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RESUMEN

En Espana, la legislacion minera obliga, desde el afio 1982, a que todas las actividades mineras realicen
trabajos de restauracion con el fin de devolver al entorno aquellos terrenos afectados por las actividades
extractivas. En la presente tesis doctoral se ha comprobado la aplicabilidad de los lodos de depuradora
que han sido sometidos a secado térmico, como fuente de materia organica (MO) y nutrientes para
sustratos minerales de restauracion (residuos de extraccion y de trituracion) de areas dedicadas a
actividades extractivas de piedra caliza a cielo abierto. La mayoria de los trabajos de restauracion de
canteras se realizan con residuos de extraccion de la propia explotacion, sin embargo hasta el momento no
se habian utilizado los residuos de trituracion. Los residuos de trituracion, contienen un alto porcentaje
de fragmentos gruesos, que los hacen inhospitos para la vegetacion debido a su pobre capacidad de
retener agua y a su capacidad limitada para suministrar nutrientes, por lo que la revegetacion directa seria
casi imposible. En nuestro trabajo hemos utilizado parametros bioquimicos como indices de calidad del
suelo o indicadores del éxito de la restauracion. Los valores obtenidos en dichos indicadores se han
comparado con los de los suelos naturales con minima perturbacion antropogénica considerados
representativos de los distintos tipos de suelos que existen en Catalufia. Para facilitar los procedimientos
rutinarios de analisis del suelo se evalud el efecto del pre-tratamiento de los suelos (secado al aire o

secado al aire y rehumedecimiento) sobre los parametros bioquimicos.

En la primera parte de la tesis el estudio del rango de valores de Carbono organico (C), C-
biomasa microbiana (CBM), carbohidratos totales (CHT), carbohidratos extraibles (CHE), respiracion
basal (RB) y actividades B-glucosidasa (GLU) y B-galactosidasa (GAL) en los suelos naturales mostro
que estos valores son muy variables, pero estan generalmente dentro del rango de valores previamente
publicados para suelos nativos bajo condiciones mediterraneas. Las variables C, CHT y CHE, CBM y
GLU (directamente relacionadas con el contenido de MO, y con el contenido y actividad microbiana)
fueron apropiadas para caracterizar los diez suelos estudiados. El secado al aire de las muestras de suelos
puede considerarse un pre-tratamiento valido en las evaluaciones de CBM, RB, GLU y GAL de estos
suelos. En cambio, el secado al aire y rehumedecimiento sobreestima y modifica el rango de las

actividades enzimaticas estudiadas.

En la segunda parte de la tesis, se evalud el efecto de tres lodos sometidos a secado térmico sobre
CHT, CHE, Carbono organico extraible (COE), CBM, RB, GLU y GAL y sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de dos tipos de suelos residuales (de extraccion y de trituracion), y se compar6 con la que
proporcionaron tres lodos compostados. El ensayo se realizo en lisimetros que fueron llenados con las
mezclas de lodo-suelo residual y con los controles, y los muestreos se realizaron inmediatamente después
de la preparacion de las mezclas y luego de dejarlos en el campo 13 meses. La adicion del lodo mejoro

claramente las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los suelos residuales y el efecto del tipo de



lodo fue mayor que ¢él del tipo de suelo. El efecto de lodo fue generalmente mas duradero sobre el suelo
de trituracion. Segun los cambios observados en CBM y RB, no hay pruebas de que los lodos tuvieran
efectos toxicos importantes. La pérdida MO luego de 13 meses de agregada la enmienda fue menor en las
mezclas que contenian lodos compostados. El efecto de los lodos disminuyd mas en el tiempo en los
parametros asociados a la MO facilmente degradable (RB, COE, CBM y CHE). El tipo de suelo residual
empleado como substrato solo tuvo efecto sobre los parametros que caracterizan la composicion de la
MO del suelo: COE, CHT y CHE, sin embargo no afecté el CBM, RB vy las actividades enzimaticas. Los
exudados radiculares y los restos vegetales contribuyeron al incremento los valores de GLU y GAL. El
efecto de los lodos difirid con el post tratamiento de los lodos; el secado térmico hizo la MO mas
facilmente degradable. Los datos obtenidos en las muestras finales secadas al aire para CBM, GLU y
GAL fueron representativos de aquellos obtenidos en muestras a humedad de campo. En contraste, el
secado al aire y rehumedecimiento de las muestras de suelo sobreestima los valores de las actividades
enzimaticas GLU y GAL, y las estimaciones en estas condiciones no fueron representativas de las

realizadas a humedad de campo.

En la tercera parte de la tesis se evalud la efectividad del proceso de restauracion comparando los
valores de los parametros de los suelos restaurados con lo de los suelos naturales y también con los
valores obtenidos en una experiencia previa de caracteristicas similares (experiencia RUBAU). Los
indicadores bioldgicos evaluados nos permitieron asimilar los suelos restaurados a los suelos naturales
con caracteristicas climaticas y litologicas similares, es decir suelos carbonatados con un contenido de
organica menor al 3%, y con pH superiores a 8 correspondientes a la zona mas arida. Los suelos
restaurados no mostraron correlacion significativa entre las actividades enzimaticas y la MO. Los suelos
restaurados de RUBAU presentaron valores superiores de CBM, CHT y CHE, sin embargo, los valores
de RB, GLU y GAL en estos suelos han sido inferiores a los hallados en nuestros suelos restaurados. Los
valores medios de CBM en las muestras de suelos naturales secado al aire fueron significativamente
menores que aquellos de suelos a humedad de campo. En cambio, en los suelos enmendados con lodos no
se observaron diferencias significativas luego del pre-tratamiento. El secado al aire aument6é la RB de los
suelos naturales, en cambio en los suelos enmendados con lodos, solo la mitad de las muestras analizadas
aumentaron los valores de RB respecto a las muestras a humedad de campo. No se observaron diferencias
en los efectos de secado al aire y secado al aire mas rehumedecimiento sobre los valores GLU y GAL

entre suelos restaurados y suelos naturales.

Palabras claves: Suelos de Cataluria, suelos restaurados, lodos de secado térmico, lodos Compostados,
actividad microbiana del suelo, enzimas del suelo, bioindicadores de suelo.



ABSTRACT

Since 1982 Spanish legislation obliges all companies engaged in mining to carry out restoration work
with the view to environmentally recuperate the lands affected by their activities. The present thesis has
shown the applicability of sewage sludges that had been subjected to thermal drying or composting, as a
source of organic matter (OM) and nutrients to restore mineral substrates (extraction and trituration
residues) of areas dedicated to limestone quarrying activities in the open. Presently the quarry restoration
activity is being performed with extraction residues; however so far no trituration residues have been used
in reclamation work. Trituration residues have a high content of coarse fragments which makes these
residual soils inhospitable to vegetation, due to their poor water holding capacity and limited ability to
deliver nutrients to the plants; this fact making direct re vegetation almost impossible. In our work we
used biochemical parameters as soil quality indices or indicators of restoration success. The values of
these indicators were compared with those of natural soils with minimal anthropogenic disturbance. To
facilitate the routine procedures of soil analysis, the effect of pre-treatment (air drying or air drying and
rewetting) of the soil on its biochemical parameters was evaluated.

In the first part of this thesis B-glucosidase (GLU) and B-galactosidase (GAL) enzyme activities, total
(TCH) and extractable (ECH) carbohydrates, organic carbon (C), extractable organic carbon (EOC), basal
respiration (BR) and microbial biomass carbon (MBC) were determined in natural soils The studied
biochemical properties were highly variable between sites but their values were generally inside the range
of those published before concerning native soils under Mediterranean conditions. The variables C, TCH,
ECH, MBC and GLU were appropriated to characterize the ten studied soils. Air-drying soil samples can
be considered as a valid pretreatment in MBC, BR, GLU and GAL evaluation of these soils, whereas air-
drying plus rewetting led to an over estimation and a change in the ranking of both enzyme activities
compared with field-moist samples

In the second part of the thesis we aimed to evaluate the effects of three composted and three thermally
dried sewage sludges on C, EOC, GLU, GAL, TCH, ECH, BR and MBC and on some physicochemical
characteristics of two types of debris (extraction soil and trituration soil) from a limestone quarry.
Lysimeters filled with debris-sludge mixtures and control soils were sampled immediately after
preparation and after being left in the open for 13 months. Adding sewage sludge clearly improved the
physicochemical and biological properties of the residual soil and the effect of the type of sludge was
greater than that of the type of soil. The sludge effect was generally more durable over the trituration soil.
At the end of the experiment the loss of organic matter was lower in the soils amended with composted
sludge than in those amended wit thermally dried sludge. The sludge effect decreased the most in MR,
EOC, MBC and ECH endpoints. The soil type only affected EOC, TCH and ECH. Root exudates and
plant debris contributed to B-glucosidase and B-galactosidase activities in the treated soils. The sludge
effect differed with the post treatments of the sludges: thermal drying made the sludge organic matter

more easily decomposable. Tthe values of MBC and of -glucosidase and -galactosidase activities in air-



dried soils had the same ranking as in field-moist soils, whereas air-drying plus rewetting led to a change
in the ranking of both enzyme activities compared with field-moist samples.

In the third part of the thesis we evaluated the effectiveness of the restoration process by comparing the
values of the parameters of restored soils with those of natural soils and also with those of residual soils
(RUBAU soils) that had been restored in a previous experience with similar characteristics. Evaluated soil
biological indicators allowed us to assimilate restored soil to natural soils with similar climatic and
lithological characteristics, namely carbonate soils with organic content of less than 3% and pH 8. The
restored soils did not show significant correlation between the enzyme activity values and the value of C.
The RUBAU soils presented higher values of MBC, TCH and ECH than our restored soils; nevertheless,
the values of MR, GLU and GAL in these soils were lower than those present in our soils. MBC's average
values in the samples of the natural air dried soils were significantly minor than those from soils to field
moisture. On the other hand, in the soils amended with sewage sludge, significant differences were not
observed after the pre-treatment. Air drying increased the BR of all the natural soils, whereas only 50% of
the air dried soils amended with sewage sludge had higher BR values than those of their corresponding
field moist samples. Differences were not observed in the effects of air drying or air-drying plus rewetting

on the GLU and GAL values of restored and natural soils.

Keywords: Catalonia soils, soil restored, thermal drying sewage sludge, composted sewage sludge, soil
microbial activity, soil enzymes, soil bioindicators.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Introduccién general

1.1 Concepto de calidad del suelo

La formacion de los suelos depende de un largo y complejo proceso de descomposicion de las rocas, en el
cual intervienen factores fisicos, quimicos y bioldgicos. La interaccion de éstos factores, con factores
ecologicos, provoca la desintegracion de los minerales que, unidos a los restos de animales y plantas en
forma de materia orgénica, originan el suelo. El suelo no es un cuerpo estatico sino que mantiene un
equilibrio dindmico con el medio que lo rodea, de modo que continuamente se esta formando y
destruyendo. La destruccion del suelo esta provocada por los fendmenos erosivos cuya intensidad natural
es similar a la de su formacion, una vez alcanzado el equilibrio y el espesor maximo que corresponde a su
situacion natural. Desde este punto de vista, el suelo se considera un recurso natural renovable, pero el
equilibrio del suelo puede ser facilmente alterado, y la superficie de terrenos fuertemente degradados
tiende a aumentar con el consiguiente deterioro del paisaje y de la productividad agricola o ecologica. Por
la forma en que se ha incrementado su velocidad de destruccion, mientras que la de formacion permanece
invariable, el suelo se ha convertido en un recurso no renovable (al menos en una escala de tiempo

humano).

El suelo, considerado uno de los ecosistemas terrestres mas vitales, es esencial para la
continuidad de la vida en el planeta. Como fuentes, depositos y transformadores de nutrientes de las
plantas, los suelos poseen una influencia primordial sobre los ecosistemas terrestres. Los suelos reciclan
continuamente restos de plantas y animales, son los mayores sistemas de soporte de la vida humana y
determinan la capacidad de produccion agricola de las tierras. Los suelos pueden amortiguar y filtrar
contaminantes, almacenar humedad y nutrientes, y son también importantes fuentes y receptores de CO,,
metano y 6xido nitroso. Son un sistema clave para el ciclo hidroldgico y también constituyen un archivo

de informacion sobre las condiciones climaticas pasadas y de las influencias humanas (Blum, 1998).

Los suelos europeos, y particularmente los mediterraneos, cuentan en su haber con una larga
tradicion de uso que los sitia entre los suelos terrestres mas afectados por la presion antropica, lo que los
ha llevado a que perdieran calidad y fertilidad (Rubio y Recatala, 1998). La idea de desarrollar criterios
de calidad de suelo y utilizarlos para facilitar el mejor uso y manejo del mismo fue introducida hace mas
de 30 afios (Alexander, 1971 , Warkentin y Fletcher, 1977) pero su mas rapida evolucion y adopcion se
dio durante la ultima década (Karlen et al., 2003). En el pasado, la calidad del suelo se entendia como la
capacidad inherente del suelo para suministrar nutrientes esenciales a las plantas. Este criterio ha variado:

Larson y Pierce, (1991) definen la calidad del suelo como “la capacidad de un suelo para funcionar
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dentro de los limites del ecosistema y para interactuar positivamente con el ecosistema circundante”. La
calidad del suelo comenz6 a ser vista como un instrumento sensible y dinamico para documentar la
respuesta del suelo al manejo, o a la resistencia al estrés impuesta por las fuerzas naturales o usos
humanos (Arshad y Coen, 1992; Haberern, 1992). Doran (2002), define la calidad del suelo como la
“capacidad de éste para funcionar dentro de los limites de un ecosistema, sostener la productividad de
plantas y animales, mantener o mejorar la calidad del aire y del agua, y sostener la salud humana y el
habitat”. La calidad debe interpretarse como la utilidad del suelo para un propodsito especifico en una
escala amplia de tiempo (Carter et al., 1997).

Con frecuencia el suelo tiene la capacidad de amortiguar los efectos de condiciones
potencialmente perjudiciales o puede filtrar materiales incorporados que son potencialmente peligrosos,
por lo menos hasta un cierto valor. En algunas circunstancias el potencial del suelo para atenuar las
consecuencias del cambio por influencias externas, por ejemplo, las aplicaciones de lodos de depuradora
que contienen metales pesados, podria ser considerado una propiedad de alto valor del suelo. En este
contexto, el suelo podria tener una gran calidad, pero por esta capacidad amortiguadora, en el suelo
pueden acumularse contaminantes hasta niveles que sobrepasen un umbral y como consecuencia, el suelo
enmendado se consideraria de mala calidad (Nortcliff, 2002). Los cambios en la calidad del suelo pueden
ocurrir por muchas razones, en la Tabla 1.1 se resumen una serie de procesos asociados con el uso del

suelo que reducen la calidad del mismo.

Tabla 1.1: Procesos asociados con el uso y practicas de manejo que reducen la calidad del suelo
(Carter et al. 1997).

Proceso Efecto en la calidad/atributos del suelo Posibles efectos en el ambiente

Remocion de los primeros centimetros de
suelo, pérdida de nutrientes, reduccion de ~ Deposicion de materiales del suelo
la capacidad de regular los flujos de agua y pesticidas en rios y arroyos.

y energia.

Erosion

Erosion y degradacion del suelo
incrementados; efecto invernadero
incrementado, debido a la
liberacion de CO,.

Reduccion de la fertilidad y la estabilidad
Pérdida de materia ¢ |4 estructura; reduccién de la capacidad

organica de regular el flujo de energia en el suelo.

Reduccion de la porosidad y la estabilidad
Pérdida de estructura del suelo; reduccion de la capacidad de
almacenar y transmitir agua en el suelo.

Incremento de la escorrentia y de la
erosion hidrica.

Exceso de sales solubles y desbalance
Salinizacién nutricional; medio adverso para el
crecimiento de los cultivos.

Incremento de suelo desnudo y
erosion del suelo por el viento.

et Presencia de toxinas; se sobrepasa la Movimiento de elementos quimicos

quimica capacidad tamponadora del suelo. por escorrentia y/o lixiviacion.
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Ademas de los procesos mencionados en la tabla 1.1, debemos agregar la impermeabilizacion o
sellado del suelo por la construccion de viviendas, carreteras y otras infraestructuras, la compactacion,
derivada de la utilizacion de maquinaria pesada, la intensidad del pastoreo, etc., y la disminucion de la

biodiversidad.

1.1.1 Importancia y significado de la materia organica como indicadora de la calidad del suelo

1.1.1.1 La materia orgadnica y su composicion

La casi totalidad de la materia organica presente en los suelos proviene de la macroflora, mientras
que la mayor parte de los compuestos originados en su descomposicion se deben a la actividad de la
microflora.

La materia organica (MO) es un atributo clave en la calidad el suelo, ya que contribuye de manera
importante en sus principales propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas. Tiene una relacion directa con la
estructura del suelo, con los ciclos de los nutrientes, con la movilidad de los contaminantes, y promueve
la actividad biologica. Por este motivo, la materia organica es necesaria para evitar la degradacion, para
aportar nutrientes a los cultivos y para mantener equilibrios vitales en el suelo, entre otras funciones. La
materia organica del suelo es una mezcla de compuestos organicos de complejidad variable, desde los
residuos poco transformados hasta el material altamente humificado. Ambos extremos tienen
caracteristicas, propiedades y composicion diferentes, que afectan a su velocidad de descomposicion asi
como a la cantidad de nutrientes liberados (Doran y Parkin, 1994). Estas diferencias en el estado de
trasformacion de la MO permiten distinguir fracciones que se caracterizan por sus diferentes efectos

segun su calidad o resistencia a la degradacion.

En los ultimos afios se ha prestado especial atencion a la separacion de dos fracciones organicas:
la MO humificada o asociada con la fraccion mineral (MOM) y la MO joven o particulada (MOP). La
primera es una fraccion estable en el tiempo, dificil de degradar por su estructura muy compleja y
diferente a la del material que le dié origen. De alli que normalmente hablamos de una composicion
transformada. Este alto grado de transformacién a su vez va acompafiado de diferentes formas de
proteccion (la proteccion fisica en microporos por la asociacion con las particulas minerales del suelo o la
proteccion biologica realizada por los microorganismos integrados en su estructura) que la hacen
resistente a la degradacion. Esta fraccion constituye la porcion principal y abarca el 85-95% de la reserva
total de MO (Anderson 1979). Por el contrario, la MOP es una fraccién poco transformada y por su
menor grado de asociacion con la parte mineral del suelo resulta una fraccidon mas susceptible a la
oxidacion. Esta formada por restos organicos identificables y productos de su descomposicion o los
productos de la actividad vital de la poblacion microbiana; entre estos productos encontramos proteinas y
aminoacidos, hidratos de carbono, acidos organicos de distinta naturaleza, ceras, resinas, ligninas y otros
(Galantini y Sufier, 2008). Todos estos compuestos representan aproximadamente el 10-15% de la reserva

total de MO; constituyen la parte mas dindmica de la MO del suelo y se encuentran asociados a la
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disponibilidad de los nutrientes (N, P y S) en el corto plazo. Es por esta razon que los componentes
labiles de la materia organica pueden ser menos apropiados para indicar la calidad del ecosistema suelo.
En cambio los componentes estables, como los materiales humificados (MOM), pueden ser mas
apropiados para la definicion de “calidad del suelo” ya que pueden ser considerados como indicadores de

la historia del suelo (Masciandaro ef al., 1999).

La materia organica en el suelo sigue dos caminos generales de transformacion; uno de ellos es su
rapida mineralizacion; otro es la formacion de complejos coloidales humicos, estables y resistentes a la

accion de los microorganismos (humus), y por lo tanto de lenta mineralizacién.

En términos generales el humus se mineraliza a razéon 1,5% a 2% al afio, en cambio la materia organica

que se mineraliza rapidamente lo hace a razon de un 30% a 40% al afio.

El papel de los microorganismos en la modificacion de la materia organica se puede sintetizar de la

siguiente manera (Frioni, 1999):

» Descomposicion de la materia original en compuestos simples, incluyendo la materia organica
que sirve como unidad estructural en las moléculas de las sustancias htimicas, como las de
taninos y ligninas

» Generacion de productos de resintesis y del metabolismo que forman parte de las moléculas de
humus (amino-acidos, proteinas, amino-azucares y compuestos de naturaleza aromatica)

» Produccion de fenoloxidasas que oxidan los polifenoles a quinonas.

Comparando los residuos humificados y no humificados, se observa que las mayores pérdidas durante
la humificacion corresponden a azlcares, almidon, celulosa, grasas y ceras. Las pérdidas en proteinas y
descomposicion de hemicelulosa son menores debido a su sintesis secundaria en las células microbianas.

Las ligninas son los compuestos mas estables y sufren muy pocas pérdidas.

Al modificar la acidez y la alcalinidad hacia valores cercanos a la neutralidad, el carbono organico de
suelo (C) aumenta la solubilidad de varios nutrientes. La materia organica del suelo proporciona coloides
de alta capacidad de intercambio catidonico. Su efecto en las propiedades fisicas se manifiesta mediante la
modificacion de la estructura y la distribucion del espacio poroso del suelo. La cantidad de C no solo

depende de las condiciones ambientales locales, sino que es afectada fuertemente por el manejo del suelo.
Carbono y Nitrogeno organico

El carbono organico del suelo (C) es un componente importante del ciclo global del C, y representa el

69,8 % del C organico de la biosfera (FAO, 2001).

El C organico del suelo es el principal elemento que forma parte de la MO, por esto es comn que

ambos términos se confundan o se hable indistintamente de uno u otro. Al respecto cabe sefialar que los
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métodos analiticos determinan C, (oxidacion humeda o calcinacion) y que la MO se estima a partir del C

multiplicado por factores empiricos como el de van Benmelen, de valor 1,724 (Jackson, 1964).

El N organico del suelo consiste de una mezcla heterogénea de compuestos que van desde los
residuos de animales y vegetales, biomasa microbiana, metabolitos microbianos adsorbidos sobre los

coloides del suelo y sustancias organicas humificadas de mayor estabilidad (Curtin y Weng, 1999).

El N organico total esta constituido por una fraccion activa y otra pasiva (Jansson, 1958). La
primera la componen gran parte del N de los residuos frescos de cosechas (en cultivos) u hojarascas (en
bosques) o el N de la propia biomasa microbiana, responsable de su mineralizacion. La fraccion pasiva es

un material humificado y bioestable, que ya no participa activamente en el proceso catabdlico.

Posiblemente a excepcion de pequefias cantidades de nitrogeno (N) de origen geogenico
(procedentes de la roca madre, de actividad volcanica, o de la lixivacion de mineralizaciones), el N es el

unico nutriente esencial para las plantas que no se libera por la alteracion de los minerales en suelos.

La mayor proporcién del N en la tierra se encuentra en la materia organica del suelo (55 x 10'°t).
Los microorganismos convierten el N organico en formas minerales (NOs,, NH;"). Estas formas de N
constituyen el sustento de la biomasa en crecimiento (plantas y animales). Un compartimiento de
relevancia esta constituido por los vegetales y sus residuos (1,77%) y una muy pequefia fraccion
corresponde a los organismos (0,17%) y a las formas disponibles de N (0,17%) (Haynes, 1986, citado por
Echeverria y Rozas, 2005).

La relacion C/N es un parametro que evalua la calidad de los restos organicos de los suelos. Es
importante conocer la relacion C/N de los residuos que se incorporan al suelo para poder determinar el
tiempo y la cantidad de N que sera inmovilizado por los microorganismos del suelo, que utilizan el N para
descomponer los restos organicos (inmovilizacidon microbiana), por lo que este nutriente no esta
disponible para la planta durante el periodo inicial de descomposicion de los restos. Generalmente una
relacion 20:1, es decir 20 partes de C por 1 parte de N, marca el limite entre la inmovilizacion y

liberacion de N.

En general, los lodos de depuradora contienen una gran cantidad de nutrientes para las plantas,
tales como nitrogeno (N) y fosforo (P), y su reciclaje se ha practicado durante décadas en la agricultura
como sustituto de la fertilizacion mineral. La velocidad con que las fuentes de nitrogeno organico se
mineralizan depende de las propiedades del suelo y del residuo organico utilizado (Parker y Sommers
1983). Dependiendo del tipo de residuo adicionado al suelo se puede producir una fuerte inmovilizacion
del nitrégeno como en el caso de suelos que han sido mezclados con residuos sélidos urbanos e incubados
durante 42 semanas en laboratorio (Delgado et al. 1999), una ligera inmovilizaciéon como en el caso de los
lodos de secado térmico y excretas solidas o una liberacion rapida del nitrogeno como en el caso de los

lodos frescos o purines (Martin et al., 2006).
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C y N mineralizables

El carbono y nitrogeno mineralizables son un buen estimador de la materia orgénica labil, que consiste en
materiales con una relacion promedio relativamente alta de C/N (15 a 30) y una corta vida media (la
mitad de esos materiales pueden ser metabolizados entre unos pocos meses y unos pocos afios). Los
componentes incluyen la biomasa viva, alguna de las particulas finas de detritus (la referida MOP), la
mayoria de los polisacaridos y otras sustancias no humicas, asi como algunos de los acidos falvicos mas
labiles. Este pool activo provee la mayoria del sustrato facilmente accesible para los microorganismos y
la mayoria del nitrégeno mineralizable. Es responsable de gran parte de los efectos beneficiosos sobre la
estabilidad estructural, que conduce a aumentar la infiltracion de agua, la resistencia a la erosion y la

facilidad de laboreo. Este pool raramente sobrepasa del 10 al 20 % del total de MO.

Fraccion ligera

El fraccionamiento fisico del suelo que usa la separacion por densidad puede ayudar a evaluar la dinamica
de la MO. La fraccion ligera (FL) es un material relativamente inalterado y esté caracterizada por una alta
relacion C/N, tiene una rapida tasa de recambio, su densidad especifica es menor que la de los minerales

del suelo y es de origen mas reciente que la fraccion pesada (FP).

1.1.1.2 Transformaciones de la materia organica. Consideraciones generales metabolicas

Las transformaciones de la materia organica se realizan principalmente por hidrolisis, oxidacion-
reduccion, generacion de radicales libres, condensacion y polimerizacion o fototransformacion
(Kononova, 1966). La mayor parte de las transformaciones de las moléculas orgénicas transcurre en la
solucion del suelo y estan reguladas por enzimas que afectan a los mas de diez mil compuestos diferentes
que puede llegar a tener un suelo. Las enzimas del suelo pueden proceder tanto de microorganismos como
de plantas y animales, aunque se considera que la fuente principal de enzimas son los microorganismos;
no obstante, la aportacion de cada uno de éstos, respecto al contenido enzimatico total, varia
considerablemente. Globalmente son las bacterias las que contribuyen mayoritariamente al pool
enzimatico, ya que se estima que son responsables de mas del 90 % de los procesos de degradacion de la
materia organica, aunque otros organismos o los exudados radiculares participan significativamente en
determinadas transformaciones (Nannipieri et al., 2002).

Los ciclos biogeoquimicos se mantienen porque practicamente todos los compuestos organicos,
incluso los xenobioticos persistentes y compuestos polifenolicos de origen natural son degradados por los
microorganismos del suelo; el 80-90% de los procesos en el suelo son reacciones mediadas por los
microbios (Nannipieri y Badalucco, 2003). La actividad metabodlica es la responsable en un suelo de

procesos, por ejemplo, tan importantes como los de mineralizacion y humificacion de su materia
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organica, lo cual incide sobre otra serie de procesos en que se ven incluidos elementos fundamentales en
el suelo (C, N, P y S), asi como todas las transformaciones en que interviene la biomasa microbiana del
suelo. La actividad biologica del suelo se sustenta en las substancias organicas en distintas etapas de
descomposicion y en los microorganismos vivientes que utilizan el sustrato organico como fuente de
energia y de carbono. En el suelo ocurren procesos catabolicos y anaboélicos en torno a los materiales
organicos e inorganicos. El primer proceso proporciona moléculas simples, ATP, energia caldrica y CO,,
gas que se utiliza como indicador de la actividad microbiana del suelo. El segundo proceso, el
anabolismo, consiste en la sintesis de biomoléculas mas complejas a partir de moléculas mas sencillas,
organicas o inorganicas, con requerimiento de energia (reacciones endergénicas) y de poder reductor, al
contrario que el catabolismo. Los microorganismos autdtrofos son capaces de sintetizar sus biomoléculas
partiendo de sustancia inorganicas, mientras que los microorganismos heterdtrofos deben utilizar los
precursores organicos fabricados por los autotrofos. Estos procesos del metabolismo, que tienen como
resultado la sintesis de componentes celulares a partir de precursores de baja masa molecular, generan la
biomasa microbiana del suelo (Sparling, 1997). Por lo general, una disminucién de cualquier grupo de
especies tiene poco efecto sobre los procesos globales en el suelo debido a que otros microorganismos

pueden suplir esa funcion (Nanninpieri et al., 2003).

1.1.2 Parametros biolégicos y bioquimicos de calidad del suelo

1.1.2.1 Una vision general

Durante las ultimas dos décadas se ha reconocido la importancia del suelo como un componente clave de
los ecosistemas naturales influenciados por el hombre. Ha habido un aumento de la demanda para
establecer criterios para determinar la calidad del suelo y para desarrollar indices que pueden utilizarse
para clasificar y comparar la calidad de los suelos en diferentes ubicaciones o en el mismo lugar a través
del tiempo. Nortcliff (2002), considera que la obtencion de indices cuantitativos para evaluar la calidad
del suelo es dificil, especialmente cuando uno considera que muchos cambios tienen lugar a largo plazo,
y por lo tanto un cambio en la calidad del suelo sélo se percibe cuando se combinan todos los efectos
durante un periodo de tiempo. Segliin Bastida et al. (2008) un indice de calidad de suelo podria definirse
como el conjunto minimo de pardmetros que, cuando son interrelacionados, proporcionan datos
numéricos sobre la capacidad de un suelo para llevar a cabo una o mas funciones. Un indicador de calidad
de suelo es una propiedad medible que influye en la capacidad de un suelo para llevar a cabo una funcion
dada.

La identificacion efectiva de indicadores apropiados para evaluar la calidad del suelo debe
considerar los multiples componentes de la funcion del suelo, en particular el productivo y el ambiental

(Barrios et al., 2006).
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Larson y Pierce (1991) y Doran y Parkin (1994) plantearon un conjunto minimo de propiedades
del suelo para ser usadas como indicadores que puedan reflejar posibles problemas de produccion y que
sean capaces de monitorizar cambios en el tiempo de la calidad sostenible y ambiental del suelo. La
identificacion de los parametros de calidad es compleja por la multiplicidad de factores quimicos, fisicos
y bioldgicos que controlan los procesos biogeoquimicos y su variacion en intensidad con respecto al

tiempo y al espacio (Doran et al., 1996).

Larson y Pierce (1991) recomendaron una serie de indicadores sensibles a los efectos del manejo
que pueden ser determinados facilmente por medio de métodos estandar. El conjunto de estos indicadores
constituyen el “Minimum Data Set (MDS)”. Entre los principales indicadores fisicos, quimicos y
biologicos que integran el MDS se citan: nutrientes disponibles, fraccion labil y total del carbono
organico, textura, capacidad para almacenar agua util para los cultivos, estructura del suelo, resistencia a
la penetracion, profundidad méaxima de exploracion de las raices, pH y conductividad eléctrica. Doran y
Parkin (1994) ampliaron este listado e incorporaron indicadores bioldgicos relacionados con los procesos
microbianos: la tasa de descomposicion de la materia organica del suelo, la biomasa microbiana, el ciclo
del nitrogeno y la actividad enzimatica, los cuales aseguran una mayor sensibilidad en la determinacion

de cambios en la calidad del suelo.

Trasar-Cepeda et al. (1998) propusieron un indice de calidad bioquimica como una forma de
reflejar mejor los complejos procesos que afectan a los suelos. Al respecto, comprobaron una relacion
entre el contenido de materia organica y las propiedades bioquimicas y bioldgicas. De manera similar,
Leiros et al. (1999) propusieron que el contenido de nitrégeno total esta en funcion de cinco parametros
bioquimicos y microbioldgicos: carbono en la biomasa microbiana, nitrégeno mineralizado, actividad de

la ureasa, de la B-glucosidasa y de la fosfomonoesterasa.

Los parametros fisicos y quimicos del suelo, tales como la materia organica, el contenido de
nutrientes y el contenido de agregados, cambian muy lentamente y se requieren muchos afios para
obtener cambios significativos. Asi que los mencionados parametros son de poca utilidad ya que solo se
alteran cuando el suelo ha sufrido un cambio drastico (Filip, 2002). Por el contrario, las propiedades
bioldgicas y bioquimicas del suelo son responsables de los pequefios cambios que ocurren en el suelo,
por lo tanto proporcionan informacién inmediata y precisa sobre los cambios en la calidad del mismo
(Nannipieri et al., 1990), ya que la actividad microbiana tiene una influencia directa en la estabilidad y

fertilidad de un ecosistema.

Por lo tanto, en las evaluaciones de la calidad del suelo, es de suma importancia que se
considere el examen de sus funciones reales y potenciales, y ademas es importante tener en cuenta los
cambios que se traducen en una disminucion o pérdida de la funcion (Nortcliff, 2002). Asi pues los

indicadores que son especialmente valiosos en el estudio de la calidad del suelo son aquellos que reflejan
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o miden los cambios que se producen en las funciones del suelo y que permiten detectar la pérdida o el

incremento de calidad (Karlen et al., 2003).

Para que las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo sean consideradas indicadores de

calidad deben cubrir las siguientes condiciones (Doran y Parkin, 1994):

e describir los procesos del ecosistema;

e integrar propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo;

o reflejar los atributos de sostenibilidad que se pretenden medir;

e ser sensibles a variaciones de clima y manejo;

e ser accesibles a muchos usuarios y aplicables en condiciones de campo;

e ser reproducibles;

e ser facilmente interpretables;

e ser sensibles a los cambios en el suelo que ocurren como resultado de la degradacion
antropogénica;

e v, cuando sea posible, ser componentes de una base de datos del suelo ya existente.

De acuerdo a una revision realizada por Gil-Sotres et al. (2005), sobre indicadores de calidad del
suelo, se pone de manifiesto que en la mayoria de los trabajos publicados se elige un pequefio grupo de
propiedades edaficas (basicamente propiedades bioldgicas y bioquimicas) para evaluar la calidad del
suelo. Sin embargo también destaca que por desgracia, hay una notable falta de procedimientos

adecuados y acordados de evaluacion para que estas propiedades sean medidas adecuadamente.

La justificacion del uso de funciones microbianas y bioquimicas como indicadores de la calidad del
suelo se basa en su papel central en el ciclo del C y del N y en su sensibilidad al cambio. La actividad
microbiana es un término usado para indicar la amplia gama de actividades llevadas a cabo por los
microorganismos del suelo, mientras que actividad biologica refleja no sélo las actividades microbianas,
sino también las actividades de otros organismos en el suelo, incluidas las raices de las plantas

(Nannipieri et al., 1990).

Los atributos bioldgicos de calidad del suelo incluyen la mayoria de los componentes del suelo y los
procesos relacionados con el ciclo de la materia organica, tales como C y N organico total, biomasa
microbiana, C y N mineralizable, y la fraccion ligera; actividad enzimatica y flora y fauna del suelo

(Karlen et al., 1997).
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1.1.2.2 Biomasa microbiana del suelo

La biomasa microbiana es el componente viviente de la materia organica del suelo, con exclusién de los
animales y las raices de las plantas. Generalmente se expresa en miligramos de carbono por cada
kilogramo de suelo seco o microgramos de carbono por gramo de peso seco de suelo. Aunque la biomasa
microbiana generalmente representa del 1 al 5 % de materia organica del suelo (Dalal, 1998), ejerce una
gran influencia tanto en las trasformaciones de la materia organica (participa en las transformaciones del
C, N, Py S, en ladegradacion de compuestos organicos xenobioticos, en la inmovilizacion de metales
pesados, en la formacion de la estructura del suelo, etc.), como en el almacenamiento de carbono y
nutrientes y sirve por lo tanto como fuente y destino de los nutrientes en los ecosistemas terrestres

(Wardle, 1992).

Las condiciones ambientales del suelo son generalmente desfavorables para el crecimiento microbiano,
por lo tanto, la microbiota de suelo debe ajustar su fisiologia. Los organismos no activos, incluidos los
microorganismos en estado de latencia, son los que dominan las comunidades microbianas del suelo en
los ecosistemas naturales (Heinemeyer et al., 1989) y la adicion de nutrientes limitantes, como es el N,
generalmente promueve la descomposicion de la materia organica debido a la disminucion de la relacion
C/N (Mamilov y Dilly 2002). Durante la descomposicion los microorganismos convierten los materiales
organicos en fuente de energia y en nuevos metabolitos celulares que permiten su crecimiento y
mantenimiento. Como el suelo es una fuente limitada de C, la disponibilidad de C dependera de los
materiales organicos que se introduzcan en el suelo, ademas de otros elementos nutritivos esenciales
particularmente N, P, K. Bajo las condiciones ambientales adecuadas el reciclado de estos nutrientes
estara controlado por el tamafio y la actividad de la biomasa microbiana. Se requiere una cuantificacion
fiable de la biomasa microbiana con el fin de dilucidar las intrincadas interrelaciones y los mecanismos de
control del flujo de entrada/salida de nutrientes y energia en el ecosistema del suelo. La biomasa
microbiana representa una fraccion 1abil de C y elementos nutrientes. De acuerdo a Smith y Paul (1990),
los contenidos de biomasa microbiana, teniendo en cuenta diferentes tipos de suelos, bajo distinto tipo de
vegetacion y de distintas localidades alrededor del mundo, oscilan entre 110 y 2240 kg C biomasa ha™
(Dilly y Blume, 1998). En los suelos agricolas a menudo se encuentran entre 200-1000 pg C-biomasa
microbiana g de suelo. Esta masa celular fija de 100-600 kg de N y de 50-300 kg de P por hectarea en
los 30 cm superiores del suelo. La liberacion o fijacion de estos nutrientes depende de la dinamica de la

vida de los microorganismos.

Las estimaciones de la biomasa microbiana demostraron ser tutiles en distintos estudios
comparativos de diferentes ecosistemas. Generalmente se han investigado fluctuaciones temporales de la
biomasa en sistemas naturales y perturbados, asi como también los efectos que sobre ella provocan la

labranza, el tipo de suelo, el clima y los cultivos (Pankhurst ef al., 1997).
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Ademas del efecto sobre el ciclo de los nutrientes, los microorganismos afectan también a las propiedades
fisicas del suelo. Los polisacaridos extracelulares microbianos actian como agentes cementantes de las
particulas del suelo, permiten la estabilizacion de los agregados y ayudan al mantenimiento de la
estructura del suelo; por lo tanto, también afectan la capacidad de retencion de agua, la velocidad de
infiltracion, la formacion costras, la erodabilidad y la susceptibilidad a la compactacion (Nielsen y
Winding, 2002). A su vez, la actividad biologica estd influenciada por numerosos factores que en
definitiva se relacionan con la estructura del suelo, tales como humedad, temperatura, contenido de

arcilla, etc.

La biomasa microbiana del suelo se compone de una gran variedad de especies. La diversidad de
especies de una comunidad microbiana esta relacionada con su estabilidad y cuando una o varias especies
alcanzan una alta densidad, la estabilidad generalmente disminuye. Las comunidades heterogéneas
establecidas muestran mecanismos homeostaticos que tienden a mantener unas condiciones estables y por
lo tanto, contrarrestar las influencias externas, tales como la adicion de microorganismos exogenos que
podria alterar la composicion biolégica (Nanninpieri et al., 1983). Tales mecanismos autorreguladores,
junto con la disponibilidad de los espacios "activos" o "biologicos" pueden controlar la calidad y la
cantidad de biomasa en el suelo. Dado que las células microbianas generalmente constituyen menos del
1% del suelo, se ha asumido que el factor limitante de la proliferacion de microbios en el suelo es el

espacio "activo" o "biologico", en lugar del espacio fisico o total (Stotzky, 1972).

De acuerdo con Hattori (1973), casi el 80-90% de los microorganismos que habitan en el suelo lo
hacen en superficies sélidas. Los mecanismos por los cuales los microorganismos interactian con la
superficie del suelo han sido muy estudiados. Chen (1998) y Huang y Bollag (1998) demostraron que
algunas células bacterianas producen polisacaridos extracelulares que interactuan con las particulas de
arcilla y que estos complejos polisacaridos-arcilla pueden persistir incluso después de la muerte de los
microbios. La adsorcion de compuestos organicos por los coloides del suelo retarda su degradacion
microbiana, la ubicacion de los posibles sustratos dentro de los poros o microagregados reduce su

accesibilidad a los microorganismos del suelo (Ladd et al., 1996).

Los microorganismos estan intimamente relacionados con el ambiente circundante y poseen una
alta proporcion superficie/volumen que les permite responder rapidamente a los cambios, en comparacion
a los organismos superiores, y adaptarse rapidamente a las condiciones ambientales. Teniendo en cuenta
las funciones claves de la biomasa microbiana en el buen funcionamiento del suelo, su uso generalizado
como un indicador de calidad de suelo no es sorprendente. En algunos casos, los cambios en las
poblaciones microbianas o en la actividad pueden preceder a cambios detectables en las propiedades
fisicas y quimicas del suelo con lo que dan una sefal temprana del mejoramiento del suelo o una alerta

temprana de la degradacion del mismo (Nielsen y Winding, 2002).

11



1. INTRODUCCION GENERAL

La biomasa microbiana ha sido sugerida por Powlson y Jenkinson (1981) y Carter et al. (1999)
como un indicador de los cambios experimentados por la materia organica del suelo, y se ha hallado una
relacion estrecha entre dicha biomasa y el contenido en carbono organico del suelo (Jenkinson y Ladd,

1981).

Segun Powlson et al., 1987, las medidas a corto plazo de la biomasa microbiana pueden marcar la
tendencia de la materia organica a largo plazo. Van Gestel et al. (1991), consideran que las alteraciones
en la biomasa microbiana, como el descenso de la misma, parecen estar determinadas por propiedades de
las comunidades microbianas, su tipologia y actividad, asi como por las condiciones climaticas a las que

se ve sometido el suelo, mas que a las caracteristicas edaficas del suelo.

La cantidad de carbono de la biomasa microbiana (CBM) puede ser relacionada con el contenido
de carbono total (C) por el cociente microbiano ¢ biomasa microbiana especifica (CBM/C). Este cociente
da una medida de la dindmica de la materia organica y puede ser usado como indicador de pérdida o
acumulacion neta de C (Anderson y Domsch, 1989). Utilizando este cociente evitamos el problema de

comparar suelos de diferente contenido de materia organica (Sparling, 1997).

1.1.2.3 Respiracion del suelo

Aunque el CO, producido en el interior del suelo puede tener también un origen abidtico
(Miglietta et al., 1993), fundamentalmente proviene de su actividad biolégica. La produccion de CO, esta
asociada a la biomasa microbiana y es un indicador de la actividad microbiologica del suelo (Anderson y
Domsch, 1989; 1990). Esta variable puede acusar cambios con el tipo de cubierta vegetal, puede presentar
variaciones estacionales y estar vinculada a la etapa de descomposicion de los residuos organicos (Gispert
y Arcara, 1988). También es sensible a las alteraciones producidas por distintos sistemas de labranza
(Carter, 1991) y/o rotaciones de cultivo (Campbell ef al., 1991), a la presencia de contaminantes (Chander
y Brookes, 1993) y a su vez, se acrecienta por la adiciéon de materiales orgénicos.

Segun Moreira y Siqueira (2002), la respiracion es uno de los pardmetros mas antiguos de
cuantificacion de la actividad microbiana. La actividad respiratoria es considerada como una medida de la
actividad heterotréfica de los organismos, y el CO, es el producto final de la respiracion aerdbica (Tate,
1987). La respiracion del suelo es el componente mas importante en el ciclo del carbono. Se estima que
entre el 50-84% del total de CO, emitido a la atmosfera desde la superficie de la tierra esta constituido por
la respiracion del suelo (FAO, 2001). La oxidacion de los residuos organicos que se incorporan al suelo es
llevada a cabo por la actividad de los microorganismos y puede valorarse por la produccion de CO,
(dioxido de carbono), que es consecuencia de dicho proceso de oxidacion. La cantidad de CO, liberado
durante la mineralizacion de la materia organica varia ampliamente con el tipo de suelo. Las estimaciones

de la produccion de CO, bajo condiciones controladas de laboratorio incluyen las actividades
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microbiologicas; en cambio, en las realizadas a campo influyen también las actividades respiratorias de

raices y animales del suelo.

Rangos usuales de respiracion se encuentran entre 10 — 100 kg CO, ha™'d”, pero la mayoria de
suelos se encuentran en el rango 25 - 40 kg CO, ha'd™. En climas calidos las tasas de respiraciéon son
mayores y varian con el pH del suelo, contenido de humedad y disponibilidad de O, y de N. Ademas, son
mayores cerca de la superficie del suelo, debido a altas concentraciones de MO y a la disponibilidad de
oxigeno. Valores elevados en el flujo de CO, indican elevados contenidos de materia organica, ademas
de una biomasa microbiana metabdlicamente activa y no afectada por factores que puedan inhibir su
desarrollo (Jandl y Sollins, 1997; Fu et al., 2000). Por el contrario, valores menores indican bajos
contenidos de materia organica o una actividad metabolica reducida (Anderson y Domsch, 1993; Garcia y
Hernandez, 1997; Speir et al., 1999). Garcia et al. (1994), en un estudio de actividad microbiana en
suelos bajo condiciones ambientales mediterraneas, hallaron valores de aproximadamente 3 mg CO,-C

100 g”' suelo dia ™' en la mayoria de los suelos estudiados.

La aplicacion de fertilizantes organicos al suelo es uno de los principales factores que influyen en
la emision de CO, y existe una gran demanda de métodos que permitan estimar el impacto de estas
aplicaciones en las emisiones gaseosas (Ajwa y Tabatabai, 1994).

El hecho de que la respiracion pueda inducirse con diferentes fuentes de energia (respiracion

inducida) es un reflejo de la potencialidad microbiana de este parametro (Bastida et al., 2008).

A pesar de sus limitaciones, la respiracion contintia siendo el método mas comun que se usa como
indicador de la actividad microbiana y de la descomposicion de sustratos especificos del suelo. Estos
parametros indican de manera fehaciente la mineralizacion que ocurre en el sustrato organico del suelo y

son indicadores de la calidad de la materia organica y salud del suelo.

El coeficiente de mineralizacion del carbono (CMC) (CO,/C) (Guitian y Carballas, 1976), que es
la proporcion estimada de CO, en funcién al C-total del suelo (%) expresa el porcentaje de C organico
inicial que se mineraliza en un periodo de tiempo determinado. Constituye un indicador de la actividad
bioldgica en un medio dado y esta relacionado con la actividad respiratoria y con la eficacia relativa de

los microorganismos en los procesos de descomposicion.

Tras el analisis de la biomasa microbiana y la respiracion del suelo, el cociente metabolico (qCO,
ng C-CO, - mg' CBM h) (tasa de respiracion por unidad de C microbiano) ha sido sugerido para
evaluar los efectos de las condiciones ambientales (Anderson y Domsch, 1993; Fliefbach et al, 1994;
Moreno et al, 1999) y para cuantificar la eficiencia de utilizacion del sustrato (Wardle y Ghani, 1995;
Dilly y Munch, 1998). Un alto qCO, puede indicar desde un aumento de la disponibilidad de la fuente de
C 1abil por unidad de biomasa a un cambio en las poblaciones microbianas (por ejemplo la relacion entre

la biomasa de hongos y bacterias) (FlieBbach et a/, 1994; Mamilov y Dilly, 2002) y / 0 un aumento de la
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proporcion de la biomasa activa (Wardle y Ghani, 1995; Alvarez y Alvarez, 2000). Valores muy altos de
qCO, podrian indicar una menor calidad de los sustratos y una disminucién en la eficiencia de los
microorganismos, segin la hipotesis de la optimizacion energética de los ecosistemas, derivada de la
teoria ecoldgica de Odum (1985) sobre la sucesion de los ecosistemas y la eficiencia metabolica de la
microflora edafica. Asi, en ecosistemas jovenes (inmaduros) el valor de qCO, debe ser elevado y en
ecosistemas maduros bajo; es decir, la relacion entre la respiracion total y la biomasa total de un
ecosistema debe disminuir progresivamente a medida que el ecosistema alcanza el estado de equilibrio o
de estabilidad, salvo que las condiciones sean adversas para el buen funcionamiento del mismo (Doran et

al., 1994).

1.1.2.4 Carbohidratos del suelo

Los carbohidratos constituyen del 5-25 % de la materia organica del suelo y derivan de varias fuentes:
tejidos de plantas y animales, exudados de plantas, tejidos celulares y productos extracelulares
microbianos. Los materiales que juegan un rol principal como componente estructural de las plantas
superiores son la celulosa (el 15-60 %), la hemicelulosa (el 10-30 %) y la lignina (el 5-30 %), y
representan la mayor fuente de carbono y energia para los microorganismos del suelo, a partir de los
cuales sintetizan sus polisacaridos y otros carbohidratos que constituyen la mayor parte de los glicidos
hallados en el suelo, por lo tanto gobiernan la actividad biologica (Garcia et al., 2000). Los carbohidratos
y gomas microbianas han recibido una especial atencion y se considera que solo aquellos derivados de
microorganismos parecen estar directamente involucrados en la estabilizacion del suelo (Albiach ef al.,
2001). Los carbohidratos aislados hasta ahora en el suelo son monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos
y polisacaridos (cadenas, ramificadas o no, de mas de diez monosacaridos). Los polisacaridos representan
una clase importante de polimeros biologicos. Su funcion en los organismos vivos esta relacionada
usualmente con estructura o almacenamiento (almidon, glucogeno, celulosa, hemicelulosa, quitina).
Como norma general se puede sefialar que la estabilidad o resistencia a la descomposicion
microbiologica de los carbohidratos aumenta en el siguiente orden: azlicares reductores, carbohidratos no
reductores, pectina, hemicelulosa y celulosa. Su descomposicion se dificulta si forman complejos con
compuestos organicos (acidos humicos, lignina y proteinas) o con materiales inorganicos (arcillas). Las
formas libres de carbohidratos en los suelos son escasas y permanecen en equilibrio dinamico: sintesis-
descomposicion, ocasionado por la actividad de los microorganismos. La mayor contribucion al
porcentaje total de carbohidratos en los suelos corresponde a los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa).
Los disacaridos y los polisacaridos deben ser hidrolizados hasta monosacaridos para poder pasar la pared

celular e ingresar al interior de las células para su utilizacion.

Existen evidencias que indican que los carbohidratos del suelo, incluyendo los polisacaridos
extracelulares microbianos son un factor importante en la estabilizacion de los agregados del suelo y

mejoran la estructura del suelo.
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Roberson et al. (1991), hallaron que la estabilidad de agregados no era explicada por el carbono
organico total sino por una fraccion de este, los carbohidratos complejos. Jastrow (1996) relaciona la
estabilidad de agregados a la fraccion liviana de la materia organica particulada; Bronick y Lal (2005)
mencionan ademas que la lignina, fenoles, lipidos y polisacaridos entre otros componentes de la materia
organica inciden en la agregacion del suelo. Haynes (2000), al evaluar la relacion entre la estabilidad de
los agregados y los constituyentes organicos, sugiere a los carbohidratos como la fraccion organica mas
importante en la formacion de agregados estables, de acuerdo con la alta correlacion encontrada entre

ambas.

1.1.2.5 Actividades enzimaticas del suelo. Las Glucosido Hidrolasas.

En los procesos que conducen a la biodegradacion de la materia organica participan equipos
enzimaticos especializados de los microorganismos.

Las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones quimicas en los sistemas vivos y actiian
sobre sustratos especificos transformandolos en productos necesarios para los ciclos biologicos. El
estudio de la actividad enzimatica de los suelos se basa en el principio de que la mayoria de las
transformaciones de su materia organica son catalizadas por enzimas cuyo origen se encuentra en las
bacterias, hongos, animales del suelo y sistema radicular de vegetales superiores. Globalmente son las
bacterias las que contribuyen mayoritariamente a la actividad enzimatica, aunque otros organismos o los

exudados radiculares participan significativamente en determinadas transformaciones.

Las actividades enzimaticas del suelo estan relacionadas con la materia organica, las propiedades
fisicas y la actividad microbiana o biomasa del suelo; cambian mucho mas pronto que otros parametros, y
pueden ser usadas como medidas de la actividad microbiana, de la productividad de suelo, y de los
efectos inhibitorios de los agentes contaminantes (Tate, 1995). Las perturbaciones en la actividad
microbiana del suelo, mostradas por cambios en los niveles de enzimas metabdlicas, pueden servir como

una estimacion de la perturbacion del ecosistema.

Los primeros informes sobre las enzimas del suelo fueron presentados por Woods, en el afio
1899, (Skujins, 1978). Sin embargo, los progresos fueron pequefios en el area de la enzimologia, hasta el
afio 1950, debido a la falta de una metodologia adecuada y la comprension de la verdadera naturaleza de

las enzimas.

Burns (1982) clasificé a las enzimas de acuerdo a su localizacidén en el suelo: (i) activas y
presentes intracelularmente en células vivientes, (ii) presentes en restos celulares y células muertas, (iii)
extracelularmente libres en la solucion del suelo, (iv) adsorbidas a coloides inorganicos o (v) asociadas
con moléculas humicas. La actividad de una enzima en particular en el suelo depende de las diferentes

localizaciones que puede tener la enzima.
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Los productos liberados por las complejas enzimas del suelo, pueden ser degradados por otras
enzimas presentes o ser utilizados por los microorganismos. Esto puede ser una situacion ventajosa para
las células microbianas localizadas sobre la superficie de coloides humicos y que contienen moléculas
enzimaticas. De hecho para algunas especies microbianas, el éxito de sobrevivir en ambientes de suelos

hostiles, podria depender de una posible asociacion con complejos humus-enzima.

Solo un bajo porcentaje de las enzimas que abandonan las células se encuentran estabilizadas, ya
que se liberan a un ambiente inhospito donde pueden ser sometidas a desnaturalizacion, adsorcion,

inactivacion o degradacion por proteasas.

Las enzimas del suelo pueden retener su actividad durante periodos sorprendentemente largos si
estan adsorbidas a los coloides del suelo o incorporadas en moléculas himicas (Nannipieri et al., 2002).
Estas enzimas unidas a los coloides del suelo son menos susceptibles a la desnaturalizacion y podrian
tener un importante rol ecoldgico sobre la calidad del suelo debido a que su actividad bioquimica podria
permanecer en el suelo a pesar de una rapida reduccion de la poblacién microbiana, por lo tanto juegan un
rol importante en la funcién de descomposicion de la materia organica del suelo (Garcia et al., 1993). La
interaccion de las enzimas con los diferentes componentes de la fase solida del suelo se da por diversos
mecanismos entre los cuales se incluyen: microencapsulacion, enlaces transversales, formacion de

copolimeros, adsorcion, atrapamiento, intercambio i6nico y enlaces covalentes (Dick y Tabatabai, 1992).

Sélo las actividades enzimaéticas estrictamente intracelulares pueden realmente reflejar la
actividad microbiana, ya que la contribucion de la enzima extracelular libre activa liberada por las células
microbianas es insignificante. Los analisis de las actividades enzimaticas en el suelo no distinguen la
contribucion de la actividad enzimatica intracelular de la extracelular y de la actividad enzimatica
estabilizada, por lo tanto no dan informacion valida sobre la distribucion y la importancia comparativa de
las reacciones mediadas por microbios (Nannipieri et al., 2002). Landi et al. (2000) han sugerido que el
calculo de la relacion entre la actividad enzimatica medida y la biomasa microbiana proporcionaria
informacion mas significativa sobre la localizacion de las actividades enzimaticas medidas. Sin embargo,
cualquier cambio en la relacion no depende exclusivamente de las variaciones de la actividad enzimatica
extracelular estabilizada debido a que la actividad de la enzima intracelular también puede aumentar o

disminuir sin ningiin cambio en la biomasa microbiana (Nannipieri et al., 2003).

El primer problema que limita en gran medida el uso de las actividades enzimaticas individuales
como indicadores de la calidad del suelo es que incluso en suelos de alta calidad, tales como suelos
climax, muestran un alto grado de variabilidad debido al clima, temporada, ubicacion geografica y
factores pedogenéticos. También es muy dificil comparar los valores obtenidos en un experimento con los
de otro, porque por lo general se obtienen con diferentes protocolos experimentales, ya sea porque no hay

métodos estandarizados o debido a que las muestras de suelo pueden haber sido sometidas a diferentes
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tratamientos previos (recogida de muestras, almacenamiento de muestras, secado al aire, etc.) antes de su

analisis (Gil-Sotres et al., 2005).

Los tratamientos y métodos de preparacion de los suelos tienen un marcado efecto sobre los
resultados obtenidos en los ensayos enzimaticos. Asi se ha documentado el efecto del secado al aire, las
condiciones y temperaturas de almacenamiento y el molido de los suelos (Tabatabai y Bremner, 1970a;
Speir y Ross, 1975; Zantua y Bremner 1975; Speir, 1977). Cuando se trabaja con enzimas, es importante
homogeneizar las muestras de suelo, porque las enzimas estan desigualmente distribuidas en sus
fracciones (Speir, 1977). Conviene sefalar que las actividades enzimaticas que podemos medir, deben de
ser consideradas como medidas potenciales, ya que se miden “in vitro” bajo condiciones optimas de

temperatura y pH y como hemos dicho, a saturacion de sustrato.

El uso soluciones tamponadas, que mantiene el pH optimo durante la reaccion, es esencialmente
importante en ensayos enzimaticos en el suelo ya que permiten el control de la ionizaciéon de las enzimas
y el sustrato.

Alberty (1956) citado por Frankenberger y Johanson (1982), puntualizd6 que los cambios en la
concentracion electrolitica cambiaban los coeficientes de activacion de los reactivos y el complejo
activado y que en consecuencia, el grado de ionizacion de los grupos acidos o basicos en la molécula de
proteina, podia ser cambiado por la presencia de sales. Todos estos efectos podian provocar un

aceleramiento o desaceleramiento de la actividad enzimatica del suelo.

Las enzimas del suelo son similares a las enzimas de otros sistemas y la velocidad de la reaccion
que catalizan depende marcadamente del pH, fuerza idnica, temperatura y presencia o ausencia de
inhibidores (Burns, 1978; Tabatabai, 1982). La velocidad de la reaccién es proporcional a la
concentracion de la enzima si la enzima esta saturada de sustrato. En los ensayos de rutina, es normal
determinar la actividad enzimatica en condiciones de saturacion de sustrato. Las investigaciones en
cinética enzimatica indican que las enzimas libres y las inmovilizadas en diferentes soportes responden,
ambas, a las leyes de Michaelis-Menten (Lai y Tabatabai, 1992; Gianfreda et al., 1992). La constante de
Michaelis-Menten (K,;,) es un parametro caracteristico de cada enzima en condiciones experimentales, se
relaciona con una serie de tasas constantes y mide la afinidad de la enzima por el sustrato. Para la
caracterizacion de las enzimas del suelo, varios investigadores han determinado la K, siguiendo el
mismo procedimiento empleado para una sola enzima en condiciones experimentales homogéneas. 