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Physiological, metabolic and bacterial
community changes in the microbiota of a
crop soil after amendment with different
types of urban organic waste

Introduction

Soil is a living systerthat performsessential functions for the environment and
agriculture The termsoil healthis consideredwhen a soil develops itsfunctions
preservingits chemical, physical and biologideatures Many of these functions are
carried out by microorganisms, which require organic matter for their development
and activity.Thus,soil fertility depends on the interaction between organic matter and
the microbial community

In general Mediterraneanagricultural soils are poor in organic matter and
therefore its fertility is irregular. To solve this problem urban organic wastes are
commonly used as organic amendments in order to increase soil organic matter.
Furthermore this solution solves the probin of management afunicipal solid waste
and sewage sludgdecause theyare recycled, instead of being incinerated or
landfilled. However, thislternative could affectsoil healthand, for such reasonit
shouldbe evaluged. Soil health is evaluated tugh the use of chemical, physical and
biological indicators; howevemnicrobial indicators ardast, sensitive and provide
more information even when smalchangesoccur in the soil. Microbial indicators
could measuremany variables, such agshysiologich (e.g. biomass) ofunctional
variables(e.g.basal respirationps well agliversity profiles (metabolic or taxonomic).
The specific literature reporta variety of results, highlighting harmful effedtsat
amended soils could sufferAs a result, moniring these aspects has become a
necessary task whesuchpractices arecarried out

The conditions for the present work were based onravpuswork developed
in our laboratory,which evaluatedthe application ofdifferent amounts of sewage
sludge in thesame type of agriculturaoil (GondirPorto, 2012)In this case, we have
evaluatal the effects of a high amount of composted wastesewage sludgeaf a
dose 0f160 Mg h&) on soil healthusingmicrobialindicators(microbialphysiology and
activity, and functional and taxonomic diversityJhese indicators were monitored at
least for 24 monthsand allowed usa) to suggestthe type of amendment more
favorableto be used in agriculturefrom an environmental point of viewand b)
designate potential m&ersthat indicate the amendment of urban organic wastes in
soil, based omacterial diversity.
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Main objectives

1 Assess the impact of ftkrent organic amendments on aJediterranean
agricultural soil bymeasuringl) biomass and microbial respiration, 2etabolic
profilesof microbial populationsind 3) bacterial taxonomic profiles.

i Describe metabolic and taxonomic markehst define microbial alterations in
amended so4.

Materials and methods

Soil plots were treatedvith a single dose of 160 Mg fef three different
organic amendments: compostadbanwaste (BC), aerobisewagesludge (LAEand
anaerobic sewage sludge (LANAE). Samples were collected every three months for 24
monthsin the case ofoil treated withsludges (soils A and N)nd 30 monthsfor those
treated with composted waste (soil BYhangesvere contrastedwith non-treated soill
plots (soilS)

The MicroResp" system wasused to determine basal respiration (RB),
microbial biomass and metabolic profiles (CLPBagterial axonomicprofiles were
performed by high throughput sequencing (pyrosequencing)libfaries of the
bacterial 16S genebtained by PCR from totadoil DNA.Squences were processed
using bioinformatics tool® performa detailed analysis of the bacterial taxa and OTUs
(Operational Taxonomic Un)tpresent in soil.

Results

SoilBasal respiration (RB) increasadhe first yearof analysisespecially in the
first sampling othe threeamended soils (soils B, A aN{l. In the second yeaspil RB
valuesremained highin sewage sludgamended soils (soils A and N) but dec@in
soil B, reaching notreated soilvalues(soil S). Ntrobial biomass increased in the
three treated soils reachingignificanthighervaluesthan soil S

Microbial nmetabolic profiles (CLPPB) amended soils showed preferential
consumption of sugars and amino acided adecrease irthe consumption of organic
acids.This behavioremained in treatedsoilseven two years afteamendment

Taxonomic analysis revealed thsil bacterialcommunty structure changed in
amended soils. Relativabundance of common phyla increasel (Proteobacteria
Firmicutes BacteroidetesGemmatimonadetesnd Verrucomicrobig as well as other
less common phylaNitrospira and Deinococcud hermu$, while others éaeasel
(Acidobacteria Cyanobacteriaand Planctomycetes Some of the bacteriadetected in
the usedorganicwasteswere also detected itreated soils, indicatingpecifictraits of
the different amendmens in the soil In thisregard the anaerobic sludge was the
amendment that caused more changesin the soil (e.g. detection of phylum
Synergistetesand Clostridia Erysipelotrichi Bacteroidiaand Anaerolineaeclasses).
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Finally, OTUsanalysisshowed relevant results that providedhew markers for the
detection in the soibf these types obrganic amendments.

Conclusions

T

Soilbasal respirationn amendedsoils was higher tham control soil for thefirst
year after the addition of amendments. Thissult was probablyattributable to
the most easily degradable nutrients (laldi@mpounds.

Soil lasal respiration in the seconglearremainedhigherin sewage sludgéreated
soils, indicating thathe chemical nature of amendments wasitical for the
microbial response

Microbial biomassncreasedn amendedsoils inthe whole assayregardless of the
type of treatment. In particular, moisture and the amount of nitrogen compounds
where related to thebiomassncrease.

Microbial communityin treated soilsshowed an important metabolic quoent
(qCQ) increaseg in some caseprobablyattributable to an increase in the activity
of a proportion of microbiacommunity, but in other case$o a stress response
related to thepresence othe amendments.

Compostedurban wasteamended soils showed ancrease of soil organic matter
and a decreased of G@missionswhich could be viewed aa more moderate
impact on soimicrobial communities

Organicamendments induceda change in the consumption of a number of
substrates showing differenprofiles depending on the type of amendment.

Consumption of sugars and amino acids increased, while organic acid
consumptiondecreased, probably because of the development of opportunistic
microorganismsin treated soils with a preferred consumption for those
compounds

Protocatechuic acid consumption decreased treated soilsprobably due to
increase of the amount débile compounds which are eastermetabolize.

The analysis of the number of significant changesatabolic profilesand qCQ
valuesshowedthat amendment effects lasted more than two years, suggesting
that the metabolioneasurementsafter these practices need to beng-term.

Consumption of arginine, glucose, citric acid and protocatechuic acid were
characteristic traits omendedsoils, enough to be used asspecificmarkers to
determine alterations in the soil.

Organic waste application significantly influences microbial structure
communitiesmodifying its composition over a prolonged perioitime.

The increase of organic matter and, irarficular, of the labile compounds
presumablyfavored the development of opportunistic soil bacterial groups (such
as Proteobacteriaand Bacteroidetey and the relative decline of others with
oligotrophic metabolism (a#\cidobacteriaand Cyanobacterip in the amended
soils.
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1 Actinobacteria Gemmatimonadetesand Planctomycetesphyla abundances
showed alterations during thanalysis without clear patterrassociated with the
amendments.

1 Changes in amended ssdtimulated the growth of someare soil bacterial groups
like EpsiloproteobacteriedDeinococcud hermusor Nitrospira

1 Anaerobic sludgdreated soils showed the higher amount of changes. In
particular, the increasen the relative abundance ofFirmicutes(Clostridiaand
Erysipelotrichiclasse$, Synergistetes Chloroflexi(class Anaerolineag and the
phylumBacteroidetegclassBacteroidid during the first sampling.

1 Despite the difficulty of the analysis, we may suggest smpecific OTUs
previouslynot proposedwhich could be usetbr the detection of the amendment
of soils with anaerobic sludge: 542 (Bacteroidetey 1484 and 1548
(Deltaproteobacterig or for the detection ofboth types of sludge (aerobic and
anaerobic):790, 843 and 846 (Clostridig. However, in this study we could ho
detect new markers for the specifidentification of the use ofaerobicsludge in
soils norfor the composted waste.

1 OTUl1122(Alphaproteobacteriawas confirmedas a specific marker dfie use of
aerobic sludgen soils with respect to previous expearients.

Final conclusion

1 The application of organic amendmenits agricultural soils inducedhicrobial
changeslin particular,anaerobic sewage sludgeeated soilsshowed the largest
number of microbiakthangesusedto define a set of relevant microbiaharkers
(bacterial groups and OTU9$)ata indicated thatcrop soilsare very sensitive to
perturbations induced by the amendmentnd that are unableo recoverduring
the period of timeof the analysis, thus showing mesilience However,metabolic
profiles (CLPPs) indicated a more proportional distribution of consumption rates of
each type of chemical compound after amendmenmhich could be interpreted as
a higher functional diversity,enhancingfunctional redundancy and therefore,
improving resisinceand resiliencef soils to future perturbations

1 We might recommendthe preferentialuse of composted organic waste (BHQ)
amendment Such amendments provide more beneficial effects on sall
microbiota, like an enhancement omicrobial physiologicalvariables metabolic
diversity andhe absence opotentially pathogenic microorganisms.

1 Results alloved us to propose, among others, the association of sdraeterial
phyla such a$’roteobacteriaand Acidobacteriawith the consumption of some
group ofsubstrates, like sugars and organic acids, respectively
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Alteraciones fisioldgicas, metabdlicas y de la
composicion de las poblaciones bacterianas
de la microbiota de un suelo agricola tras la

aplicacion de residuos organicos urbanos

Introduccioén

El suelo esin sistema vivo en el que se desarrollan funciones esenciales para el
medio ambiente y para la agricultura, y se considera que tiene salud cuando es capaz
de cumplir esas funciones a la vez de preservar sus caracteristicas quimicas, fisicas y
biolégicasGran parte de estas funciones son llevadas a cabo por los microorganismos
del suelo, los cuales precisan de materia organica para su desarrollo y actividad. Se
podria decir que la fertilidad del suelo depende de la interaccion entre la materia
organica yd microbiota.

Generalmente, los suelos agricolas del clima mediterraneo son pobres en
materia orgénica y, por tanto, su fertilidad es variable. Para solucionar este problema
se utilizan, entre otros elementos, enmiendas organicas de origen urbano que
incrementan la materia organica del suelo. Adicionalmente, se reciclan residuos
urbanos cuya produccién se incrementa afio a afo: los residuos solidos urbanos
(basuras) y los lodos de depuracion de aguas residuales. Sin embargo, esta practica
puede no ser siemprbeneficiosa, ya que la salud del suelo podria verse afectada y de
ahi la necesidad de ser evaluada. Para ello se tienen en cuenta distintos indicadores,
entre los cuales, los microbianos cada vez son mas empleados por su rapidez,
sensibilidad y capacidate proporcionar mas informacién incluso sobre cambios leves
gue suceden en el suelo. Estos indicadores pueden ser fisioldgicos (biomasa), de
actividad (respiracion basal) y de diversidad (metabdlicos o taxondémicos). Las
investigaciones que estudian losndaios que suceden en la microbiota del suelo tras
la aplicacion de enmiendas organicas reportan una gran variedad de resultados,
destacando en ocasiones efectos perjudiciales. Debido a ello, consideramos necesario
el estudio de los aspectos relacionados da microbiota cuando se emplean estas
practicas.

A partir de un ensayo previo en el que se evalud el efecto de distintas
cantidades de lodos de depuradora en el mismo tipo de suelo ag({gotedimPorto,
2012) hemos pretendido ampliar ese estuddwaluando los efectos sobre la salud del
suelo tras la aplicacion de una cantidad elevada de basura compostada y de lodos de
depuradora (16MMg ha'). De esta manera, consideramos que puede ser interesante
describir como se afecta la salud del suelo caasepracticas mediante marcadores
microbianos (fisiologicos, de actividad microbiana y de diversidad funcional y
taxondmica) medidos de forma trimestral a lo largo de, al menos, 24 meses, de tal
manera que nos permitiera sugerir qué tipo de enmienda es faasrable para el
suelo desde el punto de vis@mbiental asi como indicar posibles marcadores de
actividad microbiana o de diversidad bacteriana utiles para la deteccion de la
aplicacion de enmiendas al suelo
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Objetivos generales.

1 Evaluar el impacto ddiferentes enmiendas organicas en un suelo agricola bajo
clima mediterraneo mediante el estudio de 1) la biomasa y la respiracion
microbiana, 2) los perfiles metabdlicde las poblaciones microbiangs3) los
perfiles taxondmicobacterianos

1 Describir mecadores metabdlicos y taxonémicos que definan las alteraciones
microbianas que se producen en un suelo enmendado.

Materiales y métodos

El trabajo se realizd sobre parcelas de un suelo agricola que se tratd con tres
enmiendas organicas diferentes: basemmpostada (BC), lodo de depuradora aerobio
(LAE) y lodo de depuradora anaerobio (LANAE), en una dosis Gnicalg &6 Los
resultados fueron contrastados con una parcela de suelo control (suelo S). El andlisis se
realizé trimestralmente durante24 meses para el caso de las parcelas con lodos
(suelos Ay N) 0 mesegpara las parcelas tratadas con basura compostada (suelo B).

El sistema MicroReSP se utilizé para la determinacién de la respiracién basal
(RB), la biomasa microbiana y los perfiles rhét@os (CLPPs). El andlisis taxondémico
de las poblacionedacterianasdel suelo se realiz6 mediante secuenciacién masiva
(pirosecuenciacion) del gen 16S bacteriano, a partir de genotecas fabricadas por PCR a
partir del DNA total extraido del suelo. Lagsencias obtenidas se procesaron por
medio de herramientas bioinformaticas, realizandose posteriormente un analisis
detallado de los grupos taxonomicos bacterianos y de los OUOperdtional
Taxonomic Unifspresentes en las muestras de suelo.

Resultados

La respiracion basal (RB) del suelo se incrementd durante el primer afio del
ensayo, especialmente en los primeros muestreos de todos los suelos enmendados
(suelos B, Ay N). Durante el segundo afio, la RB del suelo se mantuvo elevada en los
suelos enmendadocon lodos de depuradora (suelos Ay N) pero disminuyo en el suelo
B, alcanzando valores proximos a los del suelo control. Por otra parte, la biomasa
microbiana se incremento y fue superior a la del suelo control en la mayor parte de los
suelos tratados@n enmiendas a lo largo de todo el analisis.

Los perfiles metabdlicos (CLPPs) indicaron que las poblaciones microbianas de
los suelos tratados mostraron un consumo preferente de los azlcares y de los
aminoacidos, junto con una disminucion del consumo dedoidos orgénicos. Con
respecto a la evolucion de las alteraciones en los perfiles metabdlicos, éstas se
mantuvieron en las parcelas tratadas incluso dos afios después de la aplicacion.

El analisis taxondmico de las poblaciones bacterianas revelé quecarare
modificaciones en los suelos enmendados, como el incremento de la abundancia de
algunos filos de bacterias habituales en el sueRrotgobacteria, Firmicutes,
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Bacteroidetes, Gemmatimonadetes y Verrucomicrplehincremento de otros menos
frecuentes (Nitrospira y Deinococcudhermu$ y la disminucion de otros
(Acidobacteria; Cyanobacteria y Planctomyckgtd2or otra parte, la presencia de
algunos microorganismos de las enmiendas organicas aplicadas se manifesté en la
composicidn microbiana de los edos tratados, sefialando un comportamiento
caracteristico de la enmienda aplicada. En este sentido, el lodo anaerobio fue la
enmienda que produjo los cambios mas relevantes en el suelo (en 8yfikrgistetes

y en las clase€lostridia Erysipelotrichi Bacteroidiay Anaerolineag Por ultimo, el
andlisis de los OTUs mas caracteristicos de cada uno de los suelos enmendados facilitd
el poder proponer nuevos marcadores del uso de enmiendas organicas.

Conclusiones

1 La respiracion basal de los suelos enmendafiie superior a la del suelo control
durante el primer afio tras la adicion de las enmiendas. Este incremento dependio
especialmente de los nutrientes méas facilmente degradables (l&biles).

1 La respiracion basal durante el segundo afio de ensayo fue supddaiel suelo
control solo en el caso de los suelos tratados con lodos de depuradora, lo que
indica que la naturaleza quimica de las mismas es determiremteuanto a la
respuesta microbiana que se produce

! La biomasa microbiana se incrementé en losissienmendados durante todo el
ensayo, independientemente tlgpo de tratamiento. En particular, el aumento de
la humedady el dela cantidad dealgunos compuestos de nitrogermarecen
regularesteincrementa

1 Las poblaciones de los distintos suelos poaron un incremento considerable del
valor del cociente metabdlico (@O en algunos casogresumiblemente
achacable al incrementde la actividad de una parte da poblacién, pero en
otros casos como una respuesta al estrés que supone la presenciguasl
enmiendas.

1 La aplicacion de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en términos
globales de la materia organica del suelo y disminuy6 la produccion de CO
suponiendo un impacto mas moderado sobre las poblaciones del suelo.

1 La adicion de emiendas al suelo produce un cambio en el perfil de consumo de
una serie de sustratos que es distinto en funcién del tipo de enmienda utilizada.

1 Por regla general, el consumo de azlcares y aminoacidos se incrementd, mientras
gue el de &cidos organicos dismyo, probablemente por el desarrollo de
poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo preferente por
los primeros.

1 El consumo del acido protocatéquico disminuyé en las parcelas enmendadas
posiblemente debido al incremento de la cantidad dempuestos labiles de
carbono faciles de metabolizar.

1 El andlisis del numero de alteraciones significativas totales del consumo y de los
valores de qCfOde los sustratos permiti6 comprobar que los efectos de la
aplicacion de enmiendas perduraron mas desdafios, o que indica que la
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repercusion metabdlica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de tiempo
superiores a los dos afos.

Los consumos de arginina, glucosa, acido citrico y acido protocatéquico fueron
caracteristicos de la presencia en loglsegs de enmiendas organicas por lo que
podrian ser utilizados como marcadores para determinar la existencia de
alteraciones en el suelo.

La adicion de residuos organicos influyé de forma significativa sobre la estructura
de las poblaciones microbianas delelo modificando su composicion durante un
periodo prolongado de tiempo.

El incremento de la materia organica y, en especial, de los compuestos labiles
presumiblemente favorecié el desarrollo de algunos grupos bacterianos
oportunistas del suelo (com®@roteobacteriay Bacteroidetey y la disminucion
relativa de otros con un metabolismo oligotréfico (confridobacteriay
Cyanobacteripen los suelos enmendados.

Algunos elementos de los filosActinobacteria Gemmatimonadetes y
Planctomycetesnostraron alteraciones en su abundancia durante todo el ensayo
aunque la influencia de las enmiendas en su presenxies clara

Los cambios que produce en el suelo la adicion de las enmiendas podrian
estimular el crecimiento de algunos grupos bactermpoco abundantes del suelo
comoEpsiloproteobacterieDeinococcud hermuso Nitrospira

La aplicacion del lodo anaerobio produjo los cambios méas importantes en el suelo
como el incremento de la abundancia de las bacterias de los Filosicutes
(claseddostridiay Erysipelotrichi SynergistetesChloroflexiclaseAnaerolineagy
BacteroidetegclaseBacteroidig durante los primeros muestreos.

Pese a la complejidad del analisis se pueden proponer algunos OTUs antes no
propuestos, que podrian ser usaduara detectar de forma exclusiva la aplicaciéon

de lodos anaerobios en el suelo542 (Bacteroidetey 1484 y 1548
(Deltaproteobacterig o bien para la deteccion de ambos tipos de lodos (aerobio y
anaerobio):790, 843y 846 (Clostridig. Sin embargo, en glresente trabajo no
hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de lodos
aerobios ni para el uso de basura compostada.

Confirmamos el uso del OTU1122 (Alphaproteobacteria como marcador
especifico de lodo aerobi@on respecto a expenientos previos.
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Conclusion final

T

La aplicacion de las enmiendas organicas produjo alteraciones microbianas en el
suelo agricola. En particular, al poco tiempo de aplicarse, los suelos tratados con
lodos anaerobios fueron los que registraron un mayor nionde alteraciones
microbianas, pudiéndose definir un conjunto de marcadores microbianos mas
relevantes (grupos bacterianos y OTUSs). Los datos observados indican que el suelo
agricola no solamente es sensible a las perturbaciones inducidas por las
enmiendas, sino que no es capaz de recuperarse de los efectos de éstas, es decir,
que no mostro resiliencia durante el periodo de tiempo analizado. No obstante,
los perfiles metbolicos observados sefialaron que los valores de las tasas de
consumode cada tipo de wsstrato fueron mas equitativogentre sj hecho que
podria ser interpretado como una mayor diversidad funcional, lo que supondria un
incremento de la redundancia funcional y, por consiguiente, la resistencia y
resiliencia de los sueddratados podria versévorecida.

Entre las distintas enmiendas aplicadas podemos decantarnos por el uso de
residuos orgénicos compostados (BC). Este tipo de enmiendas ofrece a nivel
microbiolégico un conjunto de efectos mas beneficiosos para el suelo tras su

aplicacion ya quee produce una mejora de las caracteristicas fisiologicas de la

microbiota, se incrementa la diversidad metabdlica y sus muestras de suelo no
manifestaron microorganismos potencialmente patdégenos.

Los resultados obtenidos nos permiten proponer, entre ®tra asociacion de
algunos representantes del filoroteobacteriay Acidobacteriacon el consumo de
algunos sustratos (azucares y acidos organicos).
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Capitulo |

1 Efectos de la aplicacion de residuos
organicos en la salud del suelo
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1.1 Elsuelo y su funcion en el ecosistema

El suelo se define como la materia sélida, liquida y gaseosa existente entre la
atmosfera y la litosfera. En el ambiente cumple una serie de funciones elementales: es
un soporte mecanico para las plantas, es el hahittural de diversos organismos
(microorganismos, hongos y animales), es un reservorio de materia organica y de agua,
pero, a su vezesun suministrador de nutrientegLavelle y Spain, 2003; Gardiner y
Miller, 2008; White, 2013)Su formacion depende de factores tales como el relieve, el
clima, el tiempo, la roca madre y de los propios seres vivos que viven(Bnsglot,

2005) Todos ellos influyen en los ciclos biogeoquimicos de los elementos en la Tierra,
en los cuales el suelo tiene un papelgtanimportancia(Paul, 2015)

Desdeun punto de vista agricola, el suelo es fundamental para el desarrollo de
los cultivos vegetalegCostanzaet al, 1997; White, 2013) Sin embargo, puede
considerarse como un recurso natural no renovable, cuyas tasas de degradacion son
elevadas y contrastan con la lentitud de sus procesos de formacion y regeneracion
(VanCamp Let al,, 2004; Lal, 2008)

1.1.1 Composicion quimica del suelo

Atendiendo a su composicion quimica, el suelo contiene una fracciéon
inorganica y otra organica. EI componente inorganilel suelo esta compuesto por
minerales (como cuarzo, feldespato, mica, carbonatos, yesos, 6xidos y silicatos), gases
(como nitrégeno, oxigeno, didxido de carbono y metano) y cationes procedentes de la
hidrolisis de los minerales (como, por ejemplo, ahim hierro, calcio y potasio)
(Lavelle y Spain, 2003; Gardiner y Miller, 20Q8) parte organica de los suelos,
comunmente conocida como materia organica (compuestos de estructura carbonada),
se compone fundamentalmente dmateria organica fresca o no humificada y de
materia organica humificada. La primera de ellas estd integrada por compuestos
labiles, biomasa vegetal, macro y mesofauna y microorganismos, mientras que la
segunda esta compuesta por los productos complegrivedos de la transformacion
de la materia organica fresq@rookeset al., 2008) Esta transformacion se lleva a
cabo, en parte, por los microorganismos del suelo y constituye una forma de
almacenamiento mas o menos compleja de sustancias que contienen elementos
esenciales para alesarrollo biologicqPortaet al, 2003; Guggenberger, 2005 su
vez, esta materia organica humificada puede descomponerse de nuevo en sustancias
sencillas facilmete degradables por la accion de los microorganis@snhutet al,,

2007) Por lo tanto, dada la composicion fundamental de la materia organica y las
transformaciones que sufre, ésta constituye uno de los eslabones fundamentales del
ciclo biggeoquimico del carbono (C). En este ciclo, la oxidacion de la materia organica
es crucial ya que a partir de ésta se produce la liberaciéon de compuestos de C desde el
suelo a la atmosfera, principalmente en forma de, Q@orris y Blackwood, 2015EI
proceso contrario es el secuestro de C, quenp su almacenamiento en el suelo de

una forma estable, por ejemplo, en forma de materia organica humificada o en forma
de biomasa microbiana, evitando asi su emision a la atmosfera. En este sentido,
diversos estudios sugieren que la correcta gestiénadenateria organica del suelo
permitiria incidir a corto y medio plazo en el secuestro de C ya que es una manera de
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almacenarlo y con ello frenar la emision de gases de efecto invernadero a la atmdésfera
(Hayes y Clapp, 2001; Alvafaenteset al., 2009; Kirkbet al., 2014)

La cantidad de materia organica del suelo depende de diversos factores, entre
ellos, las caracteristicas intrinsecas del suelo, comaddertoa vegetal o la pendiente,
y de factores climaticos, como la temperatura y la precipitafiéh 2007; Veunet al.,
2014) La pérdida de cobertura vegetal y de materia organica expone al suelo a la
accion de agentes erosivos por lo que se veria afectada su estalfiidatidaet al.,
2006) Ademas la pérdida de materia orgaa conlleva un incremento en la
evaporacion y una reduccion de la actividad y diversidad de los organismos del suelo,
que finalmente influye sobre la estructura fisica del sy®oroney y Heck, 2015En
particular, la elevada temperatura y la deficiencia de lluvi@@a®epias delclima
mediterraneoproducen la pérdida de materia organica del suelo si se compara con la
presente en climas mas frios y humedBsoiget al., 2012; Curiel Yustet al,, 2014)

1.1.2 Estructura fis ica del suelo

El suelo se organiza en horizontes, que son capas horizontales diferenciables
entre si por sus caracteristicas edéaficas (materia organica, color, dureza, textura,...). A
su vez, los horizontes del suelo estan compuestos por partiguegreqdos. Las
particulas se clasifican segun su didmetro en arcillas, limos y arenas que, tras la
influencia de diversos factores fisicos, quimicos y biologicos, pueden organizarse para
formar agregados junto con la materia organi@&hite, 2013) Las estructuras
agregadas dan lugar a la formacién de poros en su interior, los @rakdgunos casos
pueden suponer cerca del 80 del volumen total del suelo. En ese espacio es en
donde viven los organismos del suelo, ya quelanporosse contiene agua, aire y
materia organica(Dexter, 2004) Los agregados se categorizan en microagregados
(<250um de didmetro) y macroagregados (>358) que se originan a p@r de los
primeros (Sixet al, 2000) Los microagregados, al ser deenor tamafio, son mas
estables y se ven menos afectados por los usos agricolasale(Sixet al., 2004)

La estabilidad de las estructuras del suelo se incrementa con la presencia de
materia organica y de cobertura veget8lanco y Lal, 2010; Jeaal, 2012) En este
sentido, bs factores biolégicos son de extrema relevancia en la formacion de los
agregados, ya que contribuyen al mantenimiento de las estructuras del @\elgner
et al, 2007; Rouskt al., 2009; White, 2013)Entre ellosse encuentran los organismos
del suelo (plantas, fauna y microorganismos), asi como los productos derivados de su
metabolismo (por ejemplo, polisacaridos) que actian comoeargmbioldgico para la
formacion de los agregadd@PBrestonet al, 2001; Rillig y Mummey, 2006; Maigral.,

2009; Verchott al,, 2011)
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1.1.3 Distribucion de los microorganismos del suelo

El suelo es un hébitat natural para una serie de organismos que constituyen la
fauna del suelo. Dentro de esta fauna se encuentran la macrofauna (macroartrépodos
y anélidog, la mesofauna (nematodos y microartrépodos) y la microfauna (protozoos,
arqueas, bacterias, hongos, algas unicelulares y vi¥Whjte, 2013; Coleman y Wall,
2015) De hecho, es uno de los mayores reservorios de diversidiiylwa del planeta
lo que le confiere la capacidad de realizar un elevado nimero de funciones, muchas de
las cuales son debidas a la actividad de los microorgani@@assidaet al., 2013; Paul,

2015)

La naturaleza y tamafio de las poblaciones microbianas del suelo se encuentran
fuertemente influenciadas por distintos factores abidticos relacionados con su
contexto climéatico y edafic@Philippotet al, 2009; Garbiset al., 2011) Entre ellos, los
nutrientes, la textura del suelo, la temperatura y la humedad juegan un papel clave no
solo en la composicion de lasblaciones, sino en sus funcion@erardet al., 2011;
Berardet al, 2012; Curiel Yustet al., 2014) Pero también existen factores bioticos
gue condicionan la distribucion de los microorganismos, como la competicion
ecologica que existe entre ellos, ya sea en términos nutricionales computgodun
mismo sustrato, por depredacion o por la presencia de sustancias inhibidoras del
crecimiento como son los antibiétic@iliham y Prosser, 2015)

Dentro de los microorganismos del suelo, las bacterias son los organismos mas
numerosos y con mayor biodiversidad. Por regla general, la mayor parte de los filos
bacterianos estan presentes en todos los suelos. La distribucdtical de las
bacterias en el suelo muestra que las bacterias Gram negativas dominan los horizontes
superficiales del suelo, mientras que las Gram positivas se distribuyen en horizontes
inferiores (Frey, 2015)Concretamente, se ha estimado que los filos bacterianos mas
dominantes en el suelo (aproximadamente un%2de los filos del suelo) son
Proteobacteria Acidobacteria Actinobacteria Verrucomicrobia Bacteroidetes
Chloroflexi PlanctomycetesGemmatimomdetesy Firmicutes(Janssen, 2006Pebido
a su elevada diveidad, estos microorganismos se distribuyen en funcién de diferentes
gradientes en el suelo (pH, temperatura, agua, materia organica,...), pero también lo
hacen conforme sus necesidades y comportamientos fisiol6gicos como, por ejemplo,
su tipo respiratorioqPepper y Gerba, 2005 metabolicos, dependiendo de si se trata
de bacterias oligotroficas o copiotrofica®hilippot et al, 2010) Las primeras
necesian una pequefia cantidad de nutrientes ysstasas metabdlicas son bajan
cambio, las bacterias copiotroficas se encuentran adaptadas a una mayor cantidad de
nutrientes y sus tasas metabdlicas son elevd&aseret al., 2007)

A diferencia de las bacterias, los hongos ocupan una mayor proporcion de la
biomasa de los micarganismos, aunque tienen una menor diversidad biologica y, en
general, son resistentes a condiciones abioticas extremas como la sequia o la falta de
nutrientes (Thorn y Lynch, 2007; Maiet al,, 2009; Curiel Yustet al,, 2011) Aunque
su papel es complejo de definir contribuyen junto con las bacterlasfuncionalidad
del suelo. Entre las funciones que desempefian esta la de descomponer compuestos
organicos diversos, desde los mabilEs (como los azlcares) a los mas complejos
(como polimeros de celulosa y ligni®&annipieriet al., 2003) De esta manera, los
hongos pueden metabolizar una gran variedad de compuestos, en muchas ocasiones
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mas compleje que los que pueden degradar las bacterias. Ademas, su crecimiento en
forma de hifas les confiere cierta ventaja en la obtencidén de nutriefRéz y Young,
2004) No obstante en los suelos agricolas roturados se ha descrito un descenso de su
biomasa, hecho que podria estalaeionado con la erosion fisicae se produce con

estas practicada cualdafalas estructurasfungicas lo que explica que sla biomasa

sea mayor en los suelos forestal@¥ardle, 1995; Fregt al, 1999; Garci®reneset

al., 2013)

Las bacterias y los hongos constituyen mas de¥®fe la biomasa microbiana
del suelo (Six et al, 2006) pero ademas, en el suelo existen otros tipos de
microorganismos, como las algas unicelulares, los protozoos, los virus y las arqueas. En
primer lugar, las algas participan en la estabilidad de los agregados del suelo, al
secretar sustancias extracelular@aier et al, 2009) ademas de paicipar en la
fijacion del nitr6geno atmosférico. Por su parte, los protozoos intervienen en la
regulacion de las poblaciones de bacterias, hongos y algas, ya que se alimentan de
éstos, aunque también son capaces de metabolizar y excretar otras fraccerlas
materia organica del suel@oleman y Wall, 2015Por dltimo, los ivus y las arqueas
son organismos que pueden encontrarse en el suelo, aunque, el numero de estudios
de estos grupos ebajo debido a sus particularidades ecoldgicas. En el caso de los
virus, su distribucién esta muy limitada a sus hospedadores, y encetledas arqueas
a condiciones ambientales extrem@&muraet al,, 2008; Swansoat al., 2009; Killham
y Prosser, 2015)

1.1.4 ¢ Qué factores influyen sobre los microorganismos del suelo?

La composicion y la actividad de las poblaciones microbianas del suelo pueden
verse afectadas por factores de origen biético o abiotico. Dentro de los primeros se
encuentran los antropogénicos (que modifican la estructura y compaosicion quimica del
suelo) o losrelacionados cona introduccion de microorganismos aléctonos o la
influencia de otros organismos superiores (como las plantas y los animales). Dentro de
los segundos, los aspectos climaticos o edaficos.

Las actividades antropogénicas influyen sobre la composicion de la microbiota
del suelo. Obviando la parte correspondientedakarrollo urbanistico, las actividades
mineras, los incendios y otros focos de contaminacién cercanos a las ciytiéoles,
2003; Villaret al, 2004; Clarkey Smith, 2011; de Santiaddartin et al, 2013) las
actividades agricolas también modifican la proporcion, el tipo y la actividad de los
microorganismos del suelijangoset al., 2006; Diacono y Montemurro, 201 Por
ejemplo, los fertilizantes quimicos, tanto inorganicos (tipo NPK) como organicos,
influyen en la biomasa microbiana y en su actividad metabdlica generalmente
incrementando el valor de estos pardmetr(Snwallet al, 2007; Geisseler y Scow,
2014) El uso de enmiendas orgéasctambién puede introducir microorganismos
exdgenos que alteren la composicion y la actividatbdautdctonos del suel¢Singh y
Agrawal, 2008; de Araujet al, 2010; Nakatanet al, 2011; GondirPorto, 2012;
Vierheiliget al., 2012) Dentro de los factores bioticos naturales, la presencia de otros
microorganismos, animales las propiasplantas también regulala distribucion y la
actividad de las poblaciones microbianas del sysdoo, a su vezlas poblaciones
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microbianas también pueden condicionar la fertilidad del suelo y el estado de las
plantas que crecen en €aket al., 2003; Brussaardt al., 2004; Bastid&t al., 2008b;
Coleman y Wall, 2015; Langeal., 2015)

Los aspectos fisicos y quimicos, como los climaticos y edaficos, también regulan
la microbiota del sueld@Curiel Yusteet al., 2007; Castret al., 2010) Por ejemplo, el
incremento moderado de la temperatura puede producir un aumento general de la
actividad metabdlica y de la biomasa microbigifréerer et al., 2006; Rey y Jarvis,
2006) al igual que la presencia de agua en el suelo que favorece la activacion de las
reacciones quimicas y, por tanta actividad metabdlica de los microorganisnibeey
et al, 1999; Geisselest al, 2011) Por el contrario, un aumento de la temperatura
junto con una disminucion de la humedad conduce a un estado deiasege podria
seleccionar a los microorganismos mejor adaptados a estas condi¢®ctamekt al,,
2007Db; Curielfusteet al., 2011; Berarcet al, 2012) Generalmentgestas variables
(temperatura y humedadiefinenlas estaciones climaticas, por lo que la distribucion
de los microorganismos tieneen muchos casos una dependencia estacional
(Buckeridgeet al., 2013; Bevivinet al., 2014) Por otra parte|los aspectos edéficos de
tipo quimico, como el pH, el caemnido en sales o la materia organica del suelo, o
fisicos, como el tamafio de los agregados, pueden condicionar la estructura de las
poblaciones del suel(Rietz y Haynes, 2003; Fierer y Jackson, 2006; Latibkr2009;
Laganarsinoet al,, 2012)

1.1.5 ¢ Qué papel tienen los microorganismos en el suelo?

Las comunidades microbianas del suelo participan enitdes biogeoquimicos
RS 248 StSySyidi2a o00INb2y2 yAGNFISYy2> |1 dz
reacciones bioquimas que desempefian en el suéMorris y Blakwood, 2015) En
estos procesos, los compuestos inorganicos y organicos (de origen animal, vegetal, o
bien afladidos de forma exdgena) son utilizados por los microorganismos para obtener
energia y construir sus estructuras. Una vez procesados, los estogulerivados de
su metabolismo tienen varios destinos: 1) Como nutrientes para los vegetales y otros
organismos en forma de moléculas sencillas, 2) liberados a la atmdsfera en forma de
gas, 3) lavados hacia horizontes inferiores, o 4) hacia la formaedrompuestos
hdamicos que constituyen un almacén de carbono y nitrégeno en el ¢gBeltaet al,
2003; van der Heijdeet al,, 2008; Horwath, 2015)

Dentro del ciclo biogeoquimico delarbono () los microorganismos se
encargan fundamentalmente de la descomposicion de la materia orgénica
consumiéndola para crecen paraliberar compuestos biodisponibles para las plantas y
otros organismospero también participan en la liberacién dases como el GOEn
particular la emisién de GQucederelativamente rapido cuando los compuestos de
carbono &n quimicamente labiles. Por el contrario, si este carbono es mas dificil de
degradar como, por ejemplo, las ligninas o los taninos, su permanencia puede ser
prolongada en el suelo como formas recalcitrar(tderwath, 2015)

Los microorganismos participan también en varios procesos del ciclo del
nitrogeno (N),los cuales tienen unaspecial importancia en el suelga queel N
puede ser un nutriee limitante para el desarrollo de las plantas y los
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microorganismogSchimel y Weintraub, 2003; Agret al, 2012) Intervienen, pr
ejemplo, en lafijacion del Natmosférico para la produccion de N microbiano que
posteriormente es aprovechado por slovegetales. También lo hacen en la
mineralizacion de los desechos organicos (plantas, animales y microorganismos), en la
oxidacion del amonio que puede dar lugar a nitritos y nitratos (nitrificacion) o en el
retorno del nitrgeno a la atmosfera a través k& desnitrificacion, que en condiciones
anoxicas utiliza las formas oxidadas de nitrogeno,(NONQ) como aceptores de
electrones volviendo a la forma original de nitrégeno eleme(drris y Blackwood,
2015) Ademas de en los ciclos del C y N, los microorganismos del suelo también
participan en los ciclos del fésforo, azufre y higreatre otroselementos(Kertesz y
Frossard, 2015)Por lo tanto,dentro de losciclos biogeoquimicodas poblaciones
microbianasson capaces ddescomponera materia organica para obtener energia y
elementos para su autoconstruccion.

Finalmente, se podria decir qua tiversidad y versatilidad metabdlica de los
microorganismos,que derivan enlas reacciones que se producen en estos ciclos
biogeoquimicosonstituyen una red muy compleja que, en términos agricolas, facilita
un flujo de los nutrientes desde el suelo haca Iplantas, o que promueve el
incremento de Idertilidad del suelo(Nannipieriet al., 2002; Sixet al,, 2006; Bastidat
al., 2008b) Pero ademas, también existen mas procesos por los lesa los
microorganismos pueden favorecen la fertilidad de un suelo, por ejemplo, mediante la
degradacion de compuestos contaminantes, mediante el control de plagas que afectan
a las plantas o mediante la produccion de antibidticos frente a bacterias
potendalmente patdégenas para las plantéSarbevaet al., 2004; Singtet al., 2004;
Susilcet al,, 2004; Linget al.,, 2015)

1.1.6 Importancia de los microorganismos para un suelo fértil

Un suelo se considera fértil cuando proporciamadiciones fisicas, quimicas y
bioldgicas Optimas para el desarrollo vegetBiacono y Montemurro, 2010)Los
microorganismos intervienen en la fertilidad del suelo a través de relaciones complejas
con el propio suelo y las pias principalmente de dos manerg€haparroet al.,

2012) Por un lado, mediante la fijacion del nitrdgeno atmosférico en el suelo, la
mejora de la biodisponibilidad de otros elementos quimicos y lardidon de
sustancias mas asimilables por la plantas a partir de la descomposicién de desechos
organicos(Murphy D.Vet al, 2007; van der Heijdest al., 2008) Y, por otro lado,
mediante la inmovilizacion de nutrientes en forma de biomasa microbiana o en formas
recalcitrantes que constituyen, a largo plazo, una resdevautrientes(Brookeset al.,

2008) En este proceso podriamos incluir la humificacion, donde se transforman los
derivados de la materia organica de distintas procedencias en compuestos de mayor
complejidad quimica cuya degradacidn es extremadamente lenta, pudiendo persistir
durarnte cientos de afios en el suelo sin degradaiGeggenberger, 2005; Diacono y
Montemurro, 20D).

En el aspecto fisico, las sustancias que secretan los microorganismos
intervienen favoreciendo la estabilidad de la estructura del suelo que es fundamental
para la fertilidad del mismo y para la distribucion homogénea del agua.
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Concretamente, las loderias secretan sustancias adherentes en forma de
polisacaridos que contribuyen a la formacion de micro y macroagregados que
proporcionan estabilidad en el suelfVoroney y Heck, 2015)Un suelo bien
estructurado favorece la germinacion y el sustento fisico de los cultivos,
proporcionando un buen reparto del agua evitando la inundaciéon ante un exceso y su
escasez en periodos de seq(il@jadaet al., 2006)

En términos puramente biologicos, el mantenimiento de la diversidad
microbiana es fundamental para mamer la funcionalidad del suelo y, por tanto, su
fertilidad (Kirk et al, 2004; Bhatia, 2008; Kaschu al, 2010) La diversidad
microbiana podriamos dividirla en dos aspectos, uno taxonémico y otro funcional,
ambos relacionados entre si. El primero contempla la variedad de taxones microbianos
y, el segundo, la variedad de funciones o reacciones bioquimicas que realizan esos
taxones en el suel¢@Zaket al, 1994; Lavelle y Spain, 2008ps perturbaciones que
sufre el sue (temperatura, sequia, fertilizacion, enmiendas organicas) pueden
modificar su diversidad microbiana (taxondémica y funcional), bien porque alteran la
funcion de los microorganismos presentes en el suelo, o bien porque desedquidbra
abundancia y el repto de las poblaciones presentes en el su@badeet al, 2012)

Por lo tanto, para que se mantenga la funcionalidad del suelo es importante que se
conserve su diversidad microbiana original. Una mayor diverswiatbbianasuele

estar aparejada con una maymdundancia funciongles decirconla capacidad que

tiene un ecosistema de no perder una funcion gracias a que ésta es llevada a cabo por
otro organismo distintqAllison y Martiny, 2008)Precisamente esta cualidad conduce

a una mayor posibilidad de que una poblaciébn se mantenga estable frentaa un
perturbacion (Kennedy y Stubbs, 2006; Nakatatial, 2011; Griffiths y Philippot,
2013) Una de las maneras de cuantificar la estabilidad (frente a una perturbacion) de
un ecosistemaes por medio de la determinacion de sesistenciay resiliencia La
resistencia es la capacidad por la cual se mantienen las caracteristicas originakes de la
comunidadks de un ecosistemante una perturbacién, mientras que la resiliencia es la
capacidadde recuperacion del estado original @sascomunidadks tras sufrir una
alteracion (Shadeet al, 2012) Conociendo estos parametros se puede predecir el
comportamiento de una poblacién previamente expuesta a una perturbacion como,
por ejemplo, la sequiéBerardet al, 2012) Hay que destacar que tanto la resistencia
como la resiliencia son cualidades independientes, es decir, que una misma comunidad
puede tener grados distintos de resistencia y de resiliencia. Esto significa que frente a
la misma perturbacién, una comunidaglicrobiana puede presentauna mayor
sensibilidad que otranenor resistencia), independientemente de su capacidad de
recuperacion del estado original (resilienci@ontrolando estos factores de la
microbiota del suelo se puede estimar el estado de lamaiy de sus funciones y, por
consiguiente, conocer una parte de la fertilidad del suelo.

Resumiendoynadiversidad microbianalevada(taxondmica y funcional) es de
suma importancia para mantener las funciones del suetono la degradacion de la
materia organica o de contaminantes emergentes; la asimilacion de algunos
compuestosinorganicos. También es importangara preservar la estabilidade la
microbiota (resistencia y resiliencia) frente a las perturbaciones que el suelo puede
sufrir. Es masincluso se ha relacionado el grado de diversidad microbiana del suelo
con el control de la proliferacion denicroorganismos aloctws, algunos de ellos
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patdgenos, ya que, de esta manesan capaces de competir nutricionalmente con los
organismos invasorefGarbevaet al, 2004; van Elsast al, 2012) Asi, se puede
prevenir el desarrollo de organismos patdgenos para las plantas, permitiendo la
disminucién del uso de plaguicidds suma de estos efectpsovoca en el suelo que

se mantengan las condiciones quimicas, fisicas y biolégicas que dan lugar a la fertilidad

del suelo Figural).
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1.1.7 Pérdida de la fertilidad del suelo

Las practicas agricolas intensivdas cuales hacen un uso elevado de
agroquimicos (pesticidas), fertilizantes de tipo inorganico (NPK), una roturacién
agresiva del suelo, asi como el exceso de regadio, han potenciado la pérdida de
nutrientes y la degradacion de los suefd#manet al, 2002; Jangidt al., 2008; Qinet
al., 2010; Lal, 2011En los selos de clima mediterraneo, ladtas temperaturas yas
escasase irregulares precipitacionegstan acelerando la degradacion del suelo,
favoreciendo que se pierda la materia organica a mayor velocidadgleelae repone
y promoviendo la pérdida de C en forma de, @ontemurro et al., 2007; Diacono y
Montemurro, 2010) Esta disminucion de la materia organica también afecta a las
poblaciones microbianas ya que se genera una pérdida de su biomasa y por tanto de
su diversidd produciendo un efecto desfavorable para la fertilidad del s(idiaderet
al., 2002)

Por el contrario, las técnicas mas conservativas, propias de la agricultura
sostenible, que evitan la roturacion e incrementan la fertilizacion con enmiendas de
tipo organico, contribuyen a una produccion agricola econdmicamente sostenible,
manteniena las caracteristicas del suelo y la diversidad del ecosistEhessbaclet
al., 2007; Colemast al., 2012) Asi, el mantenimiento de la diversidad puedsultar
un hecho caro en términos econdmicos al comiepem, sin embargo, los beneficios
obtenidos posteriormente pueden ser incluso mayores, por la reduatgdoostes en
regadio, en el usde pesticidas o de maquinaria agric@@amentelet al., 1997)
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1.2 ;Como se mejora k fertilidad del suelo?

Histéricamente el ser humano ha intentado mejorar el rendimiento de las
explotaciones agricolas ediante el uso de fertilizantes quéindamentalmente,se
clasifican ennorgénicos (NPK) u organicos (enmiendas organicas). En concreto, dentro
de estos ultimos, la aplicacion de residuos organicos como enmienda de fertilizacién
en suelos agricolas es una practica muy extendida para reciclar estos de@eahols
y Becker, 2000; Diacono y Montemurro, 201d)mo una alternativa mas econémica a
mantenerlos en vertederos o incinerarl¢Betersenet al, 2003)y, de esta forma,
disminuir el uso de fertilizantes de tipo inorgani@idargreaveset al, 2008) Estos
residuos orgamios pueden tener diferentes origenes: desechos vegetales o animales,
industrial o urbandSofoet al., 2014; Sciubbat al, 2014) Pero todos ellos tienen en
comun la aportacion de grandes cantidades de materia organica al suelo que mejoran
las propiedades del suelo, incrementan la fertilidad y mejoran las propiedades
microbianas (biomasa, actividad y diversidad), ayudando a mantener las funciones que
se realizan en el mism®lontemurroet al., 2004; Carbone#t al., 2011; Sciubbat al.,

2013) Sin embargo, a pesar de los tratamientos que sufren estos productos antes de
su aplicacién en agricultura, el uso de las enmiermtganicas de procedencia urbana
puede provocar efectos adversos a nivel ambiental y sanitario en el suelo (alteraciones
guimicas, metales pesados, introduccién de patégenogSingh y Agrawal, 2008;
Zerzghet al,, 2010; GondinPorto, 2012)

1.2.1 Los residuos organicos de origen urbano

El crecimiento de la poblacién mundial y su concentracion en las zonas urbanas
conlleva la produccién de altas cantidades de residuos en estas areas. Una gran parte
de estos residuos proceden de la recogida de basuras y de la depuracion de aguas
residualesurbanas (aguas negras, grises y pluviglgés)gh y Agrawal008; Srivastava
et al, 2015) En el caso de la Unidn europea, en 2008 se generaron mas de 88 millones
de toneladas de residuos organicos procedentes de residuos urbanos (peso seco) y
méas de 10millones de toneladas de lodos de depuradora (peso sesiynandose
que en el afio 2020 estos valores se incrementaran en un($&%2010, 2010yor lo
tanto, la gestion de este tipo de residuos ocupa un papel importante dedrda
politica ambiental de los organismos europeos y nacionales.

La gestion de los residuos urbanos solidos se realiza en plantas de residuos,
mientras que la de las aguas residuales sucede en las Estaciones de Depuracion de
Aguas Residuales (EDAB3tando ambas actividades reguladas conforme al&y
22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminaétBlan Nacional Integrado
de ResiduogPNIR)Secretaria de Estado de Cambio Climéatico y Gobierno de Espania,
2009; MAGRAMA y Gobierno de Espafa, 2009; BOE, Hla)legislacion regula que
la elaboracién de estos productos se realice respetando la proteccion deb medi
ambiente y la salud humang, establece que los productos generados se eliminen
preferentemente como fertilizantes en agricultura. Y si estofonera posible, se
procederia au incineracion o, por ultimo, a siepdsitocontroladoen vertederc.
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1.2.1.1 Compostde residuos urbanos (basura compostada)

Los residuos sdlidos urbanos, también llamados basuras, son los desechos
solidos generados en domicilios particulares, comercios, oficinas 0 sevigigs son
gestionados preferentemente por los ayuntamientos naedeé el reciclado, la
recuperacion y la obtencién de nuevas materias primas o su utilizacién para la
generacion de energia, segun contempla el P(8i&retaria de Estado de Cambio
Climéatico y Gobierno de Espafa, 2009)

Una vez recogidos stos residuos son llevados a plantas de tratamiento donde
se clasifican y se valorizan. Una de las operaciones de valorizaciéon es la recuperacion y
tratamiento de los compuestos organi para su posterior compostajgonde sufren
una descomposicion aerdd se reduce la cantidad de patdégenos, se sintetizan
compuestos mas estables y se genera un producto mas homogéneo con una mayor
seguridad sanitaria y ambientéiFigura2.a) (Caiet al, 2007; Bastidaet al., 2008b;
Tarrasonet al, 2010; Ramdaret al., 2015) En elproceso decompostaje se pueden
diferenciar dos fases principales: descomposicion y estabilizacion.

En la fase de descomposiciban la materia organicase producen
modificaciones quimicas y fisicas, cotaalisminuciéndel pH, la degradacion de los
compuestos mas labiles y el descenso silevolumen (4650%). En esta fase la
temperatura puede ser variable, oscilando entre 10s4D3C (fase mesofila) hastas
65 °C (termdfila), reduciéndose posteriormente la temperatura (fase de decrecimiento
0 maduracién). Con el incremento de la temperatura se favorece la eliminacion de los
microorganismos patdégenos y parasit@pstein, 1997; Ndegwa y Thompson, 2001)
En la fase de estabilizacién, los residuos se someten a temperatueasres
(2550°C), realizandose un control del oxigeno por medio de volteados y la
temperatura por medio de sondas. En esta fase se producen los compuestos de
materia organica mas complejos (sustancias humigkesAraujoet al, 2010; Ramdani
et al, 2015)

{
P

Figura2. Basura compostadéa) y lodo de depuradora (b
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1.2.1.2 Lodos de depuradora

La depuracioén de las aguas residuales urbanas es un proceso neqaesim
a la devolucién de las aguas a los cursos naturales de dgb@o a la presencia de
contaminantes quimicos, microorganismos patdgenos y parafsteckelberget al,
2004; Nwachcuku y Gerba, 2004yomo producto de la depuracién deluagse
obtienen fangos o lodos de diversa consister{Eigura2.b). Sin embargola elevada
presencia deeontaminantes y patégenosn estos productosdrenecesario disminuir
el riesgo potencial de estos residuos por medio de los diferentes procesos de
tratamiento de lodogBitton, 2005) los cuales también reducen el contenido de agua y
estabilizan la materia organica. Fundamentalmente, los procesos dehieito de
los lodos de depuradora sorespesamiento, estabilizacion, acondicionamiento y
deshidratacion

El espesamiento consiste en la eliminacion del contenido liquido vy
concentracion de los lodos primarios. Con este proceso se elimina el agua likee con
fin de reducir la cantidad de material a tratar, lo que supone una disminucion del gasto
econdémico y obteniéndose un material mas homogéneo. [Estibilizacionse realiza
una digestion microbiana mediante la cual se disminuye la cantidad de compuestos
volatiles (olores) y de microorganismos patdégenos, produciéndose compuestos mas
estables a partir del metabolismo de losicroorganismos digestores. La digestion
puede realizarse en condiciones aerobias 0 anaerobias. La digestién aerobia del lodo
se llevaa cabo en presencia de oxigeno produciéndosgyCigua principalmente. Por
otra parte, la digestioranaerobia genera biogas (principalmente ,GHCQ), que
mediante su combustién puede usarse para la obtencion de enéifE y Instituto
para la Diversificacion y Ahorro de la Energia, 2007; Johaetsaln 2013) Una vez
estabilizados, los lodos de depuradora sufren un procesaamdicionamientoy
deshidratacién En el proceso dacandicionamientose realiza un secado final, donde
también pueden adicionarse compuestos quimicos acondicionadores como floculantes
organicos o inorganicos para aumentar el tamafio de los coloides y de esta manera
facilitar su deshidratacion. En keshidratacion se elimina el agua por medio de
distintos métodos fisicos: evaporacion, filtracion, prensado, centrifugacion. Gracias a
este proceso se consigue un porcentaje mayor de materia seca y se elimina gran parte
de los microorganismos presentes en los lodos.

Por tanto, segun su material de procedencia y los procesos que sufren para su
elaboracion, los residuos organicos obtenidos tienen una composicion quimica
variable. En cualquier caso, independientemente de su proceso de elaboracion, son
ricos en materia kganica, nutrientes esenciales para las plantas y una gran variedad de
microorganismos. Sin embargo, pueden contener niveles altos de metales pesados (Zn,
Cu y Cd), y xenobioticos, ademas de microorganismos patdégenos Yy, por eso, Su uso
posterior (como enngnda agricola, incinerado o en vertederos,...) se encuentra
regulado(Stackelbergt al., 2004; Venkatesan y Halden, 2014)
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1.2.2 Legislacion para la aplicacion de los residuos organicos
como enmienda agricola

Segun los datos d&urosat correspondientes al afio 2012, en Espafia se
compostaron un 106 de los residuos urbanos los cuales pudieron emgdsazmo
enmienda organica en agriculturahtip://ec.europa.eu/eurostat/product?code=8
25032014AP, mientras que, por otra parte, el RegisNacional de Lodos declara que
el 80% de los lodoprocedentes de la depuracién de aguas se esta destinando para la
misma funcién en agriculturahitp://www.magrama.gob.es /es/calidagl-evaluacion
ambiental/temas/prevenciofy-gestionresiduos/flujodbdos-depuradora). En Espafia,
la aplicacién destosresiduos producidos en las urbes se encuentra reguladaqara
uso en agriculturgdBOE, 1990; Rauch y Becker, 2000; European Commi28i04; de
Araujoet al, 2010; Diacono y Montemurro, 2010; Frar@tero et al., 2012) Dentro
de esta legislacion, deace especial referencia al contenido en metales pesados de las
enmiendas que se aplican, debido a que sus niveles en los residyisons tienen
concentraciones superiores a las del suelo, por lo que su aplicacion como enmienda
puede provocar su acumulacion, pudiendo afectar a las plantas y a los
microorganismogDiacono y Montemurro, 2010; Carbonetl al, 2011; de Santiago
Martin et al,, 2013)

A nivel microbiolégico, la legislacion espafiola exige la declaracion, por parte de
los productores y los gestores de los lodos en agricultura, de la prasgm@species
del géneroSalmonellgdUNEENIS06579) y el recuento de la bacterizscherichigoli
por medio de métodos selectivos diferenciales de deteccion de coliformes 2B,
aungue no indica qué niveles sdéws aceptables(BOE, 2013)En cambio, en otros
paises como Francia existe una regulacion mas estricta con este &Bunthieret al,,
2012)aunque, a nuestro juicio, no lo demasiado detallada como para contemplar otros
aspectos importantesetacionados con la transmisibilidad de resistencias microbianas
a antibidticoso la transmision depatogenos(Hayneset al, 2009; GondirPorto,
2012)

1.2.3 Impacto de los residuos organicos en el suelo

La erosion y degradacion que sufren los suelos por efecto del clima
mediterraneo puede ser remediada mediante el uso de enmiendas org4iRcast
al., 2003b; Roigt al., 2012; Silest al., 2014) De esta manera se consigue una mejora
de las caracteristicas de la calidad del sglnCamp Let al, 2004; Tamaniret al.,
2008; Bastidaet al., 2008b; Cellieet al., 2012) Sin embargo, no conviene descuidar
los posibles riesgos para la salud humana derivados de la aplicacion de estos
productos, como la contaminacién quimica y/o bioldgica, o la pérdida de diversidad
biolégica(Singh y Agrawal, 2008; Beraetl al, 2014; Ribert al, 2014) Por estas
razones, se ha incrementado el numero tlabajos que evalia el efecto de
diferentes tipos de enmiendas organicas urbanas en el suelo a lo largo de diferentes
periodos de tiempo y diferentes regimenes de aplica¢Eamstidaet al., 2013; Ribeet
al.,, 2014; Ramdaret al., 2015)
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1.2.3.1 Alteraciones quimicas de los suelos enmendados

La aplicacion de residuos organicos en el suelo supone principalmente un
aporte externo de materia organica con nutrientes favorables para las plantas
(Mantoviet al,, 2005; Diacono y Montemurro, 201@ste hecho aumenta la capacidad
de intercambio ionico del suelo debido al incremento de las cargas negativas, factor
clave en la disponibilidad de cationes para las plantas. Ademas con las enmiendas
también se incremetan los compuestos inorganicos de nitrégeno (amonio, nitratos y
nitritos) y el fésforo disponible.

Desde la perspectiva de como se afecta el ciclo del C tras la aplicaciéon de
enmiendas en el suelo agricola, fundamentalmente se produce un incremento enera
del C organico () (Lal, 2004a; Bastidet al, 2013) La permanencia de este C en el
suelo depende del grado de complejidad quimica de los compuestos de C de la
enmienda aplicada, qua su vezdepende del proceso de elaboracion de la misma
(Tarrasoret al, 2010) Una parte de eseqfgse encuentra como fraccion solubled)C
gue contiene una proporcion considerable de carbono de facil degradacion (labil) que
potencia la atividad de los microorganismos del suelo puesto que es facilmente
degradable Sin embargo, también parte de estgsQuede ser recalcitrante y presenta
una degradacion serd mas lenta, pudiendo permanecer mas tiempo en el suelo
(Marschneret al., 2003; Blagodatskaya y Kuzyakov, 2008;édab, 2013)

Por otra parte, los compuestos de N también se incrementan con la adicion de
las enmiendas organicas, lo que es importantgya tiene un caracter limitante en los
suelos del clima mediterrane(Bastidaet al, 2009) Al igual que ocurre con los
compuestos de carbono, con los de N también existen diferencias segun la naturaleza
del residuo organico que se aplique. Se pueden encontrar cestps organicos
(aminoacidos o proteinas) o inorganicos (amonio, nitratos y nitritos). Los residuos
compostados parecen tener una menor proporcion de compuestos de N inorganico
(Fourti, 2013) mientras que en los lodos de depuradsra compostapredominan las
formas inorganicas como el amor(®mith y Tibbett, 2004)Con respecto a la fraccion
organica del N aportada por las enmiendas, ésta es mineralizada para dar lugar a
amonio (Geisseleet al, 2010) que tras sucesivas oxidaciones, puede transformarse
en nitrito y nitrato (nitrificacion) (Ojedaet al, 2006) Este proceso melslico se
potencia cuando se afiaden enmiendas organicas al suelo, debido al aumento
generalizado de la actividad metabdlica. Por su parte, el N inorganico puede quedar
retenido en los coloides del suelo (arcillas o materia organica) pudiendo hacerse
biodigponible para las plantagSantibafiezt al, 2007) No obstante, también puede
movilizarse hacia horizontes mas profundos daffipdel suelo por medio de procesos
de lixiviacion, pudiendo provocar efectos contaminantes a nivel freédstelleret al.,

2009)

Sin embargo, existen también efectggimicosperniciosos para la salud de los
organismos que viven en el suelo derivados de la ajpdinade residuos urbanos, que
también pueden crear un riesgo sanitario por introducirse en la cadena alimentaria
como es el caso de los contaminantes organicos emergd@adbonellet al., 2009;
Clarke y Smith, 2011; Zuloagaal., 2012) A modo de gmplo, se ha descrito que
determinados pesticidas pueden permanecer un mayor tiempo en el suelo al
encontrarse protegidos por la materia organica afiadida y no ser degradados por los
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microorganismos(SaidPullicino et al., 2004) Otros compuestos que suponen un
riesgo para la salud son los metales pesados. Su presencia ha sido detectada en las
enmiendas organicaSingh y Agrawal, 2008; Poulsetnal,, 2013; Beraraet al, 2014)

y es un factor limitante a la hora de su utilizacién agicultura, por lo que se
promueve la disminucion deu contenido mediante la separacion de los residuos
antes de la elaboracion de las enmiendBlargreave®t al, 2008) Sin embargo, una

vez en el suelo, stos elementos pueden ser inmovilizados por el contenido en
sustancias humicas y por el pH (basico) o bien ser movilizados por lixiviacion,
pudiéndose transferir a las aguas subterran€aimgh y Agrawal, 20Q8)a presencia

de metales en el suelo puede generar un estrés sobre la microbiota del suelo
(Fliessbaclet al., 1994; Gilleet al., 1998)

1.2.3.2 Alteraciones fisico-quimicas y fisicas de los suelos enmendados

Como hemos visto hasta ahora, la aplicacién de enmiendas produce cambios en
la composicion quimica del suelo. Asociados a ellos hay otros cambios inesrtan
como son el pH, la conductividad eléctrica o la cantidad de agua. El efecto sobre el pH
del suelo depende del tipo de enmienda que se adiciona y sobredeidaropio suelo
(Choudharnyet al., 2011) pudiéndose producir un aumenimuna disminucior(Singh y
Agrawal, 2008)Las cambios de pH en el daanfluyen sobre la disponibilidad de los
nutrientes y de algunos contaminantes (metales pesados), pero también sobre la
actividad bioldgica del suel@glargreavest al., 2008; Franc®tero et al., 2012) Por
otra parte, b presencia de compuestos cargados, asi como de sales inorganicas tras la
aplicacion de enmiendas supone también un incremento de la conductividad eléctrica
(Pascuakt al, 2007) A altas concentracionesstas sustancias pueden llegar a ser
nocivas para el desarrollo de algunos cultivos vegetales y de algunos microorganismos
(Sardinhaet al,, 2003; Singh y Agrawal, 2008; Hargreaates., 2008; Iwakt al.,, 2012)

La adicion de enmiendas tambigmoduce un incremento de la humedad, muchas
veces ocasiordo por el contenido de agua que contienen los propios residuos,
aunqgue tambiérporquese puede mejorar la capacidad de retencion de adglasuelo
(water holding capacityWWHC)|o cualfavorece la actividad de los microorganismos del
suelo(Manzoniet al., 2011; Schjgnninet al., 2011 Berardet al,, 2012)

El aporte de materia organica mejora las caracteristicas fisicas del suelo
(Diacono y Montemurro, 2010; Hemmat al., 2010; GonzaleWbiernaet al, 2012)
Asi,su aplicaciorse ha relacionadoonla presencia de copuestos de carbono labiles
que intervienen era formacion de agregados, al menos a corto plgzarciaOrenes
et al, 2009) Pero, ademas, otras fracciones del carbono mucho mas complejas
también son capaces de interaccionar con las fracciones minerales del suelo,
contribuyendo a que la estabilidad de los agregados restdtasea mayo(Tarrason
et al, 2007) En este proceso las cargas eléctricas de la materia organica promueven la
formacion de nuevosnlaces ionicos, produciéndose la formacion de poros y la
disminucién de la densidad aparente y, finalmente, incrementandose la estabilidad del
agregado ymejorandosela WHC como se ha comentado anteriormen{&ingh y
Agrawal, 2008; Hargreavex al., 2008) Esta mejora de las propiedades fisicas del
suelo por incremento de la agregacion y de la acumulacion de eguma medida
preventiva frente da erosion del suel@Ojedaet al., 2003)y mejora la estabilidad y el
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desarrollo de las funciones de los ecosistemas edafibejgdaet al, 2009; Jhat al.,
2012)

1.2.3.3 Alteraciones microbiolégicas de los suelos enmendados

Los cambios de caracter quimico y fisico tras la aplicacion de enmietetas al
la microbiota del suelo a nivel poblacional y metabol{@astidaet al, 2008b;
Abubakeret al, 2013. Aunque realmente se trata de un sistema interrelacionado
(Figura3).

La estructura de las poblaciones puede modificarse porque se promueve el
crecimiento de algunos grupos microbianos, presentes ya en el suelo o introducidos
con las enmiendafRoset al, 2003b; Jangiét al., 2008; Bastid&t al, 2008b; Tejada
et al, 2009) Por el contrario, también puede producirse la inhibicion de algunos
grupos microbianos debido al exceso de nutrientes, cambios en el pH, aumento de
salinidad, presencia de metales pesados u otros contaminantes presentes en las
enmiendas.Por regla generalen términos metabdlicos se produce el incremento de
varias caracteristicas microbianas del suelo, como son la biomasa microbiana y la
actividad metabdlicdAnderson y Domsch, 1990; Camplelial, 2003; Nannipieret
al., 2003; Diacono y Montemurro,020) asi como modificaciones en el perfil
metabolico de consumo de determinados sustratos por parte de las poblaciones del
suelo(Fracet al., 2012; Torre®t al,, 2015) Por lo tantg los cambios microbianos que
se producen en el sueloas la aplicacion de las enmiendas pueden ser indicatdes
manera indirectade alteraciones el estado fisico y quimico y por este motivo su
observacion se realiza para la evaluacion de la calidad del §detterson, 2003;
Bastidaet al.,, 2008c)

Por otro lado, aunque el tratamiento de las enmiendasante su produccién
reduce de forma significativa la presencia de bacterias patdgenas, la eliminacion de las
mismas no esta totalmente garantiza(@onjoch y Blanch, 20Q9pe hecho, en suelos
enmendados se ha detectado la presencia defaohies fecales u otras bacterias de
origen fecal(Epstein, 198; Hargreavegt al, 2008; Riviéreet al, 2009; Qiacet al.,

2013; Honget al, 2013) las cuales pueden causar un riesgo a nivel sanitario y
ambiental por ser patdgenas o por ser potencialmente transmisoras de resistencias a
antibiéticos(Singh y Agrawal008; GondirsPorto, 2012; Fraet al, 2014; Ribeet al,,

2014) De esta forma, con la aplicacién de enmiendas organicas se podria modificar la
microbiota natural del suelo por la introduccién de microorganismos al6ctonos,
ademas de compuestos quimgddxicos (como metales, detergentes, pesticidas o
derivados farmacéuticos). Esto puede suponer un riesgo ambiental y sanitario en el
suelo, ya que podrian proliferar microorganismos patdgenos que pueden llegar a los
cultivos o al agua ademas de producits® alteracion de la biodiversidad del suelo lo
gue conlleva efectos negativos en su funcionalidad y fertilidad.

40



APLICACIORERESIDUOSRGANICOEBNELSUELO

Figura3. Alteraciones producidaen el suelo tras la adicion de enmiendas organica
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1.3 ¢Como se puede determinar si la aplicacion de
enmiendas organicas es perjudicial para el suelo?

Como hemos podido comprobar en los apartados anteriores, las alteraciones
que se producen en el suelo (entre las que se encueimderivadas di aplicacion
de enmiendagrganicas)yon beneficiosas o perjudicialeara el suelo en funcion de
diversos parametros medidos. Una perspectiva a partir de la cual se pueden
contemplar estos parametros es a través del estudio de la saldd lacalidad del
suelo. A grandes rasgdes términos desaludy calidaddel suelo vienen a definir, con
sus matices, la capacidad del kuele realizar sus funcionesstBs términos pueden
emplearse semanticamente de forma indistinta. No obstante, hemos preferido utilizar
el término salud delsueloporque consideramos tiene un significado mas amplio que
engloba el uso del suelo en agricultura dentro de un contexto de preservacion del
ambiente.

1.3.1 ¢ Qué significa el termino salud del suelo?

Una de las definiciones méas establecidassdkid del suel en la literatura
OASYUGNTFAOI &S NBFASNBE | fdésarOllarks fOnkiehesR  |j dzS
de ecosistemallevando a cabdines agropecuarios de forma sostenible, manteniendo
la calidad del aire del agua ypromoviendo, asi, la salud das plantas, animales y
K dzY I y{Ro&as, 2002)Cuando el ecosisteardel suelo se desequilibra y comienza a
necesitar el aporte externo de nutrientes para la produccién vegetal se produce una
pérdida de su salugBrussaad et al, 2004) Esta situacion tiene lugar en diversas
circunstancias: cuando se retira la cubierta vegetal del suelo, cuando se producen
determinados eventos naturales (e.g. incendios), o cuando se emplean en el suelo
técnicas de cultivo intensivas guprovocan la pérdida de nutriente®iacono y
Montemurro, 2010) En esta linea, el suelo del clima mediterraneo se ha sefialado
como uno de los suelos mas especialmente afecté8sst al., 2014)

1.3.2 ¢ Como podemos evaluar la salud del suelo?

Para determinar el estado de salud de un suelo es necesario analizar una
serie de caracteristicas o indicadores quimicos, fisicos y bioldgicos, que responden de
forma diferente a las perturli@ones que sufre el suel®oran, 2002)La textura del
suelo, la embilidad de los agregados, la humedad y la porosidad son los indicadores
fisicos mas utilizados, mientras que los indicadores quimicos mas empleados son los
gue determinan la cantidad de la materia organica, el carbono total, el nitrégeno total
y algunoscompuestos mineraledowuet al., 2008) Sin embargo, la informacion que
proporcionan todos estos indicadores se encuentra incompetda aportacion de los
indicadores de tipo biolégico, que proporcionan una respuesta a veces mas rapida y de
mayor riqueza porque aportan informacion acerca de las funciones que se realizan en
el suelo(Mijangoset al, 2006) En términos generales, desde un punto de vista
puramente microbioldgico, los tres tipos de indicadores pueden clasificarsgoen
microbianosy microbianos(Garbisuet al., 2011) Dentro de los primeros podriamos

42



incluir los quimicos y fisicos y algunos biolégicos de caracter no microbioldgico,
basados en plantas oen animales, comola medicion de la mesofauna
(microartropodos y nematodos) y macrofauna (macroartropodosnglidog. Los
microbianosse dividen en indicadores de la cantidad de biomasa, como el carbono
microbiano (Gic) del suelo, la tasa respiraciémducida a través de sustrato (SIR) o el
nivel de ATP; e indicadores de la actividad microbiana, como la respiracion basal (RB),
el N degradable, la nitrificacion potencial o la actividad de determinadas enzimas. Por
altimo, se podrian mencionar los indi@es de diversidad microbiana o funcional,
como la determinacion de los perfiles metabdlicos o CLRBmnfunity level
physiological profilegBhatia, 2008

1.3.3 Indicadores no microbianos
1.3.3.1 Quimicos

Aunque el contenido de materia organica puede consideraromo un
indicador de tipo biolégicgldowu et al., 2008) en nuestro caso lo hemos clasificado
dentro de los quimicoévVeumet al,, 2014) Esta consieradacomo un indicador muy
atil, ya que tiene una presencia muy ubicua en el suelo y porque aporta informacion
sobre la productividad del suelo y la estabilizacion fisica de su estrytire2004b;

Lal, 2006; Giacometét al., 2013) Y £ correlaciona de forma positiva con la fertilidad

del suelo al influir directamente en el almacenamiento de otros nutesrm@senciales,
como el N, la capacidad de retencion del agua, y la estabilidad de los agregados
(Bennettet al., 2010; Veunet al., 2014)

Para completar el conjunto de indicadores quimicos de la salud del suelo,
Idowu y colaboradores realizaron una seleccién de componentesicpgntambién
importantes en estos términogdowu et al, 2008) Entre ellos se pueden destacar el
fésforo disponible y algunos metalés, Cu, Fe, Mn y Zn). Por nuestra parte, también
consideramos relevante la inclusion del estudio de algunos metales pesados y otros
contaminantes organicos emergentes como, por ejemplo, derivados de la industria
quimica o farmacéutica (plasticos, gomdsagancias hormonas, antibiéticos,...)
(Poggicet al,, 2008; Clarke y Smith, 2011)

La aplicacion de enmiendas organicas en el suelo produce un incremento del
carbono @ganico total, del nitrogeno y del fosforo disponilfféharmaet al., 2010;
Katterer et al, 2014; Aparnaet al, 2014) Ese incremento de materia organica,
ademas de a nivel quimico, provoca efectos a nivel fisico y biologico, los cuales se
encuentran interrelacionadofiacono y Montemurro, 2010por lo que su estudio es
de extrema importancia elos suelos enmendados con residuos organicos.

1.3.3.2 Indicadores fisicos y fisico-quimicos.

Generalmente, la determinacion de estos indicadores tiene un coste bajo y se
pueden medir de forma sencilla. Entre los indicadores que hemos clasificado como
fisicos, seencuentran la textura del suelo, la densidad aparente, la porosid&d y
estabilidad de los agregados, qgeardan relacion con la consistencia del suelo. Estos
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indicadores pueden correlacionarse con procesos hidrolégicos como la escorrentia o la
infiltracion (Schoenholtzt al., 2000; Arshad y Martin, 2002; Shareizal., 2010) por

lo quea partir desus valores se puede estimar el grado de erosidon que puede sufrir el
suelo analizadaDexter, 2004) En general, los suelos que presentan una mayor
estabilidadde su estructura cuentan con un mayor contenido de materia organica
(Majumderet al, 2010; Biniet al., 2013) un grado elevado demacroporosidag de
permeabilidad frente al agua @l aire y con un oOptimodesarrollo de las raices
vegetalesn el sueldTejadaet al, 2006) Estas condiciones favorecen la existencia de
diferentes nchos bioldgicos promoviendo la actividad de los microorganismos y el
mantenimiento de su diversida®inet al., 2010; Lagomarsinet al., 2012)

Como indicadorde tipo fisicequimico de la salud del suelo, podemos
considerar la determinacién de la conductividad eléctrica (CE), que se encuentra
relacionada con la salinidad del suelfl incremento deeste parametroha sido
relacionado con un descenso de la productividad ved&apta y Abrol, 1990; Doran y
Zeiss, 2000; Arshad y Martin, 2002; Eigenlegrgl., 2002; Ferrerast al., 2006)y con
alteraciones de la biomasade la estructura de las poblaciones microbianas del suelo
(Pankhurset al,, 2001; Sardinhat al,, 2003; JorgdMardomingoet al,, 2013) Por otra
parte, el pH del suelo también ha sido empleado como indicador en leva@o
namero de investigaciones, ya que su valor se encuentra muy relacionado con la
distribucion de los nutrientes en el suelo, la toxicidad de algunos compuestos, como
los metales pesadd$choenholtzt al., 2000; Arshad y Martin, 2002; Singh y Agrawal,
2008) (de SantiageMartin et al., 2013) e influye sobre la distribucion de la microbiota
del suelo de forma muy direct&ierer y Jackson, 2006; Laulkéal.,, 2009)

Las investigaciones de suelos tratados con enmiendas organicas sefialan
alteraciones de algunas de estas variables en el suelo como, por ejehgéscenso
generalzado delpH, el aumento de la conductividad eléctrica y del grado de humedad
medida en el suel(Meleroet al., 2006; Gonzaledbiernaet al., 2012; Geet al,, 2013)

Por otro lado, el incremento de la materia organica contribayéa formacion de
agregadosn el suelo y, por tanto, a la estabilidad de su estructura f(Bioagiovanni
y Lobartini, 2006; Tejada y Gonzalez, 2007; Verehak, 2011)

1.3.3.3 Indicado res bioldgicos (no microbianos)

Cada vez se encuentra mas extendido el ustodedicadores bioldgicos para
evaluar la salud del suelo deloi a la importanciale los procesos bioldgicos en las
funciones del suelo y la sensibilidad que muestran frente a las alteraciones del suelo
como, por ejemplo, la aplicacion de enmiendas organi¢diessbactet al, 2007;
Creametet al,, 2014) El tipo de organismos que se puede utilizar es muy variado, per
habitualmente se usamvertebradoscomo losartropodos y anélidos por su elevada
diversidad en el suelo y proximidad a los microorganis(hp, 2002; Lavelle y Spain,
2003) Losanélidos como las lombrices de tierra, se consideran buenos indicadores
biologicos de la salud del sugtmr su capacidad de producir canales y mejorar la
aireacion y distribucion de agua, ademas dw per portadores deauna microbiota
caracteristicakn el caso de lartropodos, la mayoria deellos desarrollan alguna fase
de su ciclo vital en el suelo favoredo la circulacion del aire y del agua, ademas de
formar parte de la cadena trofica, lo quedunda en una mejor distribucion de

44



nutrientes a lo largo del suelo aumentando su disponibilidad para los microorganismos
(Coleman y Wall, 2015)

wQuimicos materia organica, cationes, fésforo disponible, metales
pesados yontaminantes emergentes.
no wFisicosy fisicquimicostextura del suelo, porosidad, estabilidad de
microbianos Io.s a’gr.egados, pl-_|, cor.1duct|V|d,ai.é.ctr|ca y r,u.Jmedad. )
wBioldgicos (no microbianosgndlisis de anélidos y artropodos.

| SALUD DEL SUELO |

wlndicadores de biomas&l, FE, SIRATP.

wlndicadores de actividad metabdlicRespiracion basal o actividades
enzimaticas concretas.

1aTa[lor=10 (0] 1kl windicadores de diversidad funcionanalisis de CLPPs mediante
sistema£coplatéM, multiSIR MicroRespM.

wlindicadores de diversidad microbiana:
¢ Fenotipicosanalisis ddos fosfolipidogPLFA).

¢ Genotipicosextraccion de DNA, amplificacion del gen 16S (en el
caso de bacterias) seguido de otr@snicas (Pirosecuenciacion

Indicadores

microbianos

Figurad. Indicadores de laaud del suelo.

1.3.4 Indicadores microbianos

Los indicadores microbianos son de gran importancia porque miden con
rapidez y sensibilidad el estado del suelo frente a distintos usos agricolas y
tratamientos(Fliesshchet al,, 2007; Garci®reneset al., 2013) Esto es debido a que
el valor de estos indicadores depende de otros previamente comentados, como el
contenido de materia organica, el pH, la estructura fisica del suelo, o de otros aspectos
ambientales, com la temperatura y la humeda@rshad y Martin, 2002; Brockedt
al., 2011)

1.3.4.1 Indicadores de biomasa y actividad m etabdlica

La medicibn de la biomasa microbiana y su actividad metabdlica se ha
empleado en un gran numero de andlisis del estado de suelos alterados por diferentes
motivos, como la influencia de los factores climéaticos, técnicas agricolas o diferentes
regimenes de fertilizaciofPérezPiquereset al., 2006; Chapmaet al,, 2007; Singh y
Agrawal, 2008; lgt al., 2008; Zhaet al., 2014)

Labiomasa microbianadel suelo constituye la partde los microorganismos
Vivos presentes en €l y se ha relacionado con distintos aspectos como las funciones de
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los microorganismos del suelo, la diversidad microbiana, la actividad enzimatica, la
descomposicion de residuos organicos, los ciclos de losates) la solubilizacién de
algunos nutrientes, la degradacion de compuestos xenobibticos nocivos, la estructura
del suelo, el almacenamiento de la materia organica y el control de patégenos de las
plantas(Kaschulet al, 2010) Existen tres métodos habitualesrpda determinacion

de este parametrqKandeler, 2015)1) porel método fumigaciéancubacion (Fl) en el

que se comparal CQ emitido en dos muestras del mismo suelo, una fumigada con
cloroformo y otra no,(Jenkinson y Powlson, 1976)) porel método fumigacion
extraccion (FE) en el que se compal@arbonomicrobianoextraido de dos muestras

del mismo suelo, una fumigada con cloroformo y otramedido medianteoxidagon

con permanganato potasicqVanceet al, 1987)y 3) por determinacion de la
produccion de COen presencia de una solucion de glucosa o extracto de levadura
(Substrateinducedrespiration SIRYAnderson y Domsch, 1978; Fierer y Schi2@03)

que se produce por la estimulacion de la respiraciompakte dela poblacién viva del
suelo. Estas son las técnicas mas empleadas, aunque con la medicion de ATP en el
suelo también se puede estimar la biom&3ankinson y Oades, 197@demas de ser
también un indicador de la actividad de las poblaciones del Ddlp, 2001)

Dentro de la parte que se refiere a lactividad microbiama, se puede
determinar la respiracion basal del su¢RB)(Bastidaet al., 2008c; Creameet al.,
2014) o las actividades metabdlicas concretas frente a determinados sustratos
(actividades enzimaticas). En el primero de estos procssawide la produccion de
CQ debida a la respiracion o mineralizacion de la materia organica presente en el
suelo, la cual dependentre otros factoresde su grado de complejidad y cantidad
(Zhanget al,, 2006) Asi, la pérdida de materia organica del suelo, por ejemplo por
deforestacion, reduce el contenido en materia organi¢cggr tanto, la RB de sus
poblaciones microbiana@Bastidaet al., 2006) Por el contrario, en un suelo agricola
manejado de forma sostenible la actividad microbiana es mafgmgreciéndose un
aumento desu RB(Babujiaet al, 2010) El segundo de estos indicadores realidad
consiste en la mediciébn de un conjunto de actividades enzimaticas que giavan
indicar lasalud del suelo cuando se observan variaciones en @lasnipieriet al,
2002; Tayloret al, 2002; AcostdMartinez et al, 2007; Bowleset al., 2014) Las
actividades enzimaticas de los microorganismos pueden proceder de enzimas
constitutivaso adaptativas, relacionadas con la proliferacion o con algunas reacciones
concretas de los ciclos biogeoquimid@chimel y Bennett, 2004; Kandeler, 20156)
también son capaces de indicar el tipo de actividad microbid@a. ejemplo, la
actividad de la catalasa y deshidrogenasa indicarian la actividad interna de los
microorganismos p@ue son enzimas intracelulares, mientras que las enzimas
hidrolasas (como la ureasa, proteasa, fosfatasa y glucosidasa, que son extracelulares)
se emplean para conocer la cantidad y la calidad de la materia organica del suelo, ya
que participan en sus peesos de degradacidastaldet al, 2008) En general, estas
técnicas detectan un incremento de la biomasa y la actividad metabdlica de las
poblaciones microbianas del suelo tras la adicion de las enmiendas debido al
incremento en nutrientegSingh y Agrawal, 2008; de Arawgb al., 2010)y son lo
suficientemente sensibles como para aportar informacion acercapteldié enmienda
utilizada y ademas, de informasi ésta contiene algun compuesto téxico que pudiera
afectar a la microbiota del sue{de Araujcet al,, 2010; Tarrasoéet al., 2010)
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1.3.4.2 Indicad ores de la diversidad funcional

Este tipo de indicadores mide los perfiles de consumordeserie de sustratos
y Su uso cada vez se encuentra mas extendido porque aporta informacion sobre los
procesos metabodlicos que el suelo es capaz de desempé&date gran utilidad
especialmente cuando no es posible obtener una informacién mas precisasde |
poblaciones, como su diversidad taxoném{gannedy y Smith, 1995; Sharmegal.,
2010; Kandeler, 2015 eniendo en cuenta que el metabolismo microbiano es reflejo
de la diversidad genética y los factores ambientales y ecoldgicos, los perfiles
metabolicos son de gran utilidad para deninar el estado del suel@aket al,, 1994)
Asi, una de las formas de determinar la diversidad funcional es por medio de los
perfiles metabdlicos de consumo de una serie de sustratos organcdCLPPs
(Communitylevel physiological profiles(Garland y Mills, 199]1)puesto aqe el
metabolismo de los sustratos de carbono es fundamental para el desarrollo de las
funciones ecologicas que realizan los microorganismos en el §0atapbellet al.,
2008; Lerctet al,, 2013) Existen diferentes dispositivos comerciales para la medicion
de CLPPs. ElI método original fue desarrollado por Garland &ohog plate, que
consistié en un ensayo miniaturizado de la deg@dn por oxidacion de 95 sustratos
de carbono donde se produce la reduccion de un compuesto que da color en el medio
de cultivo(Garland y Mills, 1991) a seleccion de los sustratos de carbono utilizados se
basé en aquellos presentes de forma habitual en el suelo, perfeccionantiséarde
con nuevos sustratos de una mayor relevanciml@&gica(Campbellet al., 1997)
Posteriormente,se introdujeron mejoras en estos sistemas, como por ejemplo en el
sistemaEcoplaté™, que disponia tnicamente de 31 sustratos mas especfifiosam,
1997) La principal critica a estos sistemas reside en que la actividad se mide
Unicamente en la fraccion procedente de un extracto de s(@lmpmaret al., 2007)
Ademas de estos sistemas, otises basan en la determinacién del oxigeno consumido
para la degradacion de los distintos sustra@sirlandet al., 2003)y otros que, por el
contrario, miden la cantidad de G@mitida en el mismo proceso. Dentro de @st
ultimos, Degens y colaboradores desarrollaron un método en el que se media la
respiracion inducida por los sustratos (SIR) con muestras de suelo entero introducidas
en botellas (multiSIR)YDegens y Harris, 199®osteriormente, esta metodologia fue
miniaturizada en placas multipocillo por Campbell en el dispositiicroresg™
(Campbellet al, 2003) MicroResp" ofrece un método rapido y sensible para la
determinacion de CLPPs en el suelo, por lo que se ha utilizado para diferentes tipos de
suelos de cultivo, suelos contaminados, suelos tratados con distintas enmiendas o bajo
distintas condtiones ambientalegCampbellet al., 2008; Oren y Steinberger, 2008;
Berardet al., 2011; Berarebt al,, 2012; Wakeliret al., 2013; Berarekt al,, 2014) Con el
uso de estasécnicas en los suelos tratados con enmiendas organicdsag un Unico
resultado y se ha comprobado la apariciéon tanto de un incremento de la diversidad
catabdlica (CLPFjracet al., 2012; Torregt al,, 2015) como una disminucio(Bastida
et al, 2013) Sin embargo, las técnicas basadas en la medicion de CLPRBespara
discriminar la presencia de diferentes enmiendas organicas en el suelo, aspammo
determinar el estado de su microbiotéPérezPiquereset al., 2006; Cordovikt al.,
2011)
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1.3.4.3 Indicadores de la diversidad microbiana

La salud de un suelo puede ser evaluada analizando la estructura de las
comunidades microbianas, dado que lagiaciones de éstas son muy sensibles a los
cambios producidos en el suelo como, por ejemplo, tras el uso de distintas técnicas
agricolagAllison y Martiny, 2008; Rachéd al., 2013) Segun Alkorta y colaboradores,
las técnicas qe analizan las comunidades microbianas se pueden clasificar en
fenotipicaso genotipicas Las primeras recogerian los indicadores comentados en el
punto anterior, correspondientes a la funcionalidad de las poblaci¢Ge$Ps) y las
actividades enzimaticasy al estudio molecular de otras estructuras celulares
(fosfolipidos), mientras que las segundas englobarian al conjunto de técnicas
moleculares derivadas del estudio del material genético, que son independientes de
cultivo (Alkorta et al., 2003) La principal razon que motiva el uso de estas técnicas
moleculares radica en su mayor significacion estadistica ya que analipaaya
namero de datos déas poblaciones psentes en las muestras de sudim cambiolas
técnicas dependientes de cultifenotipicas)solamente son capaces de detectar una
pequeia parte de la microbiota del suelo (cercana &lén el caso de las bacts),
debido a la dificultad que existe a la hora de desarrollar condiciones de crecimiento
apropiadagTorwiket al., 1998; Atlas y Bartha, 2002; Shokrafial., 2012)

Entre las técnicasnoleculares podemos encontrar las que miden algunas
estructuras celulares o las que se basan en la determinacion del material genético
presente en el suelo. En las priras, una de las técnicas mas empleadas es la que
estudia la composicion en acidos grasos de los fosfolipidos de membranas celulares
(phospholipid fatty acid analysisPLFA) que es distinta en funcién del tipo de
microorganismo, pudiéndose determinar de &shanera las proporciones existentes
de cada uno de ellos entre los distintos tipos de comunidades micrabig, de esta
forma, conocer sse han producido alteraciones tras distintas condiciones. Esta técnica
se ha empleado en el andlisis del suelo bdjstintas condiciones ambientales
(Frostegarcet al., 1991; Bossiet al., 1998; Bailewt al., 2002; Normanet al., 2015) o
por el uso de distintas enmiendéBeterseret al., 2003; Bastid&t al., 2008b; Nicolas
et al, 2014) A pesar de la rapidez de esta técnica, el uso de la misma podria ser
impreciso en algunos casos ya que la proparcié estos componentes de membrana
es variable segun las condiciones ambientales en las que se encuentren los
microorganismos y su estatus fisiologidmuxet al., 2015) por lo que se sugiere el
empleo de otras técnicas con una mayor resolucion, como aquellas basadas en el
analisis del material genétigGarciaOreneset al., 2013)

Estas técnicas estan basadas en el genotipo y mas concretaemerlesstudio
de la metagenomicéMyrold et al,, 2014) Para el estudio de las bacterias, muchas de
ellas se encuentran basadas en la secuenciacion del gelmat&3iang cuyo analisis
ha contribuido a grandes avances para el estudio de la biodiversidad y la ecologia
microbiana (Tringe et al, 2005; Elshaheckt al, 2008; Bevivincet al, 2014) La
amplificacion de este gen seguida de distintos métodos, denomindeldsiella digital
(fingerprinting, como DGGE/TGGE;RFLP, ARDRA, RIg&rk et al, 2004) o
simplemente utilizando técnicas de secuenciacién sencillas (Sanger) o de tipo masivo
como la pirosecuenciacigiiRoesctet al., 2007; Hamadgt al,, 2008; Rot al,, 2011;
Curiel Yusteet al., 2014) son de gran utilidad para conocer la composicion de las
comunidadesmicrobianas en diferentes ambientes. Una de las ventajas de estas
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técnicas es que se puede profundizar en todos los niveles taxonomicos de las
poblaciones desde el nivel ddo bacteriano hasta el despecie No obstante, el
concepto de especie en microhologia es complicado de definir dada la gran
variabilidad que tienen los microorganismos asi como la existencia de procesos de
transmision horizontal de material genético entre diferentes organismos. Sin embargo,
pese a la potencia de estas técnicas, gsia deben de considerarse de forma Unica
puesto que pueden presentar limitacion@dshioet al., 2014) Por ello, es necesario
complementar la informacién obtenida entre digas técnicafGeet al., 2013)

Por lo tanto, laimportancia de medirla salud del sue por medio de
indicadores microbianosioleculareses debidaa laelevadaproporcion de informacién
genéticaque nos proporciongBastidaet al, 2008c) que se encuentra basada am
rango de3000 a 1100@enespor gramo de sueldTorsvik y @vreas, 200Bor esta
razon, el incremento en el nimero de estudios que usan estos indicad@easecido
de formaimportante (Fiereret al., 2012b; Carbonettet al, 2014) Como ya se ha
comentado previamente, la diversidad microbiana es de gran importancia para que el
suelo pueda llevar a cabo sus funcionBer lo que conla informacion obtenida
mediante estos indicadoremicrobianos genéticopodemos describir la diversidad
taxonémica de las poblaciones presentes en el suelo, ademas de la diversidad
funcional, por ejemplo mediante la determinacion de genes que codifiqueimas
involucradas en distintas funciones del su@astidaet al., 2008c)

En términos de idersidad microbiana,al adicion de enmiendas en el suelo
provoca distintos efectoda mayor parte de los estudios sefala un incremento de la
diversidad, tanto taxonomica como funcionalebido a la adicion externa de una
mezcla de compuestos organic@=arrellet al, 2010; Thuyet al, 2014; Zheret al.,
2014) Sin embargo, en algunos casasbién puedeoroducirseuna disminucion de la
misma (Chaudhry et al, 2012) debida a diferentes aspectos relacionados
directamente con las enmiendas como, por ejemplo, el contenido en metales pesados
(Ganset al, 2005) o bien, a cambios fisigguimicos como la modificacion del pH
(Fierer y Jackson, 20068ptra razén, ahora microbiologica, podria ser la sustitucion
temporal de |Is poblacionesiativasdel suelo por parte de las poblaciones afadidas
por las enmiendas en grandes cantidad@sndimPorto, 2012)

A partir de un ensayo previen el que se evafu el efecto dedistintas
cantidades de lodos de depuradora en el mismo tipo de suelo ag(fotedimPorto,
2012) mediante el analisis preste hemos pretendidoampliar el estudio de la
evaluacion ddos efectos sobre la salud del suelo trks aplicacién de una cantidad
elevada de basura compostada y de lodos de depuradoraNthgta™). La razén de
utilizar esta cantidad se debe a que lagieultoresempleancantidades elevadas a
veces durante afios consecutivos. Nosotros hemos prefegdbzar la aplicaciéen
una sola vezanalizando sevolucbn sin ninguna otra manipulacion durante 30 meses,
de tal manera que la cantidad anuatal aplicadafuesemuy similar a la que se utiliza
en agricultura de manera habitual. En este trablagmospretendido describir como
se afecta la salud del suelmediante marcadores microbianos (fisiologicos, de
actividad microbiana y de diversidad funcional y taxondémica) medidos de forma
trimestral a lo largo de, al menos, 24 mesds,tal manerague nos permitgra sugerir
qué tipo de enmienda es mas favorable para ellsugesde el punto de vista
ambiental.
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1.4 Objetivos generales

1 Evaluar el impacto de diferentes enmiendas organicas en un suelo agricola bajo
clima mediterraneo mediante el estudio de 1) la biomasa y la respiracion
microbiana, 2) los perfiles metabdlicode laspoblaciones microbianay 3) los
perfiles taxonémicos.

1 Describir marcadores metabdlicos y taxondmicos que definan las alteraciones
microbianas que se producen en un suelo enmendado.
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Capitulo I

2 Analisis fisioldgico de la microbiota de
suelos agricolas enmendados con altas
dosis de enmiendas organicas
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2.1 Resumen

Laaplicacionde residuos organicosn elsuelo se realiza principalmente por dos
razones: para eliminar la gran cantidad de residuos organicos generadas arbes y
para mejorar las caracteristicas del sugledianteun aumento de su cantidad de materia
organica. No obstante, su aplicacion provoca cambios en la composicion quimica y en el
estado fisico del suelo, que se reflejan en la aparicibn de cambios en la microbiota
presenteen el mismo En este sentido, algunasriables fisioldgicas de las poblaciones
microbianas del suelo, como la respiracion basal (RB) y la biomasa, son Utiles para evaluar
el estado microbiano de un suelo tratado con estos residuos. Por regla general, se produce
un incremento del valor de es$ variables, el cual indica una potenciacién de la actividad
microbiana del suelo y, por tanto, de su funcionalidad. Sin embargo, también se pueden
producir aspectos negativos como una liberacion excesiva del carbono a la atmdsfera en
forma de CQo alteraciones de la biomasa microbiana, que pueden persistir durante afios.
Es por ello, que consideramos que la monitorizaciéon de estos parametros en el suelo
constituye un enfoque apropiado para evaluar el impaatdargo plazode diferentes
enmiendas organicasobrela microbiota de los suelos agricolas.

En el presente andlisis se ha determinado la RB y la biomasa microbiana de suelos
agricolas tratados con elevadas dosis (W&fha') de diferentes residuos organicos:
basura compostada (suelo B) y lodos dewtapgora aerobio (suelo A) y anaerobio (suelo
N). Los muestreos sealizarontrimestralmente a lo largo de dos afios en el caso de los
suelos A y N, y dos afios y medio en el del suelo B. Para medir estos parametros
microbiolégicos se ha utilizado una adagitm del sistema comercial MicroRé¥pque
permite la evaluacion de gran cantidad de muestras en un formato de multipocillo.

La RB del suelo se incrementd durante el primer afio, especialmente en los
primeros muestreos de todos los suelos enmendados. Rerainsegundo afo de ensayo,
la RBdel suelo se mantuvo elevada en los suelos enmendados con lodos de depuradora
pero disminuy6 en el suelo B, alcanzando valores proximos a los del suelo control. La
distinta composicion quimica de las enmiendas podria laeresponsable de estas
diferencias puesto que los valores de RB dependieron fundamentalmente de la fraccion
mas labil del carbono afiadido. Por otra parte, la biomasa microbiana se incremento y fue
superior a la del suelo control en la mayor parte deslaslos tratados con enmiendas a lo
largo de todo el andlisis, en este caso debido a un aumento generalizado de la cantidad de
materia organica. A pesar de que las enmiendas ejercieron un papel importante en el
desarrollo de estos cambios, sobre todo en posneros muestreos, la influencia de los
factores climaticos como la humedad y la temperatura también fue relevante.

Del andlisis de los valores del cociente metabdlico {g€&tacion de la actividad
respiratoria por unidad de biomasa) podemos concluie tas poblaciones microbianas de
los suelos A y N permanecieron alteradas incluso 2 afios después de la aplicacién de las
enmiendas, indicando que no se encontraban completamente adaptadas. Sin embargo, las
poblaciones del suelo B adquirieron una estabdidsimilar a la del suelo control
caracterizada por valores bajos de gCID que indica que las enmiendas compostadas
afectan durante menos tiempo la actividad metabdlica de las poblaciones microbianas del
suelo, disminuyendo la produccién de gases dectbeinvernaderg pero sin dejar de
incrementarla cantidad de materia organica

53



2.2 Introduccion

La utilizacion de residuos organicos procedentes de areas urbanas para mejorar
las condiciones del suelo constituye una practica muy extendida en agricultura que
ayuda a resolver el problema del incremento constante de la cantidad de residuos
producidos enlas ciudades. Esta adicion provoca la modificacion de muchas
caracteristicas del suel¢Diacono y Montemurro, 2010fomo, por ejemplo, la
estabilidad de los agregados, el pH y otros factores ftpidmicos, asi como la
composiobn en materia organica y otros nutrientes que, finalmente, influyen sobre la
biomasa microbiana y su actividgd@Enwallet al., 2007; Franc®tero et al., 2012;
Nicolaset al., 2014) especialmente si estas enmiendas son aplicadas a dosis elevadas.
En términos ambientales y agricolas, el incremento de la actividad de los
microorganismos tras la adicion de las enmiendas promueve la liberacion de
compuestos que mejoran el desarrollo ldevegetacion y la formacion de agregados en
el suelo(de Araujoet al,, 2010; Thangarajaet al., 2013; Nicolast al., 2014)

Gran parte de las investigaciones indican que la adicion de enmiendas
organicas con un alto contenido en nutrtes labiles promueve el incremento de la
actividad microbiana. Esta puede ser determinada por medio de la medicion de la
respiracion basalRB, la cual se incrementa inmediatamente como respuesta a la
adicién de compuestos de facil degradacion, proceso conocido como efecto activador
o priming effect (Kuzyakowet al, 2000; Blagodatskaya y Kuzyakov, 20@8) eta
manera, el grado de complejidad quimica de las sustancias (labiesloitrante3 de
las enmiendas organicas influye directamente sobre la actividad de los
microorganismos del suel@rarrasonet al., 2010) En este sentido, la presencia de
compuestos de carbono labiles provoca unmeralizacién méas rapid@gMarschneret
al., 2003; Saviozzet al, 2014) mientras que la degradacion de compuestos de
caracter quimico mas complejwovocauna mineralizacion mas lenta al metabolizarse
en plazos de tiempo mas larg@&haoet al., 2008)

Ademas del incremento de la RB, la aplicaciébn de enmiendas organicas provoca
el incremenb de la biomasa microbian@Vvatsonet al, 2002; de Arauj@t al, 2010;
Diacono y Montemurro, 2010; Sciublea al, 2014) Este incremento se encuentra
relacionado con la disponibilidad de nutrientes en el suelo, debido a que las
poblaciones microbianas son capaces de utilizarlos para su crecinfieenanet al.,
2005) Por otro lado, diversos autores sugieren que parte del incremento de la
biomasa microbiana también se debe a ddicion de los propios microorganismos
presentes en las propias enmiend&arciaGilet al., 2000; Rost al., 2006a)

La determinacion de IRBse fundamenta en la medicion del £€mnitido por
parte de los microorganismosdel suelo. De forma similar, la biomasa se puede
determinar estimulando la respiracion del suelo mediante la adicion de una solucién
de glucosa o de extracto de levadusulfstrateinducedrespiration SIR)Ambos &
tratan de métodosfisiologicoshabituales en este camp@nderson y Domsch, 1978;
West y Sparling, 1986; Fierer al., 2003; Berarcet al., 2011)que presentan ventajas
como su sencillez, rapidez y bajo coéandeler, 2015)Ademas, la medicion de la
respiracion basal (RB) y de biomasa microbiana del suelo tras la aplicacion de
enmiendas organicas se utiliza habitualmente para evaluar el estado de la microbiota
del suelo(Roset al., 2006b; Bastidat al., 2008b; Sciubbat al, 2014) La mayor parte
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de los estudios realizados coinciden gue se produce un incremento del valor de
dichas variables, que puede observarse durante periodos largos de tigBagtidaet

al., 2008a; GondinfPorto, 2012)y que ha sido siempre considerado como un signo
positivo de la salud del sue{Biacono y Mntemurro, 2010)

Sin embargo, no siempre un incremento de la respiracién y/o biomasa supone
un efecto beneficioso ni un sintoma de un estado saludable del suelo.
Independientemente de que la aplicacion de enmiendas organicas mejore las
caracteristicagdisicas y quimicadel suelo(Lal, 20043)la microbiota del suelo puede
verse afectada por la presencia de sustancias téxicas endiolios organicoéSingh y
Agrawal, 08; MartinezBlancoet al,, 2013) Por ejemplo, los metales pesados u otros
compuestos nocivos de las enmiendas podrian alterar los valores normales de
respiracion y de biomasa microbiana del su@avaret al, 2005; Jiméneet al,, 2007;
de Araujoet al, 2010; Liet al, 2013) En este sentido, la observacion de algunos
indices fisiol6gicos, comol eociente metabdlico (qCG{ que relacionan ambas
variables puede ser una manera 0til de abordar el impacto causado sobre las
poblaciones microbiana@nderson y Domsch, 201dpe hecho, su uso se encuentra
muy extendido en este tipo de estudif@rgeMardomingoet al,, 2013; Bran Nogueira
Cardosoet al, 2013; Mattanaet al, 2014) Asi, un incremento de la actividad
respiratoria por unidad de biomasa (qgQuele ser interpretado en algunos casos
como un sintoma de estrés de las poblaciones microbianas del @kajokcioglu,
2013)

Por lo tanto, la aplicacion de enmiendas organicas en suelos agricolas influye de
forma positiva sobre las caracteristicas del suelo, aunque a la luz de diversos trabajos
la microbiota del suelo puede verse afectada de diferente manera en funcion def tip
cantidad de enmienda aplicada. Por esta raztbmsideramos que el estudio de las
alteraciones fisiologicas, provocadapor la adicion de altas dosis de distintas
enmiendas organicas en la microbiota del suelo a través de la medicién de la RB y de la
biomasa microbianapuede ayudar a esclarecet impacto sanitario y ambientale
esta practica agricola.

2.3 Objetivo especifi co

1 Evaluar el impacto fisiologico que se produce sobre las poblaciones
microbianas del suelo derivado de la aplicacion de diferentes enmiendas
organicas (compostadas y sin compostar) mediante la determinacién de la
respiracion basal (RB) y la biomasa mici@na y su evolucién a lo largo del
tiempo.
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2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Caracteristicas del suelo agricola y de las enmiendas
organicas

A continuacion se describen el suelo agrietibzadodurantetodo el trabajoy
las enmiendas organicas que se aplicaronre@l mismo Estas enmiendas organicas
fueron proporcionadas pomna planta de gestion de residuos €66 urbanos
(basuracompostadaBC) y pordos estaciones de depuracién de aguas residuales
(EDAR) (lodo aerobio, LAE; y lodo anaerobio, LA8iA&Nte bs afos 2009 y 2010.

2.4.1.1 Area de estudio: localizacion y contexto edafolégico

El presente trabajo se llevo a cabo en unas parcelas agricolas localizadas en el
OSYyiNRB RS SELSNAYSY(GlIOAsy FIANINARI &[]l A&t
Investigacion y Dmarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA) de la Comunidad de
Madrid en el municipio de Arganda del REig(irab).

e
4 *E:.nl_‘"e.-
N o

A

Figurab. Localizacion de las parcelas de estudio.

Localizacion y disposicion de las parcelatadinca experimentaft [A-a f | € R
situado a 4018° 43" de latitud, 326" de longitud y 618 m de altitud. En la ampliac
se muesta una fotografia de satélite de las parcelas agricolas de experimentacior
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El suelo de la finca experimental estaba compuesto de sedimentos cuaternarios
de la cuenca del rio Jarama. Estos sedimentos de origen aluvial dieron lugar a un
Fluvisokalcareo ge en la actualidad presenta caracteristicas propiagwuteosol(IUSS
Working Group WRB, 20Qf)or tener una marcada influencia humana debido a su uso
agricola, a pesar dgue llevaba mas d&0 afios sin utilizarse con estos fines.

Morfologicamente sepudieron diferenciar tresorizontes, en primer lugar un
horizonte antropopedogénicasuperficial (Ap) (040cm) con propiedades analogas a
un horizonteAnthragric con un contenido en carbono organico proximo &b,lun pH
moderadamente basico (pH=8), baja pedregosidad superficih permeabilidad. En
este primer horizonte es en el cual se tomaron las muesirablél). Inmediatamente
debajo de este horizonte, el suelo ¢enia un horizonte subsuperficial (AC)
(40-105cm) con una marcada compactacion por el uso de maquinaria agricola de
manera intensiva, aunque también se aprecié en la morfologia cambios texturales de
acumulacion de arcillas. Por ultimo, se distinguierovedios horizontegle tipo C,
entre los 105200cm, que se diferenciaron por cambios texturales de los materiales
provenientes del transporte fluvial.

Profundidad (cm)Arena fina (%)Limo (%)Arena (%)Arcilla (%) Clase textural
0-20 7,8 41,3 23,6 27,3 |Franco-arcillos
20-40 15 29,1 41,1 28,1 |Franco-arcillos

Tablal. Textura del horizonte superficial del que se obtuvieron fasiestras.
Datos cedidos por el grupo del profesor Casermeiro del Departamento de Edat
de la Facultad de FarmagidCM)

2.4.1.2 Enmiendas organicas: Basuras compostadas y lodos de
depuradora

Las enmiendas organicas constituyen un producto derivado del procesamiento
de los principales residuos generados en las areas urbanas. Tras diversos tratamientos,
las basuras recogidas (residuos urbanos)mocesadagn instalacionegle gestion de
residws. Por otra parte, de la depacion de aguas urbanas en EDg#&Robtienen los
lodos. Las enmiendas utilizadas en este trabajo fueron:

1 Basura compostada (BClesiduos urbanos cuya fraccidon organica sufrid un
proceso de compostaje. La enmienda procede @gitro de compostaje del
Parque Tecnolbégico de Valdemingbmez, que procesa los residuos urbanos
procedentes del municipio de Madrid.

1 Lodos generados por digestion aerobia (LABRRas el proceso de digestion se
realiza un proceso de secado al aire. Este loahwiene de la EDAR de Toledo
(CastillaLa Mancha)

1 Lodos generados por digestion anaerobia (LANAESte lodo proviene de la
EDAR de San Fernando de Henares (Madrid).

La composicion quimica de los residuos se muestra €ala2.
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BC | LAE|LANAK BC | LAE | LANAE

Peso seco (%) 33,9| 23,2| 22,1 Pgkd) |37| 74| 153
pH 65| 82| 7,7 K (g kg) 47| 54 | 44
CE(ds/ |158| 15| 14 Ca(gkd | 41| 35 | 50
TOC (g K9 |195,3|344,9 249,9 Mg (gkg) | 51| 3 4,8
Lp, (%C) 45| 69| 38 Fe(gkg) | 51| 4 | 61
Lp, (% C) | 43| 95| 3,6 Cd (mgkd) |0,89| 0,78| 2
R(%C) |704| 85| 6,3 Cr(mgkg) |108| 17 | 71

cQz @) | 59| 13| 41 || cu(mgkd) | 231] 91 | 232
Ny (g kg') 19,1 | 42,01 46,01 Hg(mgkd) | 14| 01 5
H4-N (mg kg)| 0,16 | 2,2 | 2,1 Ni(mgkg) | 7 | 21 | 35

O;-N (mgkg)| 0,05 nd | nd Pb(mgkd) | 132| 28 | 265

CIN 102| 82| 54 Zn (mg kd) | 433 | 237 | 1296

pd

pd

Tabla2. Composicién quimica de las enmiendas organicas.

Basura compostada (BC); lodo obtenido por digestion aer¢b/E) y anaerobi
(LANAE); Parametros fisicos y quimicos: conductividad eléctrica (CE), ¢
organico total (TOC), fraccién de carbono labil 1 (Lpl), fracciébn de carbono
(Lp2), fraccién de carbono recalcitrante (R), nitrégeno tota), (Bato ro disponible
(nd). Estos datos fueron proporcionados por los suministradores respectivos
enmiendas. Todos los datos de la tabla estan referidos a peso seco de la enmiel

Los tres residuos mostraron un contenido en metales pesados por debajo de la
concentracion umbral establecida por la legislacion para su utilizacion en agricultura
(European Commission, 1986; BOE, 1990; European Commission, 2004)

2.4.2 Disefio experimental

Las enmiendas fueron recibidas y aplicadas en dos momentos distintosadel af
(como se detalla mas adelantedalizandose el primer muestreo una semana dgEsp
de ser adicionadas. Se decidié aplicar una concentracion elevadMligd") al igual
gue en otras investigacionegealizadas por nuestro grupo de investigac{@ondim
Porto y NavarreGarcia, 2010; Gondhforto, 2012; Gonzalddbiernaet al, 2012;
JorgeMardomingo, 2014)

2.4.2.1 Distribucion de las parcelas, nomenclatura, calendario y da tos
climaticos de los muestreos

Las enmiendas organicase depositaron en parcelas de 25m a una
concentracion de 16Mgha*, en dos momentos concretos: noviembre de 2@@9a
el caso de la basura compostada (BC) y mayo de 2010 para los lodos de depuradora
(LAE y LANAE). Ademas de las parcelas con enmiendas (suelos B,, A y N
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respectivamente para cada enmiendse incluyé una parcela conti@uelo S) en la

qgue se realizarorlos mismos analisis que en las parcelas de suelos enmendados
(Figura6). Este esquema basico de 4 tipos de parcelas se realizé por triplicado. Las
parcelas se distanciaron de las adyacentes (5 m)lfara evitar posibles influencias o
contaminaciones cruzadakas enmiendas se mezclaron con el horizonte superficial
mediante el uso de un motocultatejando transcurriuna semana hasta que se rizal

el primero de los muestreosg] cualse llevé a cabo el 1 de diciembre de 2009 para las
parcelas de SO y BUgbla3) o el 10de mayo de 2010 para las parcelas de A0 y NO.
Desde el momento de la aplicacion de las enmiendas no se realiz6 ninguna actividad
agricola, hde mantenimiento ni de regadio. En las estaciones de primavera y verano
se observo el crecimiento de vegetacion silvestre sin destacarse grandes diferencias
entre unas parcelas y otras.

Figura6. Esquema de la distribucidmimensiones de las parcelas y nomenclatura
las mismas.

Suelo control (S), suelo enmendado con basura compostada (suelos B),
enmendado con lodo aerobio (suelos A) y suelo enmendado con lodo anas
(suelos N). En total 12 parcelas independientes.

2.4.2.2 Recogida ypre-tratamiento de las muestras

La recogida de muestras se realizd entre los meses de diciembre de 2009 y
junio de 2012 tomandose las muestras cada 3 medJedléd 3), confome a la
metodologia descrita por PaetfPaetz y Wilke, 2005)Se utiz6 una barrena
ergonomica de la casa comercialjkelkamp disefiada para la toma de muestras
cilindricas de suelo. En cada parcela se muestrearon tres puntos distintos de suelo
(submuestras) Las tressubmuestras cilindricas se mezclaron en una bolsarigsté
distinta para cada parcela (réplica), y a continuacion se almaeemdos fracciones
una mayoritaria para los analisis metabdlicosen recipientesde analisis clinicos
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