilidad estructural del suelo. Se pudo observar una
reactivacion de la actividad microbiana en la rizosfera, ya que el tratamiento de
la inoculacion con hongos MA incrementod la actividad deshidrogenasa. Esta
actividad enzimatica esta fuertemente relacionada con la actividad microbiana
(Nannipieri, 1994) y con el carbono de la biomasa en el suelo rizosférico. Las
oxidorreductasas, como es el caso de la deshidrogenasa, estan involucradas
en los procesos oxidativos en los suelos, y su actividad depende principalmente
del estado metabdlico de la biota del suelo, por lo que son consideradas como
buenos indicadores de la actividad microbiana del suelo en zonas semiaridas
(Garcia et al., 1997).

La adicibn de un residuo organico compostado aumentdé el porcentaje de
agregados estables en mayor medida que la inoculacion con una mezcla de
hongos MA aloctonos. Es importante destacar que el tratamiento combinado de
la inoculacion micorricica y la enmienda organica produjo un incremento similar
en la estabilidad de agregados que el residuo solo. La enmienda organica tiene
un efecto sobre la estabilidad de los agregados debido a los polisacaridos
presentes (Lax y Garcia-Orenes, 1993; Wu et al., 2012) y a la reactivacion de
las poblaciones microbianas, como consecuencia del aporte de materia
organica biodegradable y la incorporacion de nutrientes importantes como el
nitrogeno y el fésforo (Caravaca et al.,, 2003a). De hecho, los niveles de las
fracciones solubles del carbono (carbono hidrosoluble, carbohidratos totales e
hidrosolubles) fueron mayores en el suelo de las plantas enmendadas con el
residuo compostado que en el suelo de las plantas inoculadas. El estudio de
las fracciones solubles del carbono es importante puesto que son
determinantes de la actividad microbiana en el suelo (Ghani et al., 2003;
Garcia-Orenes et al., 2010). En efecto, estas fracciones pueden ser utilizadas
como fuentes de carbono y de energia por la microflora del suelo y también
pueden participar en la agregacion del suelo (Caravaca et al., 2002b). Como se

observo para las fracciones solubles del carbono, la actividad deshidrogenasa y
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el carbono de la biomasa microbiana también registraron un aumento con la
adicién del residuo compostado, a un mayor grado que con la inoculacién
micorricica. También se observd un incremento de la actividad microbiolégica
del suelo atribuible al aumento en la actividad fosfatasa. Las fosfatasas son
enzimas con una especificidad relativamente amplia, capaces de hidrolizar
varios ésteres de fosfato, organicos e inorganicos; y estan involucrados en el
ciclo del P. El mayor aumento en la actividad fosfatasa se registré en el suelo
rizosférico enmendado con el residuo compostado, lo que podria indicar que
esta enmienda contenia compuestos organicos de fésforo capaces de activar la
sintesis de esta enzima. Por otro lado, la alta concentracién de proteinas del
suelo relacionadas con la glomalina en el tratamiento con la enmienda organica
sin inoculo, podria indicar que una parte significativa de proteinas procedentes
del residuo compostado no se eliminaron durante el proceso de extraccion de
GRSP, interfiriendo en su determinacién. En concordancia con estos
resultados, Rosier y col. (2006) llegaron a la conclusién de que el uso del
método de Bradford para evaluar contenidos de GRSP puede no ser util

cuando se producen adiciones de materia organica.

4.4.2. Efecto de los hongos micorricicos y del residuo compostado en el
crecimiento de Juniperus oxycedrus

El residuo compostado y los hongos MA al6ctonos produjeron aumentos
similares en la biomasa aérea de las plantas de J. oxycedrus. La mejora de la
estabilidad de los agregados pudo haber contribuido positivamente al desarrollo
de las plantas de J. oxycedrus. Sin embargo, bajo nuestras condiciones
experimentales, no es posible demostrar el efecto que tuvo la estructura del
suelo sobre el crecimiento de la planta. Las micorrizas aumentan la absorcidn
de nutrientes, especialmente de P, proporcionando una mayor superficie de
absorcion, favoreciendo el desarrollo del sistema radicular y produciendo
compuestos que promueven el crecimiento de las plantas (Jeffries et al. 2003;
Smith y Read, 2008). El grado de infeccion micorricica es importante en el
estudio de la influencia de los hongos MA sobre la planta huésped. Existié una
amplia diferencia en el porcentaje de colonizacion micorricica entre plantas no
inoculadas y las inoculadas con hongos MA al6ctonos, manteniéndose esta

diferencia durante todo el experimento de secado-rehumectacion; mientras que
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los hongos MA autéctonos mostraron poca capacidad para colonizar las raices
de Juniperus en el suelo enmendado con el residuo compostado. La
comunidad de hongos MA autéctonos del suelo experimental fue mucho menos
eficaz que el in6culo de Glomus afadido, con respecto a la estimulacion del
crecimiento de la planta huésped. Los arbustos inoculados con las especies de
hongos MA al6ctonos alcanzaron un tamafio comparable a los tratados con el
residuo compostado. Este resultado podria indicar que el residuo organico
contribuyé positivamente al suministro de nutrientes disponibles en el suelo.
Diversos autores han demostrado que el uso de enmiendas en el suelo puede
mejorar la productividad del mismo, aumentando la fertilidad de éste con los
aportes de algunos elementos limitantes, tales como N y P (Cox et al., 2001;
Caravaca et al., 2003a; Tejada et al., 2007). En nuestro estudio, las plantas
cultivadas en el suelo enmendado tuvieron contenidos de P mayores que las
plantas en el suelo no enmendado. Del mismo modo, se observaron diferencias
en el contenido de P foliar entre las plantas inoculadas con hongos MA
aléctonos en comparacion con las colonizadas con hongos MA nativos del

suelo. Esta tendencia se registré antes y después del secado.

4.4.3. Efecto del ciclo de secado-rehumectacion sobre la estructura del suelo

El efecto positivo de los hongos MA aléctonos y del residuo compostado sobre
la estabilidad estructural del suelo fue mas pronunciado después del secado
del suelo, sobre todo en el suelo enmendado. Del mismo modo, la desecacion
del suelo produjo una mejora de la estabilidad de los agregados del suelo en la
rizosfera de las plantas control. Algunos estudios han mostrado que el secado
del suelo puede representar un estrés significativo para la microbiota del suelo,
provocando una pérdida sustancial de su biomasa y de su actividad (Rosacker
y Kieft, 1990; Sardans and Pefuelas, 2005; Kohler et al., 2009; Hueso et al.,
2012). La disminucion del contenido de agua del suelo restringe la difusion de
nutrientes a los microorganismos (Harris, 1981). En el presente experimento, ni
el carbono de la biomasa ni la actividad deshidrogenasa se vieron afectados
por el secado del suelo. Una posible explicacién de esta observacion es que las
comunidades nativas del suelo estan fisioldgica y genéticamente adaptadas a
los ambientes de escasez de agua. En estos ambientes los microorganismos

del suelo han desarrollado diversos mecanismos para sobrevivir a la
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desecacion. Por ejemplo, en bacterias se han observado cambios en la
estructura de sus membranas, asi como en la sintesis de exopolisacaridos con
el fin de aumentar su supervivencia durante los periodos de bajo potencial
hidrico. Los polisacaridos son higroscopicos y por lo tanto pueden mantener un
mayor contenido de agua en el microambiente de las colonias de
microorganismos del suelo a medida que disminuye el grado de humedad. Este
aumento en el contenido de agua util podria aumentar la disponibilidad de
nutrientes dentro de la colonia bacteriana. De este modo, se ha demostrado
que una cepa de Pseudomonas sp. aislada del suelo aumentd su produccion
de exopolisacaridos durante un periodo de desecacion (Roberson y Firestone,
1992). Los polisacaridos extracelulares de las bacterias pueden formar con las
particulas minerales una envoltura érgano-mineral que rodea a la célula y la
protege frente a la deshidratacion (Chenu, 1993; Nocker et al., 2012), lo que a
su vez conduce a un aumento en los macroagregados como un efecto adicional
indirecto. En este estudio, el hecho de que las grandes diferencias en
carbohidratos totales e hidrosolubles entre las plantas regadas y las
estresadas, estuviera acompanado de un aumento en la estabilidad de los
agregados después del secado del suelo, podria apoyar esta hipétesis. Cabe
sefalar que la existencia de este tipo de mecanismo, desarrollado por la
comunidad microbiana nativa para aumentar la estabilidad estructural durante
el secado del suelo, tiene una gran importancia ecolégica en los suelos
desertificados altamente susceptibles a la erosiéon hidrica, y expuestos a
periodos largos de déficit hidrico. La mejora sustancial de los niveles de
agregados estables durante el secado en el suelo enmendado y el micorrizado
respecto al control, podria indicar que la biomasa microbiana afadida fue mas
eficaz que la nativa en el desarrollo de este efecto protector contra la sequia.
Estos resultados también apoyan la hipdtesis de que la biomasa microbiana
nativa pudiera estar demasiado degradada como para ser efectiva, por lo que
fue necesario reactivarla con la inoculacion de una mezcla de hongos MA y la
adicion de una enmienda organica. La posible contribucion de las hifas de los
hongos MA en la formacién de agregados estables durante el secado del suelo
no se pudo demostrar en este estudio, debido a la ausencia de variaciones en
la colonizacién de las raices y en la concentracion de GRSP con el potencial

hidrico del suelo. Por otra parte, los agregados formados durante el secado del
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suelo fueron relativamente inestables, ya que los porcentajes de los agregados
del suelo rizosférico de plantas rehumectadas fueron menores que los
registradas después del periodo de secado. Esto podria ser debido a que la
materia organica implicada en la formacién de los agregados estables durante
el secado del suelo fue una fraccion labil, faciimente utilizable como fuente de
carbono y de energia por los microorganismos del suelo cuando los agregados
se encuentran saturados en agua. De hecho, después del periodo de
rehumectacion, los niveles de carbono hidrosoluble, carbohidratos
hidrosolubles y totales, disminuyeron notablemente con respecto a los
observados después del periodo de secado. Los agregados del suelo
enmendado fueron mas resistentes a la desagregacion producida por la
rehidratacion que los del suelo control y el inoculado.

Se puede concluir que la desecacidén mejoro la estabilidad de los agregados en
un suelo degradado, produciendo los mayores incrementos en el suelo con el
residuo compostado y con plantas micorrizadas. Los mecanismos implicados
en la formacién de agregados durante el secado del suelo fueron de tipo
bioldgico, principalmente por la secrecidon de exopolisacaridos. Los agregados
formados durante la desecacién del suelo fueron inestables, como evidencia el
hecho de su rotura durante la humectacion del suelo, alcanzando los niveles
iniciales antes del secado del suelo. La importancia de este proceso fisico es
evidente, ya que se lleva a cabo en los suelos desertificados altamente
susceptibles a la erosion hidrica. Por ello, se considera primordial la realizaciéon
de investigaciones adicionales encaminadas a dilucidar la implicacién ecoldgica

de este proceso en ambientes semiaridos.
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RESUMEN

Se llevé a cabo un experimento de campo para evaluar el efecto de un
tratamiento combinado que implicé la adicion de residuo de alperujo (DOC)
tratado con Aspergillus niger en presencia de fosfato de roca, mas la
inoculacion pre-trasplante de plantulas con hongos micorricicos arbusculares
(MA) Glomus intraradices, Glomus deserticola o Glomus mosseae, sobre el
establecimiento de Dorycnium pentaphyllum L., en una zona mediterranea
semiarida degradada. También se cuantificaron los cambios en las fracciones
labiles del carbono en el suelo, actividades enzimaticas y estabilidad de
agregados. Un aio después de la plantacién, el tratamiento combinado de la
adiciéon del residuo fermentado DOC vy la inoculacion con G. mosseae, resultd
ser mas efectivo para incrementar la biomasa aérea de las plantas de D.
pentaphyllum (en promedio un 328% mayor que las plantas control). Sélo la
adicién del DOC aumento el fosforo asimilable, nitrogeno total y estabilidad de
los agregados, registrando el mayor incremento en el contenido de fésforo
asimilable en el suelo (cerca de cuatro veces mas alto que en el suelo no
enmendado). Tanto la adicion del residuo DOC fermentado como los
tratamientos de inoculacion micorricica incrementaron significativamente las
actividades enzimaticas del suelo rizosférico (deshidrogenasa, proteasa-BAA,
fosfatasa acida y p-glucosidasa). EI DOC tratado resulté ser una enmienda
efectiva para mejorar la calidad del suelo, que a su vez, mejord el éxito de la

revegetacion con las plantas de D. pentaphyllum micorrizadas.
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5.1. INTRODUCCION

Las principales areas de produccion de aceite de oliva se concentran en los
paises de la cuenca mediterranea, siendo Espafa el mayor productor mundial
(aproximadamente 990.400 toneladas anuales). El principal sistema de
extraccion de aceite de oliva utilizado en Espafa (sistema de centrifugacion de
dos fases) genera grandes cantidades de un residuo solido llamado orujo de
oliva de dos fases (DOC) o "alperujo”. El alperujo es un residuo rico en materia
organica, fundamentalmente lignina y celulosa, que ha sido ampliamente usado
como una fuente alternativa de materia organica y nutrientes con fines
agricolas. Estudios recientes han puesto de relieve que la biodegradacion de
estos residuos agroindustriales mediante hongos lignoceluldsicos y
solubilizadores de fosfato es una biotecnologia efectiva para su valorizacién
como enmiendas y fertilizantes en agroecosistemas (Vassilev y Vassileva,
2003; Vassilev et al., 2006; Vassileva et al., 2010; Medina et al., 2010). En
particular el residuo DOC fermentado con Aspergilus niger en presencia de
fosfato de roca constituye una enmienda organica rica en fésforo disponible y
polisacaridos, que puede mejorar la calidad fisica y biologica, asi como la
productividad de los suelos en areas degradadas de zonas mediterraneas
semiaridas. El empleo de DOC tratado microbiolégicamente como enmienda
organica del suelo, en presencia de fosfato de roca, puede ser una forma de
mejorar la calidad y la productividad de los suelos en areas degradadas de
zonas mediterraneas semiaridas. Sin embargo, no hay informacion disponible
sobre el uso de tales materiales en programas de revegetacion.

Las leguminosas lefiosas son utiles para la revegetacion de los ecosistemas
semiaridos que tienen una baja disponibilidad de nitrogeno, fésforo y otros
nutrientes, debido a su capacidad para desarrollar asociaciones simbidticas con
rhizobium y hongos micorricicos (Valladares et al., 2002; Caravaca et al.,
2003b,2004; Alegre et al., 2004; Gonzalez-Andrés et al., 2005). Dorycnium
pentaphyllum L. es un arbusto leguminoso de crecimiento lento, que pertenece
a la sucesion natural en ciertas comunidades vegetales de los ecosistemas

mediterraneos semiaridos en el sudeste de Espafia. También esta bien

110



Cambios en la actividad bioldgica y estabilidad estructural del suelo por tratamiento con alperujo fermentado y HMA

adaptada a las condiciones de estrés hidrico y, por lo tanto, potencialmente se
podria utilizar en el restablecimiento de la vegetaciéon en zonas degradadas
semiaridas. La colonizacion micorricica bajo estrés hidrico se ha demostrado
que es importante para la asimilacion de nitrégeno y para mitigar los efectos
perjudiciales de la sequia en las plantas de D. pentaphyllum establecidas en
suelos relativamente secos (Caravaca et al., 2003c,2004; Garcia-Estringana et
al., 2013). Sin embargo, el conocimiento de las estrategias de reforestacion que
involucran D. pentaphyllum es todavia muy escaso.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que los hongos micorricicos
arbusculares (MA) pueden mejorar la capacidad de las plantas para
establecerse en un medio semiarido con suelos degradados (Jeffries et al.,
2003; Smith y Read, 2008; Barea et al., 2011). Se ha demostrado que la
actividad de las micorrizas se encuentra claramente mermada por la
desertificacion en los ecosistemas mediterraneos semiaridos (Azcon-Aguilar et
al., 2003). Un correcto manejo de la simbiosis micorricica puede contribuir
notablemente al éxito de los programas de reforestacion (Jeffries et al., 2003).
El establecimiento de la simbiosis con los hongos MA también parece depender
de la concentracion de compuestos fenodlicos presentes en el suelo (Leadir et
al., 1997; Mandal et al., 2010). Recientemente, se ha demostrado que el efecto
de los compuestos fendlicos contenidos en los residuos DOC sobre la
colonizacion en la raiz de plantas micorrizadas puede variar con el tipo de
hongos y el momento de la inoculacion (Martin et al., 2002; Medina et al.,
2010).

Los objetivos de este estudio fueron: (1) evaluar la eficacia del tratamiento
combinado que implica la adiciéon de residuo de alperujo DOC tratado con A.
niger, en presencia de fosfato de roca, ademas de la inoculacién de micorrizas
en las plantulas, para mejorar la calidad estructural y biologica del suelo de un
area mediterranea semiarida degradada, y (2) determinar la influencia de tales
mejoras en el establecimiento de las plantulas de D. pentaphyllum. La calidad
del suelo se evalué mediante la evaluacién de las fracciones labiles de carbono
(carbohidratos 'y carbono hidrosoluble), las actividades enzimaticas
(deshidrogenasa, proteasa-BAA, fosfatasa acida y p-glucosidasa) y la

estabilidad de los agregados del suelo.
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5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Area de estudio

El area experimental se encuentra en Los Cuadros en la provincia de Murcia
(sureste de Espana) (coordenadas: 1°05' O y 38°10' N). El clima es
mediterraneo semiarido con una precipitacion media anual de 300 mm y una
temperatura media anual de 19,2° C; la evapotranspiracién potencial es
elevada alcanzando 1.000 mm al afo. El suelo utilizado fue un Haplocalcid
tipico (Soil Survey Staff, 2010) desarrollado a partir de sedimentos cuaternarios
(Tabla 2 capitulo Materiales y Métodos).

5.2.2. Materiales

El alperujo (DOC), un material lignocelulésico procedente de una almazara
situada en Granada, se secO a 60° C en un horno y después se molié en
fragmentos de 2 mm. El residuo de alperujo se sometid a un proceso de
fermentacion estatica con A. niger, en presencia de fosfato de roca, de acuerdo
a la biotecnologia descrita en “Materiales y Métodos”. Las caracteristicas del
DOC después de la fermentacién fueron: pH 4,0; conductividad eléctrica (1:10),
1.231 uS cm™, P total, 0,38 %; N total, 0,62 %; C organico total 22,2 % y C
hidrosoluble 1.146 pg g'.

Como especie vegetal para el experimento de reforestacion se utilizé
Dorycnium pentaphyllum Scop. Esta es una leguminosa arbustiva presente de
modo natural en el area de estudio, que se encuentra generalmente en los

matorrales semiaridos en el sudeste de Espana.

5.2.3. Inoculacion micorricica de las plantulas

Los hongos micorricicos utilizados en el experimento, Glomus intraradices
Schenck y Smith, Glomus deserticola (Trappe, Bloss. y Menge) y Glomus
mosseae (Nicol y Gerd.) Gerd. y Trappe. La nomenclatura botanica actual
reconoce estas denominaciones como sinénimos, sin embargo se ha preferido
mantener la nomenclatura que coincide con los registros de la coleccion de

procedencia.
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El inéculo micorricico consistié en una mezcla de suelo rizosférico obtenido con
un cultivo trampa (Sorghum sp.) que contiene esporas, hifas y fragmentos de
raiz micorrizada. Las plantulas, una vez germinadas, se trasplantaron en el
sustrato de crecimiento, formado por turba y fibra de coco (1:1, v:v). El inéculo
de micorrizas arbusculares correspondiente se aplicé a razén del 5 % (v/v). Se
afadié la misma cantidad de una mezcla autoclavada de inéculo para las
plantas control, complementadas con un filtrado (papel Whatman no. 1) del
mismo indculo para proporcionar las poblaciones microbianas que acompafan
a los hongos micorricicos. Las plantulas inoculadas y no inoculadas se
cultivaron durante 8 meses bajo condiciones de vivero sin ningun tratamiento
de fertilizacion. Las plantas se mantuvieron a temperaturas de 30° C/10° C
maximas/minimas respectivamente, y entre el 85 % y 40 % de humedad
relativa. La radiacion fotosintética activa (PAR) tuvo un promedio de 240 pE m™

s™'. Las plantas fueron regadas regularmente con agua corriente.

5.2.4. Diserio y factores experimentales

Se establecioé un disefo factorial (2 x 4) en bloques al azar con dos factores y
cinco bloques de repeticion. El primer factor fue la adicion del residuo
fermentado DOC al suelo, y la segunda fue la inoculacion de las plantas de D.
pentaphyllum, con tres hongos MA (G. intraradices, G. deserticola o G.
mosseae) en el vivero.

Cada bloque de replicacion fue de 180 m? (12,5 x 14,5 m). Se cavaron
manualmente hoyos de plantacion de 40 x 40 cm? y 30 cm de profundidad. En
febrero de 2011, se anadid el residuo fermentado DOC a los hoyos de
plantaciéon, mezclandolo manualmente con el suelo en proporcidén del 5 % (p:p).
Las plantulas (inoculadas y no inoculadas) se plantaron en cada hoyo a 1 metro
de distancia unas de otras, con 3 metros de separacion entre bloques. Se
plantaron 64 plantas por bloque de repeticion (ocho plantas x ocho tratamientos

en cada bloque).
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5.2.5. Procedimiento de muestreo

Se recolectaron cinco muestras de suelo en cada tratamiento un afio después
de la plantacién (una por bloque) obteniendo 40 muestras de suelo en total.
Cada muestra consistié en ocho submuestras (200 cm® de suelo), recogidas al
azar (0-20 cm) de la rizosfera de ocho plantas individuales. Para recolectar el
suelo rizosférico de la planta adherido a las raices se introdujo en una bolsa de
plastico, se sacudio y se separo el suelo de la rizosfera del sistema radicular. El
muestreo se llevd a cabo a principios de abril (antes de la estacion seca),
cuando se esperaba una actividad microbiana mayor (Lax et al., 1997). Cinco
plantas de cada tratamiento (una por bloque) fueron cosechadas un afio

después de la plantacién, coincidiendo con el final de la etapa de floracion.

5.2.6. Analisis de la planta

Un ano después de la plantacién, se registraron datos de la biomasa fresca y
seca (65° C, 24 h) de la parte aérea y radicular. El porcentaje de colonizacion
por hongos micorricicos arbusculares fue calculado por el método de
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interseccion de cuadricula (Giovannetti y Mosse, 1980) después de la tincidn

con azul tripan (Phillips y Hayman, 1970).

5.2.7. Analisis fisico-quimico, quimico y bioquimico del suelo

El pH del suelo y la conductividad eléctrica se midieron en una solucion acuosa
1:5 (p/v). En el mismo extracto acuoso del suelo se determind el carbono
hidrosoluble en un analizador de carbono para muestras liquidas Shimadzu
TOC- 5050A. Los carbohidratos hidrosolubles se determinaron por el método
de Brink et al. (1960). El nitrégeno total se determiné con un analizador
elemental C/N modelo Flash EA 1112 Series-LECO TRUSPEC. EIl fésforo
asimilable se extrajo con NaHCO3; 0,5 M y se determin6 por colorimetria de
acuerdo con Olsen et al. (1954).

La actividad deshidrogenasa se determind de acuerdo con Garcia et al. (1997).
La actividad proteasa-BBA se determiné en tampén fosfato 0,1 M a pH 7; se
utiizo BAA 0,03 M como sustrato (Nannipieri et al., 1980). La actividad
fosfatasa acida se determind utilizando p-nitrofenil fosfato disédico como
sustrato (Tabatabai y Bremner, 1969). La actividad B-glucosidasa se determiné
usando el método descrito por Tabatabai (1982). Los métodos se encuentran

mas detalladamente descritos en el capitulo de “Materiales y Métodos”.

5.2.8. Analisis fisico

La estabilidad de agregados (EA) se midié de acuerdo a Roldan et al. (1994b),
basado en el método de Benito et al. (1986). Este método examina la
proporcion de agregados que permanecen estables después de que una
muestra de suelo (tamizado entre 0,25-4 mm) se somete a una lluvia artificial

de energia conocida (270 J/m?).

5.2.9. Analisis estadistico

Los datos fueron transformados logaritmicamente para lograr la normalidad.
Para los datos de porcentaje de agregados estables y colonizacién micorricica
se utilizé la transformacion arcseno. Los efectos de la adicion del residuo
fermentado DOC, la inoculacion con hongos micorricicos, y sus interacciones,
fueron determinados mediante un analisis de la varianza de dos vias y las

comparaciones entre las medias se realizaron mediante el test de Tukey
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calculado para P<0,05. Los procedimientos estadisticos se llevaron a cabo con

el paquete estadistico SPSS 18.0 para Windows.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Parametros fisico-quimicos

Solo la adicion del residuo DOC fermentado disminuyd ligeramente el pH vy
aumento la conductividad eléctrica del suelo (Tablas 1y 2). Sin embargo, ni la
inoculaciéon micorricica ni la interaccion del residuo fermentado y la inoculacion
micorricica tuvieron efecto significativo sobre los parametros fisico-quimicos del
suelo (Tabla 2).

Tabla 1. Variaciones en las propiedades fisico-quimicas de la rizosfera de D.
pentaphyllum en respuesta a los distintos tratamientos de inoculacién micorricicay a la

adicion de DOC fermentado, un afio después de la plantacién (n=5).

pH CE N total P
(H,0) (1:5, (g kg™ disponible
uS cm™) (ng g’

C 8,73+0,04d 302+6a 0,70+0,01a 1,5+0,1a
D 8,53+0,01abc 361+6b 1,06+0,02d 5,5+0,1c
G1 8,68+0,01cd 323+7ab 0,73%0,00a 1,6+0,1a
DG1 8,59+0,01abcd 346+3ab 0,97+0,03bcd 4,040,1b
G2 8,64+0,02bcd 324+6ab 0,82+0,01ab 1,9+0,1a
DG2 8,52+0,01ab 340+5ab 0,96+0,03bcd 4,7+0,3bc
G3 8,66+0,01bcd 326+7ab 0,83+0,01abc 1,840,1a
DG3 8,47+0,01a 353+4ab 1,02+0,02cd 4,4+0,1bc

CE= conductividad eléctrica. C= control; D= adicion de DOC fermentado; G1=
inoculacion con G. intraradices; DG1= adicién de DOC fermentado e inoculacién con
G. intraradices; G2= inoculacion con G. deserticola; DG2= adicion de DOC fermentado
e inoculacion con G. deserticola; G3= inoculacion con G. mosseae; DG3= adicion de
DOC fermentado e inoculacién con G. mosseae. Media + error estandar. Los valores
en la misma columna compartiendo una o mas letras no difieren significativamente
(P<0,05) segun el test de Tukey.
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Figura 1. Variaciones en la estabilidad de agregados en la rizosfera de D.
pentaphyllum en respuesta a los distintos tratamientos de inoculacién micorricicay a la
adicién de DOC fermentado, un ano después de la plantacién (n=5). C= control; D=
adicion de DOC fermentado; G1= inoculaciéon con G. intraradices; DG1= adicién de
DOC fermentado e inoculacion con G. intraradices; G2= inoculacion con G.
deserticola; DG2= adicion de DOC fermentado e inoculacion con G. deserticola; G3=
inoculacion con G. mosseae; DG3= adicion de DOC fermentado e inoculacion con G.
mosseae. Media * error estandar. Las barras verticales que comparten una o mas

letras no difieren significativamente (P<0,05) segun el test de Tukey.

El contenido de fésforo asimilable y de nitrégeno total fueron mayores en el
suelo enmendado que en los suelos con los tratamientos de inoculacién
micorricica y el suelo control (Tabla 1). EI mayor incremento debido a la adicién
del residuo DOC fermentado se observo en el contenido de fésforo asimilable
en el suelo enmendado (aproximadamente un 400% mayor que en el suelo no
enmendado). La adicion del residuo organico aumentd el porcentaje de
agregados estables alrededor de un 66 %, independientemente de Ila

inoculaciéon con hongos MA (Figura 1).
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Tabla 2. ANOVA de dos factores (D= adicién de DOC fermentado e I= inoculacion

micorricica) para todos los parametros estudiados en la rizosfera de las plantulas de D.

pentaphyllum. Valores de significacion (P).

Adicion Inoculacion Interaction
enmendante micorricica (Dx1)
(D) (1)

pH 45,7 (<0,001) 2,5 (0,082) 1,3 (0,283)
Conductividad eléctrica 4.5 (0,045) 2,3 (0,105) 1,1 (0,102)
N total 65,6 (<0,001) 1,2 (0,332) 2,9 (0,057)
P disponible 203,7 (<0,001) 2,4 (0,095) 3,2 (0,043)
Estabilidad de agregados 324,8 (<0,001) 2,6 (0,074) 1,2 (0,342)
C hidrosoluble 124,0 (<0,001) 1,2 (0,339) 0,9 (0,424)
Carbonhidratos hidrosolubles 5,5 (0,028) 2,8 (0,064) 4,1 (0,018)
Deshidrogenasa 83,0 (<0,001) 22,3 (<0,001) 4,0 (0,019)
Proteasa 7,1(0,014) 7,1 (0,001) 17,9 (<0,001)
Fosfatasa 4,6 (0,041) 7,5 (0,001) 7,0 (0,001)
B-glucosidasa 17,8 (<0,001) 13,3 (<0,001) 14,6 (<0,001)
Biomasa aérea 718,2 (<0,001) 699,9 (<0,001) 5,4 (0,002)
Colonizacioén 0,2 (0,649) 82,3 (<0,001) 0,3 (0,853)

5.3.2. Parametros bioquimicos

Los valores de carbohidratos y carbono hidrosolubles se incrementaron sélo
con la adicion de la enmienda (Tabla 2 y Figura 2), los mayores incrementos se
observaron en la fraccion de carbono soluble en agua (en promedio alrededor
del 43 % mayor que el suelo no enmendado).

En el suelo rizosférico de los tratamientos enmendados y con la inoculacion
micorricica se registraron actividades enzimaticas significativamente mas altas
(deshidrogenasa, proteasa-BAA, fosfatasa acida y p-glucosidasa) que en el
suelo control (Figura 3). Todos los parametros bioquimicos fueron similares
(para deshidrogenasa, fosfatasa y proteasa-BAA actividades acido) o incluso
mas altos (para la actividad p-glucosidasa) en los suelos de los tratamientos
con inoculacion micorricica, en comparacion con el suelo enmendado. En
general, en los tratamientos combinados, que implican la inoculacién

micorricica de las plantulas con cualquiera de los hongos MA y adiciéon del
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DOC fermentado al suelo, se observaron variaciones de los parametros
bioquimicos del suelo en un grado igual o menor que en cada tratamiento

aplicado por separado.
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Figura 2. Variaciones de las fracciones de carbono organico en la rizosfera de D.
pentaphyllum en respuesta a los distintos tratamientos de inoculacién micorricicay a la
adicién de DOC fermentado, un ano después de la plantacién (n=5). C= control; D=
adicion de DOC fermentado; G1= inoculacion con G. intraradices; DG1= adicion de
DOC fermentado e inoculacion con G. intraradices; G2= inoculacion con G.
deserticola; DG2= adicion de DOC fermentado e inoculacion con G. deserticola; G3=
inoculacion con G. mosseae; DG3= adicion de DOC fermentado e inoculacion con G.
mosseae. Media + error estandar. Las barras verticales que comparten una o mas

letras no difieren significativamente (P<0,05) segun el test de Tukey.
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Figura 3. Variaciones en las actividades enzimaticas en la rizosfera de D.
pentaphyllum en respuesta a los distintos tratamientos de inoculacién micorricica y a la
adicion de DOC fermentado, un afo después de la plantacion (n=5). C= control; D=
adicion de DOC fermentado; G1= inoculacion con G. intraradices; DG1= adicion de
DOC fermentado e inoculacién con G. intraradices; G2= inoculaciéon con G.
deserticola; DG2= adicion de DOC fermentado e inoculacion con G. deserticola; G3=
inoculacion con G. mosseae; DG3= adicion de DOC fermentado e inoculaciéon con G.
mosseae. Media * error estandar. Las barras verticales que comparten una o mas

letras no difieren significativamente (P<0,05) segun el test de Tukey.

5.3.3. Crecimiento y colonizacién micorricica de D. pentaphyllum

En el momento de la plantacion, el peso seco aéreo de las plantas de D.
pentaphyllum inoculadas fue ligeramente mayor que el de las plantas no
inoculadas (Figura 4). Un ano después de la plantacion, tanto la adicion del

residuo DOC fermentado como los tratamientos de inoculacidn micorricica
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estimularon significativamente la produccion de biomasa de las plantas de D.
pentaphyllum con respecto a las plantas control (Figura 4 y Tabla 2). Los
tratamientos de inoculacién micorricica aumentaron el crecimiento de las
plantas en un mayor grado que la adicion del residuo fermentado, y la
combinaciéon de ambos factores produjo un crecimiento de la planta incluso
mayor (Tabla 2). El tratamiento combinado de la adicion del residuo DOC
fermentado y la inoculacion de las plantas con G. mosseae produjo el mayor
efecto sobre la biomasa aérea (en promedio, 328 % mayor que las plantas

control).

Imagen 1. Diferencias en la biomasa aérea y en las raices de D. pentaphyllum en
respuesta a los distintos tratamientos de inoculacién micorricica y a la adicién de DOC
fermentado, un afno después de la plantacién. C= control; D= adicion de DOC
fermentado; G3= inoculacion con G. mosseae; DG3= adicion de DOC fermentado e

inoculacion con G. mosseae.
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Figura 4. Variaciones en la biomasa aérea y porcentaje de micorrizacién en las raices
de D. pentaphyllum en respuesta a los distintos tratamientos de inoculacion micorricica
y a la adicion de DOC fermentado, un afio después de la plantaciéon. C= control; D=
adicion de DOC fermentado; G1= inoculacidon con G. intraradices; DG1= adicién de
DOC fermentado e inoculacion con G. intraradices; G2= inoculacion con G.
deserticola; DG2= adicion de DOC fermentado e inoculacion con G. deserticola; G3=
inoculacion con G. mosseae; DG3= adicion de DOC fermentado e inoculaciéon con G.
mosseae. Las barras indican el error estandar de la media (n=5). Para cada fecha de
muestreo, las barras verticales que comparten una o mas letras no difieren

significativamente (P<0,05) segun el test de Tukey.
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Antes de la plantacion en campo, los porcentajes de colonizacidon micorricica
en las raices de las plantas inoculadas con G. intraradices, G. deserticola o G.
mosseae fueron de 77y 61% respectivamente (Figura 4). Un afio después de la
plantacion, la infeccion micorricica en las raices de las plantas inoculadas
habia aumentado notablemente, registrandose niveles similares para todos los
tratamientos de inoculacion. La colonizacion natural produjo alrededor de un 25

% de infeccidn en las raices de las plantulas control.

5.4. DISCUSION

5.4.1. Efecto del residuo DOC fermentado

Los resultados de este estudio demuestran la viabilidad de aplicar el residuo
DOC, fermentado en presencia de fosfato de roca, con el fin de mejorar la
implantacion de D. pentaphyllum. Del mismo modo, la ausencia de un efecto
negativo de este residuo fermentado sobre el crecimiento de D. pentaphyllum
podria estar relacionado con la eliminacion de las sustancias fitotoxicas
contenidas en el DOC durante el proceso de fermentacién. En esta misma
zona, se realizd un estudio previo en el que la adicibn de un residuo de
remolacha de azucar, fosfato de roca y Aspergillus niger, aplicado directamente
en el hoyo de plantacién, fue menos eficaz (aproximadamente el 33 % mayor
que las plantas control) para mejorar el crecimiento de D. pentaphyllum que el
residuo DOC fermentado (aproximadamente 113 % mayor que las plantas
control) utilizado en este estudio (Caravaca et al., 2004). La eficacia del residuo
DOC fermentado con respecto a la estimulacion del crecimiento de las plantas
podria ser atribuible a una mejora en el suministro de nutrientes disponibles en
el suelo. Durante la fermentacion del alperujo con A. niger, tuvo lugar
paralelamente la solubilizaciéon del fosfato de roca, aumentando, el contenido
de fésforo disponible en el residuo fermentado (Vassilev et al., 1998). Por lo
tanto, el uso del residuo DOC fermentado mejoré la productividad del suelo,
aumentando la concentracion en el suelo de nutrientes potencialmente
limitantes, tales como N y P. Los beneficios de las enmiendas organicas
también pueden ser debidos a la mejora de las caracteristicas fisicas del suelo,

que a su vez favorece la creacion y viabilidad de una cubierta vegetal estable
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(Roldan et al., 1996; Cox et al., 2001; Caravaca et al., 2003a; Nicolas et al.,
2014). En este sentido, el residuo DOC fermentado mejoro la estabilidad
estructural del suelo rizosférico de D. pentaphyllum en un grado
estadisticamente significativo. Varios autores mostraron que la restauracién de
la estructura del suelo puede depender de la cantidad y la naturaleza de la
materia organica afadida, asi como de la mineralogia del suelo (Roldan et al.,
1996; Bossuyt et al., 2001; Paradelo et al., 2013). Las transformaciones
biolégicas que el residuo DOC sufrio durante la fermentacion pudieron
aumentar la cantidad de agentes potencialmente favorecedores de la formacién
y estabilizacion de agregados, tales como carbohidratos y carbono
hidrosolubles. En particular, en el suelo se registraron incrementos notables en
el contenido de carbono hidrosoluble como consecuencia de la adicidon del
residuo DOC fermentado. La fraccion de materia organica soluble en agua
consiste en una mezcla heterogénea de componentes de peso molecular
variable, tales como mono- y polisacaridos, polifenoles, proteinas y acidos
organicos de bajo peso molecular. Esta fraccion puede ser utilizada como
fuente de carbono y de energia por la microflora del suelo (Roldan et al.,
1994b; Caravaca et al., 2004) y esta relacionada positivamente con la actividad
microbiana (de Luca y Keeney, 1993). La actividad deshidrogenasa, se ha
utilizado con frecuencia como un indicador de la actividad microbiana del suelo
(Garcia et al.,, 1997), mientras que los procesos relacionados con la
degradacion de la materia organica por la actividad microbiana pueden ser
estimados mediante las actividades hidrolasas (Ceccanti y Garcia, 1994;
Caldwell, 2005; Burns et al., 2013). En nuestro experimento se constaté un
aumento de la actividad biolégica puesto de manifiesto por las variaciones en la
deshidrogenasa y actividades hidrolasas. El residuo organico aqui utilizado
puede ser a corto plazo mas eficaz que otros residuos, como los lodos de
depuradora y residuos solidos urbanos, ampliamente utilizados para mejorar la
estructura del suelo en condiciones mediterraneas semiaridas (Caravaca et al.,
2003a; Nicolas et al., 2014). La fermentacion del residuo de alperujo (DOC) con
A. niger se puede considerar como una biotecnologia eficaz de valorizacion del
mismo para su uso como una enmienda del suelo, ya que se ha visto que la
aplicaciéon de este mismo residuo no fermentado tiene efectos perjudiciales

sobre las propiedades fisicas, quimicas y la calidad microbiolégica del suelo

125



Capitulo V

(Riffaldi et al., 1993; Sampedro et al., 2004). Sin embargo, el proceso de
fermentacion implica dificultades relacionadas con el control y regulacion del
proceso, asi como limitaciones de escala del proceso de produccion. Por esta
razon, el uso del residuo DOC fermentado en programas de revegetacion no
puede considerarse todavia como una alternativa viable para la eliminacion de

estos residuos.

5.4.2. Efecto de los tratamientos de inoculacién micorricica

La inoculacion con cualquiera de los hongos MA demostré ser un método
eficaz para fomentar el crecimiento de las plantulas de D. pentaphyllum. La
inoculacion micorricica puede incrementar la absorcion de nutrientes,
especialmente de P, favoreciendo el desarrollo del sistema radicular vy
produciendo sustancias que promueven el crecimiento de las plantulas (Jeffries
et al., 2003; Smith y Read, 2008; Barea et al., 2011). Es importante destacar
que los tratamientos de inoculacion con G. deserticola o0 G. mosseae fueron
mas eficaces que la adicion del residuo DOC fermentado, para mejorar el
rendimiento de las plantas de D. pentaphyllum bajo condiciones semiaridas
(durante el curso del experimento, sélo se registraron 130 mm de lluvia). Estos
resultados reafirman el papel clave de las micorrizas en el mantenimiento de la
cubierta vegetal en los suelos con escasez de fosforo disponible, ademas de
mostrar la necesidad de incluir la inoculacion micorricica para garantizar el
funcionamiento de las plantas en los programas de revegetacion. Los
tratamientos de inoculacién micorricica mostraron diferentes niveles de eficacia
con respecto a su capacidad para mejorar el crecimiento de las plantulas de D.
pentaphyllum. El tratamiento con G. mosseae fue el mas eficaz, sin embargo,
ésto no se relaciond con los porcentajes de colonizacion de la raiz, ya que
todas las plantas inoculadas presentaron altas tasas de infeccion por hongos

MA, sin diferencias significativas para ente tratamientos de inoculacién.

5.4.3. Efecto del tratamiento combinado

Este experimento mostré que la combinacion del residuo DOC fermentado y la
inoculacion micorricica puede mejorar considerablemente el crecimiento de D.
pentaphyllum en condiciones semiaridas. Este resultado contrasta con la idea

ampliamente aceptada de que las micorrizas presentan poca ventaja para las
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plantulas cultivadas en suelos fertilizados (Yanai et al., 1995; Treseder, 2004).
El rapido crecimiento en el suelo enmendado de las plantulas inoculadas con
hongos MA, en comparacién con las plantas no inoculadas, podria estar
relacionado con la capacidad del hongo para aumentar la captacion de fosforo
aportado con el DOC fermentado. Los hongos MA también pueden facilitar la
accion o la transferencia de sustancias toxicas para las plantas (Martin et al.,
2002; Medina et al., 2011). Sin embargo, no se observé ningun efecto negativo
del residuo DOC fermentado sobre el crecimiento de las plantas colonizadas
por MA. Estos resultados refuerzan la hipotesis de que la fitotoxicidad del
residuo DOC fue eliminada durante el proceso de fermentacion con A niger.

La adicion del residuo DOC fermentado, la inoculacion con los hongos MA y la
combinacion de ambos tratamientos no tuvieron ningun efecto significativo en
la supervivencia de la planta. En las primeras etapas de crecimiento (1 afio
después de la siembra), que son las mas criticas para la revegetacion en zonas
semiaridas mediterraneas, la supervivencia de las plantas oscilé entre el 60 y el
75% para todos los tratamientos, sin diferencias significativas entre ellos.
Podemos concluir que tanto la aplicacion del residuo de alperujo fermentado
como la inoculacion con hongos micorricicos arbusculares resultaron ser
efectivos bioenmendantes para mejorar la calidad biolégica del suelo. Sin
embargo, solo el residuo de alperujo fermentado fue capaz de mejorar la
estabilidad estructural del suelo y promover el crecimiento de D. pentaphyllum.
El uso de hongos micorricicos arbusculares en combinaciéon con el DOC
fermentado aumento la resistencia de las plantulas frente a las condiciones

ambientales desfavorables.
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RESUMEN

Las practicas agricolas inadecuadas pueden causar una pérdida de la calidad
del suelo, aumentar la erodibilidad y provocar la desertizacion del mismo en
condiciones ambientales de clima mediterraneo.

El experimento de campo se realizé en la estacion experimental El Teularet en
la Sierra de Enguera (provincia de Valencia) situada al sureste de la peninsula
ibérica. Se ha estudiado la influencia de diferentes practicas agricolas durante
un periodo de 5 afios sobre los parametros fisicos, quimicos y bioldgicos
indicadores de la calidad del suelo (carbohidratos totales e hidrosolubles,
proteinas del suelo relacionadas con la glomalina (GRSP), carbono organico
total, estabilidad de agregados, cobertura vegetal y erosion del suelo). Las
practicas agricolas incluyeron el uso de un herbicida residual, laboreo, laboreo
+ avena, acolchado con paja de avena y control (campo abandonado). Los
diferentes tratamientos fueron comparados con el suelo adyacente colonizado
por vegetacion natural. El mantillo de paja de avena contribuy6 a incrementar
los niveles de carbohidratos hidrosolubles, proteinas del suelo relacionadas con
la glomalina y estabilidad de agregados. Este tratamiento también ayudd a
disminuir la tasa de erosion dando unos valores similares al suelo con
vegetacion natural. Los niveles mas bajos en carbohidratos hidrosolubles y
proteinas del suelo relacionadas con la glomalina se registraron en las parcelas
con laboreo, laboreo con siembra de avena y en las tratadas con herbicida. El
mantenimiento y el incremento de los agregados estables pudieron ser
atribuidos al aumento de las fracciones labiles de C (carbohidratos) y al
contenido de GRSP. Los resultados demuestran que el terreno abandonado
(parcela control) o el uso de una cubierta vegetal (plantas o paja) contribuyen a
incrementar la calidad del suelo y a reducir el riesgo de erosion. El estudio nos
muestra que unas practicas agricolas sostenibles favorecen la recuperacion de
la calidad del suelo, y en este sentido la adicion de paja como un mantillo

puede considerarse la estrategia de manejo mas efectiva.
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6.1. INTRODUCCION

La agricultura es una practica comun en las zonas mediterraneas semiaridas
desde hace 10.000 afos. El arado, los incendios y el pastoreo han provocado
una degradacion del suelo aumentando la erosion, compactacion y una
reduccion de materia organica debido a la adopcion de practicas agricolas
inadecuadas (Caravaca et al., 2002a; Cerda et al., 2010; Garcia-Ruiz, 2010).
Existen evidencias de que estos procesos de degradacion se han desarrollado
durante milenios (Lynrintzis y Papanastasis 1995; Castro et al 2000; Gémez
Gutierrez et al 2010). La erosion del suelo es especialmente intensa en los
cultivos de secano como en el olivar de Andalucia (Gomez et al., 2003), en los
cultivos de citricos (Cerda et al., 2009), en vifiedos (Martinez-Casasnovas et
al., 2000; Le Bissonnais et al., 2007; Casali et al., 2009; Novara et al., 2011) y
en cultivos en ladera (Atucha et al., 2013).

El problema de la erosién en los ambientes mediterraneos ha sido ampliamente
estudiado (Cerda et al., 2010; Ruiz-Sinoga et al., 2011), y durante la ultima
década han recibido especial atencion los estudios centrados en el impacto de
la agricultura sobre la degradacion de los suelos (Cerda et al., 2007) y en la
problematica de los campos abandonados (Seeger y Ries, 2010; Garcia-Ruiz y
Lana-Renault, 2011).

Tras mas de treinta afios de investigacién sobre la erosion y degradacion del
suelo en ambientes mediterraneos, se ha llegado a la conclusién de que el
manejo inadecuado del suelo es una de las principales causas de degradacion
del mismo. Por el contrario, un adecuado manejo del suelo puede proporcionar
soluciones si se aplican practicas agricolas mas sostenibles (Cerda et al.,
2010).

La desertizacion (degradaciéon del suelo bajo condiciones aridas y semiaridas)
se desencadena por una escasa cubierta vegetal. Esta cubierta en el
Mediterraneo esta condicionada por las condiciones climaticas severas, que se
caracterizan por unas precipitaciones bajas e irregulares acompanadas de
frecuentes sequias. Estas condiciones tienen un efecto negativo sobre la
calidad del suelo y sobre el crecimiento de las plantas. Por estos motivos, los
suelos degradados requieren estrategias para reducir la pérdida de calidad y

minimizar los impactos que provocan su degradacion.
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El uso de cultivos de cobertura, la implementacion del no laboreo o su
reduccion, la adicién de restos de poda y el uso de un mantillo de paja son
técnicas frecuentemente utilizadas en fincas experimentales para reducir la alta
tasa de erosion en los agroecosistemas de secano en el sureste de Espafa
(Garcia-Orenes et al., 2009). Los efectos de estas estrategias contribuyen a la
reduccion de la erosion del suelo (Garcia-Orenes et al., 2010), aunque no se
tiene constancia de que con estas estrategias se puedan recuperar la
propiedades del suelo en su conjunto, y cuanto tiempo puede demorar este
proceso.

La estabilizacion de los agregados del suelo depende de varios factores
bioldgicos incluyendo polisacaridos extracelulares, hifas de los hongos,
biomasa microbiana del suelo, raices, aportes de carbono y nitrogeno de la
materia organica fresca, sustancias humicas (Lax y Garcia-Orenes, 1993;
Roldan et al., 1994 a,b; Amézketa, 1999; Daynes et al., 2013) y proteinas del
suelo relacionadas con glomalina (glomalin-related soil proteins GRSP)
procedentes de las micorrizas arbusculares (Wright y Anderson, 2000; Rillig y
Mummey, 2006; Bedini et al., 2009; Spohn y Giani, 2010; Zhang et al ., 2012).
La estabilidad de los agregados del suelo es una propiedad dinamica, que
puede cambiar debido a las condiciones climaticas, las practicas agricolas y la
descomposicion de la materia organica fresca (Christensen 2001; Abiven et al.,
2009). El cambio en la agregacion del suelo en respuesta a las practicas
agrondémicas requiere investigacion, ya que la estructura del suelo juega un
papel fundamental en la infiltracion y en los procesos bioldgicos.

En este estudio, la hipétesis de partida es que las diferentes practicas agricolas
pueden modificar la estabilidad de los agregados del suelo mediante cambios
en la actividad biolégica. Estos cambios pueden ser estimados con la
determinacién de los contenidos en carbohidratos hidrosolubles y proteinas del
suelo relacionadas con la glomalina. El objetivo de este estudio fue determinar
los efectos sobre la tasa de erosion y estabilidad estructural del suelo inducidos
por diferentes practicas agricolas en un ambiente Mediterraneo semiarido.
Como consecuencia, se podrian proponer alternativas a la agricultura
tradicional adecuadas al ambiente semiarido en el este de Espana, asi como
establecer criterios para seleccionar la practica agricola mas sostenible para un

agroecosistema mediterraneo semiarido.
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6.2. MATERIAL Y METODOS

6.2.1. Descripcion del area experimental

El estudio se realiz6 en la estacion experimental de El Teularet (Garcia-Orenes
et al., 2009; Garcia-Orenes et al., 2010) situada en la Sierra de Enguera (38°
50’ Norte; 0° 42’ Oeste) en el sureste de la provincia de Valencia. Se trata de
una zona de cultivo de secano donde ha predominado el cultivo del olivo,
almendro y trigo durante el ultimo siglo. En esta zona los suelos han sido
intensamente arados durante siglos. El suelo es un Xerorthent Tipico
desarrollado sobre margas del Cretacico (Soil Survey Staff, 2010). El area tiene
un clima Mediterraneo caracterizado por precipitaciones irregulares y largos
periodos de sequia, normalmente durante los meses de junio a septiembre. La
temperatura anual es de 14.2° C y la precipitacion media anual de 479 mm al

ano, con maximos de lluvia en el otofio y la primavera.

6.2.2. Diseno y factores experimentales

Las parcelas experimentales se establecieron en otofio de 2003 en una terraza
homogénea con una pendiente del 5% y sin vegetacién. Este area fue arada
para crear unas condiciones uniformes en el horizonte superficial del suelo
antes de comenzar el experimento; también se llevdé a cabo un muestreo en
diferentes puntos a través de la terraza, donde los resultados del analisis no
mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
propiedades del suelo antes de llevar a cabo los distintos tratamientos (Tabla 2
del capitulo materiales y métodos). En febrero de 2004 se iniciaron los
tratamientos con diferentes sistemas de manejo agricola (Tabla 1). Para cada
tratamiento se establecieron, incluyendo control, tres repeticiones (6 x 10 m?) y
un area adyacente bajo vegetacién natural se utilizé como referente de suelo
de alta calidad. Los muestreos fueron llevados a cabo todos los meses de julio
desde 2005 a 2009.

Los diferentes tratamientos fueron seleccionados tomando como referencia las
practicas mas utilizadas por los agricultores del area de estudio: arado y

aplicacién de herbicidas; y se incluyeron técnicas de agricultura ecolégica como
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el mantillo con paja de avena o el cultivo de avena. Se seleccion6 como parcela

control un area agricola abandonada.

Tabla 1. Descripcion de las diferentes practicas agricolas.

Tratamientos Descripcion

HR Herbicida residual 3 aplicaciones afio” (240 g I"); 1,5 kg ha™
(Oxyfluorfen)

L Laboreo 4 veces afio™ ; (profundidad 20 cm)

A+L Avena+Laboreo Arado: 4 veces afio™";( profundidad 20 cm)

Siembra de avena 100% (se muele y se afiade al
suelo en primavera)

C Control Campo abandonado con colonizacién natural

P Paja de avena Dosis: 0,25 kg m? afio™ (paja troceada y afiadida a la
superficie del suelo como mantillo)

N  Cobertura natural Area adyacente no cultivada

6.2.3. Muestreo de suelos y analisis

Durante los 5 afios que duré el experimento se tomaron 5 muestras de suelo de
cada tratamiento en el mes de julio, cuando las propiedades del suelo se
suponian estables. Las muestras de suelo humedo se tamizaron a 2 mm y se
almacenaron a 2° C para realizar los analisis quimicos. Alicuotas de muestra
de suelo se tamizaron entre 0,25-4 mm para determinar el porcentaje de
agregados estables.

El carbono de la biomasa microbiana (Cmic) fue determinado por el método de
fumigacion-extraccion (Vance et al., 1987). La respiracion basal del suelo se
midi6 con un respirbmetro (Micro-Oxymax, Columbus, OH, USA). Los
carbohidratos totales (CHT) extraidos con &cido sulfurico al 72 % y los
carbohidratos hidrosolubles (1:5) se determinaron con el método de Brink et al.
(1960). La metodologia empleada aparece detallada en el capitulo “Materiales
y Métodos”

Se determind la fraccién de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
(GRSP) por el método de Wright y Upadhyaya (1996). El carbono organico total
se determind con un analizador elemental modelo LECO TruSpec. El contenido

de materia organica (MO) se calculé multiplicando el carbono organico total por
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el coeficiente de Waskman (1,72). La estabilidad de agregados (EA) se midi6
de acuerdo a Roldan et al. (1994b), basado en el método de Benito et al.
(1986), siguiendo la metodologia establecida que aparece en el capitulo de
“Materiales y Métodos”.

Se llevaron a cabo cinco experimentos de simulaciéon de lluvias en cada
tratamiento, coincidiendo con cada fecha de muestreo, con el fin de determinar
las pérdidas de suelo y agua de escorrentia. En total 150 experimentos (5
simulaciones x 6 tratamientos x 5 anos) se realizaron durante el periodo de
sequia estival, cuando la humedad del suelo es baja (<10%). La simulaciones
de lluvia se realizaron tal y como viene descrito en el capitulo de materiales y
métodos. Las tasas de escorrentia y concentracion de sedimentos se utilizaron
para calcular la produccién de sedimentos, escorrentia total, coeficiente de
escorrentia, infiltracién, y las tasas de erosion (Cerda, 1999). La cobertura
vegetal fue medida en el campo como porcentaje de la superficie del suelo

cubierta por las plantas.

6.2.4. Analisis estadistico

La normalidad de los datos se comprobé con el test de Kolmogorov-Smirmov.
Para variables que presentaban una distribucion log normal se emplearon
datos trasformados logaritmicamente. Para los datos de porcentaje de
agregados estables y de cobertura vegetal se utilizé la transformacion arcseno.
Se realizé un analisis de la varianza para conocer el efecto de los diferentes
tratamientos y fecha de muestreo sobre las variables analizadas y la
comparaciéon entre las medias se realizé usando el test de Tukey calculado a
P<0,05. Para dilucidar relaciones entre los diferentes parametros se utilizo el
coeficiente de correlacion de Pearson. Los procedimientos estadisticos se

realizaron con el paquete de software SPSS 18.0 para Windows.

6.3. RESULTADOS

El mayor contenido de materia organica en el suelo, con un valor medio de 4,5
%, se encontrd en las parcelas no cultivadas con vegetacion natural (N) (Fig. 1)
y no se hallaron diferencias significativas durante los cinco afos del

experimento. La parcela que contiene la vegetacion natural de maquis fue
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considerada como un sistema de referencia y no como un tratamiento. En esta
parcela encontramos un 98% de cobertura vegetal con especies arbustivas
como Quercus coccifera L., Pistacia lentiscus L., Juniperus oxycedrus L. y
herbaceas como Brachypodium retusum (Pers) Beauv. Con respecto a los
tratamientos, se observdé un importante aumento del contenido de materia
organica en el suelo después de la adicién de paja de avena (P), que alcanzé
los mismos valores que en el suelo de las parcelas no cultivadas cinco afos
después del establecimiento del experimento. El resto de los tratamientos (HR,
L, A+L, C) mostraron un contenido de carbono organico similar (2%), sin

variaciones significativas durante el periodo experimental.
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Figura 1. Evolucién temporal de la materia organica en la capa arable (0-20 cm) de los
diferentes tratamientos agricolas. Las barras indican el error estandar de la media.
HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.

Las Fig. 2 y 3 muestran la evolucion del contenido de carbohidratos totales e
hidrosolubles (CHT) y (CHS). Los mayores valores para estos parametros se
registraron en la parcela con vegetacion natural al inicio del experimento,
siendo cuatro veces mas altos que en el resto de los tratamientos. Se

observaron algunas variaciones en los dos parametros a lo largo de los afos
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de muestreo en las parcelas, alcanzando el maximo al final del ensayo. Los
niveles de carbohidratos totales e hidrosolubles aumentaron en el tratamiento
con la aplicacion de paja de avena, con alguna variacion anual alcanzando los
mismos valores que la parcela con vegetacion natural al final del experimento.
El resto de los tratamientos presentaban valores de carbohidratos totales e
hidrosolubles significativamente menores que en las parcelas con vegetacion
natural y con aplicacion de paja de avena. En particular, los contenidos en CHS

decrecieron bruscamente en el tratamiento con herbicida durante el transcurso

del experimento.
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Figura 2. Evolucién temporal del contenido de carbohidratos totales (CHT) en la capa

arable (0-20 cm) de los diferentes tratamientos agricolas. Las barras indican el error

estandar de la media.
HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.
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Figura 3. Evoluciéon temporal del contenido de carbohidratos hidrosolubles (CHS) en la
capa arable (0-20 cm) de los diferentes tratamientos agricolas. Las barras indican el

error estandar de la media.
HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.

Respecto a los resultados de proteinas del suelo relacionadas con la glomalina
(GRSP) encontramos que la produccion mas alta de estas proteinas se produjo
en la parcela con vegetacion natural, aunque también observamos un aumento
para este parametro en el tratamiento con la adicion de paja de avena, tal y
como podemos ver en la Fig. 4. Cinco afios después de la aplicacion de los
tratamientos el contenido de GRSP fue mas alto en la parcela con paja de

avena respecto a la de vegetacion natural.
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Figura 4. Evolucion temporal del contenido de proteinas del suelo relacionadas con la
glomalina (GRSP) en la capa arable (0-20 cm) de los diferentes tratamientos agricolas.
Las barras indican el error estdndar de la media.

HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.

Transcurrido un ano desde el inicio del experimento, observamos que los
valores mas altos de estabilidad de agregados se registraron en la parcela con
vegetacion natural y en el suelo tratado con paja avena (Fig. 5). Estos valores
se mantuvieron durante los cinco afos que duré el estudio. Cabe destacar que
el porcentaje de agregados estables del suelo con laboreo disminuyé
significativamente a lo largo de los cinco afnos que durd el ensayo. El resto de
tratamientos no presentaron cambios significativos en este parametro durante
el experimento, alcanzando valores mas bajos que el suelo con vegetacién

natural.
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Figura 5. Evolucién temporal del porcentaje de estabilidad de agregados estables en
la capa arable (0-20 cm) de los diferentes tratamientos agricolas. Las barras indican el
error estandar de la media.

HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.

La parcela con vegetacion natural y el tratamiento con paja de avena
presentaban los mayores porcentajes de cobertura vegetal (Fig. 6). Se observo
un incremento notable en la cobertura vegetal del tratamiento control, llegando
a alcanzar una cobertura del 68% al final del ensayo. La cobertura vegetal fue
muy escasa en los tratamientos con aplicacion de herbicidas y practicamente

inexistente en el tratamiento con laboreo.
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Figura 6. Evolucion temporal del porcentaje de cobertura natural con los diferentes
tratamientos agricolas. Las barras indican el error estandar de la media.
HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.

La comparacién de los datos de pérdidas de suelo entre 2005 y 2009 nos
muestra el impacto de los tratamientos sobre la erosion del suelo. Transcurrido
un afio desde el inicio del experimento, el tratamiento con herbicida fue el que
presentd las mayores pérdidas de suelo (1,40 Mg ha” h™) mientras que el
arado (0,75 Mg ha™ h™"), arado + avena (0,19 Mg ha™ h™) y la parcela control
(0,08 Mg ha™ h™") mostraron valores intermedios, tendencia que se mantuvo
hasta el final del experimento. Cinco afios después de la aplicacién de los
tratamientos, las pérdidas de suelo de la parcela tratada con herbicida fueron
inferiores a las registradas al inicio del experimento, mientras las parcelas con
laboreo (0,60 Mg ha™ h™"), con laboreo y siembra de avena (0,16 Mg ha™ h™") y
la parcela control (0,01 Mg ha™ h™) presentaron valores similares durante los
cinco afnos del experimento. Sin embargo, no se produjeron pérdidas de suelo

en las parcelas tratadas con paja de avena y vegetacion natural (Fig. 7).
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Figura 7. Evolucién temporal de la tasa de erosion con los diferentes tratamientos
agricolas. Las barras indican el error estandar de la media.
HR: herbicida residual, L: laboreo, A+L: avena+laboreo, P: paja de avena, C: control,

N: cobertura natural.

6.4. DISCUSION

El suelo agricola mostré un comportamiento muy diferente con los diferentes
tratamientos aplicados. El suelo utilizado como referencia con vegetacion
natural (NC) se mostr6 como un suelo de alta calidad, dando unos resultados
de alto contenido en materia organica, estabilidad de agregados y cubierta
vegetal; en esta parcela los resultados también nos indican que no hubo
pérdida de suelo durante los cinco afios del estudio. Previamente, en la misma
zona experimental se observé que el carbono de la biomasa microbiana, la tasa
de respiracion basal y las actividades enzimaticas alcanzaban unos valores
elevados y estables en la parcela con vegetacion natural (Garcia-Orenes et al.,
2010). En 2004, cuando dio comienzo el experimento, los valores de materia
organica, estabilidad de agregados y cobertura vegetal fueron mas altos en la
parcela con vegetacion natural que en el resto de los tratamientos. Estos

valores son atribuidos a las practicas agricolas anteriores que contribuyeron a
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la degradacion de la estructura del suelo, a través del uso del arado, y a la
pérdida de materia organica. El tratamiento con la adicién de paja de avena se
mostré muy eficaz en la mejora de la estructura del suelo, aumentando los
valores de la estabilidad de agregados. Estos resultados fueron similares a la
parcela con vegetacion natural después de 5 afos.

En la formacién de los agregados y la estructura del suelo participan sustancias
organicas, carbonatos, arcillas, oxihidroxidos de hierro y aluminio y la biota (Six
et al., 2004; Bronick y Lal, 2005; Daynes et al., 2013). En particular los
polisacaridos secretados por las bacterias, hifas de los hongos y las sustancias
mucilaginosas excretadas por las raices actuan como importantes agentes
cementantes de las particulas del suelo para formar agregados (Oades, 1984;
Puget et al.,, 1999; Jolivet et al., 2006). EI aumento de la estabilidad de
agregados del suelo en el tratamiento con la adicién de paja de avena, en
comparacion con la parcela control, puede ser explicado por un incremento
significativo de la materia organica y las fracciones de carbono soluble. Se
observaron variaciones estacionales en la estabilidad de agregados y en las
facciones de C que pueden ser atribuidas a los fuertes cambios en la humedad
del suelo.

Algunos estudios muestran variaciones en el contenido de carbohidratos
atribuibles a diferentes practicas de manejo del suelo; por ejemplo, Jolivet et al.
(2006) publicé que el cultivo de suelos que habian sido forestales reduce el
contenido de carbohidratos. En nuestro estudio todos los tratamientos
mostraron valores de carbohidratos por debajo de los obtenidos en la parcela
con vegetacién natural excepto en el tratamiento con la adicién de paja de
avena. En este sentido, la adicidon de paja de avena puede reducir la pérdida de
carbohidratos favoreciendo la formacion de agregados en el suelo. Ademas
este tratamiento contribuy6 significativamente a la produccién de proteinas del
suelo relacionadas con la glomalina. Varios trabajos han demostrado que estas
proteinas contribuyen a la agregacién del suelo (Bedini et al., 2009; Kohler et
al., 2009; Harner et al., 2004; Wright y Upadhayaya, 1998). Los valores
obtenidos para GRSP tras cinco afios de adicién de paja avena (1,200 mg g™)
fueron muy similares a los valores obtenidos por Kohler et al. (2009) para esta
proteinas en un suelo degradado de una zona mediterranea semiarida,

inoculado con Glomus mosseae y Glomus intraradices (1,190 mg g y 1,000
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mg g respectivamente). Estas dos especies de hongos micorricicos producen
la glicoproteina GRSP en la rizosfera de la planta huésped. En este sentido se
puede afirmar que la adicion de paja de avena ha sido muy eficaz como
promotor de la producciéon de estas proteinas.

Se encontraron relaciones significativas y positivas entre algunas de las
variables y la estabilidad de agregados, que se detallan a continuacion: EA y
MO (r = 0,558, P <0.01), EAy CHT (r= 0,463, P<0,01), EAy CHS (r = 0,619,
P <0,01) y EAy GSRP (r = 0,418, P < 0,01). Estos resultados apoyan la
hipotesis de que los compuestos organicos estudiados (MO, CHT, CHS y
GRSP) son importantes para la agregacion del suelo en condiciones
semiaridas.

Los valores mas altos obtenidos para los parametros estudiados, y el
mantenimiento de estos valores durante el experimento en el tratamiento con
adicion de paja de avena, indican que la mejora en las propiedades del suelo
se relaciona con el aumento de la cubierta vegetal del suelo y el mantillo de
paja. EI comportamiento del suelo bajo este tratamiento fue muy similar al de la
parcela con cobertura natural al final del experimento, ya que ambos
alcanzaron el mayor porcentaje de cobertura vegetal (ca. 100 %). Como
consecuencia de la vegetacién y la cubierta de paja, las pérdidas de agua por
escorrentia del suelo fueron insignificantes durante los experimentos de
simulacién de lluvia. Las pérdidas de suelo en la parcela control, como ya se
menciond, fueron insignificantes después de 3 anos, porque este suelo
desarroll6 una cobertura vegetal del 60%, lo cual es suficiente para controlar
las pérdidas de sedimentos (Ruiz-Sinoga et al., 2010); incluso con la cobertura
vegetal del 40% en el tratamiento de laboreo y avena, se encontré una
disminucién considerable en cuanto a las pérdidas de suelo. El impacto de la
recuperacion de la vegetacion en la reduccion de las pérdidas de suelo en
campos abandonados ha sido estudiado en el este y el norte de Espafia
(Garcia-Ruiz et al., 1995; Cerda et al.,, 1997; Garcia-Ruiz et al., 2011). La
importancia de la vegetacion, la cobertura de paja u hojarasca se explica por el
hecho de que la cobertura vegetal reduce la energia cinética de las gotas de
lluvia. Por lo tanto, las particulas desprendidas por salpicadura son
insignificantes, al igual que la pérdida de suelo. Varios estudios han encontrado

resultados similares a éstos, coincidiendo en que las menores pérdidas de
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suelo se localizaban en las parcelas con mantillo de paja y en barbecho (por
ejemplo, Schwing, 1978; Messer, 1980; Grill et al., 1989; Klik et al., 1998;
Kahlon et al., 2013; Babcock et al., 2013). Las pérdidas de suelo tuvieron una
correlacion negativa significativa con la cubierta vegetal (r = -0,462, P < 0,01), y
la vegetacion se correlacioné positivamente con la estabilidad de los agregados
(r=0,592, P <0,01). Estos datos indican que dos factores principales protegen
el suelo contra la erosidn: la cubierta vegetal, que puede reducir la energia
cinética de la precipitacion, y la estabilidad de los agregados, que se relaciona
con el contenido de materia organica del suelo, carbohidratos hidrosolubles,
carbohidratos totales y proteinas del suelo relacionadas con la glomalina, tal y
como se confirma en este estudio. Por otra parte, la estabilidad de agregados
es un buen indicador de la calidad del sistema suelo y se ve afectada por el tipo
de vegetacion en pastizales mediterraneos (Cerda, 1998).

El suelo agricola en Espafa no solo sufre la degradacion debido a la erosion
sino también a la ruptura de los agregados, el bajo contenido de materia
organica y la falta de una cubierta vegetal protectora. Los resultados
demuestran que el control de la erosion del suelo es posible mediante el uso de
practicas que favorecen el desarrollo de la cubierta vegetal natural. Estos
efectos se han observado en un espacio de tiempo relativamente corto (5
afnos). La aplicacién de mantillo de paja resulté muy eficaz, ya que las pérdidas
de suelo se reducen en menos de 1 afo.

Esta investigacion no solo contribuye a la comprension del impacto del uso y
manejo del suelo agricola en Espana, sino también a entender las
consecuencias del abandono de la tierra agricola. A lo largo del siglo XX, el
terreno montafioso cultivado en Espafia ha sido abandonado en su mayor
parte. En algunos casos, este abandono ha dado lugar a la recuperaciéon de la
vegetacion, el control de la erosion del suelo y la mejora en las propiedades de
éste, dando lugar a resultados experimentales similares a los de este estudio.
Por lo tanto, el no manejo del suelo después del cultivo se puede considerar
como una opcion viable con vistas a su sostenibilidad.

El manejo agricola tiene una importante influencia sobre las propiedades del
suelo estudiadas, tales como la materia organica, carbohidratos totales,
carbohidratos solubles y contenido de proteinas del suelo relacionadas con la

glomalina suelo (Adesodun et al., 2001; Bedini et al., 2007; Garcia-Orenes et
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al., 2010; Gispert et al., 2013). Estas propiedades del suelo estan altamente
relacionadas con la formacion de los agregados estables del suelo y por lo
tanto con el control de la erosion. La aplicacion de un mantillo de paja al suelo
fue el tratamiento mas eficaz ya que provocé un aumento del contenido de
materia organica, carbohidratos hidrosolubles, carbohidratos totales y proteinas
del suelo relacionadas con la glomalina, y estos incrementos se reflejaron en la
mejora de la estabilidad de los agregados, alcanzando valores similares a los
del suelo con la cubierta vegetal natural, que fue utilizado como un suelo de
referencia de alta calidad.

Una mayor estabilidad de los agregados y una cubierta vegetal estable, son los
dos factores principales para la proteccion del suelo contra la erosién en
condiciones mediterrdneas. Cuando se aplica la paja sobre el suelo la
recuperaciéon es incluso mas rapida. Esta investigacion demuestra que el
abandono de tierras, que ha tenido lugar en la region del Mediterraneo en los
ultimos 50 afios, ha contribuido al aumento de la calidad del suelo y a reducir
los riesgos de erosion. En este estudio también se ha demostrado que la
gestion sostenible en las practicas agricolas evita la degradacién del suelo; y
que el uso de la paja como agente protector es la estrategia mas eficaz para

conseguir la sostenibilidad de estos agroecosistemas.

6.5. CONCLUSIONES

El manejo agricola en el area mediterranea afecta las propiedades del suelo y
condiciona las pérdidas de suelo y agua. En condiciones ambientales
mediterraneas, el uso de la labranza y herbicidas disminuye la calidad del suelo
y provoca altas tasas de erosion. Las practicas de manejo que favorecen el
desarrollo de la cubierta vegetal, como es el uso de un mantillo de paja,
contribuyen a un aumento de los carbohidratos totales y solubles en agua,
proteinas del suelo relacionadas con la glomalina, carbono organico total y
estabilidad de los agregados, dando como resultado una reduccion o incluso

eliminacién de las pérdidas de suelo y agua.
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Tanto la adicion de enmiendas organicas como los tratamientos de
inoculacién micorricica incrementaron significativamente la biomasa aérea de J.
oxycedrus. La inoculacion micorricica fue el tratamiento mas eficaz para
incrementar la biomasa aérea de las plantas, no encontrandose diferencias

significativas entre los dos tratamientos de micorrizacion.

La inoculacién con la mezcla de tres hongos MA y la combinacion de G.
intraradices con las dos enmiendas organicas mejoré significativamente la
estabilidad estructural del suelo, posiblemente debido a una reactivacion de las

poblaciones microbianas.

Los valores de carbono hidrosoluble y de carbohidratos, estrechamente
relacionados con la estabilidad estructural, se incrementaron sélo con la adicion

de los lodos de depuradora compostados o el residuo DOC fermentado.

En condiciones de riego adecuado, los mayores porcentajes de
agregados estables se registraron en el suelo enmendado, seguido por el suelo
inoculado con hongos MA. La desecacion causé un aumento significativo de la
estabilidad de los agregados del suelo en la rizosfera de todas las plantas, en
particular en las enmendadas e inoculadas. En todos los tratamientos, los
agregados formados después del secado del suelo fueron inestables, ya que
después de la rehumectacion alcanzaron los niveles iniciales previos al secado.
Este incremento observado puede estar ligado al aumento de las fracciones de
carbono labiles (carbono hidrosoluble, carbohidratos totales e hidrosolubles)
que se produjo durante el ciclo de secado. La rehumectaciéon del suelo

disminuy® significativamente tales fracciones de carbono.

El tratamiento combinado de la adicion del residuo fermentado de
alperujo y la inoculacién con hongos MA, en particular con G. mosseae, tuvo el

mayor efecto para incrementar la biomasa aérea de D. pentaphyllum.

La adicién del residuo DOC fermentado y la inoculacion micorricica
incrementaron la actividad microbiana del suelo y los porcentajes de agregados
estables del mismo. La enmienda también incrementd los niveles de fertilidad.

La mejora de los indicadores de calidad del suelo, especialmente la estabilidad
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estructural, avala la efectividad de estas practicas para la regeneracién de

suelos degradados.

El manejo agricola inadecuado en un ambiente mediterraneo, como el
uso de la labranza intensiva y el uso de herbicidas disminuyeron la calidad del

suelo afectando a la estructura de éste y provocando altas tasas de erosién.

Las practicas de manejo como la adicion de un mantillo de paja,
resultaron adecuadas ya que contribuyeron a un aumento de los carbohidratos
totales y solubles en agua, proteinas del suelo relacionadas con la glomalina,
carbono organico total y estabilidad de los agregados, dando como resultado

una reduccion o incluso eliminacion de las pérdidas de suelo y agua
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