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Resumen

Resumen

El suelo es un recurso natural cuyo aprovechamiento es esencial para el ser humano debido a
la multitud de servicios que le proporciona y de los que obtiene beneficio. En este
aprovechamiento se puede producir un deterioro del suelo pudiendo poner en riesgo su
capacidad futura para desempefiar sus funciones. En este sentido, los suelos agricolas se
encuentran sometidos a practicas que pueden poner en riesgo su funcionalidad al afectar a
sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. A este hecho es necesario anadir la posible
entrada de contaminantes a través del empleo de agroquimicos y, en el caso de entornos
periurbanos, por deposicién aérea. Esta entrada de contaminantes, que se produce en bajas
concentraciones a lo largo de mucho tiempo, y su posible interacciéon con el resto de los
parametros del suelo, influyendo en la funcionalidad de éste, ha sido escasamente estudiada
en trabajos de campo. Por todo ello, en esta Tesis se ha investigado si existe una afectacion
de la funcionalidad de suelos agricolas periurbanos evaluando las propiedades fisicas,

quimicas y bioldgicas de los suelos, ademas de sus interacciones.

Las muestras se tomaron en suelos calcdreos del sureste de Madrid bajo los usos de cultivo
secano y olivar, tomando como referencia suelos naturales. En todas las muestras de suelo se
llevé a cabo una caracterizacion de sus propiedades fisico-quimicas y se estudid la
disponibilidad de 16 elementos traza (As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Vy
Zn) mediante extracciones simples: contenido total extraido con aqua regia, contenido
potencialmente disponible extraido con DTPA y contenido inmediatamente disponible
extraido con CaCl,. Desde el punto de vista biolégico se determinaron 12 actividades
enzimdticas (a-glucosidasa, B-galactosidasa, B-glucosidasa, fenoloxidasa, arilamidasa, N-
acetil-glucosaminidasa, ureasa, fosfatasa, fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, arilsulfatasa y
deshidrogenasa), se analizé el perfil catabdlico a nivel comunidad (CLPP) a través del estudio
de placas Biolog EcoPlate, se determind el contenido de ADN de bacterias, hongos y arqueas
y, para representar organismos superiores, se llevd a cabo un ensayo de reproduccién de
Eisenia fetida y de germinacion y elongacion radicular de Lactuca sativa. Mediante andlisis de
la varianza de una via, andlisis de redundancia y andlisis de redes se determind la influencia

del uso en estos pardmetros bioldgicos.



Resumen

Las practicas agricolas tuvieron reflejo en una menor cantidad de materia orgéanica y de los
parametros relacionados con ella en los suelos de cultivo, y en una mayor cantidad de fésforo
disponible en los suelos de secano a causa de la fertilizacidn. Asi mismo, la concentracion de
Cu fue superior en los usos de cultivo, especialmente en el uso de secano, que también mostré
concentraciones superiores de Zn que el uso olivar. En cambio, el uso forestal mostré mayores

concentraciones de Pb total y de Cd, Pb y Zn potencialmente disponible.

En la disponibilidad de los elementos traza, los 6xidos de Fe y Mn tuvieron un papel
determinante en los suelos de cultivo, mientras que en los suelos forestales la materia
organica también desempefié un papel fundamental. La disponibilidad potencial de varios
elementos (Cu, Zn y Pb) estuvo relacionada con la presencia de fdosforo disponible, mayores
concentraciones de As, Bay Sb estuvieron relacionadas con la cercania a Madrid y en los suelos
olivar y forestal la fracciéon carbonatada retuvo elementos traza. Los contenidos en materia
organica soluble regularon las concentraciones inmediatamente disponibles de Co, Cu, Mo, Ni

y Zn, especialmente en el uso forestal.

Las actividades enzimaticas, el CLPP y los contenidos de ADN mostraron ser indicadores
sensibles a la hora de diferenciar entre usos de cultivo y forestal, mostrando una afectacién
de la funcionalidad del suelo. Ademas, las actividades enzimaticas fueron indicadores
sensibles a la disponibilidad de elementos traza, siendo los Unicos indicadores capaces de
diferenciar entre los tres usos estudiados. En los ensayos llevados a cabo con Eisenia fetida y
Lactuca sativa los pardmetros fisico-quimicos del suelo regularon las respuestas obtenidas, a
excepcion del contenido total en Se de los suelos de secano que mostro inhibir el porcentaje

de germinacion.

El empleo de técnicas de analisis de redes en el estudio del suelo ha permitido identificar,
junto con el analisis de redundancia, patrones en las actividades enzimaticas de los suelos de
cultivo, generando una imagen global y diferencial de los tres usos del suelo estudiados y
mostrando potencial para ser empleada en futuros estudios de funcionalidad y calidad del

suelo, mediante el estudio comparativo y temporal de los mismos.
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1. Introduccion

El suelo es uno de los recursos naturales que mas tiempo lleva la Humanidad aprovechando
y, debido a ese aprovechamiento, desde el inicio de la Agricultura se ha modificado el
equilibrio natural del suelo, pudiendo incluso haber provocado histéricamente el colapso de
civilizaciones tempranas de Oriente Medio y Norte Africa (Lowdermilk, 1953). Para solventar
los desequilibrios de los suelos agricolas el ser humano tiende a reflejar el funcionamiento de
la naturaleza: labra el suelo para aumentar la porosidad y facilitar la entrada de agua al igual
que lo harian los organismos del suelo o la vegetacidon a través de las raices, aporta nutrientes
al suelo en forma de abonos y fertilizantes como se produciria de forma natural por la
deposicién, descomposicion y reciclaje de la materia organica y emplea fitoquimicos para
controlar plagas como sucede de forma natural entre la interaccién de plantas con
microorganismos. Sin embargo, la gran complejidad del suelo genera que una actuacion
parcial sobre un componente del suelo, como pueda ser el labrado, ejerza efectos sobre otros

componentes, como por el ejemplo la disminucion paulatina de la materia organica soluble

debido al labrado del suelo (Bolan et al., 2011). Por tanto, teniendo en cuenta que los suelos
en si mismos son muy diversos, al igual que los cultivos y manejos a los que se encuentran
sometidos, es necesario el estudio de los posibles efectos adversos que cualquier practica

pueda ejercer en las componentes fisicas, quimicas o bioldgicas del suelo (Parr et al., 1992).

En caso de no ser capaces de gestionar de forma correcta los suelos se pondrd en riesgo su
funcionamiento en el futuro, es decir, su funcionalidad y su calidad. Histéricamente se ha
empleado la connotacién de que un buen suelo es capaz de generar grandes cosechas y
durante cuanto mds tiempo mejor. Para Mausel (1971), uno de los primeros articulos en tratar
este tema, la calidad del suelo se podria definir a partir de la capacidad que tiene un suelo en
producir una serie de cultivos con valor econdmico en su zona de estudio. Posteriormente, el
concepto se fue ampliando para dar cabida a la evolucidn temporal que puede tener un suelo,
de esta forma Karlen et al. (1997) definen la calidad del suelo como "la capacidad de un tipo
especifico de suelo para funcionar, dentro de los limites de los ecosistemas naturales o
gestionados, para mantener la productividad de las plantas y los animales, mantener o
mejorar la calidad del agua y el aire, y sustentar la salud y la vivienda humana". En este sentido
el suelo deja de ser Unicamente tratado como un soporte aislado de una cosecha, se le trata

como a un elemento clave del medio ambiente, que interacciona con otros compartimentos
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del mismo, que puede cambiar a lo largo del tiempo y que es indispensable para el ser
humano, proporcionandole efectos beneficiosos, es decir, servicios ecosistémicos (Costanza y

D’Arge, 1997).
Segun la Comisién Europea (2006) el suelo cubre los siguientes servicios ecosistémicos:

1) Produccién de biomasa, incluidos los bienes de produccién en agriculturay silvicultura.

2) Funciones reguladoras del suelo, que comprenden almacenar, filtrar y transformar
nutrientes, sustancias y agua.

3) Reserva de biodiversidad, como habitats, especies y genes.

4) Entorno fisico y cultural para humanos y actividades humanas.

5) Fuente de materias primas como arena, arcilla o turba.

6) Reserva de carbono.

7) Archivo del patrimonio geolégico y arqueolégico.

A su vez, de acuerdo a Biinemann et al. (2018) y Glenk et al. (2012), las funciones del suelo
son los procesos que se dan en él y que de forma individual o agrupada permiten que el suelo
preste servicios ecosistémicos, pudiéndose encontrar las funciones del suelo, y por

consiguiente los servicios ecosistémicos, afectados por distintas amenazas:

1) Pérdida de biodiversidad (Katayama et al., 2019).

2) Salinizacién (Singh, 2015).

3) Desequilibrio de nutrientes y contaminacion (Luo y Gu, 2016; Micé et al., 2006)
4) Compactacién (Shah et al., 2017).

5) Sellado (Pérez y Garcia, 2016).

6) Acidificaciéon (Rasmussen y Rohde, 1989).

7) Erosién (Lal, 1998).

8) Pérdida de carbono orgénico (Bolan et al., 2011).

Por todo ello, es necesario conocer el estado de calidad del suelo para poder gestionarlo de
una manera mas eficiente (Herrick, 2000), poder clasificarlo y comparar la calidad de los suelos
en diferentes zonas o en una misma localizacién a lo largo del tiempo (Nortcliff, 2002). Con
estos objetivos varios paises en el mundo, entre ellos Canada, Estados Unidos, Australia,
Nueva Zelanda, Francia, Reino Unido o Irlanda, tienen, o han tenido, programas estatales para

monitorizar la calidad del suelo. En cada uno de estos programas se definen los servicios
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ecosistémicos y funciones del suelo que se quieren controlar, realizdndose después una
seleccion de indicadores para representar las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas de

los suelos bajo estudio.

La seleccidon de un conjunto minimo de indicadores a partir del set completo de los posibles
indicadores de calidad del suelo es un paso necesario, puesto que es inviable, e incluso
imposible, analizar todos ellos debido al coste que representaria (Blinemann et al., 2018). Sin
embargo, los estudios con una amplia cantidad de variables y de larga duracién para conocer
la influencia de las perturbaciones en los suelos son necesarios (Bloem et al.,, 2005). La
seleccion de indicadores deberia basarse principalmente en los distintos usos y en los distintos
tipos de suelos, ademds de en aspectos obvios como que exista una relacidn entre funcion del
suelo-indicador, que sea sencillo de medir o que sea suficientemente sensible a los distintos
manejos (Nortcliff, 2002; Parr et al., 1992). Por tanto, es muy complicado, por no decir casi
imposible, establecer un set de indicadores y de valores de estos indicadores de forma
universal (Binemann et al., 2018), siendo necesario ver la calidad del suelo desde un punto

de vista mas relativo que absoluto (Karlen et al., 1997).

En un mundo en el que para el afio 2050 se ha estimado una poblacién entre 9,4 y 10,1 miles
de millones de personas (United Nations, Department of Economic y Social Affairs, 2019), los
suelos dedicados a agricultura suponen un factor determinante como sustento de la poblacién
y, por tanto, su calidad y funcionalidad deberia ser monitorizada. A pesar de su rol central en
el mundo, los suelos agricolas se encuentran sometidos a procesos de degradacidn que ponen
en riesgo su capacidad, total o parcial, para desempenfar los servicios ecosistémicos que se le
suponen. El servicio ecosistémico principal de los suelos agricolas es la produccién de bienes
en forma de cosecha, pero para este cometido son igualmente necesarias: i) su capacidad
reguladora de nutrientes, en la que cobra gran importancia la del suelo, que a su vez influye
en que los suelos sean fuente o sumidero de carbono y puedan, por tanto, influir positiva o
negativamente en el cambio climatico (Lal, 2004), ii) su capacidad de amortiguacién frente a
la entrada de diversos contaminantes en el suelo de forma directa a través de fertilizantes
(Nziguheba y Smolders, 2008), fitoquimicos (Giller et al., 1998), agua de riego (Edelstein y Ben-
Hur, 2018) o por deposicidon aérea (Nicholson et al., 2003), con el consiguiente riesgo que
supone esta entrada de quimicos en la cadena trdéfica (Gall et al., 2015) o su paso a otros

compartimentos medioambientales como las aguas subterraneas (Bohlke, 2002), vy iii) su
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biodiversidad, especialmente la microbioldgica, que influye en los ciclos biogeoquimicos
favoreciendo el equilibrio de nutrientes de los suelos (Tabatabai, 1982) y disminuyendo a su
vez la necesidad de fitoquimicos al reducir la cantidad de plagas (Jabran, 2017; Jabran et al.,

2015).

A la afectacién de la funcionalidad de los suelos debido a su uso agricola habria que incorporar
la posible afectacion derivada de la entrada adicional de elementos traza ajenos al uso. Los
elementos traza representan un mayor riesgo debido a su cardcter persistente, acumulable y
toxico (Adriano, 2001), siendo los principales contaminantes que aparecen en los suelos de
Europa, representando un 36%, en Espafia un 17% (Van Liedekerke et al., 2014) y en la

Comunidad de Madrid un 54% (Comunidad de Madrid, 2019).

Los estudios de afectaciéon del suelo por elementos traza se han llevado a cabo, por lo general,
bajo tres aproximaciones: i) considerando suelos que presentan una elevada contaminacion,
ii) investigando, predominantemente, los efectos producidos por un nimero reducido de
elementos traza, vy iii) realizando muchos de los estudios en condiciones de laboratorio
empleando soluciones a distintas concentraciones del o de los elementos traza e, incluso,
empleando suelos artificiales. Estas aproximaciones muestran una serie de limitaciones a la
hora de extrapolar los resultados: i) los suelos por lo general no tienen niveles tan altos de
contaminacioén, habitualmente los suelos muestran concentraciones reducidas de una mezcla
de elementos traza, ii) la contaminacidon de los suelos en laboratorio se suele realizar
empleando, por lo general, sales anidnicas de los elementos traza, favoreciendo su
(bio)disponibilidad y mostrando efectos tdoxicos a menores concentraciones, mientras que en
suelos in situ la entrada de los elementos traza es paulatina a lo largo de, normalmente, mucho
tiempo donde influyen numerosos condicionantes (componentes fisico-quimicos del suelo,
variaciones climaticas, etc.) en su (bio)disponibilidad, y iii) los suelos artificiales no son suelos
sensu stricto sino que se emplean mas como matriz portadora del contaminante, por lo que
el papel que juegan los distintos componentes fisico-quimicos de los suelos en la

(bio)disponibilidad de los elementos traza no se tienen en cuenta.

Los anteriores estudios muestran una baja aplicabilidad cuando se considera que las
condiciones en las que se han llevado a cabo distan, en gran medida, de las habituales

encontradas en campo. Existe un gran desconocimiento, ya que son escasos los estudios de la
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afectacién del suelo cuando la mezcla de elementos traza presentes es numerosa y se

encuentran en bajas concentraciones.

En este contexto, el estudio de los suelos agricolas en un entorno urbano e industrial reviste
un especial interés ya que: i) debido a su localizacién, los suelos pueden recibir continuos y
reducidos aportes de elementos traza, no solo de las practicas agricolas, sino también por
deposicion aérea (De Miguel et al., 1999; Vazquez de la Cueva et al., 2014), no percibiéndose
una contaminacién aunque pueda existir una afectacién de la funcionalidad del suelo, vy ii)
alertan sobre una potencial contaminacién que, en la actualidad, puede pasar desapercibida.
Estas consideraciones adquieren una especial relevancia si se considera el enfoque preventivo
del marco normativo en la Unién Europea, cuyo fin es garantizar la utilizacidn sostenible a

largo plazo de los recursos naturales.
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2 Hipotesis y Objetivos

En el contexto planteado, se pone de manifiesto la necesidad de realizar nuevas

investigaciones que den respuesta a las siguientes HIPOTESIS:

El manejo al que estdn sujetos los suelos agricolas afecta a sus propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas, repercutiendo en la funcionalidad del suelo.

Los suelos agricolas pueden experimentar una acumulacion de elementos traza
provenientes de su manejo y, adicionalmente, de su localizacion en el entorno de un
gran nucleo de poblacién.

Las poblaciones microbianas y organismos superiores son sensibles a las alteraciones
de la funcionalidad del suelo asociada a las actividades agricolas y al entorno urbano
La dificultad aparejada a las interacciones entre los componentes del suelo, la
disponibilidad de elementos traza y la actividad biolégica del suelo encuentra solucidn
en el empleo de técnicas de procesado de datos, del tipo de RDA y andlisis de redes,
que permiten identificar alteraciones de la funcionalidad del suelo dificiles de detectar

de otra manera.

Para contrastar estas hipdtesis se han establecido los siguientes OBJETIVOS:

Identificar y cuantificar el efecto que ejercen los usos en las propiedades fisico-
quimicas de los suelos.

Identificar el efecto ejercido por los usos del suelo en la disponibilidad de elementos
traza.

Evaluar el efecto ejercido por los usos del suelo y por la disponibilidad de elementos
traza en la poblacién microbiana y organismos superiores.

Identificar alteraciones de la funcionalidad del suelo mediante técnicas de procesado

de datos.

Esta investigacién se ha llevado a cabo en suelos agricolas del drea mediterranea tomando

como referencia suelos no afectados por el uso.
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Este Tesis doctoral se encuadra en la investigacion llevada a cabo por el grupo de investigacion
SIAM de la UCM de Madrid (Ref.: 950605) a través del proyecto competitivo de investigacion
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Subterrdneas — CARESOIL. (Ref.: P2018/EMT-4317) y (Ref.P2013/MAE2739)
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3 Material y Métodos
3.1 Diseno experimental

En los suelos agricolas de entornos periurbanos a la posible afeccién generada por la
perturbacion del suelo a través del labrado y/o empleo de agroquimicos es necesario afiadir
la posible entrada de contaminantes por deposicion aérea en el entorno de la ciudad. Entre
los posibles contaminantes que pueden recibir estos suelos los elementos traza reclaman
especial atencidon por su condicidn de persistentes y acumulables en el suelo, aspectos en los

que puede influir el uso al que se someta el suelo.

Para estudiar las posibles afectaciones de la funcionalidad de suelos calcareos periurbanos de
Madrid se tomaron un total de 60 muestras divididas en tres usos: i) cultivo de cereal,
denominado en adelante uso de secano, ii) olivar y iii) suelos naturales sin apreciable accidn
antrépica, denominado en adelante uso forestal. Estas 60 muestras se agruparon en 20
puntos, de tal forma que en cada uno de estos puntos los tres usos a estudiar fueran
colindantes para reducir posibles variaciones entre las muestras de un mismo punto debido a

una distinta litologia, diferencias en el clima, distinta topografia, etc.

Para conocer la influencia que ejerce el uso en la funcionalidad de los suelos se llevaron a cabo
una serie de determinaciones de parametros fisico-quimicos que, a su vez, podrian regular la
disponibilidad de los elementos traza presentes en estos suelos. La actividad biolégica de los
suelos es uno de los indicadores mas tempranos de afectacidn, por lo que se estudié como
influian los parametros-fisico quimicos y la disponibilidad de los elementos traza en distintos
indicadores bioldgicos: i) actividades enzimaticas que reflejan el reciclaje de nutrientes en los
suelos, ii) perfil catabdlico a nivel comunidad mediante el uso de placas Biolog EcoPlate, como
indicadores de biodiversidad funcional, iii) ADN de bacterias, hongos y arqueas como
bioindicadores de la diversidad de los principales grupos de microorganismos, iv)
reproduccién y bioacumulacidn de metales traza en Eisenia fetida por ser un organismo
superior situado en las primeras fases de la cadena tréfica y v) ensayo de elongacién radicular
con Lactuca sativa como representante de la capacidad de los suelos de generar un medio

idoneo para el desarrollo vegetal.

Con el fin de determinar si el uso introduce una variacién en todos los componentes

determinados (parametros fisico-quimicos del suelo, disponibilidad de elementos traza y
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actividades bioldgicas) se llevaron a cabo andlisis de la varianza (ANOVA) de una via. Asi
mismo, para discernir los posibles efectos ejercidos por los parametros fisico-quimicos de los
suelos en la disponibilidad de elementos traza y determinar qué parametros del suelo tenian
una mayor influencia sobre los distintos indices de disponibilidad determinados, se llevaron a
cabo analisis de redundancia (RDA) . En el estudio de las actividades bioldgicas, se emplearon
RDA con el fin de determinar si los parametros fisico-quimicos del suelo y disponibilidad de
elementos traza influian en ellas, y en tal caso conocer cuales representaban un papel mas
importante en cada indicador de actividad biolégica empleado. Para apoyar los analisis de
redundancia se emplearon correlaciones bivariadas de Spearman, empleadas también como
base de analisis de redes efectuados para estudiar como interaccionan todos los componentes
determinados entre si y para la obtencién de patrones de agrupamientos de variables con el

fin de facilitar y mejorar el analisis de la gran cantidad de datos generados.

3.2. Localizaciéon de los puntos de muestreo

3.2.1. Estudio geoestadistico

Se pretendid localizar una zona de Madrid en la que los tres usos de suelos (secano, olivar y
forestal) fueran colindantes. Para localizar los puntos de muestreo de esta Tesis Doctoral, se
tomaron como punto de partida los resultados obtenidos en un estudio previo en el que se
muestrearon 122 puntos en un area de 1.050 km? (30x35 km) al SE de la zona metropolitana
de Madrid, caracterizada por una variada litologia (yesos, calizas, arenas, gravas, etc.) y usos
del suelo (industrial, agricola, forestal y residencial). En esta zona se identificaron y
seleccionaron los puntos de muestreo a partir de dos mallas alineadas con el sistema de
proyeccion UTM. La primera malla era de 5 x 5 km y se seleccionaron 48 de un total de 56
nodos. La segunda erade 1 x 1 km y se seleccionaron al azar 74 nodos, lo que hace un total de
122 puntos de muestreo (Vazquez et al., 2014). Posteriormente, las muestras fueron

analizadas.

De los andlisis de laboratorio efectuados se escogieron, para esta Tesis, los resultados
correspondientes al contenido metdlico total y, ademas, las fracciones inmediatamente

disponibles y potencialmente disponibles de Cd, Cu, Pb y Zn, dado que el contenido metalico
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total no es un buen indicador del grado de contaminacién vy, por tanto, de afectacién de la
funcionalidad del suelo. Con estos datos se realizo la distribucién geoespacial que se presenta
a continuacion, empleando técnicas geoestadisticas, con modelos de variogramas y kriging de

datos (Martin-Sanz et al., 2017).

3.2.1.1. Consideraciones previas de las técnicas geoestadisticas

Al estudiar cdmo se distribuye espacialmente una variable natural existe la imposibilidad
espacial, temporal y econdmica de muestrear completamente toda una zona de estudio
(dominio), haciéndose necesario inferir los valores de la variable a estudiar en todo el dominio
a partir de las medidas llevadas a cabo en un numero finito de puntos. La Geoestadistica
pretende llevar a cabo dicha inferencia mediante un estimador que minimice la varianza del

error.

En muchisimos casos, la variable natural sujeta a estudio muestra una tendencia espacial
aleatoria y otra tendencia espacial estructurada que puede ser modelizada. Como paso inicial
en el andlisis geoestadistico, se lleva a cabo la modelizacidn de la tendencia espacial de la
variable a estudiar a través de un variograma experimental. Este se realiza a partir de los
valores de la variable en los puntos donde se ha medido. La idea germinal del variograma es
que si Z(x) es el valor de la variable en el punto x, Z(x+h) es el valor de esa variable en otro
punto que dista de x una distancia h, de forma que si h tiende a cero los dos puntos estaran
mas cercanos entre si. Si la variable tiene una tendencia espacial estructurada, la diferencia
Z(x)-Z(x+h) también tenderd a cero, cuanto mayor sea h los valores Z(x) y Z(x+h) serdn mas
distintos entre si. Si extrapolamos este razonamiento a un plano existiran multiples puntos
separados de x una distancia h, por lo que existiran multiples valores de Z(x)-Z(x+h). El
variograma experimental expresa toda esta informaciéon de forma resumida, y a partir de los

datos se estima como:

. N(h) 2
y(h) = 2N ; {Z(x)) — Z(x; + h)}

Donde Z(xi) son los valores de la variable Z en los puntos medidos xi, N(h) es el niumero de
pares de datos separados una distancia h y Z(xi+h) son los valores de la variable Z en los puntos

gue distan una distancia h del punto x;. Con el fin de facilitar la comprensién de la obtencién
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del variograma experimental en la Figura 1 se muestra el calculo y el variograma obtenido
para una funcidn ficticia de una dimensién. En el caso de la Figura 1, la variable toma seis

valores en otros tantos puntos separados entre si una distancia de una unidad. Se

3 1 2 6 7 8
L L L 1 L '
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Figura 1: Obtencion de un variograma a partir de una variable ficticia de una dimension

han llevado a cabo los calculos para los valores de distancia h de 1,2,3 y 4 unidades,
dibujandose el variograma que se obtendria en este ejemplo. Los cdlculos necesarios en un
ejemplo tan sencillo son simples y su cantidad reducida, sin embargo, en el caso de una
superficie el calculo se hace mas complejo puesto que hay que tener en cuenta todos los pares

de puntos separados entre si a las distintas distancias h dentro del dominio.

Al variograma experimental se le superpone un modelo generado a partir de variogramas
tedricos que se ajustan progresivamente para conseguir el mejor ajuste posible. Para definir
el variograma tedrico se distinguen tres partes (Figura 2): i) pepita (nugget) que es el valor y(h)
distinto de cero cuando la distancia h=0, ii) rango (range), definido como la distancia maxima
a la que se encuentra dependencia espacial entre los puntos de la funcién estudiada v iii) el
valor de meseta (sill) definido como el valor asintético al que llega el variograma cuando la

variable no muestra dependencia espacial entre los puntos.
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Una vez se ha definido el variograma tedrico que mejor se ajusta al experimental, se lleva a
cabo el krigeado que es la estimacion de los valores de la variable estudiada en todo el dominio
(zona de estudio). El resultado, como se ha comentado anteriormente, es una representacion
espacial de la distribucién de la variable de estudio sobre toda la zona estudiada, pero con la
ventaja, frente a otros métodos de interpolaciéon, de tener en cuenta la posicidn espacial de
todos los puntos analizados y las relaciones entre ellos, logrando menores errores y una mayor

representatividad de los resultados.

- Meseta
—_ Pepita )
P (“silf”)

- i 13
= 25 | (“nugget”)

(“range™)

Distancia (h)

Figura 2: Esquema de un variograma con sus partes principales.

3.2.1.2 Aplicacidn de técnicas geoestadisticas a la seleccion de los puntos de muestreo

Como resultado del analisis geoestadistico, en el que se modelizaron los variogramas de las
concentraciones totales, potencialmente disponibles (EDTA) e inmediatamente disponibles
(CaCly) de Cd, Cu, Pb y Zn (Tabla 1), se generaron una serie de mapas de distribucién espacial
de cada variable empleando kriging ordinario (Figura 3). No fue posible realizar el analisis
geoestadistico para los datos de Pb y Zn inmediatamente disponibles puesto que el
comportamiento que presentaban sus variogramas era el de un valor continuo en toda la zona
de estudio, por lo que el mapa resultante estaria Unicamente formado por un valor constante,
visualizandose con un solo color. Esta casuistica puede deberse a que la distancia entre nodos
sea excesivamente grande, lo que produciria que en el modelizado del variograma
experimental no fuese posible determinar la existencia de relaciones espaciales, al producirse

éstas a una escala menor. Por otro lado, a pesar de haber modelizado Cd-CaCl;, el modelo
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Figura 3: Mapas generados mediante kriging ordinario de las concentraciones totales (T), potencialmente
disponibles (EDTA) e inmediatamente disponibles (CaClz) de los metales Cd, Cu, Pb y Zn expresadas en mg/kg. (*)

indica unidades multiplicadas por 1073
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resultante muestra un valor de alcance extremadamente grande, 3162310 m (Tabla 1), por lo
qgue dicho modelo presentaria una menor fiabilidad que la reflejada en su porcentaje de

varianza explicado (64,36%).

Tabla 1. Resumen de los modelos seleccionados para llevar a cabo la interpolacion geoestadistica de las
concentraciones totales (T), potencialmente disponibles (EDTA) e inmediatamente disponibles (CaClz) de los
metales Cd, Cu, Pb y Zn.

Variable Moldelo del Nugget Meseta Alcance Kappa P.orcentaje.de
variograma (m) varianza explicado
CdT Matern 0,20 0,14 3000 0,5 41,60
CuT Matern 0,20 0,29 12628 3,38 59,95
PbT Esférico 0,15 0,16 10100 - 51,85
nT Matern 0,09 0,07 5600 0,5 45,52
CdEDTA Esférico 0,10 0,11 7750 - 53,35
CuEDTA Matern 0,21 0,16 6000 0,5 44,08
PbEDTA Matern 0,24 0,12 8000 0,5 32,51
ZnEDTA Matern 0,40 0,22 13436 0,5 35,86
cdCacls Exponencial con 1,07 1,93 3162310 0,5 64,36
potencia
CucCaCl; Matern 0,15 0,02 3568 0,5 13,39
PbCaCl; Matern 0,64 0,04 0,001 0,5 6,09
ZnCaCl; Matern 0,86 0,00 0 0,5 0,07

Las concentraciones de los cuatro elementos fueron generalmente menores que los limites
legales establecidos para la agricultura por la Comisién Europea (1986) y Espafia (BOE 1990),
aunque si superaron las concentraciones de fondo (De Miguel et al., 1999; Vazquez de la

Cueva et al., 2014)

En la Figura 3 se representan, en coloraciones rojizas para cada metal (Cd, Cu, Pb y Zn), los
valores maximos de concentracién obtenidos con las distintas extracciones metdlicas (totales,
inmediata y potencialmente disponibles), dejando patente las discrepancias en los patrones

de distribucidn para cada metal.

Por otro lado, en la mayoria de los casos se aprecia un gradiente de concentraciones maximas
en direccién NW-SE que parte de la ciudad de Madrid y sus alrededores (representado por
“M”), es el caso de Cd-T, Cu-T, Zn-T, Cu-EDTA, Pb-EDTA, Zn-EDTA y Cu-CaCl,. Hace excepcién
la concentracién Cd-CaCl; y el contenido de Pb-T que no siguen este patrén. Este resultado es

probable que sea causado por la deposicidon de particulas procedentes del trafico rodado asi
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como de los poligonos industriales ubicados en la zona (De Miguel et al., 1999; Li et al., 2004,

Manta et al., 2002).

No obstante, la variacidn del contenido metalico puede depender de otros factores como es
la litologia representada por “Y” en la zona de yesos y por “C” en las zonas de explotacién de
canteras de caliza. Otras fuentes locales de contaminacidén (representadas por “IN”) como las
emisiones industriales, los materiales de construccién y los depdsitos de residuos no
controlados producen valores atipicos de estos metales en el suelo. Por ultimo, el uso agricola
(“R” para regadio y “S” para secano), por ejemplo en los valles de los rios Jarama y Tajufia,
constituye una posible entrada de estos metales pesados asociada al empleo de fertilizantes
fosfatados en los que pueden estar presentes (Nziguheba y Smolders, 2008), a fertilizantes
organicos procedentes de depuradoras (Alloway, 2013) o al riego con aguas residuales

(Edelstein y Ben-Hur, 2018).

A partir de los mapas de la distribucién espacial llevados a cabo se seleccionaron 20 puntos

de muestreo (Figura 4) atendiendo a los siguientes criterios:

- que en cada zona estuvieran presentes los tres usos principales (secano, olivar y forestal)

de forma colindante, generando un total de 60 muestras de suelo.

- para evitar la variabilidad introducida por la litologia, mayoritariamente yesos y
carbonatos, y dado que la capacidad productiva de los suelos desarrollados sobre yesos

es muy reducida, se seleccioné exclusivamente la zona calcérea.

- y por ultimo, que los puntos de muestreo estuviesen situados en zonas donde se
hubiesen observado discrepancias en los patrones de distribucion espacial de los metales

estudiados.

3.2.2 Caracterizacion de la zona de estudio y toma de muestras

Los materiales geolégicos de la zona de estudio corresponden con materiales de la Serie del
Paramo, que engloba materiales detritico-carbonatados de origen fluvio-lacustre de edad
terciaria. Al tratarse de materiales terciarios la topografia suele ser regular, localizandose a
una cuota media de unos 715 m. El clima de la zona segun la clasificacidon de Képpen-Geiger
se encuentra entre las categorias Csa (Mediterraneo) y Bsk (semi-arido frio). Para la zona de

Arganda del Rey (localidad aproximadamente centrada en la zona de estudio) la temperatura
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Figura 4: Mapa con las posiciones de las zonas de muestreo seleccionadas para la realizacion de esta Tesis doctoral

media anual es 13,8 °C, siendo julio el mes mas caluroso con una media de 24,2 °Cy enero el
mes mas frio con 5 °C; las precipitaciones medias se encuentran en torno a los 440 mm/afio
siendo julio el mes mas seco con 10 mm y noviembre el mas lluvioso con 58 mm (Climate-
data, 2019). Las especies vegetales naturales predominantes son la Stipa tenacissima, Quercus
ilex, Quercus coccifera y Thymus vulgaris. Los suelos predominantes de la zona han sido
caracterizados como Luvisoles calcicos (LVk), Calcisoles haplico (Clh) y Regosoles calcaricos
(RGc) (Comunidad de Madrid y CSIC, 1990), coincidentes con el actual sistema de
nomenclatura FAO (IUSS Working Group WRB, 2015).

Cada una de las 60 muestras, divididas en los tres usos, se formé a partir de una muestra
compuesta generada en campo por cinco submuestras recogidas en el centro y en los
extremos de una cruz griega orientada segun las direcciones cardinales y con 5 m de brazo. En
campo cada muestra compuesta se dividid en dos submuestras: una refrigerada para llevar a
cabo las determinaciones de actividades enzimaticas, perfil catabdlico a nivel comunidad y
ADN vy otra para el resto de determinaciones. En laboratorio, la submuestra refrigerada se
tamizd inmediatamente a <2 mm, manteniéndose después refrigerada en nevera hasta los
correspondientes analisis y la submuestra no refrigerada se secé al aire y se tamizd a <5 mm
para el test de reproduccidn y bioacumulacidn de Eisenia fetida y a <2 mm para el resto de

determinaciones.
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3.3. Métodos analiticos

3.3.1 Pardmetros fisico-quimicos del suelo

A partir de muestras de suelo secadas al aire y tamizadas a <2 mm se realizaron las
determinaciones de los parametros fisico-quimicos del suelo. Siguiendo la metodologia de
ISRIC (2002) se llevaron a cabo las determinaciones fisico-quimicas. El pH se determind en una
suspension suelo:agua 1:2,5 (p:v) medido con un pH-metro “Hanna EDGE”; la conductividad
eléctrica (CE) en una suspension suelo:agua 1:5 (p:v) medida con un conductimetro “micro
CM 2200 (CRISON)”. Las sales solubles fueron extraidas a partir de una suspensién suelo:agua
1:5 (p:v); la concentracién de cloruros (CI), nitritos (NO?%), nitratos (NO*), fosfatos (PO43) y
sulfatos (SO4%) se determind mediante un cromatdgrafo idnico “Metrohm 761 COMPACT IC”
con carrusel automatico “Metrohm 838 ADVANCED SAMPLE PROCESSOR”. El contenido en
carbono orgdnico total (COT) se determind mediante el método de oxidacion humeda de
Walkley y Black (1934) empleando un valorador automatico “Metrohm 888 TRITANDO” y
“Metrohm 665 DOSIMAT”. El nitrégeno total (NT) se determind por combustién con un
analizador “LECO CHNS-932”. El carbono soluble en agua fria (CSf) y el soluble en agua caliente
(CSc), asi como el nitrégeno soluble en agua fria (NSf) y el soluble en agua caliente (NSc) fueron
extraidos segun el método de Ghani et al. (2003) y cuantificados mediante un analizador
TC/TN “ANALYTIKJENA MICRO N/C”. Para determinar la capacidad de intercambio catiénico
(CIC) se realizd un desplazamiento con una soluciéon de NaCl midiendo el ién Na que ocupaba
las posiciones de cambio mediante espectroscopia de emisién de llama, utilizando un
Sherwood 410; la concentracién de Ca?* y Mg?*, se cuantificd por espectroscopia de absorcion
atémica (AAS) (Analytikjena NovAA 300) y, por espectroscopia de emision de llama, utilizando
un Sherwood 410, la concentracion de Na* y K*. El analisis granulométrico se llevd a cabo
previa oxidacidon de la materia organica con perdxido de hidrégeno, la dispersién de las
muestras se realizé con hexametafosfato de sodio y agitacién durante 6 h; la fraccidén arena
se separo por tamizado, las fracciones limo y arcilla se determinaron utilizando el método de
la pipeta de Robinson. El contenido de 6xidos de Fe y Mn amorfos (FeA y MnA) y cristalinos
(FeX y MnX) se obtuvo mediante extraccion acida de oxalato amadnico en oxalato y ditionito-
citrato y posterior cuantificacion mediante espectroscopia de absorcion atémica (AAS)
(Analytikjena NovAA 300). El fésforo asimilable (Pas) fue determinado mediante el método de
Olsen y Sommers (1982) y el contenido en amonio soluble (NH4*) se extrajo segun Keeney y
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Nelson (1982); en ambos casos los iones se cuantificaron mediante espectrofotometria UV-
Visible con lector para placas multipocillo “TECAN NANOQUANT INFINITE M200 PRO”. El
contenido en carbonato calcico equivalente (CaCOs) se llevé a cabo mediante el método de

neutralizacion acida.

Se siguio el procedimiento de la Soil Survey Staff (2014) para la determinacion de la humedad
a capacidad de campo (WHC) y densidad aparente (p) empleando una muestra inalterada de
suelo tomada con cilindro de 100 mL y muestreador tipo Eijkelkamp. 4.3.2. Determinacion de
concentraciones totales, potencialmente disponibles e inmediatamente disponibles de

elementos traza

Todas las suspensiones y disoluciones se prepararon con agua purificada Milli-Q (>18 MQcm)
y con reactivos de alta pureza de Merck (Alemania) y Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). El
material de vidrio empleado fue lavado con una solucién acuosa de HNO3z 0,1% durante 24 h
y se aclaré con agua desionizada tipo | (Sistema de Purificacién de Agua, Younglin, Aqua MAX-

Basic serie 360). Todas las muestras fueron extraidas y analizadas por duplicado.

3.3.2 Fracciones extraidas de elementos traza

Para determinar el contenido pseudo-total, a partir de ahora denominado contenido total se

sometiod a las muestras a un ataque con aqua regia y posterior digestién con microondas.

La determinacidn de las fracciones extraibles de un pool de dieciséis elementos traza (As, Ba,
Be, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mo, Ni, Pb, Se, Sb, Sn, V y Zn) se realiz6 mediante extracciones simples
en un paso empleando compuestos quimicos de distinta fuerza extractiva en muestras de
tierra fina. Se han utilizado diferentes soluciones de extraccidn para evaluar las fracciones de
metales méviles y potencialmente mdviles, proporcionando informacion util para evaluar la

disponibilidad relativa del pool de elementos traza indicado.

La fraccién potencialmente mévil se extrajo con una solucién constituida por acido dietilen-
triamino-pentaacético (DTPA, 0,5 mM), trietanolamida (TEA, 0,1 M) y CaCl; (0,1 M), en una
proporcion tierra fina: solucion extractante 2:1 (p/v) (Lindsay y Norwell, 1978); este
procedimiento mantiene la presencia de Ca?* libre impidiendo la disolucién de los carbonatos.
La fraccion inmediatamente disponible se extrajo con una solucién de CaCl; (0,1 M) en una

proporcion tierra fina: solucion extractante 5:1 (p/v) (Van Erp et al., 1998). En todos los casos,
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las suspensiones se agitaron durante 2 horas en un agitador vibrador (Vibromatic, Selecta) a
400 oscilaciones por minuto y, posteriormente, se centrifugd el sobrenadante (3.500 rpm, 15
min) y se filtré (filtros de bajo contenido de cenizas, 5-7 um).

Las concentraciones de los elementos traza en los distintos extractos (DTPA, CaCl; y total)
fueron cuantificadas mediante espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS) por los laboratorios certificados de andlisis de Eurofins (protocolo NEN-EN-ISO
17294-2, Eurofins Analytic, Paises Bajos). Estas pruebas estdn acreditadas por el Consejo de
Acreditacién de los Paises Bajos (RvA). Las medidas de control de calidad y control de calidad
(QA / QC) realizadas por Eurofins Analytical incluyeron muestras, muestras de control de
laboratorio (muestras de referencia estdndar), controles del dispositivo (calibracion,

sensibilidad, interferencia), estandares internos, etc. (método de suelo TerrAttesT®).

3.3.3 Actividades enzimdticas

Los ciclos de los principales nutrientes en el suelo dependen de reacciones bioquimicas,
quimicas y/o fisico-quimicas catalizadas en su mayoria por enzimas (Tabatabai, 1982). Las
enzimas que se encuentran en el suelo reciben el nombre de exoenzimas mientras que las que
se encuentran en el interior de los microorganismos reciben el nombre de endoenzimas,
cuando un microrganismo u organismo superior muere se liberan al medio las endoenzimas
que tuviese (Kiss et al., 1975). El periodo de vida util de una exoenzima es reducido siempre y
cuando no se encuentre adsorbida a arcillas, moléculas organicas (Burns, 1982) u dxidos de Fe

(Turner et al., 2014).

El estudio de distintas actividades enzimaticas ha demostrado la capacidad que tienen estos
parametros bioquimicos como indicadores del estado del suelo (Dick, 1997). Han demostrado
su utilidad como indicadores de afeccion del suelo por presencia de metales pesados (Burges
et al.,, 2015; De Santiago-Martin et al., 2013a; Dick, 1997; Gianfreda et al., 2005; Martin
Calvarro et al., 2014) demostrandose que son sensibles a las fracciones mas moviles de dichos
metales (Chaudhuri et al., 2003). Asi mismo son capaces de mostrar diferencias propiciadas
por el empleo de fertilizantes (Dick, 1997; Floch et al., 2009) o por perturbaciones fisicas
causadas en el laboreo agricola (Dick, 1997; Kandeler et al., 1999; Montgomery et al., 2000).

Por estas razones pensamos que las actividades enzimaticas resultan claves como indicadores
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de la funcionalidad de los suelos de estudio con el objetivo de conocer si esta funcionalidad

se encuentra comprometida.

Para la determinacién de las actividades enzimaticas se empled suelo refrigerado en neveray
tamizado a <2 mm. Se determinaron un total de once actividades enzimdticas participes de
los principales ciclos biogeoquimicos de nutrientes en los suelos: i) relacionadas con el ciclo
del C: alfa-glucosidasa (aglu), beta-galactosidasa (bgal), beta-glucosidasa (bglu), fenoloxidasa
(phe), ii) relacionadas con el ciclo del N: arilamidasa (aryIn), N-acetil-glucosaminidasa (nag) y
ureasa (ure), iii) relacionadas con el ciclo del P: fosfatasa (phos), fosfatasa acida (pac) y
fosfatasa alcalino (pak), iv) relacionada con el ciclo del S: arilsulfatasa (aryls) y la actividad
enzimatica deshidrogenasa (dh) como indicadora de microorganismos vivos. Para las
actividades de aglu, bgal, bglu, aryln, nag, ure, phos, pac, pak, aryls se siguié la norma ISO
20130 (ISO, 2018). La actividad phe se determiné segun de DeForest (2009) y segun Schaefer
(1963) para la actividad dh.

3.3.4 Perfil catabdlico a nivel comunidad (CLPP) con Biolog EcoPlate

Las placas Biolog fueron introducidas por primera vez por Garland y Mills (1991) con el fin de
comparar la estructura de las comunidades microbianas de distintos medios naturales.
Posteriormente Zak et al. (1994) demostraron que las placas Biolog podian emplearse para
cuantificar la diversidad funcional microbioldgica de comunidades bacterianas. Inicialmente
las placas Biolog existentes consistian en placas multipocillo con 95 substratos de C distintos
y un pocillo de control sin ningun substrato, cada pocillo llevaba un tinte violeta de tetrazolio
para detectar el NADH formado durante el consumo del substrato (Garland y Mills, 1991).
Todos los reactivos se encuentran secos en la placa con lo que al entrar en contacto con la
suspensidn portadora de la poblacidn microbiana a analizar se rehumectan. La variedad de
placas aumentd existiendo una placa para identificar microorganismos Gram positivos (placa
GP), otra para Gram negativos (GN), sin embargo, ciertos autores demostraron la escasa
importancia de ciertos substratos en la identificacién de comunidades microbianas. Por tanto,
se podia reducir la cantidad de substratos presentes en la placa sin perder capacidad de
diferenciacién, reduciéndolos a los ecoldgicamente significativos (Campbell et al., 1997;
Preston-Mafham et al., 2002). Asi se comercializo la placa Biolog EcoPlate en la que aparecen

31 substratos distintos de C y un pocillo en blanco, todos con el tinte de tetrazolio y por
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triplicado en una misma placa de 96 pocillos. Estos 31 substratos pueden agruparse segun el
tipo de carbono funcional en: carbohidratos (CH), acidos carboxilicos (AcC), aminodacidos (aas),
aminas/amidas (AmAm) y polimeros (pol). En la Tabla 2 aparecen los distintos substratos

presentes en las placas Biolog EcoPlate que conforman cada grupo.

Tabla 2: Substratos de carbono presentes en las placas Biolog EcoPlate y grupo funcional al que pertenecen.

Grupos de los substratos de carbono de las placas Biolog EcoPlate

Carbohidratos (CH) Aminoécidos (aas)
B1 Acido ester metil pirGvico A4 L-Arginina
G1 D-Celobiosa B4 L-Asparagina
H1 a-D-Lactosa C4 L-Fenilalanina
A2 B-metil-D-Glucdsido D4 L-Serina
B2 D-Xilosa E4 L-Treonina
C2 i-Eritritol F4 Acido glicil-L-glutdmico
D2 D-Manitol
E2 N-Acetil-D-glucosamina Aminas/Amidas (AmAm)
G2 Glucosa-1-fosfato G4 Feniletilamina
H2 D,L-a-glicerol fosfato H4 Putrescina
Acidos carboxilicos (AcC) Polimeros (pol)
F2 Acido D-glucosaminico Cl Tween 40
A3 Acido D-galacténico, gamma-lactona D1 Tween 80
B3 Acido D-galacturénico E1l a-Ciclodextrina
C3 Acido 2-hidroxi-benzoico F1 Glucégeno

D3 Acido 4-hidroxi-benzoico
E3 Acido y-amino-butirico
F3 Acido itacénico

G3 Acido a-keto-butirico
H3 Acido D-mélico

Esta técnica biolégica permite una rapida y econdmica identificaciéon de caracteristicas
funcionales de la poblacién microbiana (Konopka et al., 1998), sin embargo, muestra ciertos
inconvenientes. Preston-Mafham et al. (2002) publicaron una revisién con los principales
problemas y posibles soluciones del empleo de Biolog. Los principales problemas estan
asociados a: i) el mantenimiento de la misma densidad microbiana del indculo en cada placa
para permitir una comparacién entre muestras, puesto que la densidad de inéculo influye en
el color desarrollado por cada substrato y en el tiempo que tarda en empezar a colorearse, ii)
no es un método representativo de toda la comunidad microbiana puesto que pueden existir

miembros de esas comunidades incapaces de emplear los substratos de los micropocillos o
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pueden no desarrollarse en esas condiciones, iii) los microorganismos r-estrategas, es decir
los que estan acostumbrados a desarrollarse rapidamente en entornos ricos en nutrientes, se
benefician del propio método. Sin embargo, el empleo de las distintas placas Biolog ha
demostrado su capacidad de discriminacion de comunidades microbianas afectadas por:
metales pesados (Kuzniar et al., 2018; Martin Calvarro et al., 2014), el efecto conjunto de
metales pesados y compuestos organicos (Klimek et al., 2016), distintos usos agricolas (Cheng
et al., 2017; Xue et al., 2008), distinto grado de labranza (Janusauskaite et al., 2013), distintos
medios naturales (Garland y Mills, 1991) y por distintos grados de maduraciéon en compost

(Insam et al., 1996) entre otras casuisticas.

En la realizacion de esta Tesis se ha optado por emplear las placas Biolog EcoPlate por su
facilidad de uso, por no necesitar varias placas para la obtencion de réplicas (cada muestra
sélo necesita una placa) y por la informacién que proporciona acerca del funcionamiento de
las comunidades microbianas presentes en los suelos. No obstante, a lo largo de tanto la
inoculacién y lectura de las placas como del posterior tratamiento de datos e interpretacién,

se han tenido en cuenta las limitaciones que presenta este método.

La metodologia que se ha empleado en el analisis de la respuesta de las placas Biolog EcoPlate
se ha dividido en dos fases (Figura 5): i) inoculacién de las placas y su medida y ii) tratamiento

de los datos.

9 , 1 .
1.- Inoculacién y medidas I 2.- Tratamiento de datos
10 g peso seco 1
de suelo refrigerado | TR
. [ I ER | yTTE odelizacion curvas
o I [_AWCD() | “Growthcurver” R
100 ml NaCl 0,85% *
{ I [ £=9600 min v
Agitar 10° 1 T Rquen AWCD(t;)
300 rpm I I'ndi:e de Shannon H’ rAWCD
+ Indice de Simpson D aAWCD
Reposo 10 |
¥ I v
Inoculacidn placas Lectura t, | Substratos " —
150 ul/300 rpm P A=590 nm 1 Modelizacién curvas |fep] c:rm;\:’ics?;) _>| Grupos funcionales
entr
‘ I “Growthcurver” R ©
Incubacion placas Lecturas t;
7 dias/25 °C ™| =590 nm |
|

Figura 5: Esquema de la metodologia empleada para la inoculacion y medicion de las placas Biolog EcoPlate y el tratamiento
de los datos obtenidos en estas medidas.
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1) Inoculacién de las placas y su medida

Como se indica en la Figura 5, inicialmente a partir de las muestras de suelo refrigerado se
peso el equivalente a 10 g de suelo seco de cada muestra, al que se afiadieron 100 mL de NaCl
0,85%. Cada muestra se agitd durante 10 minutos a 300 rpm y posteriormente se mantuvo en
reposo 10 minutos, tras lo cual se trasvasaron 30 mL del sobrenadante a vasos de precipitados
y bajo agitacion continua a 300 rpm se trasvasé una alicuota de 150 plL a cada pocillo de la
placa, homogeneizando el contenido. Cuando una placa se completaba se realizaba la primera
medida a tiempo inicial (to) de absorbancia en un espectrofotémetro TECAN NANOQUANT
INFINITE M200 PRO a una longitud de onda de 590 nm. Después, las placas se incubaron
durante 7 dias a 25 °C realizandose medidas periédicamente a distintos tiempos (ti) con la

misma longitud de onda que en la medida inicial.
2) Tratamiento de los datos

Puesto que resultd técnicamente imposible realizar la Ultima medida de todas las placas en el
mismo tiempo, se procedié a elegir un tiempo final (tf) de 9.600 min (6,67 dias) como punto
comun a todas las placas. A partir de las medidas de cada placa para los distintos t;, se procedid
a calcular el color medio de pozo (AWCD, average well color development) para cada placa,

obteniendo una medida del AWCD en funcién del tiempo t:

31 . —
AWCD(t) = == M‘gtl) 0

Donde Mi(t) es el valor de absorbancia del substrato i para el tiempo de lectura t y B(t) el valor
del blanco de la placa para el tiempo t, y 31 es el nimero de substratos en la placa. Las
representaciones graficas del AWCD(t) y de las medidas de Mi(t) presentan la morfologia de
una curva de crecimiento segun la ecuacion:

Mok
M, + (k — Mg)e 't

M;(t) =

Donde M, es el valor de absorbancia en t, del substrato M, k es la denominada capacidad de
carga que coincide con el valor asintdtico que toma la curva en la fase estacionaria de
crecimiento microbiano y r es el ratio de crecimiento de la curva (valor de la tangente de dicha
curva). La curva para AWCD(t) tiene la misma expresion sustituyendo los términos

correspondientes. Los pardmetros de la curva k y r tiene la virtud de no depender de la
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densidad de inéculo empleada 12

(Lindstrom et al., 1998). 1

o
[.¢]

Empleando el paquete

“Growthcurver” del programa

Absorbancia
‘-O
[=)]

0,4
estadistico R se procedié a

0,2
modelizar la curva de AWCD(t) o
para obtener una serie de 0 2000 4000 6000 8000 10000
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parametros empleados I Avea bajo la curva (AUC)
posteriormente en el andlisis Figura 6: Esquema de una curva de crecimiento obtenida a través
de multiples medidas a lo largo del tiempo de incubacion, y los

estadistico: valor asintotico k principales pardmetros obtenidos en su modelizacion a través del

paquete “Growthcurver” de R.

(kAWCD), el ratio de

crecimiento de la curva de AWCD (rAWCD) vy el area debajo de la curva (AUC) de la curva de
AWCD (aAWCD) como pardametro resumen de la informacién de la curva (Hackett y Griffiths,
1997). La representacion grafica de estos parametros se encuentra en la Figura 6 para facilitar

su comprension.

Como medidas de diversidad, a partir de los valores de absorbancia de tf se obtuvo el valor de
la riqueza (R) calculado como la cantidad de pocillos con un valor de absorbancia igual o
superior a 0,25 y se calcularon para cada suelo los indices de biodiversidad de Shannon (H’) y

de Simpson (D), segun las ecuaciones:

1
H = —Z iInp; D=
pl pl Zpiz

Ddénde pi es el ratio de la absorbancia del substrato i de la placa respecto a la suma de
absorbancias de todos los pocillos de la placa. Cuanto mayor es el valor de H’ la biodiversidad
funcional es mayor y, similarmente, cuanto menor es D mayor diversidad de substratos es
capaz de emplear la comunidad microbiana.Con el fin de trabajar con un valor de absorbancia
en tr mas robusto por parte de los substratos se procedio, al igual que en el caso del AWCD(t),
a modelizar las curvas de cada uno de los substratos para cada una de las placas, el valor de k
obtenido en la modelizacion fue tomado como el valor de la absorbancia a tt. En los casos en
los que las curvas de crecimiento no llegaron a la fase estacionaria se obtuvieron valores
anormalmente altos de k procediendo a extraerlos del estudio posterior. Para evitar cualquier

influencia de la densidad de indculo se procedid a la normalizacidén de los valores obtenidos
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de k para cada substrato por el correspondiente AWCD de la placa (Garland y Mills, 1991;
Preston-Mafham et al., 2002). Con el fin de facilitar el estudio y la interpretacién de los
resultados se agruparon los substratos en funcién de los grupos funcionales tal y como
aparecen en la Tabla 2, empleando los porcentajes que representaba cada grupo funcional

respecto del total en el resto de los andlisis.

3.3.5 Determinacion de contenido de ADN de bacterias, hongos y arqueas

Las bacterias, hongos y arqueas desempeiian un papel fundamental en el suelo. Como se ha
indicado antes, participan en los principales ciclos biogeoquimicos y participan activamente
en la descomposicion de la materia organica. Ademads, entre otras sustancias organicas
producen polisacaridos que aglutinan particulas minerales generando agregados en el suelo
0 a través de sus propias estructuras, como en el caso de los hongos (Beare et al., 1997; Rashid
et al., 2016). En los ultimos afios, debido al auge de las técnicas metagendmicas, se ha
estudiado la interaccién positiva de algunas bacterias, hongos y arqueas con algunas plantas,
ejerciendo de proteccidén contra agentes patdgenos externos (Berg et al., 2016; Song et al.,
2019) o intercambiando nutrientes (Antonella Di Benedetto et al., 2017; Richardson et al.,
2009). En los suelos agricolas con un manejo tradicional se produce la alteraciéon de estas
poblaciones de microorganismos al incidir en: su distribucidn espacial, las condiciones de la
atmdsfera del suelo, el equilibrio de nutrientes y la diversidad vegetal, lo que afecta al balance
y funcionamiento de bacterias, hongos y arqueas (Strickland y Rousk, 2010). Asi mismo, estos
microorganismos han sido identificados como indicadores de contaminacidon (De Santiago-
Martin et al., 2013a; Li et al., 2017), si bien es cierto que cuando se trata de episodios de
contaminacidn a largo plazo las comunidades microbianas tienden a regularse adaptandose a
las nuevas condiciones o seleccionando poblaciones capaces de sobrevivir en el nuevo
entorno (Li et al., 2017; Wakelin et al., 2014), pudiendo enmascararse los efectos de los

contaminantes (Hagmann et al., 2015; Kouchou et al., 2017).

En la actualidad, debido ala relativa facilidad de las técnicas de extraccion de ADN en muestras
naturales, es posible cuantificar la cantidad de ADN procedente de distintos tipos de
microorganismos en el suelo. A pesar de la gran potencia como bioindicador de este
parametro, es necesario tener en cuenta, en la interpretacién, que existen una serie de

indeterminaciones en el propio método analitico: i) la cantidad de ADN depende de la
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extraccion llevada a cabo siendo necesario un mantenimiento del método de extraccion
durante toda la investigacidn, ii) las cadenas de ADN pueden permanecer en el suelo como
material bioldgico adsorbido a otros compuestos, lo que no implica que su procedencia sea
Unica y exclusiva de microorganismos vivos en el momento de realizar el analisis (Strickland y
Rousk, 2010) y iii) puesto que se trabaja con concentraciones de ADN muy pequefias (ng/mL)

se hace necesario un control exhaustivo para evitar contaminaciones en el analisis.

El ADN total se extrajo de 0,3 g de suelo empleando el kit de aislamiento de ADN PowerSoil
(MOBIO laboratories Inc., Carlsbad, CA, EE. UU.) segln su propio protocolo. Se empleé PCR
cuantitativa (qPCR) para cuantificar la abundancia de genes relacionados con bacterias,
hongosy arqueas. Los primers empleados y las condiciones de los ciclos de la gPCR se resumen
en la Tabla 3. La qPCR se llevd a cabo en ABI Real-Time 7300 system (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) con un marcador SYBR Green detection (KAPA SYBR Fast Master qPCR Kit
Master Mix 2X Universal). De cada 20 pL empleados en la qPCR: 10 uL correspondian al SYBR
Green; 0,4 L a los primers correspondientes con una concentracién de 10 uM; 0,4 pL a Rox
High; 2 uL a las muestras de ADN (<20 ng) y 8,8 plL a agua. Las curvas patron empleadas se
generaron utilizando diluciones de plasmidos clonados linealizados. Las plantillas amplificadas
con cada par de primers descritos en la Tabla 3 se clonaron en P-GEM T-easy (Promega, EE.

UU.), las inserciones se secuenciaron para confirmar la longitud y la identidad correctas.

Tabla 3: Genes, primers y condiciones de ciclo empleados en las gPCR para determinar la cantidad de copias de ADN de
Bacteria, Hongo y Arquea

Reino Grupo de Primer (secuencias 5'-3’) Condiciones de ciclo Referencia
genes gPCR
Forward 10' 95 °C/ 40 ciclos de
Bacteria 16S TCCTCCGTCTATTGATATGC 15" 95°C, 30" 60°Cy 30" Ldpez-Gutiérrez et al. (2004)
Reverse ATTCCGCGGCTGGCA 72°C

Forward (ITS5)

GGAAGTAAAACTCCGTAACAAGG 10' 95 °C/ 35 ciclos de
Hongo ITS 15" 95°C, 30" 52°C, 2" Schoch et al. (2012)
Reverse (ITS4) 72°Cy 7' 72 °C

TCCTCCGTCTATTGATATGC
Forward (Arc 771F) L ) :
ACGGTGAGGGATGAAAGCT 10" 95°C/ 40 ciclos de 15 ,
Arqueas 16S rDNA 95°C, 30" 55°C,30" 72 Ochsenreiter et al. (2003)
Reverse (Arc 957R) o " an o
Cy30"80°C
CGGCGTTGACTCCAATTG
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3.3.6 Ensayos ecotoxicoldgicos

3.3.6.1 Ensayo de reproduccion y bioacumulacion con Eisenia fetida

Las lombrices ejercen un papel fundamental en el funcionamiento del suelo (Bohlen, 2017): i)
participan en la mineralizacion de la materia orgdnica ejerciendo un rol dual al aumentarla,
pero también protegiendo a la materia organica al formar agregados érgano-minerales en sus
deyecciones, ii) influyen en la distribucién de nutrientes en el perfil del suelo, en la aireacién
y en la infiltracidn de agua al excavar sus tuneles y iii) pueden acumular contaminantes como
metales pesados pudiendo iniciar su entrada en la red tréfica. Por esta ultima razén se hace
necesario conocer si es posible la acumulaciéon en estos animales de los elementos traza
presentes en los suelos estudiados en esta Tesis doctoral, si dicha acumulacién depende de la
disponibilidad de los elementos traza y si las concentraciones de estos elementos traza ejercen
algun efecto negativo sobre su reproduccion. Con
estos objetivos se llevd a cabo un test de
reproduccién con lombriz roja de California
(Eisenia fetida) (Figura 7) por ser un organismo
diana mundialmente utilizado, aunque no sea
endémico de la zona de estudio. Asi mismo, se
estudié la bioacumulacién en sus tejidos de los
elementos traza analizados en el suelo y su

relacion con la disponibilidad de los mismos, y la

pOSIbIe perdlda de biomasa que pUdIesen Figura 7: Ejemplar de Eisenia fetida con el clitelium

. . desarrollado, indicando que es un individuo adulto.
experimentar los animales durante el ensayo.

Las lombrices empleadas en el test de reproduccién, biomasa y bioacumulacion provinieron
de las camaras de cria que se han desarrollado en la Unidad Docente de Edafologia durante la

realizacion de esta Tesis doctoral.

Las condiciones de cria fueron las detalladas en la norma OCDE 222 (partiendo inicialmente

de una caja de cria de un proveedor local:

e Cajas de cria transparentes de 40 litros de volumen.

e Suelo artificial compuesto de:
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o 10% turba de sphagnum.
o 20% caolin.
o 69-70% de arena de cuarzo, de la que un porcentaje superior al 50% presenta
una granulometria entre 50 y 200 micras.
o Entre 0,3 — 1% de CaCOs pulverizado para obtener un pH inicial de 6,0 + 0,5.
e pH regulado entre 6,0 - 7,0 durante todo el periodo de cria y controlado, minimo, una
vez a la semana.
e Temperatura20°C+2°C.
e Humedad entre 50 — 60%.
e [luminacidn en ciclos de 16 horas de luz con una intensidad entre 400 y 800 lux y ciclos
de 8 horas de oscuridad.
e Alimentacidn a base de avena una vez por semana, regulando las cantidades afiadidas
en funcidn de la presencia de restos de la semana anterior, se incluyeron también
restos vegetales triturados y secados en estufa, para su almacenamiento, que fueron

humectados al afiadirse a las cajas de cria.

Para la realizacién del test (esquematizado en la Figura 8) se emplearon, por triplicado,
recipientes de vidrio en los que se introdujeron 500 g de cada suelo y se humectaron entre un
50 - 60% de su humedad a capacidad de campo. En cada recipiente se afiadieron 10 lombrices
adultas con pesos comprendidos 0,316y 0,911 g, tomadas aleatoriamente del total de adultas.
Las condiciones de luz y temperatura durante la realizacion del test fueron las mismas que

durante la cria.

Al dia siguiente de introducir las lombrices en los suelos, se afiadieron 5 g de avena en la
superficie del suelo y, posteriormente, una vez a la semana durante las cuatro iniciales del
test, se afladieron 5 g de avena apartando los restos de comida de la semana anterior.
Finalizadas las cuatro semanas iniciales se procedid a la separacién, conteo y pesado de las
lombrices adultas tras su lavado con agua destilada. Después, los suelos volvieron a ser
introducidos en sus correspondientes recipientes de vidrio para continuar el test de
reproduccion y contabilizar los juveniles y huevos generados por los individuos adultos

durante las cuatro semanas iniciales.
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Las lombrices adultas fueron introducidas en envases de plastico con papel de filtro
humedecido durante 24 h, con las mismas condiciones de temperatura y de luz que durante
la criay el test, para que depurasen los restos de suelo de su sistema digestivo. Posteriormente
se lavaron, pesaron y congelaron para su posterior procesamiento. Este consistié en el secado
de las lombrices a 105 °C durante 24 h, su posterior pulverizacién y anélisis de los elementos
traza presentes en sus tejidos a través del mismo laboratorio que realizé las determinaciones

en los suelos.

Para determinar la cantidad de juveniles y huevos de lombrices generados durante las cuatro
semanas iniciales del test, en las cuatro semanas posteriores Unicamente se proporciond
alimento después de reintroducir los suelos en los recipientes, manteniéndose las condiciones
de temperatura y humedad del ensayo. Finalmente, se procedié al conteo de juveniles y

huevos presentes en los suelos.

Dia 0 — Dia 28 p— Dl'a 56
10 adultos Sacar adultos 1. Lavado y pesado Sacar y contabilizar
500 g de suelo X3 2. Purga 24h juveniles y huevos
50-60 % humedad Reintroducir suelos 3. Lavado y congelacion
Alimentacidn dias: Alimentacion: 4. Desecacion 105 °C
1,714y 21 dia 29 5. Pesado y pulverizacion
Temperatura 20 °C+2 °C lluminacién 400-800 lux, 16h/8h luz/oscuridad Alimentacién 5 g avena

Figura 8: Esquema del test de reproduccion llevado a cabo con ejemplares de Eisenia fetida, mostrando los pasos
necesarios para llevarlo a cabo, su temporizacion y las condiciones bajo las que se realizé (elaboracion propia).

Al final del test, se obtuvieron como parametros de valoracién: i) la variacién de biomasa de
la poblacién adulta en el transcurso del test, ii) la cantidad de huevos sin eclosionar, iii) la
cantidad de individuos juveniles y iv) las concentraciones de los elementos traza analizados

en los tejidos de las lombrices.
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3.3.6.2 Ensayo de elongacion radicular con Lactuca sativa

Los ensayos de fitotoxicidad aguda con plantas son simples, sensibles y poco costosos de
poner en funcionamiento. Los mas empleados registran la germinacion, elongacién radicular
y del hipocétilo. No obstante, la elongacion radicular parece ser mds sensible cuando se trata
de metales pesados (Hou et al., 2014; Kang y Kong, 2016) por delante de la del hipocétilo y la
germinaciéon (Kang y Kong, 2016). Entre todas las especies de plantas posibles, la lechuga
(Lactuca sativa) es una de las especias mas empleadas debido a su sensibilidad (Wang y Keturi,
1990). En la realizacién de esta Tesis doctoral se llevé a cabo un ensayo de fitotoxicidad
crénico estudiando la germinacién, la elongacién radicular y la elongacidn de hipocétilo de

semillas de Lactuca sativa.

Se emplearon semillas comerciales observando que la fecha de envasado fuese inferior a 6
meses para mantener su viabilidad. Antes de llevar a cabo el test se realizé un control inicial
de la calidad de las semillas mediante su seleccidn bajo lupa descartando aquellas deformes,
con color distinto o con tamanos excesivamente grandes o pequefnos, de forma que se

consiguiese un conjunto de semillas lo mas homogéneo posible.

La metodologia del test (modificado de Sobrero y Ronco, 2004) consistié en incorporar en
placas Petri un papel de filtro ajustado lo mas perfectamente posible con el fin de evitar
dobleces. Sobre este papel se dispusieron 25 semillas provenientes de la seleccidén de forma
gue tuviesen la méxima separacién entre ellas para no influir en el desarrollo de las semillas.
Posteriormente se afiadieron 4 mL de una solucion suelo:agua en una relacion 1:2 (p/v,
25g/50mL), se agité durante 2 horas, se mantuvo en reposo otras 2 horas y se filtré. En los
controles llevados a cabo se empled agua destilada. Para cada muestra de suelo y controles
se utilizaron cinco placas siguiendo las directrices anteriores. Tras anadir las soluciones
suelo:agua, se sellaron los bordes de las placas Petri con Parafilm para mantener las
condiciones de humedad durante los 5 dias de incubacidn a 25 °C y en oscuridad. Al cabo de
los cinco dias, se observod si las semillas habian sufrido necrosis, crecimiento de hongos o
malformaciones. En caso negativo, se congelaron a -20 °C hasta su posterior medida. A la hora
de realizar las medidas se descongelaron las placas se contabilizd la cantidad de semillas
germinadas y se dispusieron sobre papel milimetrado para realizar la medicién de la

elongacion radicular y del hipocotilo.
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3.4 Analisis estadistico

3.4.1 Andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor

La utilidad del analisis de la varianza (ANOVA) de un factor radica en la posibilidad de
identificar si las medias de dos poblaciones tienen valores estadisticamente distintos entre si.
Este analisis presenta dos supuestos que deben cumplirse: i) las poblaciones deben de seguir

una distribucién normal y ii) las varianzas deben de ser homogéneas.

El procedimiento para llevar a cabo el ANOVA se esquematiza en la Figura 9. Inicialmente, se
extrajeron de las matrices de datos los valores que distaban del valor medio mds o menos tres
veces la desviacién estandar, por considerarlos anémalos, y por tanto reducir su influencia en
el resto de la distribucién. Después, se estudié la normalidad de las variables empleado el test
Kolmogorov-Smirnov (K-S test), posteriormente todas las variables no normales se
logaritmizaron segun la expresion x’(x)=In(x+1), siendo x el valor de la variable inicial y x’ el
valor logaritmizado, y se estudid la normalidad de las variables logaritmizadas con el test de
Kolmogorov-Smirnov. Con las variables que seguian una distribucion normal (tanto normal

como log-normal) se llevd a cabo la

comprobacién de la homogeneidad de las

Extraer outliers varianzas a través del test de Levene.
(media+3*c?)
' Cuando las variables (normales o log-

¢Variable normal? Logaritmizacion

S tact In{x+1) normales) mostraron varianzas
!
Test no homogéneas, se realizé el ANOVA
¢Variable normal? paramétrico
K-S i
‘“""t Kruskal-Wallis | empleando el post-hoc de Scheffe cuando
Si
! las distintas poblaciones tenian un
¢ Varianza homogénea? , .y . ,
numero de muestras (N) idéntico entre si,
Si
seheffe (=) o el post-hoc de Tukey cuando existian
Tukey (zN)

diferencias en N. Se empled el post-hoc C

Figura 9: Esquema del andlisis de la varianza (ANOVA) empleado de Dunnett cuando la varianza no era

en esta Tesis doctoral i
homogénea.

Cuando las variables no seguian una distribucion normal se empled el test no paramétrico de

Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre las medias de dos poblaciones.
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En todos los casos se tomd p<0,05. Para realizar el ANOVA se empled el software Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) v.23.0

3.4.2 Andlisis de redundancia

El andlisis de redundancia (RDA) permite explicar un conjunto de variables (denominado
variables respuesta) a través de otro conjunto de variables (denominado variables
explicativas). Debido a la imposibilidad de emplear una cantidad de variables explicativas
superior al tamafio muestral (N) para cada RDA, se seleccionaron mediante criterios
edafolégicos las variables explicativas que podrian, a priori, influir mas en las variables
respuesta de cada RDA. Inicialmente, para llevar a cabo este analisis se normalizaron todas las
variables (tanto respuestas como explicativas). Las variables explicativas fueron seleccionadas
y ordenadas a través del método de seleccion Forward, de acuerdo a su importancia en la
explicacion de las variables respuesta de cada ordenacién, y fue validado a través del test de
permutacion de Monte Carlo (n=499, p-valor <0,1). Esta parte del analisis se llevd a cabo con

el software Canoco 4.5.

Para evaluar graficamente las relaciones entre las variables respuesta y explicativas, se
utilizaron biplots en los que se muestran como vectores azules la ordenacion de las variables
respuesta y como vectores rojos la ordenacién de las variables explicativas. Dependiendo del
RDA se representaron variables explicativas que a nuestro juicio facilitaban o mejoraban la
interpretacién de los resultados, aunque no fuesen identificadas como significativas en el test
de permutacion de Monte Carlo. Estas representaciones graficas fueron generadas por el

software Canodraw.

3.4.3 Correlaciones

Las correlaciones se emplean para conocer si existen relaciones entre dos variables. Debido a
la existencia de variables en este estudio que no seguian la distribucidon normal se empleé el
coeficiente de correlacion de Spearman bivariado puesto que es no paramétrico, es decir, no
es necesario que la poblacién siga una distribucidn normal para emplearlo. El coeficiente de
Spearman toma valores en el rango [-1,1], siendo -1 una correlacién inversa perfecta entre las
variables y 1 una correlacion directa perfecta entre variables, por tanto, el signo muestra la

direccién de la relacién y el valor absoluto su potencia. Unicamente se tuvieron en cuenta las
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correlaciones con una significacidon p < 0,05. Para este cometido se empled el software SPSS

v.23.0.

3.4.4 Andlisis de redes

Este tipo de analisis surge de la necesidad de representar graficamente las relaciones entre
distintas variables. Las variables se muestran bajo la forma de puntos denominados nodos y
las relaciones existentes entre las distintas variables o nodos se representan en forma de
lineas, denominadas aristas, que conectan un par de nodos. A la representacion grafica de los
nodos y aristas se le denomina red o grafo. Gracias a la mayor potencia de los equipos
informaticos el empleo de este tipo de analisis ha proliferado en los ultimos afos, por su
capacidad de analizar realidades complejas y con gran cantidad de variables involucradas,
empleandose de forma cotidiana en estudios de diversa indole. En estudios relacionados con
el suelo este andlisis se ha utilizado para: estudiar la microbiologia del suelo (Barberdn et al.,
2012), relacionar la microbiologia del suelo con usos (Creamer et al., 2016), analizar cdmo se
relacionan bacterias y hongos con los parametros del suelo (de Menezes et al., 2014), obtener
indicadores medioambientales (Karimi et al., 2017) o analizar la dinamica de redes troficas

(Sauvadet et al., 2016) entre otros usos.

La representacién grafica, o grafo de la red, facilita el reconocimiento de patrones
relacionando los nodos a simple vista, pero también permite: i) estudiar como se relacionan
los nodos entre si, permitiendo realizar grupos que muestren un mayor grado de correlacion
entre ellos, ii) determinar qué nodos son importantes en la red, iii) comparar distintas redes y
iv) comparar las funciones de unos mismos nodos en distintas redes. Desde el nacimiento de
esta disciplina en los afios 30 del siglo XX se han desarrollado distintos pardametros destinados
a responder a estas cuestiones. Para facilitar su comprensién en este apartado metodoldgico
se mostraran, de forma separada, los pardmetros empleados en la caracterizacién de las redes
de forma global y los parametros que caracterizan los roles que ejercen los nodos dentro de
una red. Todas las redes generadas y los parametros derivados de las redes han sido realizados
con el software Gephi 0.9.2 a partir de los coeficientes de correlacion significativos de las

correlaciones bivariadas de Spearman, obtenidas con el software SPSS v.22.0.
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3.4.4.1 Parametros de red

A la hora de explicar los parametros que definen una red y con el fin de facilitar su

comprensién se empleara la Figura 10.

Los parametros mas simples que caracterizan a una red son muy intuitivos: si una red se
conforma de nodos conectados por aristas, los primeros pardmetros que definen una red son
la cantidad de nodos y la cantidad de aristas. Si a la cantidad de aristas que tiene un nodo
(cantidad de correlaciones que tiene una variable) se le denomina grado, se puede definir el
grado medio como la cantidad de correlaciones (o grado) que muestran de promedio los
nodos de la red. Al emplearse los coeficientes de correlacidn significativos, la importancia de
cada arista en la red no es idéntica puesto que cada una se identifica con el coeficiente de
correlacién correspondiente, lo que le proporciona un peso distinto en la red. Por tanto, el
grado medio no aporta informacién acerca de la calidad de esas correlaciones. Al tener en
cuenta los pesos de las aristas y el grado de un nodo, se obtiene el grado medio con pesos,
gue se define como la media de la suma de los pesos de las aristas de los nodos de la red. En
las redes de la Figura 10 todas las aristas tienen un peso igual a la unidad y por tanto el grado

medio coincide con el grado medio con pesos, que es a su vez la mitad del niumero de aristas.

Redes ejemplo
"a" "p" e "d" e ! "g" "h"

Parametros de red ] l I [ [ ]
Nodos 4 4 4 4 4 4 4 4
Aristas 6 4 3 2 1 0 5 2
Grado medio 3 2 1,5 1 0,5 0 2,5 1
Grado medio con pesos 3 2 15 1 0,5 0 2,5 1
Diametro 1 2 3 2 1 0 2 1
Densidad de grafo 1 0,67 | 0,5 0,33 | 0,17 0 0,83 | 0,33
Componentes conexos 1 1 1 2 3 4 1 2
Longitud media de camino 1 1,33 | 1,67 | 1,33 1 0 1,17 1
Transitividad 1 0 0 0 0 0 0,83 0

Figura 10: Ejemplos de redes generadas a partir de cuatro nodos y un numero variable de aristas con el fin de facilitar la
comprension del texto (modificado de Scott, 2000)

Si es posible diferenciar una red por la cantidad de aristas y nodos que presenta, es posible
calcular la densidad de grafo expresado como el ratio de la cantidad de aristas existentes en
la red con respecto al nUmero mdaximo de aristas que unirian todos los nodos entre si. Esto
implica que la densidad de grafo se encuentra siempre entre 0 (ningun nodo esta relacionado
con otro) y 1 (todos los nodos estan relacionados entre si). Asi en el caso de la red “a” de la
Figura 10, el niumero maximo de aristas es 6, coincidiendo con el nimero de aristas que
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muestra la red, por tanto su densidad de grafo es 1; sin embargo, en la red “b” el nimero de
aristas de la red ha disminuido a 4 y teniendo en cuenta que el nimero maximo de aristas
sigue siendo 6 resultaria 4/6=0'67. En el resto de redes el razonamiento que lleva a la

obtencién de la densidad de grafo es idéntico.

Por regla general, las redes nunca son completas, lo que puede producir que cierta cantidad
de nodos formen un subgrupo en la red separado del resto. Al total de estos grupos en una
red se les conoce como componentes conexos puesto que muestran conexiones entre los
nodos de un mismo subgrupo, pero no con los nodos de otros subgrupos de la misma red. En
caso de una red con mas de un componente conexo cada uno de los componentes se trata
independientemente. Como puede observarse, la red “f” de la Figura 10 muestra cuatro nodos
sin ninguna arista relaciondndolos entre si, estos cuatro nodos forman otros tantos
componentes conexos; en la red “h” los nodos se encuentran unidos dos a dos generando que
existan dos componentes conexos, mientras que en las redes “a”, “b”, “c” y “g” existe

Unicamente un componente conexo puesto que de una forma u otra todos los nodos se

relacionan entre si.

A la cantidad de aristas que separa un nodo cualquiera de otro nodo cualquiera en el grafo se
le conoce como camino. Derivado de esta definicion, otro parametro que caracteriza una red
es la longitud media de camino, es decir, la cantidad promedio de aristas que separan un nodo
cualquiera de otro. Cuanto menor sea esta longitud media de camino los nodos de la red
estardn mas relacionados entre si, por lo que una variacidon sobre un nodo podria afectar a
una cantidad mayor de nodos. Si se comparan las redes “b” y “c” de la Figura 10 se puede
observar que ambas son muy parecidas, a excepcion de que la red “b” tiene una arista mas
que “c”. En ambos casos todos los nodos estan relacionados, pero en el caso de la red “c” es
necesario caminar por tres aristas para ir de un nodo al mas alejado mientras que en la red
“n

“b” solo es necesario caminar dos aristas, por tanto, la longitud media de camino de “c” es

superior a la de “b”.

Cuando en un triplete de nodos (A, By C) el nodo A se relaciona con B, el nodo B se relaciona
con Cy el nodo A se relaciona con C, se dice que ese triplete es transitivo. Si esta idea se
transporta a la escala de red, se podra definir la transitividad de la red como la cantidad de
tripletes existentes en la red relacionada con la cantidad de tripletes transitivos, lo que implica

que la transitividad es la posibilidad de que dos nodos de la red seleccionados aleatoriamente
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estén relacionados entre si. Mayores valores de transitividad estdn relacionados con redes
mas estables, es decir existen menos nodos extremadamente importantes, y la red es mas
redundante: se puede llegar a un mismo nodo por distintos caminos, este aspecto es muy
claro en rutas metabdlicas cuando un mismo compuesto quimico se puede formar a partir de
distintas rutas. En la Figura 10 Unicamente las redes “a” y “g” muestran tridngulos transitivos.
Enlared “a” todos los vértices muestran todas las relaciones posibles por tanto la transitividad
es 1, sin embargo, en la red “g” Unicamente dos nodos muestran el total de relaciones

posibles, 3 de 3 (3/3), mientras que otros dos nodos muestran 2 de 3 (2/3), calculando la media

de posibilidades:

Es posible asociar los nodos en agrupaciones denominadas médulos de forma que los nodos
de un mismo mdédulo muestran mas relaciones entre si de lo esperable Unicamente por azar.
La modularidad es un factor que define la calidad de las agrupaciones realizadas, muestra
valores entre -1 y 1 en funcién de si se han generado los mddulos de forma totalmente
aleatoria (-1) o sin ningun grado de aleatoriedad (1). La identificacion de mddulos ha
demostrado su utilidad identificando comunidades ecoldgicas (Lupatini et al., 2014), grupos
sociales (Girvan y Newman, 2002), en biologia a la hora de identificar genes (Zhao y Liu, 2019)
o en la delimitacidon de zonas marinas con sedimentos contaminados (Y. Wang et al., 2018)

entre otros.

3.4.4.2 Pardmetros de nodos

Al igual que existen distintos parametros para definir las caracteristicas de una red, existen
diversos parametros que explican la importancia que tiene un nodo dentro de la red. El grado
o cantidad de aristas que tiene un nodo es un parametro que define su importancia dentro de
la red ya que un nodo con un grado alto esta conectado a muchos otros nodos y, por tanto,
serd mas importante. Tal y como se ha comentado, considerando la red de forma global, este
pardmetro no tiene en cuenta si las aristas tienen el mismo peso, por tanto, es necesario
conocer el valor del grado medio con pesos de cada nodo. Sin embargo, que un nodo tenga
altos sus valores de grado o de grado medio con pesos no implica que las conexiones que
tenga este nodo sean de calidad, es decir que esas relaciones tengan coeficientes de

correlacidn altos y ademas que esos nodos con los que esta conectado tengan a su vez buenas
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relaciones. Para responder a esta necesidad se emplea el pardmetro centralidad de
eigenvector, que tiene en cuenta tanto el grado del nodo al que nos estemos refiriendo como
los grados de los vecinos a los que esté conectado, de esta manera se tiene en cuenta la

cantidad y la calidad de las conexiones de un nodo.

Otra medida de centralidad referida a los nodos es la centralidad de intermediacion
(betweeness centrality). Este parametro hace referencia a la cantidad de veces que un nodo
actua de puente entre otros dos nodos, es decir, la cantidad de veces que es necesario pasar
por ese nodo para recorrer un camino cualquiera entre dos nodos. Dicho pardmetro permite
identificar los nodos por los que pasa una mayor cantidad de caminos y, por tanto, sobre los

gue cualquier variacién podria magnificar su efecto al influir en gran parte de la red.

En la Figura 11 se muestra una red problema con el fin de facilitar la comprension de estos
pardmetros. Como se puede observar hay tres nodos en la parte central de la red: “f”, “g” y
“j”. Estos nodos actian de unidn entre el resto de nodos, tal y como reflejan sus valores de
grado (sus valores de grado medio con pesos son los mismos que el grado puesto que no se
han dado pesos distintos a las aristas), y son los Unicos nodos con centralidad de
intermediacion distinta de cero, ya que por ellos tienen que pasar los caminos que unen a los
nodos mas periféricos de la red. En términos generales, tal y como recogen los valores de la
centralidad de eigenvector, los nodos “f”, “g” y “j” son también los que tienen unas mejores
conexiones dentro de la red, ejerciendo roles principales. También puede apreciarse como el
algoritmo de determinacion de médulos, siguiendo el funcionamiento descrito en el apartado
anterior, ha generado dos mdédulos: el primer grupo incluye todos los nodos desde la “a” hasta

o n

la “h”, a causa de los valores superiores de betweeness centrality de los nodos “f” y “g” en

a:n

comparacion al nodo “j” que, junto con los nodos “k” y

IIIII

forman el segundo grupo. Por
ultimo, al estar formando todos los nodos una unica red el pardmetro componente es nulo e

idéntico para todos los nodos.
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e h
d
k
f g j 4
c@®
|
b
a i
Nodo Grado Grado medio .Centralid.ad.dle Médulo  Componente Ceptralidad de
con pesos |ntermed|ac|0n e|gEnVeCtOl’
a 1 1 0 0 0 0,371
b ! 1 0 0 0 0,371
¢ 1 1 0 0 0 0,371
d L 1 0 0 0 0,371
e ! 1 0 0 0 0,371
f 6 6 40 0 0 1
g 4 4 37 0 0 0,830
h ! 1 0 0 0 0,310
i ! ! 0 0 0 0,310
J 3 3 18 1 0 0,597
k 2 2 0 1 0 0,370
! 2 2 0 1 0 0,370

Figura 11: Red ejemplo donde se observan los pardmetros que definen los roles que ejercen cada uno de los nodos identificados
con letras.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Parametros fisico-quimicos de los suelos estudiados

En la Figura 1 se representan los triangulos texturales de los suelos estudiados, y en la Figura
2 se representan los boxplots correspondientes a las propiedades fisico-quimicas de dichos

suelos.

De acuerdo con la clasificacion textural de la Sociedad Internacional de la Ciencia del suelo
(1SSS) son suelos de texturas medias (franco arcillosa y franco arcillo limosa) a finas (arcillosa
gruesa y arcillo limosa) (Figura 12iError! No se encuentra el origen de la referencia.), sin
diferencias significativas entre los usos (Figura 13). En general los suelos presentan bajos
contenidos en materia orgdnica, valores de pH, conductividad eléctrica (CE), asi como de
carbonato equivalente (CaCOs) y Ca?* de cambio acordes con su procedencia, ya que se
desarrollan sobre materiales calc5areos pertenecientes a la Formacion Calizas del Paramo. El
uso no ha mostrado influencia en los contenidos de éxidos de Fe y Mn, ni en la mayoria de los
cationes de cambio (Ca?*, Mg?* y Na*), contenido en sales (CE, CI, NOs  y SO4%), y en CaCOs
(Figura 13). Estas caracteristicas reflejan la fuerte influencia del material original carbonatado
en la quimica de estos suelos. La principal diferencia (Figura 13) que mostraron los suelos bajo
los usos agricolas con respecto a los forestales radica en el contenido en materia organica, asi

como en los pardmetros relacionados con ella.

Uso secano Uso olivar Uso forestal

1- Arcillosa fina
2- Arcillo arenosa

3- Arcillosa gruesa Figura 12: Tridngulos de texturas de

151— ,;-\rcillo |im9|?a los suelos bajo distintos usos
— Franco arcillo arenosa ;

6— Franco arcillosa estudiados y clases,texturale.s. a ./lIJS
7— Franco arcillo limosa que pertenecen segun la clasificacion
8- Arenosa internacional ISSS.

9- Arena arcillosa
10-Franco arenosa
11- Franca

T S S B 2 2 12— Franco limosa
1% A%na(‘io-foo:%,mo e ®® 2 s
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Parametros fisico-quimicos de los suelos estudiados
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Capacidad de intercambio catidnico y bases de cambio del suelo
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Figura 13: Boxplots de los pardmetros fisico-quimicos de los suelos bajo uso de secano (S), olivar (O) y forestal (F) estudiados. Distintas letras indican diferencias significativas entre los usos
(P < 0,05). Pardmetros (siglas): humedad a capacidad de campo (WHC), densidad aparente (p), arcilla, limo, arena fina, arena gruesa, arena total, pH, carbono orgdnico total (COT), nitrégeno
total (NT), relacion carbono nitrégeno (COT/NT), carbono soluble en frio (CSf), carbono soluble en caliente (CSc), nitrégeno soluble en frio (NSf), nitrégeno soluble en caliente (NSc), carbonato
equivalente (CaCO3), fosforo asimilable (Pas), oxidos amorfos de hierro (FeA), oxidos cristalinos de hierro (FeX), oxidos amorfos de manganeso (MnA), éxidos cristalinos de manganeso (MnX),
capacidad de intercambio catiénico (CIC), bases de cambio: calcio (Ca?*), magnesio (Mg?*), potasio (K*) y sodio (Na*), conductividad eléctrica (CE), iones solubles: cloruros (Cl), amonio (NH*),

nitrito (NOy), nitrato (NO") y sulfato (SO4%).



Resultados y Discusion

El contenido en carbono orgdnico (COT) y nitrégeno total (NT) de los suelos de uso forestal es
superior a los de secano (un 69 %) y a los de olivar (76 %). En suelos agricolas el labrado del
suelo es recurrente, con lo que se produce un aumento de la oxidacidn de la materia organica
(Brady y Weil, 2014), a causa de la mayor cantidad de oxigeno incorporado y la activacién de
la poblacién bacteriana capaz de degradarla (Balesdent et al., 2000). Ademas, la materia
organica se extrae del suelo en forma de cosecha y no retorna al mismo (McLauchlan, 2006).
Si estas pérdidas en un suelo agricola no se suplieran mediante el empleo de enmiendas
organicas se produciria una disminucidn paulatina de la materia organica del suelo,
reduciéndose su fertilidad y capacidad para producir cosechas (FAO y GTIS, 2015). Por el
contrario, en los suelos de uso forestal se produce un reciclado de la materia organica
existiendo un aporte continuo de ésta al suelo. Esta dindmica de la materia orgdnica se pone

de manifiesto en las diferencias significativas encontradas en los siguientes parametros:

i) La humedad a capacidad de campo (WHC) fue superior en el uso forestal, con un valor
medio de 41% con respecto a los otros usos (28% y 30% para uso secano y olivar
respectivamente). El mayor contenido en materia orgdnica encontrado en el uso
forestal promueve la formacidn de agregados estables que mejoran la porosidad del
suelo (Huntington, 2006) disminuyendo la densidad aparente (1,50 g/cm?3). Por el
contrario, los suelos agricolas de menor contenido en materia orgdnica, y sujetos a
compactacion por el labrado generado por afios de cultivo, muestran densidades
aparentes mayores (1,7 g/cm?3) (Osunbitan et al., 2005).

ii) El pH en los suelos forestales (7,9) fue inferior al de los suelos de cultivo (8,1y 8,2 para
los usos secano y olivar, respectivamente) atribuido al contenido en materia organica,
principal fuente de hidrogeniones en el suelo. Otras fuentes de hidrogeniones al
medio, de forma continua, estarian asociadas a la respiracién por parte de las raices y
microorganismos presentes en el suelo, incrementando la presidon de CO; a través del
equilibrio carbdnico-carbonato, asi como a procesos de nitrificacion o exudados
radiculares (Brady & Weil, 2014).

iii) La materia organica soluble en agua fria (carbono soluble en agua fria, CSf y nitrégeno
soluble en agua fria NSf) fue superior en el uso forestal (23,1 mg/kg para CScy 7,5
mg/kg NSc) y menor en los usos de cultivo con valores para el uso de secano de 14,6

g/kgy 2,6 mg/kg de CSfy NSf, y con valores para el uso olivar de 13,9 y 3,3 mg/kg de
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CSf y NSf. El contenido en carbono y nitrégeno soluble en agua caliente (CSc y NSc)
siguio el patrén anterior con valores superiores en el uso forestal (102,9 mg/kgy 12,8
mg/kg) y menores en los suelos de cultivo (59,0 mg/kg y 6,6 mg/kg para secano y para
uso olivar 48,6 mg/kg y 7,1 mg/kg). El labrado incorpora oxigeno en los suelos de
cultivo acelerando la degradacion de la materia orgdnica (Bueno y Ladha, 2009),
facilitando el acceso de microorganismos a materia organica previamente protegida
(Beare et al., 1994) los cuales consumiran inicialmente los compuestos mas labiles
(Qualls, 2005). Si a este proceso se le anade la falta de aportes organicos frescos se
produce una disminucién de la materia orgdnica, tanto total como soluble. El CSf en
los usos de secano y olivar muestra un descenso del 37% y del 40% con respecto al uso
forestal, mientras el CSc muestra un descenso aun mayor (43% y 53%). El NSf en los
usos secano y olivar es un 65% y un 56 % menor que en el uso forestal y el NSc un 48%
y un 44,5% menor. Como puede verse en los porcentajes de CSfy NSf del uso de secano
respecto al forestal existe una gran diferencia entre ellos, 37% con respecto a 65 %. Es
posible que el labrado del suelo, que ejerce los efectos ya comentados y/o la
incorporacion de algun fertilizante orgdnico, haya producido un aumento de la
actividad microbiana que consumiria preferentemente materia orgdnica soluble
incorporando el C a su organismo. Esto implica la necesidad de utilizar N soluble para
que los microorganismos puedan mantener su propio ratio C/N por lo que lo si no hay
una cantidad suficiente de N soluble en el suelo se produciria un descenso de NSf
(compuestos mas labiles de N) de forma acusada. Los porcentajes de variacién en el
uso olivar respecto al forestal de CSf y NSf muestran menores diferencias entre si
posiblemente a causa del distinto manejo o a una distinta poblacion microbiana con
respecto al uso de secano. Los descensos de CSc y NSc de ambos usos de cultivo
respecto al forestal muestran menores diferencias entre CSc y NSc, posiblemente al
incluir compuestos mas complejos que los que se solubilizan en agua fria, dificultando
su aprovechamiento por una cantidad menor de microorganismo capaces de
degradarlos.

La CIC en el uso forestal (28,2 cmol./kg) fue un 20% superior que la CIC del uso de
secano (23,5 cmol./kg) y un 24% superior a la del uso de olivar (22,2 cmol./kg), lo que

corrobora la importancia de los coloides organicos en esta propiedad.
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v)

vi)

La cantidad de K* en las posiciones de intercambio fue mayor en el uso forestal (0,92
cmol:/kg) que en el resto (0,61 y 0,57 cmol./kg para uso secano y olivar,
respectivamente). Al ser la fuente mineral de K* similar en los suelos de estudio, es la
degradacion de la materia orgdanica la principal fuente de K* disponible (Brady y Weil,
2014). Como era de esperar, los suelos forestales al tener un aporte continuo de
materia orgdnica fresca tienen mayor contenido de K* de cambio.

Las formas nitrogenadas NH4*y NO, muestran mayores valores en el uso forestal (10,8
mg/kgy 2,6 mg/kg) y menores en los usos de cultivo; 7,0y 1,6 mg/kg, respectivamente,
en el uso secano y 5,9 y 1,4 mg/kg en el uso olivar. Ambos parametros forman parte
de las etapas iniciales del ciclo del N por lo que se veran afectados positivamente en el
uso forestal por la entrada continua de materia organica fresca, y mads variada, que en
los usos de cultivo debido a la mayor diversidad de flora y fauna y por una

mineralizaciéon mas lenta.

El Unico pardmetro del suelo que mostré diferencias entre los usos a causa de factores ajenos

al contenido en materia orgdnica fue el contenido en fdsforo asimilable (Pas). Las

concentraciones de Pas fueron superiores en el uso de secano (42,2 mg/kg) respecto al uso

forestal (21,9 mg/kg) un 253% y respecto al uso olivar (16,4 mg/kg) un 258%, lo que sugiere

su origen antropogénico mediante el empleo de fertilizantes fosfatados.
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4.2. Disponibilidad de elementos traza en los suelos en funcién del uso

Las concentraciones totales de los elementos traza analizados mostraron valores por debajo
de los niveles genéricos de referencia (NGR en la categoria “otros usos” del suelo (distintos a
industrial o urbano) para proteccion de la salud humana de metales pesados y otros
elementos traza en suelos de la Comunidad Auténoma de Madrid (CAM) (Orden 2770/2006),
siendo, asi mismo, muy parecidos a los valores obtenidos por de Miguel et al. (2002)

estudiando los suelos de la zona (Tabla 4).

Tabla 4: Comparacion entre las concentraciones totales de los elementos traza analizados en los suelos de secano, olivar y
forestal con los niveles genéricos de referencia (NGR) de la Orden 2770/2006 de la Comunidad de Madrid y los valores
obtenidos por De Miguel et al. (2002) en suelos de la zona de estudio. Unidades expresadas en mg/kg.

Elemento traza Secano Olivar Forestal 273(;(/15806 De l\/(llzgg(;azl)et al
As 11,31+2,27 11,22 + 2,87 9,60 + 2,85 24 10,18 + 3,90
Ba 107,6 + 24,4 111,6 +42,6 103,7 + 30,9 4200 -

Be 1,12+0,45 1,25+ 0,552 1,18 £ 0,64 2 -

cd 0,111 + 0,042 0,108 + 0,057 0,114 +0,0369 3 0,0999 £ 0,045
Co 7,05+1,67 7,11+2,13 6,68 +2,15 15 7,02 +1,88
Cr 20,45 + 4,62 19,73 £ 5,95 20,59+ 8,11 90 19,27 +6,17
Cu 11,14 +2,77 10,74 + 2,90 9,64 +2,87 80 10,13 +2,39
Hg 0,048 + 0,036 0,026 + 0,011 0,037 +£0,017 5 0,027 £0,014
Mo 0,288 + 0,157 0,27 + 0,136 0,282 +0,126 15 0,325 +0,337
Ni 13,95 + 3,03 13,34 +3,74 12,78 £4,19 405 12,18 + 3,59
Pb 16,21 + 3,65 15,3 + 3,66 19,3 +5,95 75 17,54 +7,56
Sb 0,453 £ 0,099 0,449 +£0,128 0,491 +0,193 0,8 0,279 + 0,092
Se 1,51+1,77 0,94 +1,49 0,927 + 1,416 85 -

Sn 1,86 £ 0,58 1,61+ 0,555 1,45+0,79 46730 -

Vv 25,55+6,39 26,3+7,87 25,4+9,99 37 25,14 +7,78
Zn 43,05 +9,45 39,41 +£12,68 41,93 + 14,70 1170 31,15+9,76

Como puede observarse en la Tabla 5 las concentraciones totales de los elementos traza se
ordenan de forma muy similar en los tres usos, existiendo Unicamente diferencias en la
posicion de As-Cu que aparecen intercambiadas entre si en el uso forestal respecto a los usos
de cultivo (secano y olivar) y a la posicion de Se-Be que aparecen intercambiados en la

ordenacion del uso de secano respecto a la de olivar y forestal.

Las concentraciones totales de Cu difieren significativamente entre secano y forestal (Figura

14) siendo ademas superiores los valores de As en los suelos agricolas, aunque no se encontré
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significacion estadistica. El empleo de fungicidas y/o fertilizantes en los suelos de cultivo

podria explicar el aumento de As y Cu en estos suelos (Alloway, 2013).

La concentracién total de Se en los suelos de secano es superior, pero no estadisticamente, a
las concentraciones de los otros suelos pudiendo provenir del empleo de fertilizantes
(Alloway, 2013; Hooda, 2013). Este ligero aumento del Se en el uso de secano produciria que

el Be cambiase de ordenacion en estos suelos.

Aun con la misma posicién en la ordenacion de concentraciones totales en los tres usos (Tabla
5) el Pb es otro elemento para el que se encontraron diferencias significativas entre los usos
secano y forestal fue el Pb. Los suelos ricos en materia orgdnica tienden a retener mayores
concentraciones de elementos traza (Murray McBride, 1994) y el Pb es uno de los que muestra
mayor afinidad por este componente del suelo (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Esta
caracteristica se pone de manifiesto en las correlaciones positivas obtenidas entre el Pb y el
carbono organico total (P<0,01) y el nitrégeno total (P<0,05), ambos componentes superiores

en el uso forestal como se ha visto en el capitulo anterior.

Tabla 5: Concentraciones totales de los elementos traza analizados ordenadas de mayor a menor para los distintos usos.
Resaltados en negrita los elementos traza cuya posicion difiere entre usos.

Uso Orden de los valores medios de las concentraciones totales

Secano Ba>Zn>V>Cr>Pb>Ni>As>Cu>Co>Sn>Se>Be>Sb>Mo>Cd>Hg
Olivar Ba>Zn>V>Cr>Pb>Ni>As>Cu>Co>Sn>Be>Se>Sb>Mo>Cd>Hg
Forestal Ba>Zn >V >Cr>Pb>Ni>Cu~As>Co>Sn>Be>Se>Sb>Mo>Cd>Hg

Tal y como puede apreciarse en el cambio de unidades en el eje de ordenadas de la Figura 14
las concentraciones extraidas con DTPA son muy inferiores a las concentraciones totales lo
que a prioriimplica, en general, una baja disponibilidad de los elementos traza analizados. No
obstante, es necesario tener en cuenta que las concentraciones potencialmente disponibles

de algunos elementos traza han representado porcentajes importantes respecto a su fracciéon
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Figura 14: Concentraciones de los elementos traza analizados en la A) fraccion total, extraida con
aqua regia, B) fraccion potencialmente disponible, extraida con DTPA y C) fraccién inmediatamente
disponible, extraida con CaCl,. Diferencias estadisticamente significativas entre usos identificadas
con distintas letras (P<0,05), elementos traza con diferencias significativas entre usos para los

correspondientes indices de disponibilidad identificados en negrita.
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Tabla 6), especialmente en el caso del Cd cuya fraccidén potencialmente disponible representa

entre un 13,39 % de la fraccién total en el uso de olivar, seguida de un 18,6 % en el uso de

secano y mostrando los mayores porcentajes (20,83 %) en el uso forestal.

Concentracion (mg/kg) Concentracién (mg/kg)

Concentracion (mg/kg)
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Figura 14: Concentraciones de los elementos traza analizados en la A) fraccion total, extraida con aqua regia, B) fraccion
potencialmente disponible, extraida con DTPA y C) fraccién inmediatamente disponible, extraida con CaCl,. Diferencias
estadisticamente significativas entre usos identificadas con distintas letras (P<0,05), elementos traza con diferencias
significativas entre usos para los correspondientes indices de disponibilidad identificados en negrita.
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Tabla 6: Contribucion del contenido de elementos traza potencialmente disponibles (DTPA) respecto al total.

Relacién DTPA/total (%)

Uso
As Ba Be Cd Co Cr Cu Hg Mo Ni Pb Sb Se Sn V Zn
Secano 0,39 0,58 0,16 1860 0,82 - 5,84 0,09 1,45 1,12 7,58 0,20 0,86 - 0,03 1,33
Olivar 0,37 0,53 0,19 13,39 0,59 - 5,84 0,21 1,96 0,94 7,06 0,21 0,76 - 0,04 0,90

Forestal 0,49 0,66 0,13 20,83 1,00 - 5,23 0,14 0,95 1,22 893 0,23 0,83 - 0,02 2,387
En la Tabla 7 se recogen las concentraciones potencialmente disponibles ordenadas de mayor

a menor en cada uso. Al igual que sucedia con las concentraciones totales, el orden seguido
por los elementos traza en la ordenacidén es muy similar entre los tres usos, aunque distinto al
de las concentraciones totales, difiriendo Unicamente en la posicién de Cu y Zn entre los usos
de cultivo y el forestal. Por otro lado, se han obtenido diferencias significativas entre éstos
elementos traza, siendo mayor la concentracién potencialmente disponible de Cu en los dos
usos de cultivo, presumiblemente por las mismas razones que para el cobre total (presencia
en fertilizantes y/o fungicidas). Las concentraciones potencialmente disponibles de Zn son
superiores en el uso forestal posiblemente a causa de su correlacién positiva (P<0,05) con la
materia organica, seguido del uso de secano y finalmente del uso olivar. Posiblemente la
diferencia en el contenido total de Zn entre los suelos de secano y olivar radique en el empleo
de fertilizantes fosfatados en los que el Zn se puede encontrar como elemento traza (Alloway,
2013) ya que en el uso de secano se encuentra correlacionado con el contenido en fosforo

asimilable (P<0,05) el cual mostrd niveles muy superiores con respecto a los otros dos.

Tabla 7: Concentraciones potencialmente disponibles de los elementos traza analizados ordenadas de mayor a menor para
los distintos usos. Resaltados en negrita los elementos traza cuya posicion difiere entre usos. Concentraciones expresadas en
mg/kg.

Uso Orden de los valores medios de las concentraciones potencialmente disponibles (DTPA)

Pb (1,21) >Cu (0,66) >Ba (0,59) >Zn (0,55) >Ni (0,15) >Co (5,57.102) >As (4,28.102) >Cd (1,78.1072)
>V (7,42.10%) >Mo (5,00.10°3) >Se (1,45.10%) >Be (1,40.1073) >Sb (8,48.10™%) >Hg (3,64.10°)

Pb (1,11) >Cu (0,67) >Ba (0,49) >Zn (0,33) >Ni (0,12) >Co (4,05.102) >As (4,04.102) >Cd (1,31.107?)
>V (7,23.10%) >Mo (3,20.1073) >Se (1,92.10%) >Be (1,75.1073) >Sb (8,84.10%) >Hg (5,08.107)

Pb (1,69) >Zn (1,20) >Ba (0,57) >Cu (0,50) >Ni (0,15) >Co (6,27.102) >As (5,08.102) >Cd (2,21.10?)
>V (5,44.10°%) >Mo (3,43.10°%) >Se (1,40.10°%) >Be (1,17.10°%) >Sb(9,03.10"%) >Hg (6,58.10°)

Secano

Olivar

Forestal

En los suelos forestales, en los que se alcanzaron mayores contenidos de Cd y Pb
potencialmente disponibles, estos elementos traza proporcionaron con el carbono organico
total y el nitrégeno total correlaciones positivas (P<0,05 en todos los casos), mostrando de

nuevo la afinidad de la materia organica por los metales pesados.
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Las concentraciones potencialmente disponibles de Ni son estadisticamente superiores en el
uso de secano, intermedios en el forestal e inferiores en el olivar, sin embargo, como se puede

apreciar en la Tabla 7 los valores son muy parecidos entre si.

Nuevamente, tal y como se aprecia en la Figura 14 las concentraciones inmediatamente
disponibles representan una cantidad muy pequefa de la concentracién total, al igual que
Kelepertzis et al. (2015) y Sahuquillo et al. (2003). Teéricamente las concentraciones de los
elementos traza extraidas con CaCl, deberian ser inferiores a las extraidas con DTPA puesto
gue en esta extraccion se emplea DTPA con CaCl, (ademas de TEA, ver seccidn
correspondiente en metodologia). Sin embargo, existen elementos traza en los que las
concentraciones inmediatamente disponibles han resultado superiores a las potencialmente
disponibles, el caso mas notable ha sido el Mo cuyas concentraciones potencialmente
disponibles por debajo de 0,01 mg/kg han pasado a unas concentraciones inmediatamente
disponibles superiores a 0,01 mg/kg. Pensamos que estos valores se han producido por varios
causas: i) por cuestiones matematicas, ya que la cantidad del nimero de muestras en algunos
elementos traza no coinciden para las extracciones potencial e inmediatamente disponibles,
pudiendo resultar por tanto un mayor valor en la extraccion con CaCl; a causa de un menor
numero de muestras con concentraciones elevadas, ii) por un posible sesgo introducido en la
medida de las cantidades tan pequeiias extraidas con CaCl; y iii) que el extractante empleado
para la obtencién de las fracciones potencial y/o inmediatamente disponibles hayan
modificado determinados pardmetros del suelo (p.ej. el pH) introduciendo variaciones en las
extracciones, como posiblemente haya sucedido en el caso del Mo (Kabata-Pendias y Pendias,
2001). Para contrarrestar estos efectos se tendran en cuenta para los futuros estudios los
elementos traza con N > 15, aunque hayan mostrado variaciones a causa del método de

extraccion.

En la Tabla 8 se encuentran ordenadas de mayor a menor las concentraciones extraidas con
CaCl; de los elementos traza con un N 2 15. Como puede apreciarse la ordenacién resultante
es idéntica en los tres usos exceptuando la presencia de Mo que Unicamente ocurre en el uso

forestal al mostrar un N > 15, aspecto que no sucede en los otros dos usos.

Tabla 8: Concentraciones inmediatamente disponibles de los elementos traza analizados ordenadas de mayor a menor para
los distintos usos. Resaltados en negrita los elementos traza cuya posicion difiere entre usos. Concentraciones expresadas en
mg/kg

Uso Orden de los valores medios de las concentraciones inmediatamente disponibles (CaClz) (N > 15)
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Secano Ba (0,80) >Zn (0,12) >Ni (7,06.102) >Cu (2,06.107?) >As (1,27.10°2) >Co (2,05.1073) >Sb (1,54.1073)

Olivar Ba (0,68) >Zn (0,12) >Ni (7,73.10?) >Cu (1,52.102) >As (1,07.10??) >Co (1,37.10°%) >Sb (1,02.10?)
Forestal Ba (0,81) >Zn (0,11) >Ni (7,71.10%) >Cu (2,33.1072) >Mo (1,27.10%) ~As (1,23.102) >Co (2,57.103)
>Sb (1,30.1073)

La fraccidon inmediatamente disponible de Co es la Unica que ha mostrado diferencias
significativas entre usos siendo superior en el uso forestal. Sin embargo, al no mostrar
correlacién alguna con otras variables y tratandose de diferencias muy pequefias entre

concentraciones muy bajas, creemos que su importancia es escasa.

La Tabla 9 recoge las regresiones lineales llevadas a cabo a partir de los contenidos de
elementos traza potencial (DTPA) e inmediatamente (CaCl,) disponibles analizados como
variables dependientes, y el contenido total como variable independiente. Las ecuaciones de
regresion expresan los modelos para los que se ha obtenido una significacién P<0,05
encontrandose asi mismo en la tabla los coeficientes R? ajustado (correspondientes al

porcentaje de explicacién de cada uno de los modelos).

Como puede apreciarse las concentraciones totales de los elementos traza estudiados no
suelen ser buenos indicadores de la disponibilidad potencial y mucho menos de la inmediata,
ya que existen pocos elementos traza en los que su contenido total sea explicativo, aunque
sea parcialmente, de los distintos indices de disponibilidad estudiados. Tanto en el uso de
secano como en el olivar las concentraciones potencialmente disponibles de Cd, Cu y Pb han
podido explicarse parcialmente por medio de las respectivas concentraciones totales, aunque
con ajustes variables y porcentajes de explicacién siempre inferiores al 40 %, por lo que para
estos elementos traza existen otros parametros que influyen en mayor medida en sus
concentraciones potencialmente disponibles que sus concentraciones totales. Los usos de
cultivo han sido los Unicos en los que la concentracidn total de un elemento traza ha explicado
parte de la fraccion inmediatamente disponible de ese elemento traza, el Cu, al igual que
observaron Kelepertzis et al. (2015) analizando la disponibilidad de elementos traza en suelos
agricolas dedicados al cultivo de citricos achacando esta relacidon al empleo de fungicidas y

fertilizantes con Cu.
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Por otro lado, en el uso forestal las concentraciones potencialmente disponibles de los
elementos traza As, Co, Cu, Ni, Pb y Zn han podido explicarse parcialmente por sus
concentraciones totales, con porcentajes de explicacion ligeramente superiores a los

obtenidos en las regresiones lineales llevadas a cabo con los usos de cultivo (Tabla 9).

Tabla 9: Regresiones lineales significativas realizadas con los contenidos potencial (DTPA) e inmediatamente (CaCl,)
disponibles de los elementos traza analizados como variables dependientes y su contenido total como variable independiente.

Uso Ecuacion de la regresion Significancia R? ajustado
Cdotra= 0,007 + 0,104 Cdrotal 0,020 0,237
Secano Cuptpa=-0,610 + 0,447 Cdrotal 0,030 0,373
Cucac=-0,061 + 0,032 Curotal 0,037 0,198
Pbotea=-0,3 + 0,383 Pbrotal 0,025 0,208
Cdprea= 0,005 + 0,075Cdrotal 0,048 0,155
Olivar Cuptra=-0,43 + 0,385Curotal 0,005 0,326
Cucac=-0,042 + 0,023 Curotal 0,013 0,324
Pbotra=-0,274 + 0,36Pbrotal 0,002 0,386
Asprea= -0,130 + 0,077AsTotal 0,005 0,348
Cooprpa=-0,119 + 0,092 Corotal 0,003 0,377
Forestal Cuptra=-0,354 + 0,323 Curotal 0,001 0,449
NipTpa=-0,236 + 0,147 Nitotal 0,000 0,509
Pbptpa= -0,509 + 0,496 Pbrotal 0,004 0,368
Znptpa=-0,983 + 0,466 ZnTotal 0,012 0,28

Las relaciones entre los elementos traza totales y los potencial e inmediatamente disponibles
se han establecido por diversos autores para diferenciar la procedencia antropogénica de los
mismos, basandose en los elevados porcentajes de explicacion obtenidos con respecto a los
elementos de procedencia geogénica (Kelepertzis y Argyraki, 2015). En este estudio, los
porcentajes de explicacién obtenidos no fueron tan elevados, posiblemente por el bajo
contenido total de los elementos traza en los suelos analizados en contraposicién con los
contenidos encontrados por Kelepertzis y Argyraki (2015). Sin embargo, en el trabajo ralizados
hasta ahora hemos puesto de manifiesto que existe adiccién antropogénica de elementos
traza a través de fertilizantes y fitosanitarios empleados en los suelos agricolas, sin olvidar la
deposicion aérea, por su situacion periurbana a Madrid, que ha sido referenciada en trabajos

anteriores (Vazquez de la Cueva et al., 2014).
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4.2.1 Relacion de la disponibilidad de los elementos traza con los pardmetros fisico-quimicos

del suelo en funcion del uso

Para investigar qué factores fisico-quimicos del suelo pueden influir en la disponibilidad de
elementos traza, considerando cada uso separadamente, se realizé un andlisis de redundancia
(RDA). Las variables fisico-quimicas del suelo: pH, carbonato, carbono organico total,
nitrégeno total, cloruros, amonio soluble, fésforo asimilable, dxidos de manganeso amorfos y
cristalinos, oxidos de hierro amorfos y cristalinos, contenido en arcillas, carbono soluble en
agua fria y en agua caliente y nitrégeno soluble en agua fria y en agua caliente fueron
empleadas como variables explicativas junto a la distancia a Madrid, mientras que las
concentraciones totales, potencialmente disponibles (DTPA) e inmediatamente disponibles

(CacCly) fueron utilizadas como variables respuesta de tres RDA para cada uso.

En la Tabla 10 se observa la varianza de los indices de disponibilidad explicada por los
parametros fisico-quimicos del suelo seleccionados a partir del test de Monte Carlo empleado
en el RDA. En todas las extracciones dicha varianza explicada fue maxima en el uso forestal,
disminuyendo en el uso olivar y alcanzando los menores porcentajes en el uso de secano. En
éste uso, el porcentaje de varianza explicado disminuye conforme lo hace la fuerza extractiva
de los reactivos utilizados. En los usos olivar y forestal se aprecia una diferencia entre los
porcentajes de varianza explicados por las fracciones total y potencialmente disponibles
(DTPA) con respecto a lainmediatamente disponible, cuyo porcentaje fue menor. El descenso
en la varianza explicada de las concentraciones de los elementos traza inmediatamente
disponibles puede deberse a que dichas concentraciones en los suelos estudiados fueron muy
bajas, lo que produce una mayor incertidumbre en la medida. En cualquier caso, los resultados
ponen de manifiesto que, a priori, las practicas agricolas de los suelos de cultivo modifican las

relaciones entre sus propiedades fisico-quimicas y la disponibilidad de elementos traza.
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Tabla 10: Porcentajes de varianza explicada para las concentraciones totales, potencialmente disponibles (DTPA) e
inmediatamente disponibles (CaCl;) por los pardmetros fisico-quimicos del suelo identificados como variables explicativas
significativas en el andlisis de redundancia (RDA) (p < 0,1) para los tres usos del suelo estudiados.

Porcentaje de varianza explicada

Uso
Totales DTPA CaCl,
Secano 28,5% 22,6% 11,0%
Olivar 39,3% 40,5% 25,9%
Forestal 48,6% 49,0% 31,5%

4.2.2.1 Concentraciones totales de los elementos traza y su relacion con los pardmetros del

suelo

A través del RDA se pone de manifiesto la influencia de los pardmetros fisico-quimicos de los
suelos (P<0,1 identificados con * en los biplots) en el contenido total de los elementos traza
analizados para los distintos usos (Figura 15), siendo por orden de importancia: i) 6xidos de
Mn-amorfo (MnA) y contenido en cloruro (Cl°), para el uso secano (Figura 15.A); ii) 6xidos de
Fe-cristalino (FeX) y contenido en arcillas (Arc) para el uso olivar (Figura 15.B); vy iii) 6xidos de
Fe-cristalinos (FeX), carbono organico total (COT), distancia a Madrid (Dist), contenido en

arcillas (Arc) y contenido en carbonatos (CaCOs) para el uso forestal (Figura 15.C).

Independientemente del uso, los éxidos de hierro y manganeso son variables explicativas
significativas del contenido total. Estos dxidos se relacionan asi mismo con el contenido en
arcillas pudiendo precipitar alrededor de ellas o formando parte del cemento de los agregados
(Goldberg, 1989) aspecto que se ha observado en los biplots del uso olivar y forestal (Figura
15.B y C). Estos 6xidos pueden fijar los elementos traza en sus particulas minerales (segun sus
afinidades Cu>Zn>Co>Pb) o pueden adsorberlos en su superficie externa (segun sus
afinidades: Cu>Pb>Zn>Co>Cd) (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Las arcillas presentes en el
suelo pueden a su vez adsorber elementos traza (con afinidades Cu> Co> Zn> Fe= Ni= Mn

segun Farrah et al. (1980)), dependiendo del tipo de arcilla y del pH.

En el biplot del uso de secano (Figura 15.A) los vectores de las concentraciones totales de los
elementos traza As, Sb, Cu y Mo se han alineado con el contenido en cloruro (Cl") y, ademas,
se han obtenido correlaciones significativas positivas entre Cl" y estos elementos traza (As, Cu
y Mo con CI" P<0,05; Sb con CI- P<0,01). Estas correlaciones y ordenacion de elementos podrian
interpretarse como una procedencia comun y su identificacion en el suelo podria atribuirse a

razones climaticas. En suelos de cultivo es comun el empleo de fungicidas clorados para
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proteger las cosechas, pudiendo ser As, Cu y

Sb los principales componentes activos
(Albanese et al., 2015; Binemann et al., 2006;
2006; Matschullat,

Kasuga et al., 2000;

Wightwick et al., 2013). En cuanto al
posicionamiento del vector de Mo en el RDA
no se ha encontrado ninguna referencia al
empleo de este elemento traza como
plaguicida salvo referencias actuales en
ensayos de laboratorio (Qureshi et al., 2015),
si como fertilizante pero sin embargo en
suelos carbonatados no suelen emplearse
puesto que con los valores de pH de estos
suelos la disponibilidad del Mo es alta
(Kabata-Pendias y Pendias, 2001). A la luz del
RDA una posible explicacion para Ia
ordenacidn del Mo seria su oposicion al Pas.
molibdato)

de

Ambos iones (fosfato

y

competirian por los sitios sorcion

resultando en un aumento de Mo disponible
en la solucion del suelo (Vistoso et al., 2012)

favoreciendo el lixiviado de este elemento

Figura 15: Biplots de ordenacion a partir del andlisis de
redundancia (RDA) realizado entre las variables fisico-quimicas
del suelo (rojo) y las concentraciones totales (aqua regia) de
los elementos traza estudiados (azul). Porcentajes de varianza
explicada por las variables explicativas del grdfico entre
paréntesis. Las variables explicativas significativas (p < 0,1)
identificadas mediante un *. Abreviaciones: Cl- contenido en
cloruros, MnX dxidos de Mn cristalinos, MnA oxidos de Mn
amorfos, COT carbono orgdnico total, Pas fosforo asimilable,
CSc carbono soluble en agua caliente, FeX Oxidos de Fe
cristalinos, Arc contenido en arcillas, Dist distancia a Madrid y
CaCOs contenido en carbonatos.
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(Kabata-Pendias y Pendias, 2001).Por otro lado, Ishikawa et al. (2015) estudiando la influencia
de la fertilizacién con NH4Cl en la acumulacién de Cd en trigo observaron como 200 mm de
lluvia simulada en un experimento en macetas lixivio Unicamente la mitad del CI- afiadido,
guedando el resto retenido en el suelo. Asi mismo, Pérez-Murcia et al. (2007) determinaron
gue en suelos bajo climas semiaridos con una precipitacién inferior a 200 mm se produjo la
acumulacién de Cl" procedente de la fertilizacién con purines de cerdo. Se podria concluir que
a causa de las escasas precipitaciones recogidas en la zona de estudio en los seis meses
anteriores al muestreo (122 mm, Estacion de Arganda del Rey), se haya reducido la lixiviacién
de CI" permitiendo la identificacion de este subgrupo de elementos traza. No obstante, estos
resultados deben tomarse con precaucion, debido a la ausencia de diferencias significativas

en el contenido de Cl" entre los tres usos del suelo.

Los vectores de las concentraciones totales de Sn, Se y Hg se han alineado con los vectores de
las variables explicativas COT y Pas en el biplot del uso de secano (Figura 15.A). Estos tres
elementos traza suelen estar sujetos a reacciones con compuestos organicos (metilacién)
(Kabata-Pendias y Pendias, 2001; Obrist et al., 2009) aspecto que reforzaria la correlacién
positiva entre Hg y COT (P<0,05). Por otro lado, un posible origen comun para estos tres
elementos traza seria su presencia como impureza en fertilizantes fosfatados (Alloway, 2013)
aspecto que explicaria la posicién del vector de Pas entorno a estos elementos traza, sin

embargo no existen correlaciones que puedan afirmarlo.

En el biplot del uso olivar (Figura 15.B) los vectores Hg y Se se alinean con el de CSc en el eje
2, estos elementos traza se encontrarian en este uso relacionados con la materia organica
soluble. En cambio, el vector de Sn se alinea con el de Fe-cristalinos, en vez de con parametros

relacionados con la materia orgdnica y se encontraria, por tanto, mas estabilizado en el suelo.

En la ordenacién del uso forestal (Figura 15.C) el vector de Hg se encuentra en el eje 2
compartiendo direccion con el COT, junto al que se encuentra el vector de Cd, y la distancia a
Madrid. En este uso la fraccion total de Se y Sn parecen depender de la distancia a la ciudad
de Madrid, a mayor distancia menor concentracion, por lo que estos elementos traza pueden

provenir de deposicion aérea (Alloway, 2013).
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4.2.2.2 Concentraciones potencialmente disponibles (DTPA) de los elementos traza y su

relacion con los pardmetros del suelo

La capacidad de los parametros fisico-quimicos para explicar el contenido potencialmente
disponible de los elementos traza estudiados, porcentaje de varianza explicado, varia en
funcidn del uso, siendo mayor en el uso forestal (49 %), seguido del uso olivar (40,5 %) y por
ultimo el uso secano (22,6 %). Asi mismo, las variables explicativas significativas varian entre
los usos, pero mostrando algunas similitudes, por orden de importancia fueron (Figura 16): i)
Fe-cristalinos (FeX) y fosforo asimilable (Pas) en el uso de secano (Figura 16.A), ii) CaCOs,
distancia a Madrid (Dist) y fésforo asimilable en el uso de olivar (Figura 16.B), y iii) Fe-amorfos
(FeA), distancia a Madrid, fésforo asimilable, nitrégeno soluble en agua fria (NSf), COT y CaCOs3
en el uso forestal (Figura 16.C). Como puede observarse, en los tres usos aparecen los éxidos
de hierro o el contenido en carbonato y el fosforo asimilable como variables explicativas

significativas.

Posiblemente la razén por la que los éxidos de Fe y/o el CaCOs aparezcan como variables
explicativas significativas en los tres usos se debe al propio método de extraccion. El tipo de
extractante empleado (DTPA) impide, o al menos pretende reducir, la disolucién de
carbonatos presentes en el suelo (Lindsay y Norwell, 1978) que implicaria la liberacién de
cierta cantidad de elementos traza que perteneceria a una fraccién menos disponible. El DTPA
es un agente quelante con un funcionamiento similar al que desempefian la materia organica
y parte de los dxidos de hierro y manganeso. Por tanto, la materia organica junto con los
Oxidos de hierro tienen un comportamiento antagdnico con respecto al contenido en
carbonato equivalente, es decir, si un elemento traza se encuentra presente en los carbonatos
no serd extraido por el DTPA que simula la accién quelante de los 6xidos de hierro (y
manganeso) y de la materia organica. Como se puede ver en los tres biplots las
concentraciones potencialmente disponibles de algunos elementos traza se alinean con los
oxidos de hierro y/o la materia orgéanica, no con el CaCOs. Cuando aparece el CaCOs en los
biplots (uso olivar y forestal), el vector de este pardmetro se opone a los vectores

correspondientes a los elementos traza.

En torno a los éxidos de Fe u opuestos al CaCOs se alinean los vectores de: i) As, Cd, Co, Niy
Pb en el uso de secano (Figura 16.A); ii) As, Cd, Co, Niy Pb en el uso de olivar (Figura 16.B); y

iii) As, Cd, Co, Niy Se en el uso forestal (Figura 16.C). Por tanto, la fraccién potencialmente
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disponible de estos elementos dependeria de

los oOxidos de hierro al encontrarse
presumiblemente adsorbidos a ellos o fijados
en sus estructuras cristalinas, lo que influye en
su disponibilidad y movilidad. Estas relaciones
entre los 6xidos de hierro y manganeso con los
elementos traza se recoge también en las
correlaciones existentes entre ellos, si bien es
cierto que la cantidad de correlaciones en el
uso forestal entre elementos traza y dxidos de
Fe y Mn es mayor que en los otros usos. Esta
relacion entre disponibilidad de elementos
traza y 6xidos de Fe y/o Mn ha sido observada
en suelos carbonatados por muchos autores:
en suelos agricolas dedicados al vifiedo
(Kelepertzis et al., 2018), o en suelos urbanos,
suburbanos y mineros (Argyraki et al., 2018), o
en suelos agricolas calcareos en entornos
periurbanos (De Santiago-Martin et al,,
2013b). En el uso forestal a los efectos ya
descritos de los 6xidos de Fe habria que
sumarle el relacionado con el COT, cuyo vector
Figura 16: Biplots de ordenacion a partir del andlisis de
redundancia (RDA) realizado entre las variables fisico-
quimicas del suelo (rojo) y las concentraciones
potencialmente disponibles (DTPA) de los elementos traza
estudiados (azul). Porcentajes de varianza explicada por las
variables explicativas del grdfico entre paréntesis. Las
variables explicativas significativas (p < 0,1) identificadas
mediante un *. Abreviaciones: Pas fosforo asimilable, FeX
oxidos de Fe cristalinos, CaCO3 contenido en carbonatos,

Dist distancia a Madrid, COT carbono orgdnico total, FeA
oxidos de Fe amorfos, NSf nitrégeno soluble en agua fria.
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se alinea con el de Fe-amorfos, variable con la cual existe una correlacion positiva significativa
(P<0,01), esta ordenacién y correlacién supondria la existencia de complejos dérgano-
minerales en los que la materia organica estaria protegida por los 6xidos de Fe-amorfos,
ademas de por los Mn-amorfos y arcillas con los que el COT también muestra correlaciones
positivas significativas (P<0,05), lo que estabilizaria aun mds la materia organica de estos

suelos (Wiseman y Piittmann, 2006).

En los tres usos el vector del fésforo asimilable (Pas) se ordena en el eje 2 de los tres biplots,
si bien es cierto que en el uso forestal (Figura 16.C) muestra una componente en el eje 1 mayor
que en los usos de cultivo, posiblemente a causa de su correlacion con el COT en este uso que
se sitla en el eje 1. En el entorno del vector de Pas se encuentran los vectores de distintos
elementos traza: i) Cu y Zn en el uso de secano; ii) Ba, Cu, Sb y Zn en el uso olivar; y iii) Cu, Pb
y Zn en el uso forestal. Tanto en el uso de secano como en el forestal el contenido
potencialmente disponible de Zn se correlaciona significativa y positivamente con el Pas
(P<0,05 para los dos usos), lo que podria implicar la precipitacion de este elemento traza bajo
la forma de fosfatos en estos dos usos (Kumpiene et al., 2008) y/o que este Zn potencialmente
disponible en el uso de secano provenga del empleo de fertilizantes fosfatados (Escudey et
al., 2011). Sin embargo, en el uso olivar la existencia de estos precipitados fosfatados no es
tan clara al no existir ninguna correlacién entre el Pas y los elementos traza situados en torno
suyo en el biplot, por lo que posiblemente la posicion de este pardmetro se deba a dos
razones: i) su relacién positiva y significativa con el CaCOs (P<0,01), posiblemente debido a
una mayor adiccion de fertilizantes fosfatados necesarios para suplir la formacién de fosfatos
calcicos que reducen la disponibilidad del fosforo y/o ii) por la posicién del vector de distancia
a Madrid que se encuentra en oposicion directa a los elementos traza Ba, Cu, Sb y Zn, siendo

ademas en este uso una variable explicativa mds importante que el Pas.

Como se acaba de mostrar, la distancia a la ciudad de Madrid influiria en el contenido
potencialmente disponible de Ba, Cu, Sb y Zn, a lo que habria que anadirle en el uso forestal
su incidencia en los contenidos potencialmente disponibles de Ba, Sb y V. Por tanto, en los
usos olivar y forestal los contenidos potencialmente disponibles de estos elementos se
deberian a deposicion aérea (Alloway, 2013; Guéguen et al., 2012), aspecto reforzado por las

correlaciones negativas significativas entre la distancia a Madrid y las fracciones
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potencialmente disponibles de Ba y Sb (P<0,01 y P<0,05 respectivamente para ambos usos),

lo que implica que mds cerca de la ciudad estas concentraciones son mayores.

4.2.2.3 Concentraciones inmediatamente disponibles (CaCl;) de los elementos traza y su

relacion con los parametros del suelo

Como se ha indicado anteriormente el porcentaje de varianza de las concentraciones
inmediatamente disponibles de los elementos traza explicado por los parametros del suelo es
inferior en todos los usos a los registrados para los otros dos indices de disponibilidad. Este
porcentaje, al igual que en los otros indices de disponibilidad, es superior en el uso forestal,
seguido del uso olivar, siendo el uso de secano el que presenta el minimo porcentaje. Por
tanto, el uso influye en las concentraciones potencialmente disponibles de los elementos traza
analizados a través de distintos parametros fisico-quimicos del suelo (Figura 17), siendo por
orden de importancia en el RDA: i) 6xidos de Mn-amorfos (MnA) en el uso de secano (Figura
17.A); ii) carbono soluble en agua caliente (CSc), distancia a Madrid (Dist), nitrogeno soluble
en agua fria (NSf) y nitrégeno soluble en agua caliente (NSc) en el uso olivar (Figura 17.B); y
iii) distancia a Madrid (Dist), carbono soluble en agua fria(CSf), COT y Fe-amorfos en el uso

forestal (Figura 17.C).

Tanto en el uso olivar como en el uso forestal se han identificado parametros del suelo
relacionados con la materia orgdnica del suelo, en especial con la materia orgdnica soluble
(CSf, CSc, NSf, NSc), como variables explicativas significativas. En el uso olivar los vectores de
Co, Cu y Zn se orientan en el sentido del vector NSc y en contra del Ncw, mientras que en el
uso forestal los vectores de Co, Cu, Mo, Ni y Zn se alinean con el de Ccw y se oponen al de
COT. Todos estos elementos traza tienden a relacionarse con la materia organica, formando
complejos con ella (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Una interpretacion a esta ordenacion
seria que en el uso forestal la distribucién de los elementos traza seria mayoritaria en los
compuestos orgdnicos mas labiles, los extraidos en frio, mientras que la ordenacidon opuesta
con el COT podria interpretarse cémo que ésa fraccidn labil es minoritaria con respecto al
contenido en carbono organico total. Respecto al uso olivar, la alineacién de los vectores de
dichos elementos traza con el nitrégeno extraido con agua caliente indicaria una distribucién
mayoritaria de dichos elementos en la fraccion mas recalcitrante analizada, que quedaria en

el suelo después de la mineralizacién que introducen las labores agricolas.
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En el uso de secano, los vectores de las
concentraciones inmediatamente disponibles
de los elementos traza Co, Cu, Ni y Zn se
oponen al de MnA, pardmetro correlacionado
positiva y significativamente con los éxidos
cristalinos de Fe (P<0,01). Anteriormente, en
el RDA del uso secano realizado con las
concentraciones potencialmente disponibles
los Fe-cristalinos se encontraban
relacionados con los elementos traza As, Cd,
Co, Niy Pb, mientras que en el RDA del uso de
secano para la extraccién con CaCl; los éxidos
de Mn amorfos, como se acaba de indicar
muy relacionados con los Fe-cristalinos, se
oponen a los elementos traza Co, Cu, Niy Zn.
Derivado de ambas ordenaciones, se podria
deducir que los elementos traza Co y Ni se
encuentran sorbidos en los éxidos de Fe y Mn,
puesto que en el RDA de la extraccién con
DTPA se encuentran alineados entre siy en la

extraccion con CaCl, lo vectores de Co y Ni se

Figura 17: Biplots de ordenacion a partir del andlisis de
redundancia (RDA) realizado entre las variables fisico-
quimicas del suelo (rojo) y las concentraciones
inmediatamente disponibles (CaCl;) de los elementos traza
estudiados (azul). Porcentajes de varianza explicada por las
variables explicativas del grdfico entre paréntesis. Las
variables explicativas significativas (p < 0,1) identificadas
mediante un *. Abreviaciones: MnA oxidos de Mn amorfos,
Dist distancia a Madrid, NSf nitrégeno soluble en agua fria,
Pas fésforo asimilable, NH4+ amonio soluble, NSc nitrégeno
soluble en agua caliente, CSc carbono soluble en agua
caliente, CaCO3z contenido en carbonatos, COT carbono
orgdnico total, FeA 6xidos de Fe amorfos, CSf carbono soluble
en agua fria, NT nitrégeno total y Arc contenido en arcillas.
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oponen al de Mn-amorfo, indicando que no se encuentran adsorbidos a estos dxidos en sus
posiciones de intercambio (que es lo que muestra la extraccién con CaCly) sino sorbidos dentro
de ellos, siendo por tanto muy poco disponibles de forma inmediata, lo que reduce su riesgo
potencial para el medio ambiente. Para los otros elementos traza (Cu y Zn) solamente se
puede llegar a la conclusidn de que la presencia de 6xidos de Mn amorfos (o de Fe cristalinos
debido a su correlacidn) influye negativamente en su disponibilidad inmediata. No obstante,
es necesario recordar que el porcentaje de variacidén explicado por el RDA en el uso de secano
es el menor (11 %) lo que implica que hay factores externos a los analizados que influyen en

el contenido inmediatamente disponible.

Por ultimo, tanto en el uso olivar como en el forestal la distancia a la ciudad de Madrid ha sido
identificada como una variable explicativa significativa de las mas importantes, encontrandose
su vector en el eje 1 (el que absorbe un mayor porcentaje de varianza) o en su entorno. En
ambos usos su vector (Dist) se opone a los de As, Ba y Sb lo que implicaria que la deposicién
aérea de estos elementos traza afecta a sus concentraciones inmediatamente disponibles. El
carbono soluble en agua caliente reduciria la disponibilidad inmediata de estos elementos
traza en el uso olivar, aunque su importancia es reducida debido al pequefio médulo de su
vector. En el uso forestal el vector del contenido en Fe-amorfo (FeA) se alinea con la distancia
a Madrid en contraposicion a los vectores de As, Ba y Sb, con lo que este parametro del suelo
reduciria su disponibilidad inmediata. Al igual que sucedia en el uso de secano, el vector de As
en el RDA del uso forestal llevado a cabo con las concentraciones potencialmente disponibles
se orientaba con los Fe-amorfos mostrando que podia encontrarse adsorbido y/o sorbido a
ellos, mientras que en el RDA llevado a cabo con las concentraciones inmediatamente
disponibles ambos vectores (el de Fe-amorfos y As) se oponen, por lo que el As se encontraria
principalmente sorbido a los 6xidos de Fe amorfos y no en las posiciones de intercambio de
éstos, siendo por tanto poco disponibles. Mientras, para las concentraciones inmediatamente
disponibles de Ba y Sb sélo es posible indicar que se encuentran reguladas en el uso forestal

principalmente por el contenido en éxidos de Fe amorfos ademas de por la distancia a Madrid.

En el uso de secano estos elementos traza (As, Ba y Sb) difieren en su ordenacidn,
encontrandose en sentidos opuestos del eje 2. El vector de As coincide con los de Pas y NSf lo
gue podriaindicar su posible retencidn por fosfatos (Kabata-Pendias y Pendias, 2001), aspecto

reforzado por la correlacién positiva entre As y Pas (P<0,05), y que la existencia de As en
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formas organicas los que facilitaria su movilidad. En el sentido contrario al vector de As se
encuentra el vector de Ba alineado con NH4* con el cual también se correlaciona positivamente
(P< 0,05), no se ha encontrado ninguna referencia que pueda explicar esta ordenacion. El
vector de Sb, al igual que en los otros dos usos, se sitla en oposiciéon al vector de la distancia
de Madrid lo que implicaria nuevamente la deposicion aérea de este elemento traza. Estas
variables respuesta en el uso de secano no han sido identificadas como estadisticamente
significativas, sin embargo, parecen relacionarse coherentemente con los elementos traza

indicados.

En resumen, las concentraciones totales, potencialmente disponibles e inmediatamente
disponibles de los elementos traza analizados son muy parecidas entre usos. Sin embargo, las
concentraciones de Cu en los usos de cultivo, secano y olivar, parecen mostrar un aumento
respecto al uso forestal a causa de su empleo como fungicidas y/o fertilizantes. En el uso
forestal se produce un aumento de las concentraciones totales y potencialmente disponibles
de Pb, de las potencialmente disponibles de Cd, Ni y Zn y de las inmediatamente disponibles
de Co posiblemente acumulados a causa de los mayores niveles de materia organica de estos
suelos. La disponibilidad de los elementos traza muestra diferencias entre los usos
dependiendo mas de la fraccidon mineral en los suelos de cultivo, especialmente de los éxidos
de Fe y Mn, y mas de compuestos érgano-minerales en el uso forestal. En los tres usos la
disponibilidad potencial de ciertos elementos traza parece estar controlada al menos en parte
por su precipitacién como fosfatos. La distancia a Madrid ha sido identificada como variable
explicativa significativa especialmente para los elementos traza Ba y Sb en los usos olivar y
forestal. La disponibilidad tanto potencial como inmediata es muy reducida, recalcando la
capacidad de amortiguacidon que tienen los suelos carbonatados a la presencia de
contaminantes, al menos con las concentraciones actuales. Sin embargo, existen elementos
traza (Co, Cu, Mo, Niy Zn) que pueden estar formando compuestos méviles relacionados con

la materia orgénica soluble por lo que seria necesario su observacién y seguimiento.
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4.3. Actividades enzimaticas de los suelos en funcion del uso

Con el objetivo de estudiar la afectacién de la actividad biolégica de suelos calcareos
periurbanos sujetos a los usos secano, olivar y forestal se determinaron las actividades de
doce enzimas relacionadas con los ciclos biogeoquimicos del C: a-glucosidasa (aglu), B-
galactosidasa (bgal), B-glucosidasa (bglu), fenoloxidasa (phe); del N: arilamidasa (aryIn), N-
acetil-glucosaminidasa (nag), ureasa (ure); del P: fosfatasa (phos), fosfatasa acida (pac) y
fosfatasa alcalina (pak); y del S: arilsulfatasa (aryls); ademas, se determiné la actividad
deshidrogenasa (dh) como medida indirecta de la biomasa microbiana del suelo. Como se
observa en la Tabla 11, en todos los casos las actividades enzimdaticas fueron superiores en el
uso forestal, salvo la phe que fue superior en el uso de secano. El orden de las actividades
enzimdticas (de mayor a menor, en Tabla 11) muestra similitudes en las enzimas con mayor
actividad, mostrando solo diferencias entre pacy bglu que intercambian su posicién entre los
suelos de cultivo y el forestal, mientras que varia el orden entre los tres usos para las enzimas

con menor actividad (arylIn, aryls, bgal, nag y ure).

Tabla 11: Ordenacion, de mayor a menor, de las actividades enzimdticas determinadas en este estudio en funcion del uso
agricola.

Uso Ordenacién de las actividades enzimaticas de mayor a menor (mU/g)

Secano phe (0,160 U/g)> phos (0,624)> pak (0,322)> bglu (0,147)> pac (0,113)> dh (0,085)> aglu (0,038)>
aryln (0,027)> aryls (0,013)~ bgal (0,013)~ nag (0,013)> ure (0,010)

Olivar phe (0,147 U/g)> phos (0,324)> pak (0,211)> bglu (0,117)> pac (0,075)> dh (0,062)> aglu (0,029)>
aryln (0,020)> bgal (0,013)> ure (0,009)> aryls (0,007)> nag (0,007)

Forestal phe (0,146 U/g)> phos (1,133)> pak (0,891)> pac (0,527)> bglu (0,294)> dh (0,178)> aglu (0,053)>
aryls (0,041)> aryln (0,036)> nag (0,025)> bgal (0,024)> ure (0,012)

*Las unidades se expresan en mU/g, excepto phe que se expresa en U/g

Con el fin de investigar el efecto del uso del suelo (secano, olivar y forestal) sobre estas
actividades enzimaticas se llevé a cabo un andlisis de la varianza de una via (ANOVA) (Figura
18). La aplicacidn de este andlisis puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas
entre las actividades enzimaticas de los suelos de cultivo y el forestal. Las enzimas nag, pak y
aryls distinguieron entre los tres usos, mientras que las enzimas aglu, bglu, aryln, phos y pac
distinguieron entre usos de cultivo y forestal. Las actividades enzimaticas bgal, phe y ure no

mostraron diferencias significativas entre usos. Las diferencias significativas encontradas para
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la actividad deshidrogenasa (dh) entre el uso forestal y los de cultivo pusieron de manifiesto

que la biomasa microbiana es superior en el uso forestal y menor en los suelos de cultivo.

mU/g
0,1

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02

0

a-Glucosida (aglu)

U/g
0,3

0,21

0,14

a
[ [ [
Secano Olivar Forestal

Fenoloxidasa (phe)

ol

mU/g
0,06

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

Secano Olivar Forestal

Arilamidasa (aryln)

mU/g
3_

2_

a
b
%b
[ I I
Secano Olivar Forestal

Fosfatasa (phos)
a

.

Secano Olivar Forestal

mU/g  B-Galactosida (bgal) mU/g  B-Glucosidasa (bglu)
0,19 a 0,8
a
0,08 1 0,6-
0064 @
04y
0,04 4
: | b
0,02 0,2 %
00— | 1 0 | |
Secano Olivar Forestal Secano Olivar Forestal
mU/g  Deshidrogenasa (dh) mU/g Arilsulfatasa
0,51 0,12 (aryls) 2
0,4+ 3
0,3 0,08
1 b b
0.4 0,04 1 b
0,11 % E [
0 0 E
[ I | I I |
Secano Olivar Forestal Secano Olivar Forestal
mU/g N-acetil-glucosaminidasa mU/g Ureasa (ure)
0,06 - (nag) 0,025 a
a a a
0,05 0,02 -
0047 0,015
0,034
0,02 - c 0,01 A
0,01 é 0,005
0 T T 0 T T
Secano Olivar Forestal Secano Olivar Forestal
muU/g Fosfatasa écida (pac) mU/g Fosfatasa alcalina (pak)
1,69 a 24 a
1,2- 1,67
1,21
0,81
084 b
0419 b b 0,4 ; [
0—T % I 0 T 1

Secano Olivar Forestal

® Qutliers

Secano Olivar Forestal

Figura 18: Actividades enzimdticas en funcion del uso agricola. Diferencias estadisticamente significativas entre usos

identificadas con distintas letras (P<0,05).

Ademas de determinar las diferencias que introducen los distintos usos agricolas en las

actividades enzimaticas, es necesario determinar cdmo se relacionan estas actividades

enzimaticas entre si en cada uso. El uso del suelo introduce un desequilibrio en los nutrientes

presentes en el suelo, en la capacidad de almacenar agua y en la calidad de los recursos

extraidos por la cosecha (Bissett et al., 2014) pudiendo modificar las relaciones entre las

77



Resultados y Discusion

actividades enzimaticas (Fanin et al., 2016). Con este objetivo se llevé a cabo un andlisis de
redes para las actividades enzimaticas de cada uso a partir de los valores de las correlaciones
positivas bivariadas de Spearman. No se emplearon las correlaciones negativas con el fin de
no deformar las redes generadas, puesto que la actividad fenoloxidasa fue la Unica en la que
todas las correlaciones con el resto de enzimas fueron negativas. A partir de este analisis de
redes se generaron tres graficos, que se encuentran en la Figura 19, y la Tabla 12 de los

pardmetros de cada red.

a) Secano b) Olivar c) Forestal

Figura 19: Representacion grdfica (grafos) de las redes obtenidas a partir de las correlaciones bivariadas positivas entre las
actividades enzimdticas analizadas. Distintos colores en un mismo uso implican grupos distintos empleados en los posteriores
andlisis.

En cada uso se identificaron dos grupos de actividades enzimaticas mediante la aplicacion de
algoritmos para identificar comunidades en el andlisis de redes (ver Material y Métodos),
denominados en adelante grupo 1 (rojo) y grupo 2 (azul) para todas las enzimas, siendo el
grupo 1 el mayoritario. En el uso de secano el grupo 1 lo formaron las enzimas aglu, bglu,
aryln, nag, pak, phosy dhy, por otro lado, bgal, aryls, ure y pac formaron el grupo 2. En el uso
olivar el grupo 1 lo conformaron las enzimas aglu, bgal, bglu, aryls, nag, ure y dhy en el grupo
2 aryln, paky phos. Por ultimo, en el uso forestal el grupo 1 lo formaron las enzimas bgal, bglu,
aryls, nag, ure, pac y dh mientras que en el grupo 2 se encontraban las enzimas aglu, aryin,
pak y phos. Se observd una similitud entre los grupos generados en el uso olivar y forestal,
compartiendo en sus grupos 1 las enzimas bgal, bglu, aryls, nag, ure y dh, y en el grupo 2 las

actividades aryln, phos y pak. En secano las agrupaciones generadas difirieron de los otros
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usos, posiblemente debido a sus relaciones entre las actividades enzimdticas con los

parametros fisico-quimicos en este tipo de suelos.

Como puede apreciarse en la Tabla 12, tanto el uso de secano como el forestal mostraron la
misma cantidad de nodos, mientras que en el uso olivar fue algo menor ya que ni la
fenoloxidasa ni la fosfatasa acida se correlacionaron positivamente con ninguna otra enzima.
La cantidad de aristas, el grado medio y la densidad de grafo fueron ligeramente superiores
en el uso forestal mostrando por tanto que las actividades enzimaticas podrian estar mas

correlacionadas entre si en el suelo natural que en los suelos de cultivo.

Tabla 12: Parametros estadisticos principales de las redes.

. o Uso del suelo
Parametros estadisticos de grafo

Secano Olivar Forestal

Nodos 11 10 11
Aristas 30 22 32
Grado medio 5,46 4,4 5,82
Densidad de grafo 0,55 0,49 0,58
Modularidad 0,09 0,164 0,07

4.3.1 Influencia de los pardmetros fisico-quimicos de los suelos en las actividades enzimdticas

en funcion del uso

Con el objetivo de evaluar qué pardmetros fisico-quimicos ejercen mas influencia en las
actividades enzimaticas correspondientes a cada uso estudiado, se ha llevado a cabo una serie
de analisis de redundancia (RDA). Como variables respuesta se tuvieron en cuenta todas las
actividades enzimaticas determinadas en este estudio (a-glucosidasa, B-galactosidasa, B-
glucosidasa, fenoloxidasa, deshidrogenasa, arilamidasa, N-acetil-glucosaminidasa, ureasa,
fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, fosfatasa y arilsulfatasa). Ademas, se llevaron a cabo dos
RDA mas por cada uso, utilizando como variables respuesta las actividades enzimaticas de los
grupos 1y 2 generados en el andlisis de redes. En todos los RDA, como variables explicativas

se emplearon los parametros fisico-quimicos del suelo.

El RDA es un analisis estadistico multivariante que tiene en cuenta las relaciones entre las
variables respuesta, entre las variables explicativas y entre ambos grupos de variables. Por

tanto, es de esperar que, si las variables respuesta muestran un alto grado de correlacion entre
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si la varianza explicada deberia ser alta. Como puede apreciarse en la Tabla 13 el porcentaje
de varianza explicada entre ambos ejes del RDA es siempre superior para el grupo 1, respecto
a las actividades enzimaticas sin agrupar (“Todas” en la Tabla 13), lo que supone una mejora
del porcentaje de explicacién para el grupo 1 del 11-15% segun el uso. Esta mejora no se
mantiene en todos los grupos 2. Asi, en el uso olivar el empleo de los grupos de actividades
enzimdticas supone un aumento en el porcentaje de varianza explicada del 14,5%, mientras
gue en el uso forestal los porcentajes explicados son similares a los obtenidos sin agrupar
(-0,5%) y disminuyen en el uso de secano (-23,6%). Estas variaciones en los porcentajes de
explicacion de las actividades enzimdticas agrupadas pueden deberse a la respuesta
diferencial que tienen los distintos grupos, 1y 2, respecto a los parametros fisico-quimicos de
cada uso y/o al efecto que puedan tener otras variables externas no contempladas en el RDA

(como por ejemplo la disponibilidad de elementos traza).

Tabla 13: Comparacion de los porcentajes de varianza explicada en los andlisis de redundancia (RDA) tomando como variables
explicativas los parametros fisico-quimicos del suelo y como variables respuesta todas las actividades enzimdticas sin agrupar
(Todas) y agrupadas (Grupol y Grupo 2) segtn los grupos que aparecen en la Figura 19. Entre paréntesis se muestran las
variaciones en los porcentajes de los RDA con las actividades enzimdticas agrupadas respecto al RDA sin agrupar.

Varianza explicada

Uso Ejes del RDA
Todas Grupo 1 Grupo 2
Secano Ejel 39,7 58,8 (+19,1) 27,4 (-12,3)
Eje 2 14 10 (-4) 2,7 (-11,3)
Ambos 53,7 68,8 (+15,1) 30,1 (-23,6)
Olivar Ejel 34,7 51 (+16,3) 55,9 (+21,2)
Eje 2 12,9 6,7 (-6,2) 6,2 (-6,7)
Ambos 47,6 57,7 (+10,1) 62,1 (+14,5)
Forestal Eje1l 43,8 60,9 (+17,1) 50,4 (+6,6)
Eje 2 11,2 5,5 (-5,7) 4,1(-7,1)
Ambos 55 66,4 (+11,4) 54,5 (-0,5)

Se presentan los RDA correspondientes a los grupos 1 y 2 de actividades enzimaticas, dado
gue los porcentajes de varianza explicada fueron generalmente superiores a los porcentajes

explicados considerando todas las actividades enzimaticas de forma conjunta.

En los RDA del uso de secano los parametros fisico-quimicos del suelo empleados como
variables explicativas para el grupo 1 de enzimas (P<0,1) fueron, por orden: carbono orgdnico
soluble en agua caliente (CSc), contenido en arcilla (Arc), nitrégeno total (NT), amonio soluble

(NHa4*), oxidos de hierro cristalinos (FeX) y éxidos de hierro amorfos (FeA) (Figura 4, A.1). Los
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parametros fisico-quimicos mas explicativos para el grupo 2 en este uso fueron, por orden: los
oxidos de manganeso amorfos (MnA) y el contenido en carbono organico total (COT) (Figura
4, A.2). Para el uso olivar los principales pardmetros fisico-quimicos del suelo explicativos en
los RDA del grupo 1, por orden, fueron: pH, carbono organico total (COT), 6xidos de hierro
cristalinos (FeX) y nitrégeno soluble en agua caliente (NSc) (Figura 4, B.1). Para las actividades
enzimdticas del grupo 2 las principales variables explicativas son el amonio soluble (NH4*),
fosforo disponible (Pas), nitrégeno total (NT) y nitrégeno soluble en agua caliente (NSc) (Figura
20, B.2). En los RDA llevados cabo a con los datos de los suelos forestales, los principales
pardmetros fisico-quimicos explicativos del grupo 1 fueron, por orden de importancia:
carbono organico total (COT), nitrogeno soluble en agua caliente (NSc), nitrogeno total (NT) y
contenido en carbonato equivalente (CaCOs) (Figura 20, C.1). Los principales parametros
fisico-quimicos explicativos del grupo 2, por orden, son: carbono organico total (COT), nitrato
soluble (NOs’), contenido en carbonato cdlcico equivalente (CaCOs) y humedad a capacidad

de campo (WHC) (Figura 20, C.2).

Como era de esperar, en todos los biplot llevados a cabo se han identificado pardametros
relacionados con la materia organica en el suelo como variables explicativas importantes, ya
gue las enzimas son la herramienta que tienen los microorganismos del suelo para obtener de
la materia orgdnica los nutrientes y energia que necesitan (Sinsabaugh et al., 2008). Sin
embargo, dichos parametros no son los mismos en cada uso ni en cada grupo. Lo mismo
sucede en cuanto a la fraccion mineral u otros parametros fisico-quimicos del suelo. Las
variaciones encontradas dentro de cada uso (grupos 1y 2 de enzimas) y entre los distintos

usos marcan el efecto de cada uso en la funcionalidad del suelo.

En el grupo 1 del uso de secano el CSc se correlaciond positivamente con todas las actividades
enzimaticas de este grupo (P<0,01 para todas las correlaciones, salvo con la fosfatasa alcalina
P<0,05). Como se ha comentado anteriormente (4.1 Pardmetros fisico-quimicos de los suelos
estudiados) los microorganismos emplean inicialmente los compuestos orgdnicos mas
facilmente disponibles, que en nuestro estudio estaria representado por el carbono soluble
en agua fria (CSf). Sin embargo, que en el uso de secano las actividades enzimaticas se
encuentren relacionadas con el CSc, que contiene compuestos mas recalcitrantes, indicaria un
menor contenido en formas labiles de carbono asociadas a la fraccién de CSf, posiblemente

como producto de una rapida mineralizacidon microbiana potenciada por las labores agricolas.
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Figura 20: Ordenaciones generadas a partir del andlisis de redundancia (RDA). Variables explicativas (pardmetros fisico-
quimicos del suelo) en rojo y variables respuesta (actividades enzimdticas) en azul. Todas las variables explicativas de los
biplots son significativas (P<0,1). Abreviaturas: CSc carbono orgdnico soluble en agua caliente, FeX dxidos de Fe-cristalino,
NT nitrégeno total, Arc contenido en arcillas, NH4+ amonio soluble, FeA oxidos de Fe-amorfo, COT carbono orgdnico total,
MnA éxidos de Mn-amorfo, NSc nitrégeno soluble en agua caliente Pas fésforo asimilable, CaCO3 contenido en carbonatos,

NO3- contenido en nitratos, WHC humedad a capacidad de campo.
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El mismo razonamiento puede aplicarse al NT que, asociado mayoritariamente a la materia
orgdnica, no constituiria, como parte de los compuestos mas recalcitrantes, una forma
primaria aprovechable por los microorganismos que emplearian compuestos mas labiles
como el nitrégeno soluble en agua fria (NSf) o formas iénicas como NOs y NH4*. De hecho, el
contenido en amonio se encuentra situado en el eje 2 del biplot, perpendicular a las
actividades enzimaticas mostrando, por tanto, poca influencia en ellas, y las actividades aglu,
nag y pak se correlacionaron positivamente con el contenido en nitrégeno soluble en agua
caliente (NSc) (P<0,05 para aglu y nag, P<0,01 para pak). Por tanto, a similitud del caso del C,
los microorganismos posiblemente estén empleando compuestos de N mas complejos para
llevar a cabo sus actividades. El posicionamiento del vector deshidrogenasa (dh), indicador de
la biomasa microbiana, en el entorno del vector CSc, con el cual se correlaciona positivamente
(P<0,01), reforzaria la idea de que los microrganismos en el uso de secano estarian empleando

compuestos de C mas recalcitrantes, al no estar la dh relacionada con el CSf.

En el RDA los vectores de FeX y Arc se alinean con las actividades enzimaticas con las que
guardan algunas correlaciones positivas: i) Arc con: aglu (P<0,05), bglu (P<0,05) y nag (P<0,05)
y ii) FeX con: bglu (P<0,05) y dh (P<0,05). Posiblemente estas enzimas se encuentren, también,
adsorbidas en las superficies de Arc y FeX aumentando su proteccion frente a la degradacion
causada por agentes externos (variaciones de temperatura, pH, proteasas, etc.) (Burns, 1982;
Datta et al., 2017). La ordenacion del FeA, mas moévil que FeX, situado en oposicion a las
actividades enzimaticas y parametros minerales indicados anteriormente, y correlacionado
negativamente con aryln (P<0,05), refuerza la relacion entre las actividades enzimaticas y las

formas mas dificiles de degradar de la materia organica.

En el RDA del grupo 2 del uso de secano las variables explicativas MnA y COT se ordenan en la
misma direccion, a lo largo del eje -1. Las actividades enzimaticas aryls y pac se ordenan mas
cerca del vector COT debido a su correlacion positiva con él (P<0,01), mientras que el vector
bgal se encuentra entre MnA y COT, al estar correlacionado con ambos (P<0,05 para ambas
correlaciones), y ure se alinea con MnA debido a que se encuentra correlacionada con este
pardmetro (P<0,05) pero no con el COT. En esta ordenacidn las actividades enzimaticas

estarian relacionadas con componentes mas moéviles (MnA) que en el grupo anterior.

En el RDA del grupo 1 de uso olivar el vector de pH se opone al de la mayoria de actividades

enzimaticas de este grupo: aryls, aglu, nag, bglu, dh y ure con las que a su vez se correlaciona
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negativamente (P<0,01 para bglu, dh, nag y ure; P<0,05 para aglu y aryls). Los valores de pH
de estos suelos (8,23) pueden ser excesivamente altos para estas actividades enzimdticas
afectando a su funcionamiento e, incluso, promoviendo su desnaturalizacién (Tabatabai,
1982). Al igual que ocurria en el uso de secano, en este uso de olivar la actividad
deshidrogenasa se correlaciona también con el CSc (P<0,05) por lo que los microorganismos
en este uso estarian empleando compuestos de C mds recalcitrantes al no correlacionarse dh

con CSf.

En el RDA del grupo 2 del uso olivar los vectores de las actividades enzimaticas aryin, pak y
phos se alinean con los vectores de NH4*, Pas y NT. La ordenacién conjunta de estas enzimas
con estas variables explicativas puede deberse a la relacién entre los ciclos del N y del P. Es
conocido que en presencia de N disponible se produce un aumento de la fosfatasa al dejar de
ser éste un factor limitante en la produccién de enzimas (Olander y Vitousek, 2000),
favoreciendo la transformacion de compuestos orgdnicos a inorgdnicos con la consiguiente
liberacion de Pas. Como en el uso de secano la ordenacidn de las variables anteriores en el eje
1 del biplot estaria relacionada con la materia organica mas labil. Asi, el vector de NSc se
encuentra en el eje 2, practicamente perpendicular a las actividades de este grupo, por lo que

su influencia en ellas seria muy reducida.

En el uso forestal el biplot correspondiente al grupo 1 muestra las enzimas (aryls, bgal, bglu,
dh, nag, pacy ure) alineadas en el eje +1 junto al vector del COT y flanqueadas por los vectores
de NSc y NT. En direccion opuesta al conjunto se sitla el vector de CaCOs. En este grupo 1
todas las actividades enzimaticas se correlacionaron positivamente con el COT (P<0,01 para
todas ellas excepto dh P<0,05) y todas, salvo la dh, se correlacionaron positivamente con el
NT (P<0,01). Por el contrario, la ordenacién del CaCOs en sentido opuesto al resto de variables
en el biplot podria explicarse por su correlacion positiva con el pH (P<0,05) como en el uso
olivar, que a su vez se correlacioné negativamente con aryls y nag (P<0,01), con ure (P<0,05),
con el NT (P<0,01) y con COT (P<0,05). Contrariamente a lo que sucede en los usos de cultivo,
en los suelos forestales la deshidrogenasa se correlaciond positivamente con el CSf (P<0,05),
en vez de con CSc como ocurria en los de cultivo, pudiendo indicar que los microorganismos
en este uso se encuentran empleando compuestos labiles de C provenientes de la fraccidon

CSf. Si bien, el hecho de que bgal esté correlacionada con el NSc (P<0,05) podria indicar que
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la poblacién microbiana utilizaria compuestos orgdnicos labiles, directamente, vy

recalcitrantes, a través de la degradacion enzimatica.

En el biplot del RDA del grupo 2 del uso forestal las actividades enzimaticas (aglu, aryIn, pak 'y
phos) se ordenan en el eje -1 alineadas con los vectores de COT, NO3", WHCy en menor medida
de CaCOs, que tiende a alinearse con el eje +2 de forma perpendicular. La posicion de las
enzimas podria deberse a su relacion con el COT con el que se correlacionaron las enzimas
aglu y pak (P<0,01), y WHC con aglu (P<0,01), pak y phos (P<0,05 para ambas), ya que, WHC
se correlaciondé también con el COT, NT, Pas, Arc, NSc (P<0,05 para todas estas correlaciones)
y CSc (P<0,01). Estas ordenaciones y correlaciones ponen de manifiesto la relacion entre las
actividades enzimaticas y en ciclo del carbono en particular, y la dependencia de estas
actividades del contenido en humedad del suelo. El vector de NO3™ se ordend en el mismo
sentido que el vector de aryln y, dada las correlaciones negativas obtenidas entre este aniéon
y el NT (P<0,01) y el NHs* (P<0,05), esta ordenacidon podria indicar que el proceso de
nitrificacidon se encuentra favorecido en los suelos forestales. Ninguna de las enzimas de este
grupo se correlaciond ni con el pH ni con el CaCOs3 lo que explicaria la posicidn del vector de

CaCOs en el biplot.

En resumen, las actividades enzimaticas de los usos estudiados se encontraron muy
relacionadas con pardmetros vinculados con la materia organica y con otros coloides del suelo.
El contenido en CaCOs y/o el pH incidid en los usos olivar y forestal, pudiendo influir en las
enzimas aglu, bglu, dh, aryls, nag y ure en el olivar y aryls, nag y ure en el forestal. Los dos
usos de cultivo han mostrado relacidn entre el carbono soluble en agua caliente y la actividad
deshidrogenasa, mientras que en el uso forestal esta actividad enzimatica se ha
correlacionado con el carbono soluble en agua fria, indicativo del mayor contenido en formas

solubles facilmente disponibles para los microrganismos en los suelos forestales.

El empleo de los grupos de actividades enzimaticas generados a partir del andlisis de redes ha
permitido distinguir, con mayor claridad en los usos secano y olivar, dos patrones: i) uno de
ellos asociado al grupo 1 de actividades enzimaticas, generado a partir del analisis de redes,
gue se relaciona con la fraccién organica recalcitrante vy, ii) otro patrén, asociado al grupo 2,
asociado a la fraccién organica labil. En el uso forestal esta discriminacién no ha sido tan clara,
ya que en el grupo 1 tienen cabida las dos fracciones de materia organica y en el grupo 2 la

interpretacion se ha realizado al margen de estas fracciones.

85



Resultados y Discusion

4.3.2 Influencia de la disponibilidad de elementos traza en las actividades enzimdticas en

suelos bajo usos agricolas

En los andlisis RDA realizados para conocer cdmo se relacionan los distintos indices de
disponibilidad de los elementos traza provenientes de su extraccién total (aqua regia),
potencialmente disponible (DTPA) e inmediatamente disponible (CaClz) con las actividades
enzimaticas se ha seguido el mismo esquema metodolégico que en el apartado anterior.
Inicialmente, se ha llevado a cabo el andlisis con todas las actividades enzimaticas juntas como
variables respuesta, y después se han realizado los RDA dividiendo las actividades enzimaticas

en los dos grupos identificados segun el andlisis de redes.

Como muestra la Tabla 14, en los RDA llevados a cabo con todas las actividades enzimaticas
el porcentaje de varianza explicado por el contenido potencialmente disponible (DTPA) en los
usos olivar y forestal es superior al explicado por los contenidos totales de los elementos traza.
Esto mismo sucede en los grupos 1 de los usos olivar y forestal. Esta diferenciacién indica de
nuevo que las concentraciones totales no son buenos indicadores de la actividad bioldgica de

los suelos.

Las concentraciones totales en el uso de secano explican un mayor porcentaje de varianza que
en los otros dos usos utilizando como variables respuesta tanto “todas” las actividades
enzimaticas, como separadamente en los grupos 1y 2. En cambio, el uso forestal mostré los
mayores porcentajes de varianza explicada con las concentraciones potencialmente
disponibles (DTPA) de los elementos traza como variables explicativas, tanto con “todas” las
actividades enzimaticas, como con las actividades de su grupo 1 como variables respuesta. Sin
embargo, para el grupo 2 de enzimas el uso de secano mostrd los mayores porcentajes de
varianza explicada. En el caso de la fraccion inmediatamente disponible (CaCl;) unicamente
en el grupo 2 de secano y olivar se identificé alguna variable explicativa como significativa,
siendo ligeramente superior el porcentaje de varianza explicado en el uso de secano respecto

al olivar.
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Tabla 14: Comparacion de los porcentajes de varianza explicada en los andlisis de redundancia (RDA) tomando como variables
explicativas los distintos indices de disponibilidad de los elementos traza (P<0,1) y como variables respuesta las actividades
enzimdticas sin agrupar y agrupadas siguiendo los grupos que aparecen en la figura 2

. o Porcentaje de varianza explicada
Variables explicativas en

los analisis de

redundancia (RDA) Todas Grupo 1 Grupo 2

Secano Totales 27,3% 46,6% (+19,3%) 50,2% (+22,9%)
DTPA 10,7% - (-10,7 %) 27,7% (+17%)
CaCl, - -(-) 16,7% (+16,7%)

Olivar Totales 21,7% 23,8% (+2,1) 31,8% (+10,1%)
DTPA 25,4% 40,9% (+15,5%) - (-25,4 %)
CaCl, - -(-) 14,5% (+14,5%)

Forestal Totales 26,6% 27,8% (+1,2%) 14,9% (-11,7%)
DTPA 55,3% 65,0% (+9,7%) 12,6% (-42,7%)
CaCl, - -() -()

No obstante, la distincidn entre los dos grupos de enzimas ha introducido una mejora en el
porcentaje de varianza explicada por las concentraciones totales de los elementos traza en los
tres usos. Para el resto de las fracciones disponibles (DTPA y CaCl,) el porcentaje de explicacién
varia entre los usos. Un aspecto importante a resaltar es la mejora introducida en la
explicacion de las actividades enzimaticas por parte de la fraccién inmediatamente disponible
(extraida con CaCl,) identificando aportaciones estadisticamente significativas para los usos
de secano y olivar (en el grupo 2) que no aparecian en los RDA con todas las variables

respuesta.

Puesto que, como en el apartado anterior, el aporte en la explicacién de las actividades
enzimaticas por parte de los elementos traza en todos los usos es superior empleando los dos

grupos de actividades enzimaticas, se utilizaron ambos grupos en el analisis RDA.

4.3.2.1 Concentraciones totales

Las ordenaciones generadas a partir del analisis RDA considerando como variables explicativas
las concentraciones totales de elementos traza se muestran en la Figura 21. Las ordenaciones
obtenidas pueden explicarse, en parte, por las correlaciones entre los parametros fisico-
quimicos del suelo y los contenidos totales de los elementos traza, y por las correlaciones
entre los parametros fisico-quimicos del suelo con las actividades enzimaticas, resultando

relaciones indirectas entre el contenido de elementos traza y las actividades enzimaticas.
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En el uso de secano, para el grupo 1 de actividades enzimaticas (Figura 21, A.1) el Sn se
encuentra en sentido opuesto al conjunto de enzimas, siendo posible su influencia negativa
sobre las enzimas de este grupo, especialmente sobre las actividades aglu, bglu, aryln'y phos
al encontrarse en una direccion diametralmente opuesta. Tampoco se ha encontrado ninguna
correlacién negativa entre el Sn y los pardmetros fisico-quimicos del suelo que pudieran
explicar indirectamente la ordenacion. Los demas elementos traza identificados como
variables explicativas significativas (Hg, As, Cu, Pb y Sb) se encuentran alineados con las
actividades enzimaticas, o en el caso de As, Cu, Pb y Sb perpendiculares a algunas (nag y pak)

poniendo de manifiesto la falta de relacidn entre estos elementos y estas enzimas.

En el grupo 2 de actividades enzimaticas (Figura 21, A.2) del uso de secano el Mo se encuentra
alineado en el eje 2 del RDA en direccion opuesta a la actividad ure. La ordenacién del Hg en
el biplot concordante con las enzimas de este grupo en direccion y sentido se deberia a las
correlaciones positivas de este elemento con el COT y NT (P<0,05), al igual que las actividades
enzimaticas: i) aryls, correlacionada positivamente con NT (P<0,05) y con COT (P<0,01), ii)
bgal, correlacionada positivamente con COT (P<0,05) y iii) pac, correlacionada positivamente
con el COT (P<0,05). Idénticamente, la ordenacion del Pb se deberia a sus correlaciones
positivas con los 6xidos de Fe-cristalino y de Mn-amorfo (P<0,01 en ambas) y negativa con el
NSf (P<0,05), relaciondndolo con las enzimas: i) aryls, que se correlaciona positivamente con
el FeX (P<0,05), ii) bgal, que se correlaciona positivamente con el MnA y FeX (P<0,05, ambas)
y iii) ure, que se correlaciona positivamente con MnA y FeX (P<0,05, ambas) y negativamente

con el NSf (P<0,01).

En el biplot del grupo 1 del uso olivar, los contenidos totales de Cr, Ni y Zn son los mas
importantes explicativamente para el grupo 1 de enzimas (Figura 21, B.1). Las correlaciones
positivas significativas obtenidas entre estos elementos traza y los éxidos, amorfos vy
cristalinos, de Mn y Fe podrian explicar indirectamente la ordenacién ya que las enzimas de
este grupo se correlacionan también con estos parametros del suelo. En el RDA
correspondiente al grupo 2 de enzimas (Figura 21, B.2), el Sn se muestra opuesto a la
actividades phos y pak, pudiendo indicar un efecto inhibitorio sobre dichas actividades
enzimaticas o los organismos que las producen. La ordenacién del vector de Cu respecto a las

actividades enzimdticas no puede ser explicada mediante relaciones indirectas con
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Figura 21: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de las concentraciones totales de elementos traza (variables
explicativas, en rojo) y las actividades enzimdticas (variables respuesta, en azul). Variables significativas (P<0,1)
identificadas con *. Porcentajes de varianza explicada por las variables del grdfico en cada eje entre paréntesis.
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parametros del suelo, sin embargo, su posicionamiento en el biplot indica que su posible

efecto sobre las enzimas de este grupo es reducido y que, en caso de existir, seria positivo.

En el uso forestal, en el RDA correspondiente al grupo 1 de enzimas (Figura 21, C.1), los
vectores de las actividades enzimaticas dh, ure, bgal, bglu y aryls se ordenan en la misma
direccion que los de los elementos traza As, Be, Cd, Cr, Cu, Pb y Zn, probablemente debido a
las correlaciones de todas estas variables con los 6xidos de Fe-amorfo. Por otra parte, la
actividad pac se alinea con el Sb, acorde con las correlaciones positivas observadas entre
ambos con el contenido en arcilla (P<0,05 para ambas) y con los 6xidos de Mn-amorfo
(P<0,05). Igualmente, la actividad nag se alinearia con el Mo por su mutua correlacién con el
NH4* soluble (P<0,01 para ambas). La presencia de Hg no influye en las actividades enzimaticas
al situarse perpendicular sobre el eje 2 del biplot. Finalmente, el Se se opone a toda la
ordenacidn indicada y tampoco presentd correlaciones indirectas con otros parametros del
suelo que permitieran una explicacién. En el RDA del grupo 2 (Figura 21, C.2), As y Sn se
encuentran ordenados opuestamente a las actividades enzimdticas de este grupo (aglu, aryin,
phos, pak), por lo que su posicidn relativa podria indicar un efecto inhibitorio sobre estas
enzimas. Tampoco, se han encontrado correlaciones significativas con pardmetros fisico-

quimicos del suelo que pudieran explicar de forma indirecta esta ordenacion.

4.3.2.2 Concentraciones potencialmente disponible, extraidas con DTPA

En el uso secano, en la ordenacién del RDA tomando como variables respuesta las actividades
enzimaticas del grupo 1 (Figura 22, A.1) ninguna concentracién potencialmente disponible
(extraida con DTPA) ha sido identificada como variable explicativa (P>0,1). Las actividades
enzimaticas se posicionaron a lo largo del eje 1, mientras que los elementos traza lo hacen
principalmente con el eje 2. Este patrdn y la falta de significacidn refleja la escasa importancia
de la fraccion potencialmente disponible de los elementos traza de la ordenacidn en las
actividades enzimaticas del grupo 1. En el RDA correspondiente al grupo 2 (Figura 22, A.2) las
concentraciones potencialmente disponibles de As y Ni han sido identificadas como variables
explicativas significativas (P<0,1). Sus vectores en el biplot se encuentran orientados
juntamente con las actividades enzimaticas en el eje 1 y compartiendo, ademas, el As y las
actividades enzimaticas correlaciones con el contenido en éxidos de Mn-amorfo y Fe-

cristalino. En la ordenacidn los vectores de Cu y al Ba muestran orientaciones opuestas a las
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actividades ure y pac, respectivamente, aunque no son estadisticamente significativos,
pudiendo indicar un efecto inhibitorio sobre estas enzimas. En este caso, tampoco se
encontraron correlaciones significativas con pardmetros fisico-quimicos del suelo que

pudieran explicar de forma indirecta esta ordenacion.

En el uso olivar, el Pb y Co han sido identificados como variables explicativas significativas
(P<0,1), orientados en la misma direccién que las actividades enzimaticas. Los elementos traza
As, Cd, Co y Ni al igual que las actividades enzimaticas de este grupo, salvo bgal, muestran
correlaciones negativas con el pH y/o CaCOs, esto daria explicacion a que las variables
respuesta y explicativas compartan sentido a lo largo del eje 1 del biplot. El vector asociado al
contenido potencialmente disponible de Co se orientd exactamente con el vector de la
actividad ure, esta ordenacién podria indicar que este elemento traza actuase de cofactor en
esta enzima sin embargo no se han encontrado referencias al respecto, por lo que la
ordenacion podia deberse a otros factores. El vector de Cu se orienta de forma opuesta a las
actividades ure, aryls, dh y bglu, aun sin ser estadisticamente significativo, interpretandose

esta ordenacidon como un efecto inhibitorio de este elemento traza.

En el grupo 2 del uso olivar, ninguna fraccidon potencialmente disponible de los elementos
traza explicé de forma significativa el patrén de las actividades enzimaticas (Figura 22, B.2). La
mayoria de los vectores de las fracciones potencialmente disponibles (Cu, Ba, Co, Zn, Sb y Ni)
se ordenaron con las actividades enzimaticas de este grupo (phos, aryln y pak). Los vectores
de las fracciones potencialmente disponibles de As, Cd y Pb se ordenaron de forma opuesta a
phosy arylny perpendicularmente a pak. En este caso, tampoco se encontraron correlaciones
significativas con parametros fisico-quimicos del suelo que pudieran explicar de forma

indirecta esta ordenacion.

En el uso forestal, la fraccidn potencialmente disponible de As, Zn, Cu, Se y Ni, en ese orden,
explican un total del 65 % de las actividades enzimaticas del grupo 1 (Figura 22, C.1). Todas las
variables explicativas alineadas en el eje 1 del biplot mostraron correlaciones indirectas con
las actividades enzimaticas a través de parametros fisico-quimicos. Hace excepcidén el Se que
no muestra ninguna correlaciéon con parametros fisico-quimicos del suelo y ademas se alinea
con el eje 2. Dichos parametros fisico-quimicos fueron correlacionados positivamente los
contenidos en 6xidos de Fe y Mn, NT, COT, NHa4*, Arc y, negativamente, el pH y el contenido

en CaCOs. Destacar que, para estas actividades enzimaticas, no se observod ningun efecto
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negativo por parte de las fracciones potencialmente disponibles de los elementos traza

analizados.

En el biplot del grupo 2 del uso forestal (Figura 22, C.2), las concentraciones potencialmente
disponibles de Cu, Ni y Se fueron identificadas como variables explicativas significativas
(P<0,1). Las actividades enzimaticas de este grupo (aryln, pak, phos y aglu) se ordenaron
opuestas al vector de Cu, y en la misma direccion que el de Ni y el Se. No se observan
parametros fisico-quimicos que expliquen la oposicién parcial del vector de Cu a las
actividades enzimaticas aglu, phos y pak, por lo que es posible que la fraccién potencialmente
disponible de este elemento produzca algln tipo de inhibicion en estas enzimas en el uso
forestal. En cambio, en el caso de aryln las concentraciones potencialmente disponibles de Cu
y Ni podrian representar un papel positivo al orientarse en la misma posicion en el biplot, sin

embargo, serian necesario estudios posteriores para confirmarlo.

4.3.2.3 Concentraciones inmediatamente disponibles, extraidas con CaCl;

En el uso secano para el grupo 1 de enzimas, ninguna fraccién inmediatamente disponible de
los elementos traza estudiados ha sido identificada como variable explicativa significativa
(P<0,1) (Figura 23, A.1). Unicamente destacar de este el biplot que el vector de Zn es el tnico
cuya posicidn no puede explicarse con correlaciones indirectas entre actividades enzimaticas-
propiedades/componentes del suelo, encontrandose opuesto a las actividades aglu, nag y
pak. En el RDA correspondiente al grupo 2 de enzimas (Figura 23, A.2), el vector Zn se ha
identificado como variable explicativa significativa. Su posicién en el biplot opuesta a los

vectores de ure, pacy aryls parece indicar efectos negativos de este elemento traza.

En el uso olivar, al igual que ocurria para secano en el RDA realizado con las actividades
enzimaticas del grupo 1 (Figura 23, B.1) no se ha identificado ninguna fraccién
inmediatamente disponible como variable explicativa significativa. Teniendo en cuenta las
posiciones relativas de todos los vectores en el biplot y sus correlaciones indirectas a través
de los parametros del suelo, Unicamente las concentraciones inmediatamente disponibles de
Cuy Zn parecen ejercer un efecto inhibitorio en las actividades enzimaticas aglu, bglu, dh, nag,
urey aryls. En el caso del grupo 2 (Figura 23, B.2) la fraccién de As inmediatamente disponible
ha sido la Unica identificada como variable explicativa significativa (P<0,1), pudiendo indicar

una inhibicion de las actividades enzimaticas aryln, phos y pak por este elemento.

93



Resultados y Discusion

| A.l) Secano
Grupo de enzimas 1
nag
Ba Sh ak
aglu
< \ /-
u
\f_{ As &
s
Cu
aryln
Zn
Ni
<,
-1,0 (14,9 %) 1,0
< | B.1) Olivar
| Grupo de enzimas 1
Co
bgal
Ba
As aglu
S . Tl
" . — nag
5 “n uré bglu
Sb
<
-1,0 (13,6 %) 1,0
<| C.1)Forestal As
Grupo de enzimas 1
Ba
Sb
I
C
-~ bgal ac(lx\
NS ur&
_ nag——
o | anis Mo
Cu
Zn “Nj
dh
<,
-1,0 (20,4 %) 1,0

| A.2) Secano
Grupo de enzimas 2
bgal
Cu &4
*
Zn Co
pac
S
gy
5 Ba j A aryls
Ni Sb
ure
OA
-1,0 (28,6 %) 1,0
<| B.2) Olivar Ba
Grupo de enzimas 2
Cu /, Co sb
Zn
As* aryln
<
mn
NS pak
phos
<
-1,0 (32,6 %) 1,0
< | C.2)Forestal
Grupo de enzimas 2 Sb Ba
As
Cu
§ ﬁ~> Zn
o | agh / % Ni
phos Co Mo
aryln
o&\
-1,0 (19,6 %) 1,0

Figura 23: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de las concentraciones inmediatamente disponibles (CaCl;)
de elementos traza (variables explicativas, en rojo) y las actividades enzimdticas (variables respuesta, en azul).
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Los RDA realizados en el uso forestal, para ambos grupos 1y 2 de actividades enzimaticas, no
mostraron ninguna fraccidon inmediatamente disponible estadisticamente significativa (P<0,1)
(Figura 23, C.1y C.2). La posicion de los vectores de los elementos traza en los dos biplots, se
deben a las correlaciones indirectas con parametros del suelo, especialmente con el NT y el
COT, o con correlaciones entre los propios elementos traza. Por todo esto, no se han
identificado efectos inhibitorios de las concentraciones inmediatamente disponibles de los

elementos traza analizados en este uso sobre las actividades enzimaticas.

4.3.2.4 Regresiones lineales de las actividades enzimdticas no agrupadas

Las actividades enzimaticas fenoloxidasa, (phe), de los tres usos, y fosfatasa acida (pac) del
uso olivar no se emplearon en el RDA al no haber formado parte de ninguno de los grupos de
enzimas obtenidos en el analisis de redes, grupos 1y 2, dado que no mostraron correlaciones
positivas con el resto de enzimas. Para estudiar la posible influencia de los pardmetros fisico-
quimicos del suelo y de los distintos indices de disponibilidad empleados en estas actividades
enzimdticas se ha llevado a cabo una serie de regresiones lineales. Las variables
independientes fueron los pardmetros e indices indicados, mientras que las variables
dependientes fueron la actividad phe de los tres usos y la actividad pac del uso olivar. En la
Tabla 15 se recogen las ecuaciones generadas mediante las regresiones lineales, asi como el

nivel de significancia y el R? ajustado de los modelos obtenidos.

La actividad phe se encuentra muy relacionada positivamente en los tres usos con el pH o con
el contenido en carbonato, al contrario que el resto de enzimas que tendian a mostrar
relaciones negativas con estos parametros del suelo. Sin embargo, otros parametros fisico-
qguimicos del suelo interaccionan con esta enzima: i) en el uso olivar el contenido en arcilla
podria indicar la adsorcién de esta enzima en la fraccion mineral (Burns, 1982) y el signo
negativo del Pas pondria de manifiesto el efecto inhibitorio de este parametro sobre la phe, y
ii) en el uso forestal se relaciona positivamente con el COT, situacidn logica puesto que la phe
es la encargada de degradar compuestos fendlicos y en el caso del uso forestal es de esperar

su presencia en restos vegetales.
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Tabla 15: Regresiones lineales significativas realizadas con las actividades enzimdticas fenoloxidasa (phe), para los tres usos,
y fosfatasa dcida, para el uso olivar, analizados como variables dependientes y los pardmetros fisico-quimicos del suelo, las
concentraciones totales, potencial (DTPA) e inmediatamente (CaCl,) disponibles de los elementos traza como variables
independientes.

Variables - - s R?
independientes Uso Ecuacion de la regresion Significancia ajustado
Parametros fisico- Secano phe= 0,028 CaCO; +0,087 0,002 0,482
quimicos del suelo

Olivar phe=0,194 pH +0,164 Arc -0,061 Pas -1,672 0,000 0,778
pac=-0,104 pH +104 COT/NT+0,713 0,004 0,566
Forestal phe=0,069 COT +0,169 pH -1,514 0,000 0,726

Totales Secano phe= - - -
Olivar phe=0,135 Cu -0,037 Se -0,172 0,012 0,44
pac=-0,112 Be +0,154 0,002 0,51

Forestal phe= - - -

DTPA Secano phe=-1,709 As +0,216 - -
Olivar phe=-2,521 As +6,983 Cd +0,139 0,000 0,617
pac= 0,931 Ni -0,037 0,002 0,467

Forestal phe= - - -

CaCl2 Secano phe= - - -
Olivar phe= 43,076 Sb +0,115 0,025 0,349

pac= - - -

Forestal phe= - - -

En lo que respecta a la pac del uso olivar esta influida negativamente por el pH, posiblemente
a causa de su propio pH déptimo que se situa en 5,5 alejada casi tres puntos del pH que
muestran estos suelos (8,23), ademds el entorno mas acido de la rizosfera promueve la
actividad de la pac. La relacion COT/NT ejerce una influencia positiva, a través del contenido

en carbono organico por los radicales acidos de éste.

Teniendo en cuenta los contenidos totales de los elementos traza, Unicamente la phe del uso
olivar ha mostrado un modelo significativo, apareciendo el Cu de forma positiva y el Se de
forma negativa. Se observa una influencia positiva del Cu sobre la actividad phe. El Se refleja
un efecto inhibitorio sobre la phe y, dada la correlacién negativa entre el Se y el CaCOs (P<0,05)
éste efecto inhibitorio seria mas pronunciado en los suelos con menor contenido en

carbonato. Para la pac del uso olivar, el modelo muestra una influencia negativa del Be,
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posiblemente debido a la correlacién negativa de este elemento traza con el COT/NT (P<0,05),
al contrario que en el modelo obtenido con los parametros fisico-quimicos del suelo (parrafo

anterior).

Los contenidos potencialmente disponibles de As en los usos secano y olivar han mostrado
una influencia inhibitoria sobre la phe, que es tanto mas intensa cuanto menor es el contenido
en carbonato de los suelos. La influencia positiva del Cd obtenida en el modelo de regresion
de la phe en el uso olivar se podria explicar porque la formacién de complejos entre el Cd y la
materia orgdnica, especialmente con acidos humicos, se favorece a medida que aumenta el
pH del suelo (Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007). En la regresién lineal de la pac del uso olivar
la fraccidn potencialmente disponible de Ni mostrd un signo positivo, que podria explicarse

por el mismo mecanismo que en el caso del Cd (Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007)

Por ultimo, en el uso olivar el contenido inmediatamente disponible de Sb se relaciond
positivamente en el modelo de regresion con la phe. Posiblemente a través de su union a

oxidos de Fe-Mn y la materia organica (Kabata-Pendias y Mukherjee, 2007).

4.3.2.5 Discusion sobre las relaciones encontradas entre actividades enzimdticas y elementos

traza

Para facilitar la interpretacién de los resultados se ha procedido a analizar individualmente
cada elemento traza identificado que pueda ejercer algun tipo de efecto inhibitorio sobre las
actividades enzimaticas analizadas. En la Tabla 16 se recogen los correspondientes elementos
traza, su disponibilidad en funcion del extractante empleado y las actividades que pueden

resultar afectadas.

Arsénico

El As se encuentra principalmente como arseniato (As(V)) o como arsenito (As(lll)), el primero
en condiciones dxicas y el segundo en andxicas. Las formas de As mas moviles son AsO, AsO4*
, HAsO4?%, H2AsO?, sin embargo, no son mdviles al encontrarse fijados entre valores de pH de
7y 9 (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). El As parece afectar negativamente a varias actividades
enzimaticas en los usos olivar y forestal. Asi, las actividades enzimaticas del uso forestal aglu,
aryln, phos y pak parecen estar afectadas por la concentracion total de As, mientras que en el

uso olivar la concentracién potencialmente disponible afecta a la phos y la concentracién
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inmediatamente disponible a aryln, phos y pak. Welp (1999) estudiando la toxicidad de varios
elementos traza sobre la actividad enzimatica deshidrogenasa situd al As en el puesto 8 de 10.
Varios autores han estudiado como afecta la presencia de As en las actividades enzimaticas
del suelo. Eivazi y Tabatabai (1990) estudiaron el afecto inhibitorio del As, observando una
reduccion de la actividad enzimatica a-glucosidasa (entre un 13 y un 25 %), B-glucosidasa
(entreun 10y 11 %) y B-galactosidasa (entre un 18 y un 60 %). Xian et al. (2015) analizando la
respuesta de varias actividades enzimdaticas frente a Pb, Cd y As determinaron que la

arilsulfatasa es la actividad mas sensible a la presencia de estos metales.

En nuestros suelos parece que la actividad enzimatica fosfatasa es la mas sensible al As, al
encontrarse en todos los RDA donde se ha interpretado un posible efecto inhibitorio del As
sobre las actividades enzimaticas. Esta influencia negativa sobre la fosfatasa puede deberse a
un efecto téxico directo o, bien, a la desorcidn del fosfato presente en los dxidos de hierro
gue seria desplazado por el As (Codling y Dao, 2007) liberando el fosfato al medio implicando
una menor actividad fosfatasa. Las correlaciones positivas significativas entre la concentracién
total de As y FeA (P<0,01) en el uso forestal y entre su fraccion potencialmente disponible y

FeX (P<0,01) en el uso olivar podrian apoyar esta interpretacion.

Bario

El Ba se encuentra de forma natural como Ba(ll) formando sulfatos (baritina, BaSOa), siendo
el elemento mas eficiente para el intercambio catidnico ya que desplaza al resto de elementos
de las posiciones de cambio (Hooda, 2013). Se trata de uno de los elementos traza menos
analizado. Recientemente se estudio su efecto positivo sobre la celulosa y la actividad esterasa
(Munoz-Rojas et al., 2016). Sin embargo, ha mostrado efectos toxicos sobre Lactuca sativa 'y
Eisenia fetida (Lamb et al., 2013). En nuestro estudio la concentracidn potencialmente
disponible de Ba en el uso de secano parece afectar negativamente a la fosfatasa acida, sin
embargo, no se han encontrado en la literatura referencias que muestren esta relacién ni
correlaciones con otros elementos traza o parametros del suelo en nuestro estudio. Una
posible explicacion podria darse teniendo en cuenta la capacidad del Ba de desplazar
compuestos de las posiciones de cambio, siendo posible que desplace a compuestos de
fosforo de las posiciones de cambio y éstos pasen a estar mas facilmente disponibles para las

raices (principales productoras de fosfatasa 4acida), por lo que reducirian la generacién de
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fosfatasa acida. No obstante, seria necesario un estudio posterior para confirmar esta
hipétesis.

Tabla 16: Resumen de los elementos traza analizados en los RDA y las actividades enzimdticas a las cuales pueden estar
afectando. (*) identifica a las variables explicativas significativas (P<0,1).

Elementos
Uso traza Actividades enzimaticas identificadas
identificados

Concentraciones de
elementos traza

Sn* aglu, bglu, aryln, phos
Secano
Mo* ure
Total Olivar Sn* phos, pac
Se phe
Forestal As*, Sn* aglu, aryin, phos, pak
Cu ure, nag
Secano Ba pac
As phe
Pot ial t
,O en.C|a mente Cu ure, aryls, dh
disponible (DTPA)
Olivar As phe
As, Cd, Pb phos, aryin
Forestal Cu* aglu, phos, pak
n* bgal, aglu, aryls, nag, ure, pac, pak
Secano
Cu ure
Inmediatamente
As* aryln, pak, phos
disponible (CaCly) Olivar > rvin, pak, p
Cu, Zn aglu, bglu, dh, aryls, nag, ure
Forestal - -

Cadmio y Plomo

El Cd y el Pb son de los elementos traza mas tdxicos en todos los compartimentos del medio
ambiente. Se han agrupado puesto que geoquimicamente tienen algunas caracteristicas
semejantes y por el hecho de afectar a las mismas actividades enzimaticas, phos y aryln, y en
el mismo uso, olivar. El Cd en el suelo suele aparecer como Cd?*, y en suelos carbonatados
tiende a precipitar dependiendo su solubilidad principalmente del pH (Kabata-Pendias vy
Pendias, 2001). El Pb en el suelo suele aparecer como Pb?*, correlaciondndose con el

contenido en arcillas, con los dxidos de Mn y Fe y la materia orgdnica, pudiendo también
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formar carbonatos (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). El Cd puede formar complejos con el CI
mejorando su movilidad y disponibilidad, y por tanto, facilitando su absorcién por parte de la
vegetacidn (Geilfus, 2019; Hooda, 2013; Ishikawa et al., 2015); al igual que puede ocurrir con

el Pb (Hahne y Kroontje, 1973).

El Cd y el Pb inhiben las actividades enzimaticas relacionadas con el ciclo del carbono a-
glucosidasa, B-glucosidasa, B-galactosidasa (Eivazi y Tabatabai, 1990); el Cd también inhibe las
relacionadas con el ciclo del N como la arilamidasa (Acosta-Martinez y Tabatabai, 2001);
ambos inhiben la ureasa (Nourbakhsh y Monreal, 2004; Wieczorek et al., 2015; Wyszkowska
et al., 2006; Yang et al., 2006); ambos también afectan al ciclo del P inhibiendo la fosfatasa,
fosfatasa acida y fosfatasa alcalina (Martin Calvarro et al.,, 2014; Renella et al., 2003;

Wyszkowska et al., 2006).

Las fracciones potencialmente disponibles de Cd y Pb, en el uso olivar de nuestro estudio, se
encuentran positivamente correlacionados con los éxidos de Fe-cristalino (P<0,01) indicativo
de que estos Oxidos juegan un papel determinante en la retencidn potencial de estos

elementos, reduciendo el efecto de estos elementos sobre las actividades enzimaticas.

Cobre

El cobre puede presentarse con dos numeros de oxidacidn (+l, +11), en los suelos no anegados
se encontrara como Cu(ll) y muy relacionado con el contenido en materia orgdnica y los 6xidos
de Fe y Mn (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Es un micronutriente esencial para la vida, sin
embargo, en altas concentraciones es altamente téxico. Forma parte de los nucleos metalicos
de algunas enzimas como la polisulfuro-reductasa (Wittershagen et al., 1997) y la superdxido-
dismutasa (Rae et al., 1999). En el estudio realizado por Eivazi & Tabatabai (1990) el Cu(ll)
inhibia la actividad de la enzima a-glucosidasa entre el 25-49 %, la B-glucosidasa entre el 6y
el 10 %y la B-galactosidasa entre el 21y el 46 %. Welp (1999) determind y orden6 la toxicidad
para la biomasa microbiana de 10 elementos traza a partir de sus efectos sobre la actividad
deshidrogenasa, el Cu ocupaba el segundo puesto como elemento mads téxico sdlo detras del
Hg. La presencia de otros elementos, como el Pb, podria reducir la toxicidad del Cu al competir
por los lugares de adsorcion llegando incluso a estimular ciertas actividades enzimaticas como

la deshidrogenasa y ureasa como demostraron Chaperon y Sauvé (2008).
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En nuestro estudio la concentracion potencialmente disponible de Cu (extraida con DTPA) en
el uso de secano podria afectar a las actividades ureasa y N-acetil-glucosaminidasa, en el uso
olivar a la ureasa, y en el uso forestal afectaria a las actividades enzimaticas a-glucosidasa,

fosfatasa y fosfatasa alcalina.

Respecto a la fraccion inmediatamente disponible de Cu (extraida con CaCl;), podrian verse
afectadas la actividad ureasa en el uso de secano, y las actividades a-glucosidasa, arilamidasa,
deshidrogenasa, N-acetil-glucosaminidasa, B-glucosidasa y ureasa en el uso olivar. Por tanto,
el contenido potencialmente disponible e inmediatamente disponible de Cu parece afectar a
las actividades enzimaticas, especialmente a la ureasa en los usos de cultivo (secano y olivar).
Cabe indicar que los valores de Cu potencialmente disponible en los usos de secano y olivar
eran estadisticamente superiores a los del uso forestal. En este contexto, Wieczorek et al.
(2015) estudiando la sensibilidad de la ureasa frente a distintos elementos traza (Zn, Cu, Cd,
Pb, Ni) establecid que el Cu era uno de los elementos traza que mas afectaba a la ureasa.
Wyszkowska et al. (2017) al evaluar la sensibilidad de las actividades ureasa, deshidrogenasa,
fosfatasa dcida y fosfatasa alcalina frente a la adicion de Cu(ll), observd que las actividades

ureasa y deshidrogenasa eran las mads sensibles a dicho elemento.

Estafo

La distribucion de Sn en el suelo y sus efectos sobre los microrganismos no ha recibido mucha
atencidn, siendo escasos los trabajos publicados sobre los efectos del Sn sobre las actividades
enzimaticas en los suelos. Eivazi & Tabatabai (1990), analizando la inhibicidon producida por
elementos traza en glucosidasas, comprobaron cdmo el Sn producia una inhibicién entre el
16-28 % en la a-glucosidasa, entre el 7-15% en la B-glucosidasa y entre un 16-54% en la beta-
galactosidasa. Acosta-Martinez & Tabatabai (2001) comprobaron que afiadiendo 5 umol/g de
suelo de Sn, es decir 593,55 mg/kg, se producia una inhibicién entre 19-37 % de la actividad

arilamidasa.

Aun siendo las concentraciones totales en los suelos de estudio inferiores a las indicadas por
estos autores, <2 mg/kg, es posible que el Sn se encuentre en los suelos mayoritariamente
bajo organica, mucho mas tdxica que la forma inorganica (Boyer, 1989), especialmente en el
uso de secano donde se relacioné positivamente con el COT en el RDA, pudiendo ejercer un

efecto inhibitorio sobre los microorganismos del suelo (Paton et al., 2006).
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Molibdeno

El Mo es un elemento traza distinto al resto, al aumentar el pH aumenta su solubilidad, al
unirse con radicales OH- encontrandose en suelos basicos bajo la forma de i6n Mo04%, y es un
nutriente esencial en el desarrollo de animales y plantas, especialmente en el metabolismo
del N. En el suelo se encuentra adsorbido a los éxidos de Fe y arcillas (Goldberg et al., 1996).
Acosta-Martinez & Tabatabai (2001), estudiando el efecto que ejercian una serie de
elementos traza sobre la actividad enzimatica arilamidasa, mostraron que el Mo(VI) podia
actuar como activador de la arilamidasa en muestras de suelo secadas al aire pero que, sin
embargo, inhibia entre un 7-40 % la actividad de dicha enzima en muestras con la humedad
de campo. En los suelos de este estudio la concentracién total de Mo parece afectar
negativamente a la actividad enzimatica ureasa en el uso de secano. El Mo forma parte de las
enzimas nitrogenasa, gracias a la cual se fija el N atmosférico al suelo, y nitrato reductasa, a
través de la cual tanto plantas como microorganismos, hongos y bacterias, transforman el
NOs a NO; para después obtener NH4+ para la generacién de aminodcidos (Gupta y Lipsett,
1981; Marschner, 2012), mientras que la ureasa cataboliza la reaccién de urea a NH4*. Existe
la posibilidad de que la relaciéon opuesta entre Mo y ure se deba a que ambos se relacionan,
por diferentes mecanismos, para obtener NH4* y por tanto se autoexcluyan, es decir, si la
planta o los microorganismos obtienen NH4* a partir de la ureasa no necesitan generarlo a
partir de la nitrogenasa o nitrato reductasa, procesos mds complicados que requieren una

mayor cantidad de pasos intermedios.

Selenio

El Se se encuentra en suelos neutros bajo la forma de selenito Se(4+) estando fuertemente
unido con o6xidos de Fe y con materia orgdnica, a pH alcalinos se encuentra como selenato
Se(6+) siendo mas movil al no absorberse por los éxidos de Fe o materia organica (Kabata-
Pendias y Pendias, 2001). Este elemento traza es un micronutriente esencial para plantas,
animales y el ser humano, pero que, sin embargo, puede ser téxico a altas concentraciones
(Brodowska et al., 2016). Respecto a cdmo influye en las actividades enzimaticas del suelo las
referencias bibliograficas son escasas, reduciéndose, por lo general, al estudio de la funcion
del Se en la respuesta enzimatica de la peroxidasa, superéxido dismutasa y catalasa frente al

estrés oxidativo (Gomes et al., 2007; Yao et al., 2010). No se han encontrado referencias
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acerca de la inhibicion de la fenoloxidasa a causa de la presencia de Se, tal y como ocurre en

este estudio.

Zinc

La disponibilidad de Zn(2+) en el suelo depende principalmente del contenido en arcilla, de la
presencia de 6xidos de Fe y Mn, y de la materia organica, con la cual puede formar complejos
muy estables (Kabata-Pendias y Pendias, 2001). Es un micronutriente esencial y participa en
la actividad de muchas enzimas como la fosfatasa alcalina, la anhidrasa carbdnica, la alcohol-
deshidrogenasa, la superdxido-dismutasa, la ARN-polimerasa, ademas de activar y regular el
funcionamiento de otras enzimas (Marschner, 2012). A pesar de su importancia como
nutriente, en cantidades excesivas puede ser toxico. Eivazi & Tabatabai establecieron que el
Zn reducia la actividad de la a-glucosidasa ente un 50-54 %, de la B-glucosidasa un 6-14 %y
de la B-galactosidasa un 32-52 %. Coppolecchia et al. (2011) indicaron que la B-galactosidasa
es una de las enzimas mas sensibles a este elemento. El Zn también puede afectar a la ureasa
(Wieczorek et al.,, 2015; Wyszkowska et al., 2006; Yang et al., 2006), deshidrogenasa,
arilsulfatasa, fosfatasa acida, y fosfatasa alcalina (Coppolecchia et al., 2011; Wyszkowska et

al., 2006).

En los suelos estudiados, la fraccion inmediatamente disponible de Zn parece afectar en los
usos secano y olivar a las actividades aglu, aryls, nag y ure; en el uso secano, ademas, a las
actividades bgal, pac y pak; y el uso olivar, ademas de las indicadas en primer lugar, a las

actividades bglu y dh.
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4.4. Perfil catabdlico a nivel comunidad en funcion del uso del suelo

4.4.1 Color medio de pozo (AWCD), riqueza (S) e indices de biodiversidad

En la Tabla 17 se recogen los valores medios de los distintos parametros obtenidos en el
analisis de las placas Biolog EcoPlate: el color medio de pozo (AWCD, por sus siglas en inglés,
Average Well Color Development), ratio de crecimiento de la curva de color medio de pozo
(rAWCD), area debajo de la curva de color medio de pozo (aAWCD), riqueza (S), ) tiempo
medio de la curva de color medio de pozo (t_mid), indice de biodiversidad de Simpson (D) e

indice de biodiversidad de Shannon (H’).

Tabla 17: Valores medios + desviacion tipica de: color medio de pozo (AWCD), ratio de crecimiento de la curva de color medio
de pozo (rAWCD), drea debajo de la curva de color medio de pozo (aAWCD), riqueza (S), tiempo medio de la curva de color
medio de pozo (t_mid), indice de biodiversidad de Simpson (D) e indice de biodiversidad de Shannon (H’). Distintas letras
indican diferencias significativas entre usos (P<0,05).

rAWCD
Uso AWCD aAWCD S t_mid (min) D H'
(x10%)
Secano 1,0%0,1a 7,8+1,1ab 5200+930a 28+1a 4276 + 398 ab 0,959 +0,002 a 3,29+0,03a
Olivar 0,9+0,1b 7,7+1,5b 4376 £ 1158 b 27t1a 4479 +537 a 0,957+ 0,003 b 3,25+0,05b
Forestal 1,0+0,2 ab 9,1+19a 5476 + 1157 a 27+3a 4036 +550 b 0,958 + 0,005 ab 3,26 £ 0,09 ab

El color medio de pozo (AWCD) muestra diferencias significativas entre los usos secano y olivar
(Figura 24 y Tabla 17). Probablemente la mayor diversidad vegetal del uso forestal (Myers et
al., 2010) sea la responsable de la mayor desviacion tipica del AWCD de este uso con respecto
a los usos de cultivo, los cuales estan sujetos a monocultivo. Por ello, a pesar de tener un valor
de AWCD en forestal similar al uso de secano, no se muestran diferencias estadisticamente
significativas con el AWCD del uso olivar.

El ratio de crecimiento de la curva del AWCD (rAWCD) es significativamente superior en el uso
forestal y menor en el olivar, mientras que el uso de secano no muestra diferencias
significativas con estos usos. El tiempo en el que la curva del AWCD alcanza la mitad de su
valor asintético modelizado (t_mid) es superior en el uso olivar e inferior en el forestal. El area
bajo la curva del AWCD (aAWCD) es mayor en los usos forestal y secano, y menor en el uso
olivar. La cantidad de pozos positivos o riqueza (S) no difiere entre usos. Se calcularon los
indices de biodiversidad funcional de Simpson (D) y de Shannon (H’), para ambos el uso de

secano muestra mayores valores, el uso olivar menores y el uso forestal similar a ambos usos.
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Figura 24: Color medio de pozo (Average Well Color Development, AWCD) de los tres usos estudiados a lo largo del tiempo de
incubacion

En la literatura existen discrepancias en el efecto que produce el cultivo del suelo, en especial
el labrado, en las comunidades microbianas. Se han relacionado los suelos de cultivo con
pérdidas en la biodiversidad de especies, en la biodiversidad funcional y en la capacidad
catabdlica de las comunidades bacterianas (Chaer et al., 2009; Degens et al., 2000; Diosma et
al., 2006; Lupwayi et al., 1998; Manoharan et al., 2017; Nsabimana et al., 2004). Sin embargo,
otros autores no han observado diferencias en el AWCD entre suelos cultivados y naturales
(Bissett et al., 2011), ni entre suelos agricolas bajo manejos convencionales o mas sostenibles
(Sofo et al., 2019), incluso se han observado mayores valores de H’ y AWCD en suelos bajo
manejo convencional respecto a manejo reducido (Janusauskaite et al., 2013). Posiblemente
el labrado del suelo ejerza mas de un efecto sobre la poblaciéon microbiana, y en especial en
la bacteriana, puesto que: i) provoca una mayor oxidacién de la MO reduciendo la fuentes de
carbono mds facilmente disponibles, ii) aumenta la aireacion del suelo facilitando la presencia
de oxigeno en los poros (Kainiemi et al., 2016) y iii) modifica la propia comunidad microbiana
si el labrado es recurrente en el tiempo (Calderdn et al., 2000). Por tanto, es posible que en
los suelos estudiados, tras su uso continuado, las poblaciones bacterianas se hayan
modificado taxondmicamente reduciendo su biodiversidad, pero sin encontrarse influida su

biodiversidad funcional (Sofo et al., 2019).
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4.4.2 Diferencias en la utilizacion de substratos y de grupos de substratos de carbono entre
usos

Existen diferencias significativas en la capacidad de catabolizar determinados substratos por
las comunidades bacterianas de los distintos usos (Figura 25 y Tabla 18): i) el carbohidrato i-
eritritol (C2) es catabolizado mejor por las comunidades bacterianas de los usos forestal y
secano; ii) los acidos carboxilicos D-galacturdnico (B3) y D-malico (H3) son catabolizados mejor
por la comunidad bacteriana de los usos de cultivo, existiendo también diferencias
significativas entre los cultivos en el caso del H3, siendo superior en el uso olivar; iii) el
aminoacido L-treonina (E4) es catabolizado mejor en el uso olivar y peor en el uso forestal, y
el glicil-L-glutdmico (F4) es catabolizado mejor en el uso de secano, seguido del forestal y por
ultimo del olivar; y iv) entre los substratos de C identificados como polimeros el tween 40 (C1)
es catabolizado mejor en el uso olivar, seguido del forestal y por ultimo del secano.
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Figura 25: Valores medio * desviacion tipica de la densidad dptica (OD) de cada substrato de la
placa Biolog EcoPlate normalizados por el color medio de pozo (AWCD), agrupados en funcién del
grupo funcional de carbono al que pertenecen. Distintas letras indican diferencias significativas
entre usos (P<0,05).
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Tabla 18: Grupos de los substratos de carbono de las placas Biolog EcoPlate

Grupos de los substratos de carbono de las placas Biolog EcoPlate

Carbohidratos (CH) Aminoacidos (aas)
B1 Acido ester metil pirGivico A4 L-Arginina
G1 D-Celobiosa B4 L-Asparagina
H1 a-D-Lactosa C4 L-Fenilalanina
A2 B-metil-D-Glucdsido D4 L-Serina
B2 D-Xilosa E4 L-Treonina
C2 i-Eritritol F4 Acido glicil-L-glutdmico
D2 D-Manitol
E2 N-Acetil-D-glucosamina Aminas/Amidas (AmAm)
G2 Glucosa-1-fosfato G4 Feniletilamina
H2 D,L-a-glicerol fosfato H4 Putrescina
Acidos carboxilicos (AcC) Polimeros (Pol)
F2 Acido D-glucosaminico Cl Tween 40
A3 Acido D-galacténico, gamma-lactona D1 Tween 80
B3 Acido D-galacturénico El a-Ciclodextrina
C3 Acido 2-hidroxi-benzoico F1 Glucégeno

D3 Acido 4-hidroxi-benzoico
E3 Acido y-amino-butirico
F3 Acido itacdnico

G3 Acido a-keto-butirico

H3 Acido D-malico

Teniendo en cuenta los porcentajes de utilizacién de los funcionales, existen algunas
diferencias significativas (Figura 26): i) acidos carboxilicos, superior en los usos de cultivo
(secano y olivar) respecto al forestal, y ii) carbohidratos y aminas/amidas, superiores en el uso
forestal y menores en el uso olivar, mientras que el uso de secano muestra una capacidad
intermedia. Estos resultados se encuentran en consonancia con los obtenidos por otros
autores. Asi, Chaer et al. (2009), analizando la respuesta de la poblacidn bacteriana a sucesivos
labrados establecid que a mayor labranza se produce un aumento en el porcentaje de
utilizacién de acidos carboxilicos y polimeros, a la vez que un descenso en el porcentaje de

utilizacién de carbohidratos y aminas/amidas. Rutgers et al. (2016) analizaron las
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comunidades bacterianas de distintos suelos de Europa y concluyeron que una mayor
utilizacidon de acidos carboxilicos se relacionaba con suelos bajo manejo agricola. La mayor
capacidad de la comunidad microbiana en la degradacién de carbohidratos parece estar ligada
a la presencia de cubierta vegetal permanente en pastizales (van Eekeren et al., 2008) por lo
gue podria, junto a la reduccién de la cantidad de carbohidratos en los usos de cultivo por
accion del labrado (Llorente et al., 2017), explicar las diferencias en los porcentajes de

utilizacion de estos grupos de carbono entre los suelos de cultivo y forestal de este estudio.
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Figura 26: Valor medio + desviacion tipica de los porcentajes de utilizacion de los grupos de carbono de los substratos de las
placas Biolog EcoPlate: carbohidratos (CC), dcidos carboxilicos (AcC), amino-dcidos (aas), polimeros (Pol) y aminas/amidas
(AmAm). Distintas letras indican diferencias significativas entre usos (P<0,05).

4.4.3 Influencia de los pardmetros fisico-quimicos del suelo en el perfil catabdlico a nivel
comunidad en funcion del uso

Se han llevado a cabo tres andlisis de redundancia (RDA) empleando como variables respuesta
iniciales los parametros fisico-quimicos (Figura 27): pH, humedad a capacidad de campo
(WHC), capacidad de intercambio catiénico (CIC), contenido en C organico total (COT), N total
(NT), relaciéon COT/NT, amonio soluble (NH4"), nitrato soluble (NOs3’), Cy N solubles en agua
fria (CSf y NSf), C y N solubles en agua caliente (CSc y NSc), carbonato célcico equivalente
(CaCo0:s), fosforo asimilable (Pas), arcilla (Arc), 6xidos de hierro amorfos (FeA) y cristalinos
(FeX), y 6xidos de manganeso amorfos (MnA) y cristalinos (MnX). Las variables respuesta
empleadas en estos analisis han sido: color medio de pozo (AWCD), area de la curva del color
medio de pozo (aAWCD), ratio de crecimiento de la curva del color medio de pozo (rAWCD),
porcentaje de utilizacién de carbohidratos (CH), porcentaje de utilizacién de 4cidos
carboxilicos (AcC), porcentaje de utilizacion de amino-acidos (aas), porcentaje de utilizacidn
de aminas-amidas (AmAm) y porcentaje de utilizacion de polimeros (Pol). Las variables S,
t_mid y D no se han empleado en los RDA al tener altas correlaciones con el resto de variables

respuesta, lo que podria dificultar el analisis.
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Los parametros fisico-quimicos que explican
significativamente las variables respuesta han
sido, por orden de explicacién: i) en el uso
secano (Figura 27.A): FeX, COT/NTy Arg, ii) en
el uso olivar (Figura 27.B): pH, NT, Arcy NOs’, y
iii) en el uso forestal (Figura 27.C): MnA,
COT/NT, FeX, CaCOs, CSc, NHs* y CSf. Los
porcentajes de varianza explicada por estos
parametros fisico-quimicos del suelo han sido
superiores en el uso forestal (51,3%), seguido
del uso olivar (43,6%) y por ultimo, el uso de
secano (23,8%). Las ordenaciones resultantes
del andlisis de redundancia presentan en los
tres usos unas caracteristicas parecidas. Las
variables respuesta analizadas se relacionan
entre si positivamente, a excepcién de: i) el
porcentaje de utilizacion de los aminodacidos
AWCD,

(aas) que se opone al aAWCD,

porcentaje de utilizacién de polimeros (Pol) y a

H’, pudiendo deberse a la presencia de
bacteriocinas, péptidos generados por
microorganismos para atacar a otros

Figura 27: Ordenaciones generadas a partir del andlisis de
redundancia (RDA). Variables explicativas (pardmetros fisico-
quimicos del suelo) en rojo y variables respuesta (actividades
enzimdticas) en azul. Abreviaturas: COT/NT ratio carbono
orgdnico total-nitrégeno total, NO3- contenido en nitratos, CSc
carbono soluble en caliente, NSc nitrégeno soluble en caliente,
FeX oxidos de Fe-cristalino, Arc contenido en arcillas, NSf
nitrégeno soluble en frio, CaCO3 carbonato cdicico
equivalente, COT carbono orgdnico total, NT nitrégeno total,
NH4+ amonio soluble, CSf carbono soluble en frio, MnA dxidos
de Mn-amorfo. Variables significativas (P<0,1) identificadas
con *. Porcentajes de varianza explicada por las variables del
grdfico en cada eje entre paréntesis
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microorganismos con el fin de reducir la competencia en entornos con pocos nutrientes
(Alvarez et al., 2018), lo que generaria que la diversidad se redujese, Unicamente, al desarrollo
de microorganismos con capacidad de degradar esos péptidos formados de aminoacidos vy ii)
el porcentaje de utilizaciéon de carbohidratos (CH) que se oponen al de acidos carboxilicos
(AcC), representaria la influencia del labrado. Todas las variables respuesta se ordenan en el
eje 1 siguiendo por un lado el CaCOz o el pH y por el otro lado la existencia de nutrientes en el
suelo como COT, NT, NHa* y otras fracciones solubles de Cy N (CSf, CSc, NSf y NSc).

Los 6xidos (FeX y MnA) siempre se oponen al CaCOs o al pH, coincidiendo con los vectores de
las variables respuesta y los correspondientes a los nutrientes anteriormente citados. Esta
ordenacion puede deberse a que en estos dxidos se encuentren asociados a la materia
orgdanica y, por tanto, sean lugares preferentes para la colonizacién microbiana. Destacar en
el uso olivar que el vector Arc se opone a rAWCD, AmAm, AcC, NT y COT, pudiendo poner de
manifiesto los procesos de estabilizacién de la materia organica en el suelo a través de la
formacidn de compuestos arcillo-hiumicos mas recalcitrantes al ataque microbiano (Baldock y
Skjemstad, 2000; Bolan et al., 2011).

En el eje 2 de los biplot en los tres usos se encuentran los vectores de los porcentajes de
utilizacion de carbohidratos enfrentados al vector de utilizacion de los acidos carboxilicos. En
este eje, ademas, se encuentra el vector rAWCD, orientado en funcion del uso: en los usos de
cultivo orientado hacia los AcCy en el uso forestal hacia los CH.

El contenido en N parece ser limitante en los usos secano y forestal. En estos usos, el vector
del ratio COT/NT se enfrenta al vector de rAWCD, implicando que a menor cantidad de NT vy,
por tanto mayor ratio COT/NT, menor velocidad de crecimiento de la curva de AWCD
representando, a su vez, una ralentizacion de la capacidad microbiana para metabolizar los
substratos. De acuerdo con el biplot del uso olivar, se observa un efecto contrario dado que
el rAWCD se encuentra relacionado positivamente con el COT y el NT. En los usos forestal y
olivar (en este ultimo no significativamente) el contenido en NH4* favorece a la biodiversidad
funcional (H’), al AWCD y al aAWCD, en definitiva, favorece la capacidad metabdlica
microbiana. En el uso de secano el contenido en nitrégeno soluble en frio (NSf), relacionado
con las formas orgdnicas de N mas labiles, se ordena junto con el AWCD, aAWCD y H’,
indicando una alta actividad metabdlica asociada a dichas formas organicas. La ordenacién del
NSf junto con la capacidad de degradacion de polimeros (Pol), los substratos mas complejos,

podria indicar que los microorganismos utilizan las formas facilmente disponibles de Ny Cya
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existentes en el suelo para sintetizar las enzimas necesarias en el metabolismo de dichos
substratos.

Resultan interesantes las posiciones de los vectores de los compuestos de C soluble en agua
en el uso forestal. La fraccion organica mas labil (CSf) del suelo relacionados positivamente
con rAWCD en el biplot, podrian indicar una estimulacién de los procesos de metabolizaciéon
de los substratos, en particular de los HC. La fraccidon organica mas recalcitrante (CSc) se

relaciona con el porcentaje de utilizacion de los mas complejos polimeros (Pol).

4.4.4 Influencia de la disponibilidad de elementos traza en el perfil catabdlico a nivel
comunidad en funcion del uso

El porcentaje de varianza explicada en los RDA por los distintos indices de disponibilidad de
los elementos traza fue variable entre los usos (Tabla 19). En olivar y forestal el mayor
porcentaje de varianza explicada fue superior con la concentracion potencialmente disponible
(DTPA) como variable explicativa (30,3 y 36,6%, respectivamente), mientras que en secano el

mayor porcentaje fue con la fraccion total (36,4 %).

Tabla 19: Porcentajes de varianza explicada en los andlisis de redundancia (RDA) tomando como variables explicativas las
concentraciones totales, potencialmente disponibles (DTPA) e inmediatamente disponibles (CaCl,;) y como variables respuesta
los pardmetros del perfil catabdlico a nivel comunidad obtenidos a partir de placas Biolog EcoPlate.

Varianza explicada (%)

Concentracién Uso
Eje 1 Eje 2 Total
Secano 22,6 13,8 36,4
Total Olivar 16,3 5,6 21,9
Forestal 19,5 - 19,5
Secano 5,8 - 5,8
Potencialmente
disponible Olivar 18,9 11,4 30,3
(DTPA)
Forestal 28,9 7,7 36,6
Secano 11,1 - 11,1
Inmediatamente
disponible Olivar - - -
(CaCly)
Forestal 12,1 - 12,1
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4.4.4.1 Concentraciones totales

En la Figura 28 se presentan los biplots correspondientes a los RDA con las concentraciones
totales de los elementos traza como variables explicativas y los parametros obtenidos del
estudio de las placas Biolog como variables respuesta.

La influencia de las concentraciones totales de los elementos traza analizados sobre el perfil
catabdlico a nivel comunidad de los suelos estudiados parece ser reducida dado que: i) en los
tres biplots, la mayoria de los vectores de las concentraciones totales de los elementos traza
tuvieron menor médulo que los vectores de las variables explicativas, ii) en el RDA del uso
olivar no obtuvo ninguna variable explicativa significativa (P<0,1), y iii) el eje 1 del biplot del
uso forestal, en el que se encuentran los vectores de las concentraciones totales, representd
un menor porcentaje de varianza explicada respecto al eje 2.

En el uso de secano (Figura 28.A) las concentraciones totales de Ba, Se, Ni, As y Hg fueron
identificadas como significativas. En el eje 1 de la ordenacidn se situd la variable explicativa As
en la direccion +1 junto a las variables H' y aAWCD, esta ordenacidn podria explicarse a través
de la correlacién del As con el NH4* (P<0,05) ya que las variables respuesta H' y aAWCD se ven
incrementadas por formas solubles de N tal y como se observé anteriormente en el biplot de
secano de la Figura 27.A. En el eje -1 se situaron los vectores de las variables explicativas Hg y
Ba coincidiendo con la variable respuesta aas. El Ba ha mostrado correlacidn positiva con el
ratio COT/NT (P<0,05), lo que podria indicar su ordenacién en sentido opuesto a AmAm, H' y
aAWCD ya que estas tres variables se han relacionado de forma negativa con dicho ratio
anteriormente (Figura 27.A). Por ultimo, en este eje 1 la ordenacién del Hg en el biplot no
parece deberse a correlaciones indirectas con los parametros fisico-quimicos del suelo por lo
gue podria afectar al AWCD, aAWCD, H'’ y a la capacidad catabdlica de los polimeros (Pol) con
la que ademads se correlaciona negativamente (P<0,01).

En el eje 2 del biplot de este uso el vector de la concentracion total de Ni se alinea con el CH
en sentido opuesto al Se que se alinea con rAWCD y AcC. La ordenacién del Ni puede deberse
a su correlacion positiva con el FeX (P<0,01), el cual mostré un alineamiento conjuntamente
con el vector de CH, como se ha observado previamente (Figura 27.A), por lo que su

posicionamiento podria deberse a esta relacidn indirecta.
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La ordenacion de Se parece ejercer un efecto
positivo en la capacidad catabdlica de acidos
carboxilicos (AcC) y de aminas/amidas (AmAm)
principalmente con los que se ordend
conjuntamente en el biplot, una posible causa
es la utilizaciéon del Se como cofactor en la
respuesta enzimatica de la glutation-
peroxidasa, ademas de su posible influencia
positiva en la reaccion de la superdxido
dismutasa y catalasa frente al estrés oxidativo
(Gomes et al., 2007; Yao et al., 2010) que
pueda causarse a raiz de la metabolizacién de
este tipo de substratos, sin embargo, serian
necesarios estudios posteriores.

Practicamente en la bisectriz del cuarto
cuadrante del biplot se sitian los vectores Cu y
Mo, aunque no son estadisticamente
significativos se ha optado por representarlos
puesto que en el estudio de actividades
enzimaticas y de su disponibilidad parecen
proceder del empleo de fungicidas. En este
caso, tanto Cu como Mo se alinean con el
AWCD. En caso de afeccion de la poblacion
bacteriana por parte de estos elementos traza
no se podria dar esta relacién positiva en el
Figura 28: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de las
concentraciones totales de elementos traza (variables
explicativas, en rojo) y el perfil catabdlico a nivel comunidad
(variables respuesta, en azul). Variables significativas (P<0,1)

identificadas con *. Porcentajes de varianza explicada por las
variables del grdfico en cada eje entre paréntesis.
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RDA y tampoco hay ninguna otra variable (pardmetro fisico-quimico del suelo) que pueda
explicar esta alineaciéon. Ambos elementos traza, Cu y Mo, son micronutrientes por lo que
podrian estar en concentraciones suficientemente bajas como para beneficiar a la poblacién
bacteriana pero no a tan altas concentraciones como para ser téxicos (He et al., 2005). Por
tanto, parece que Cu y Mo no afectan negativamente a la funcionalidad de las comunidades
microbianas en el uso de secano.

En el RDA del uso olivar (Figura 28.B) ninguna concentracién total de elementos traza fue
identificada como significativa. En el biplot correspondiente se muestran los elementos traza
gue tuvieron un mayor médulo, sin embargo, aun asi, siguen siendo menores en comparacion
con los vectores de las variables respuesta. En estas condiciones dar una explicacion de los
posibles efectos careceria de significacion.

En el RDA del uso forestal la concentracion total de Ni fue la uUnica identificada como
estadisticamente significativa (Figura 28.C). En el biplot el vector de Ni y del resto de
elementos traza se ordenan en el eje 1 que presentd un porcentaje de explicacion inferior que
el eje 2, dominado por las variables respuesta del RDA. La ordenacidn resultante podria
explicarse por la relacién indirecta del Ni con AmAm, aAWCD, AWCD, y H’, a través de las
correlaciones positivas entre todas estas variables con los dxidos de Fe y Mn. Por lo que las
concentraciones totales en el uso forestal no parecen afectar al perfil catabdlico de la

comunidad microbiana.

4.4.4.2 Potencialmente disponibles (DTPA)

Las concentraciones potencialmente disponibles identificadas como variables explicativas
significativas en los RDA realizados (Figura 29) fueron, por orden, en los distintos usos: i)
secano Sb y Ni, ii) olivar, Co y Zn, y iii) forestal, As y Sb.

Las variables explicativas, Sb y Ni, en el biplot del uso de secano (Figura 29.A) muestran de
nuevo vectores de menor médulo que las variables respuesta y, por tanto, podemos pensar
en su escasa influencia en el perfil catabdlico de la comunidad microbiana. Destacar de esta
ordenacion que de nuevo el Ni es identificado como variable significativa, orientandose junto
con el vector de CH tal y como sucedia con las concentraciones totales. La fraccidon
potencialmente disponible de Ni parece ejercer una influencia positiva sobre la comunidad
microbiana a la hora de catabolizar carbohidratos ya que no muestran relaciones indirectas a

través de parametros fisico-quimicos del suelo, posiblemente por su procedencia como
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fertilizante (Alloway, 2013; Nicholson et al.,
2003; Williams et al., 1985). La otra variable
explicativa significativa, el Sb, se opone en la
ordenacion a los vectores AWCD, aAWCD vy
Pol principalmente. En el anadlisis de Ia
relacién entre disponibilidad de los elementos
traza y los parametros fisico-quimicos del
suelo, el Sb se identific6 como posible
compuesto proveniente del empleo de
fungicidas o de algun agroquimico, en tal
caso, la ordenacién que nos atafie podria
indicar cierto efecto negativo sobre la
funcionalidad de la comunidad por parte de
estos agroquimicos, sin embargo, debido a la
poca significancia de la ordenacién seria
necesario un estudio posterior al respecto.

En el biplot del uso olivar (Figura 29.B) la
ordenacion de las concentraciones
potencialmente disponibles de Co y Zn se
sitban en el

eje +1 y +2 del biplot,

respectivamente. Ambos se ordenan

positivamente junto a los vectores de las

variables respuesta, hacen excepcién los

vectores de Pol y aas situados en oposicién.

Figura 29: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de las
concentraciones potencialmente disponibles (DTPA) de
elementos traza (variables explicativas, en rojo) y el perfil
catabdlico a nivel comunidad (variables respuesta, en azul).
Variables significativas (P<0,1) identificadas con *. Porcentajes
de varianza explicada por las variables del grdfico en cada eje
entre paréntesis.
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Posiblemente la ordenacion de estos elementos traza pueda deberse a la correlacidn positiva
de ambos con el CSc (P<0,01), e individualmente del Zn con el COT (P<0,01) y del Co con NSf
(P<0,05, respectivamente) ya que, como se observd en el andlisis de redundancia realizado
con los parametros fisico-quimicos del suelo, las variables respuesta Pol, AmAm, rAWCD, AcC,
aAWCD y H’ se encuentran favorecidas por los contenidos de N, COT y NH4*, tratdndose por
tanto de relaciones indirectas entre las concentraciones potencialmente disponibles de Co y
Zn y las variables respuesta. Por tanto, las concentraciones potencialmente disponibles del
uso olivar no parecen afectar al perfil catabdlico de la comunidad microbiana.

En el biplot del uso forestal (Figura 29.C) los vectores de As y Sb se ordenan en el eje 1 en
sentidos opuestos, alinedndose por un lado con los vectores de Pol, H’, AWCD, aAWCD vy
AmAm, y por otro con los vectores de aas y CH, respectivamente. Los mddulos de los vectores
Asy Sb son similares a los de las variables respuesta por lo que la explicacidon que proporcionan
de dichas variables seria reducida. Posiblemente la ordenacion del As se deba a sus
correlaciones positivas con los parametros fisicos: MnA, FeX y NH4* (P<0,01) y su correlaciéon
negativa con el CaCOs (P<0,01). Todos estos parametros del suelo fueron identificados como
variables explicativas significativas ordenandose de una forma similar en el biplot
correspondiente (Figura 27.C). La ordenacién de Sb podria deberse a su correlacién negativa
con FeX (P<0,05) lo que le llevaria su oposicion frente al As en el biplot. Por tanto, las
concentraciones potencialmente disponibles de los elementos traza no supondrian una

afectacidén a la capacidad catabdlica de la comunidad microbiana en el uso forestal.

4.4.4.3 Inmediatamente disponibles (CaCly)

En los RDA realizados con las concentraciones inmediatamente disponibles (Figura 30) de los
elementos traza como variables explicativas Unicamente se identificaron como tales el Zn en
el uso de secano y Sb en el forestal, en el olivar ninguna variable explicativa fue significativa.
En todas las ordenaciones, en general, los mddulos de los vectores correspondientes a las
variables explicativas fueron menores que los de las variables respuesta, indicativo de lo que
seria una escasa influencia.

En el uso de secano el Zn se ordena en el eje -1 compartiendo direccidén y sentido con las
variables respuesta AmAm y AcC. Este elementd mostré una correlacion positiva con el H’
(P<0,05), con la que se encuentra parcialmente alineada, y una correlacién negativa con CH

(P<0,05) con la que se opone en el biplot. En el estudio de la influencia de los parametros
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En resumen, en los casos en los que predomina el efecto de los pardmetros fisico-quimicos en
el suelo sobre el perfil catabdlico a nivel comunidad, podria interpretarse que las
concentraciones totales actuales de los elementos traza correspondiente no parecen ejercer
un efecto perjudicial sobre la comunidad microbiana. Mientras que el Unico caso en el que no
ha sido posible explicar la ordenacion de los elementos traza a través de relaciones indirectas
con el perfil catabdlico a nivel comunidad, a través de pardmetros fisico-quimicos del suelo,
ha sido con el contenido total de Hg en el uso de secano, por lo que se puede plantear que

dicho elementos traza podria afectar a la funcionalidad de la comunidad microbiana.

4.4.4.4 Discusion general sobre los efectos de los elementos traza en los suelos estudiados

En muchos estudios las placas Biolog EcoPlate han sido empleadas exitosamente en la
identificacion de los efectos provocados por elementos traza en la comunidad microbiana del
suelo. Sin embargo, en el estudio que hemos llevado a cabo no se han determinado efectos
negativos por parte de los elementos traza, a excepcidon de la concentracién total de Hg en el
uso de secano (Figura 28.A), en la funcionalidad de las comunidades bacterianas de los tres
usos estudiados (secano, olivar y forestal).

Esta falta de resolucién puede deberse a que las concentraciones de los elementos traza en
nuestro estudio se encuentran por debajo de los niveles téxicos para las comunidades
bacterianas. Los estudios con Biolog EcoPlate suelen realizarse con muestras de campo en
zonas muy contaminadas (Klimek et al., 2016; Kuzniar et al., 2018), y adicionalmente, en
ensayos de laboratorio las concentraciones de los elementos traza analizados se introducen
en el suelo en forma de sales idnicas (Xu et al., 2016) lo que aumenta su disponibilidad (Giller
et al., 1998). Por el contrario, los suelos de nuestro estudio son suelos naturales en los que, a
lo largo del tiempo, pequeiias cantidades de elementos traza se han ido introduciendo
paulatinamente a causa de la deposicidn aérea, empleo de fertilizantes y/o fungicidas entre
otros focos, desembocando en una dificultad para determinar sus posibles efectos adversos
en el suelo. Ademas, el hecho de tratarse de suelos naturales disminuye la capacidad de
resolucion de cualquier analisis al existir muchas otras variables, como las fisico-quimicas del
suelo (Chodak et al., 2013) que afecta a los resultados.

Otra posibilidad es la adaptacion de las comunidades bacterianas tanto al manejo llevado a
cabo en los suelos como a la presencia de elementos traza en los mismos. Varios autores han

observado que en suelos contaminados crdonicamente los microorganismos se adaptan
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(Rutgers, 2008; Wakelin et al., 2010) ya sea porque unas especies determinadas prevalecen
frente a otras o porque las especies que se encuentren en el suelo vayan paulatinamente
mutandose a si mismas con el fin de adaptarse (Ohtonen, 1994).

En todo caso, el efecto de los pardmetros fisico-quimicos en la funcionalidad de las
comunidades bacterianas de los suelos agricolas estudiados (especialmente el contenido total
en N y C soluble) es superior al efecto que puedan tener los elementos traza en las
concentraciones de elementos traza. No obstante, que no exista una afeccién en la
funcionalidad a causa de los elementos traza no implica que la presencia de éstos no haya
modificado las taxonomias en los usos del suelo estudiados. Por tanto, estudios posteriores

de determinacién filogenética serian complementarios y necesarios.
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4.5. ADN bacteriano, fungico y de arqueas en los suelos en funcién del uso.

Con el fin de analizar el posible efecto del uso del suelo en la poblacidn microbiana se
realizaron andlisis de la varianza indicando que los contenidos de ADN bacteriano, fungico, de
arqueas y las relaciones entre ellos varian en funcién del uso del suelo (Figura 31). Los suelos
bajo uso forestal mostraron mayor cantidad de copias de ADN bacteriano (B), fungico (H) y de
arqueas (A), por el contrario, muestran los menores valores en los ratios H/B, H/A y A/B.
Curiosamente, en los suelos de cultivo (secano y olivar) se observaron diferencias en la

cantidad de copias de ADN fungico, siendo tanto H como H/A mayor en el uso de secano.

— 80000 - o5 160 =300 a
20 X0 X
Z a 5 a 3
60000 120
< < a < 200 —
» 4 o .
-2 40000 b ‘S 80 ‘a
<) o b o b
Q °« * o © 100 A b
~ . ~ 40 . ~
g 20000 1y, | ) S i
= = = é
@ 0 -—"{:—‘TF‘—v— Tz O0- < 0-
S O F S OF S OF
0,03 a 2,5 7 0,08 a
a a b
27 0,06 -
0,02
@ . < 157 b @
= | 207, | |
0,01 b .
é 0,5 - 0,02 é
[ e e 0+ 4+—7" 0 t+—7F-71
S OF S OF S O F

Figura 31: Cantidades de ADN bacteriano (B), fungico (H), de arqueas (A) y sus respectivos ratios (H/B, H/A, A/B). Diferencias
significativas entre usos identificadas con distintas letras (P < 0,05).

En los suelos forestales la continua entrada de materia orgdnica y la ausencia de manejo
agricola serian responsables de los mayores contenidos de ADN observado. Tanto bacterias,
como hongos y arqueas, se correlacionaron positivamente con el contenido en COT, NT y NHz*
(P<0,01) en este uso. La participacion de los tres tipos de microorganismos en la degradacion
de la materia organica fresca, cuyo primer paso corresponde con la amonificaciéon (Brady y
Weil, 2014), explicaria este resultado. Ese aspecto se ve reforzado por las correlaciones
positivas con los contenidos en K*y Mg?*, que tienen un posible origen en los pasos iniciales

de la degradacidn de: i) restos vegetales, en los cuales el K* es rapidamente liberado de las
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hojas (Sardans y Pefiuelas, 2015) v, ii) la clorofila, en la que el Mg?* que ocupa el centro del

tetrapirrol de la molécula es liberado (Hortensteiner, 2006, 1999).

Por el contrario, en los usos de cultivo la alteracién de los ciclos biogeoquimicos y las
condiciones de estos suelos provocaria que los distintos microorganismos se relacionen entre
si de forma distinta a como lo hacen en el uso forestal ocasionando una mayor competencia

entre ellos por los escasos nutrientes.

Como se ha indicado anteriormente, los usos de cultivo mostraron mayores ratios H/B y A/B
que en el uso forestal y el uso de secano presentd el mayor ratio H/A. Cabria esperar que
segun loindicado en la literatura que los suelos agricolas sujetos a laboreo presenten menores
ratios de H/B que los suelos naturales (Frey et al., 2003; Hendrix et al., 1986; Holland y
Coleman, 1987; Lauber et al., 2008). El labrado influye en el desarrollo de los hongos
disminuyendo su capacidad de translocacién de nutrientes al reducir la longitud de sus hifas,
mientras que favorece el desarrollo bacteriano al facilitar el acceso a materia organica
previamente protegida, al aumentar la superficie especifica de los agregados y al airear el
suelo (Strickland y Rousk, 2010). Por el contrario, suelos sin laboreo y sin adiccion de
fertilizantes presentarian ratios H/B superiores (Bardgett y McAlister, 1999). En los suelos de
este estudio ocurre lo contrario, los suelos agricolas que han sufrido laboreo muestran
mayores ratios H/B que los suelos forestales no sujetos a tales practicas. Una posible
explicacidon podria radicar en el empleo de fertilizantes en los usos de secano y olivar. La
aplicacién de urea o fertilizantes de amonio puede producir altas concentraciones de NH3
locales afectando a la abundancia de bacterias (Geisseler y Scow, 2014), implicando un
aumento del ratio H/B. Yevdokimov et al. (2012) comprobd que grandes cantidades de NO3°
en suelos agricolas (2 g/kg) producian un aumento de H/B. Sin embargo, las concentraciones
de NOs soluble en los suelos del presente estudio son inferiores a 30 mg/kg, por lo que el
efecto que tenga la presencia de NOs3™ no seria la causa principal del mayor ratio H/B. Ademas,
se obtuvieron correlaciones significativas negativas entre ambos grupos de microorganismos
(H y B) con el contenido en NO3™ (P<0,05). En los suelos de secano tanto H como B estan
correlacionados positivamente con el contenido en CSc (P<0,01). Por tanto, ambos grupos
estan utilizando fuentes de MO mas recalcitrantes que si estuviesen empleando CSf. Esto
podria implicar el agotamiento previo de los nutrientes facilmente disponibles y la

consiguiente reduccion de la poblacion bacteriana en pos de un aumento en la poblacidn
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flngica, al tener esta ultima una mayor capacidad de desarrollo en entornos de escasos

nutrientes (Lauber et al., 2008).

En cuanto al ratio H/B en el uso olivar, se correlaciona negativamente con el contenido en CSc
y CSf (P<0,05). Esto podria indicar que, en condiciones de mayor cantidad de nutrientes, las
bacterias estarian beneficiadas mientras que en caso contrario los hongos tendrian una mayor
capacidad de desarrollo. El contenido de ADN bacteriano es este uso se correlaciona con CSc
(P<0,05) mientras que el ADN fungico no. En cambio, los contenidos de ADN extraidos se
correlacionaron con el ratio COT/NT (P<0,01), siendo la correlacion superior con el ADN
bacteriano, seguido del de arqueas y con la menor correlacidn con el fungico. Esto podria
indicar una mayor necesidad de MO por parte de las bacterias en comparacién con los hongos.
Por tanto, los valores superiores del ratio H/B en los usos de cultivo se deberian a la poca
disponibilidad de nutrientes, favoreciendo el desarrollo de hongos frente al detraimiento de

la poblacién bacteriana en tal escenario.

El estudio de la influencia e importancia de las arqueas en el medio ambiente y en especial en
los ciclos biogeoquimicos del suelo es reciente (Offre et al., 2013). Se reconoce su importancia
en el ciclo del N en los pasos iniciales de la nitrificacion (Hansel et al., 2008) y, por tanto, se
suelen estudiar junto a las bacterias participes también en este proceso. En nuestro estudio
el contenido de ADN bacteriano y de arqueas se correlacioné positiva y significativamente con
el contenido en NHs*en el uso olivar (P<0,05) y en el uso forestal (P<0,01), participando ambos

tipos de microorganismos en la amonificacion en estos usos.

Por otro lado, la presencia de abonos nitrogenados favorece la diversidad y cantidad de
poblaciones bacterianas nitrificantes mientras que no ejerce ningun efecto en las arqueas
(Ouyang et al., 2016; Tao et al., 2017). Sin embargo, en suelos con bajos contenidos en NHs*
o NOs’ las poblaciones de arqueas no se ven tan afectadas como las bacterianas a causa de
sus menores demandas nutricionales (Tao et al., 2017), pudiendo explicar que los suelos de

cultivo mostrasen un mayor ratio A/B que los suelos forestales a pesar de tener menores

contenidos en nutrientes.

En cuanto a la relacién entre H y A, las publicaciones comparando ambos tipos de
microorganismos son escasas. En los tres usos estudiados existieron correlaciones positivas

entre H y A (P<0,01). Sin embargo, considerando que el ratio A/B mostré correlaciones
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negativas (P<0,01) con H en los usos de cultivo y que A, By H se correlacionan positivamente
entre si, estas relaciones se podrian interpretar como una posible competencia, en estos
suelos, entre arqueas y hongos (Bengtson et al., 2012), de forma que el predominio de una
forma sobre la otra afectaria a la que esté en menor proporcién. Dicha competencia seria

mayor en el uso de secano al tener una mayor cantidad de hongos que el uso olivar.

4.5.1 Influencia de los pardmetros fisico-quimicos de los suelos en el contenido de ADN en

funcion del uso

Los pardmetros fisico-quimicos de los suelos de uso forestal y olivar son los que han mostrado
mejores porcentajes de explicacidon del nimero de copias de ADN de B, Hy A y de los ratios
H/B, H/Ay A/B con un 51,6% y 60,3% respectivamente, mientras que en el uso de secano esta
explicacién ha sido mucho menor (20,7%). Las variables explicativas mds importantes en cada
uso fueron, por orden: i) secano: NT y Pas, ii) olivar: COT, pH, ratio COT/NT, Arc y CSf vy iii)
forestal: COT, Arc y CaCOs.

En el biplot del uso de secano (Figura 32. A) los vectores de las variables relacionadas con la
materia orgdnica: NT, COT y CSc se ordenaron légicamente junto a los vectores del contenido
de ADN de bacterias y arqueas en el eje +1. La ordenacidn de CSc junto con B y A, aunque no
haya sido significativa, se puede relacionar con la utilizacién de compuestos organicos mas
recalcitrantes a los que tienen acceso en el secano. El contenido en Pas se ordend con el
contenido de ADN fungico y con los ratios en los que se encuentra (H/B y H/A). Los hongos
participan de forma importante en el ciclo del P y en especial en la translocacion de este
elemento a las plantas, las cuales a cambio les proporcionan otros compuestos organicos
(Brady y Weil, 2014). El vector del Pas se opuso al del pH, que es uno de los factores clave que
rigen la disponibilidad del P. El contenido en NO3" se situd en el biplot en el eje 1 opuesto a los
vectores de H y B con los que se correlaciondé negativamente (P<0,05). La fertilizacidon puede
afectar a la poblacion fungica y, por tanto, al ciclo del P, en el que estos microorganismos
participan activamente (Gosling et al., 2006). La ordenacién del NOs™ junto con el ratio A/By
opuesta al ratio H/A pone de manifiesto la influencia negativa de este nutriente sobre By H,
pero no sobre A. En este biplot se representa el contenido en K* a pesar de no ser variable
significativa. Anteriormente se mostré que la presencia de K* en el uso forestal podria deberse

a la degradacidén de restos vegetales al correlacionarse este cation positivamente con A, By
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H, y su vez estos contenidos de ADN se
correlacionaron con NT, COT y NH4*. En el uso
de secano el K* Unicamente se correlaciond

con H, posiblemente porque  sus

requerimientos son menores frenteaBy A,y
no se obtuvieron correlaciones significativas
entre NHs* y los contenidos de ADN, lo que
indicaria un escaso aporte de materia

organica fresca al suelo.

Los biplots de las ordenaciones de los usos
olivar y forestal fueron muy similares entre si
(Figura 32. By C, respectivamente). En ambos
usos en el eje 1 se situaron las variables

explicativas relacionadas con la materia

organica junto con los vectores de B, Hy A

debido a las relaciones de los

microorganismos con los ciclos de la materia
organica. En el sentido contrario a estas
variables se ordenaron el contenido en CaCOs

o el pH y el vector A/B. El pH, en general,

Figura 32: Biplots de ordenaciéon a partir del andlisis de
redundancia (RDA) realizado entre los pardmetros fisico-
quimicos del suelo como variables explicativas (vectores en
rojo) y las cantidades de ADN bacteriano (B), fungico (H), de
arqueas (A) y sus respectivos ratios (H/B, H/A, A/B) como
variables respuesta (vectores en azul). Variables explicativas
significativas (p<0,1) identificadas con *. El porcentaje de
varianza explicado por las variables explicativas del grdfico en
cada eje se encuentra entre paréntesis. Abreviaciones: Pas
fosforo asimilable, NOs contenido en nitratos, K* potasio de
intercambio, COT carbono orgdnico total, NT nitrégeno total,
Chw carbono soluble en agua caliente, Arc contenido en
arcillas, NHs* amonio soluble, MnA dxidos de Mn-amorfo, Ccw
carbono soluble en agua fria, CaCO; contenido en carbonato
cdlcico equivalente, FeA 6xidos de Fe-amorfo, Mg?* Mg de
intercambio
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influye en las actividades enzimaticas que participan en los ciclos biogeoquimicos ademas de
influir en la viabilidad de los microorganismos. En este sentido, la orientacién similar entre pH
y A/B nos indicaria que el pH afecta en mayor medida a la poblacion bacteriana que a la de
arqueas (Bengtson et al., 2012). En el eje 2 del biplot de ambos usos se ordenaron los vectores
de la variable explicativa Arc y los vectores de las variables respuesta H/B y H/A. En el uso
olivar el vector de Arc se ordend junto a los de H/B y H/A, mientras que en el uso forestal Arc

se ordend en sentido opuesto.

El analisis de correlacion de Sperman mostrd en el uso olivar una correlacidn negativa entre
Arcy Cws (P<0,05), parametro con el cual también se correlaciond negativamente el ratio H/B
(P<0,05). Esto implicaria que la arcilla influye en la disponibilidad de C soluble (Bolan et al.,
2011; Saidy et al., 2012) y que tanto bacterias como arqueas se benefician de la presencia de
esta fuente de C mas labil con mds facilidad que los hongos, que podrian estar mas

especializados en compuestos de mayor recalcitrancia (He et al., 2017).

En el uso forestal, la ordenacion de Arc, COT y FeA en el entorno de B y A estaria relacionada
con los coloides del suelo y su capacidad de retencidn de nutrientes, satisfaciendo los mayores
requerimientos en nutrientes por parte de estos microorganismos. La relacidn opuesta de
dichos coloides con las relaciones A/B, H/B y H/A indicaria que los requerimientos de los tres

organismos estudiados seguirian la secuencia B> A> H.

4.5.2 Influencia de la disponibilidad de elementos traza en el contenido de ADN en funcion del

uso

En los RDA llevados a cabo empleando como variables explicativas las distintas
concentraciones de los elementos traza de las distintas extracciones realizadas, el porcentaje
de varianza explicada de las cantidades de ADN de B, Hy Ay sus ratios (H/B, H/A, A/B) siempre
fue menor que el obtenido empleando los parametros fisico-quimicos del suelo como
variables explicativas (Tabla 20). Esto implicaria que los pardmetros fisico-quimicos de los
suelos de estudio fueron mds importantes que la disponibilidad de los elementos traza a la
hora de explicar los contenidos de ADN obtenidos. El porcentaje de variacion explicado por
las fracciones total, potencialmente disponible (DTPA) e inmediatamente disponible (CaCl;)

varioé en funcidn del uso. Asi, en el uso de secano se observd una tendencia a incrementar el
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porcentaje de varianza explicado conforme aumentaba la disponibilidad, en el uso olivar el

porcentaje se mantuvo relativamente constante y, en cambio, en el uso forestal disminuyd.

Tabla 20: Porcentajes de varianza explicada por las distintas variables explicativas significativas (p < 0,1) utilizadas en los RDA
realizados: concentraciones totales de los elementos traza, concentraciones potencialmente disponibles de los elementos
traza (DTPA), concentraciones inmediatamente disponibles de los elementos traza (CaCl;) y parametros fisico-quimicos de los
suelos.

Variables explicativas empleadas en el RDA

Usos Concentraciones Concentraciones Concentraciones fi P'aram?trf)s
Totales DTPA CaCl, Isico-quimicos
del suelo
Secano 7,6 11,3 14,2 20,7
Olivar 21,1 25,8 23,4 60,3
Forestal 36,9 20,5 13 51,6

4.5.2.1 Concentraciones totales

La importancia de las concentraciones totales sobre B, H y A y sus ratios (H/B, H/A y A/B) varié en
funcién del uso. En el uso forestal la varianza explicada fue del 36,9%, mientras que en el uso olivar

fue del 21,1% y la menor en el uso secano con un 7,6%.

En el uso de secano (Figura 33. A) la concentracién total de Hg fue la Unica variable explicativa
significativa identificada. El vector de Hg se alined con las arqueas y con proyeccién en el eje
1 de bacterias y hongos. Esta ordenacién podria deberse a la relacién indirecta entre Hg y B,
H, A a través de los parametros del suelo COT y NT. Debido al bajo porcentaje de varianza
explicada por la variable significativa (7,6%), el hecho de que los vectores de las variables
respuesta fueron superiores a las variables explicativas y que el porcentaje de varianza
explicada fue superior en el eje 2 (cuando deberia ser en el eje 1) esta ordenacién carece de

trascendencia.

En el biplot del uso olivar (Figura 33. B) las concentraciones totales de los elementos traza
analizados se ordenaron principalmente en el eje 2, siendo las variables Pb y Ni identificadas
como significativas. Estos elementos se ordenan con H y con los ratios H/B, H/A, existiendo

ademas una correlacion positiva entre el ratio H/A y el contenido total de Ni (P<0,05).
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A partir de esta ordenacion se intuye el efecto
del hongo en la simbiosis con el olivo. El hongo
favorece la absorcién de dichos elementos
que estan relativamente inmdéviles y en bajas
concentraciones en la solucidon del suelo
(Brady y Weil, 2014), lo que resultaria en una
reduccion de micronutrientes disponibles
para las bacterias y arqueas, ordenandose el

vector A/B en oposicion a los vectores de H/A

y H/B.

En el RDA del uso forestal (Figura 33. C) las
concentraciones totales de Ba y Mo han sido
identificadas como variables explicativas
significativas. Su ordenacidn en el biplot, con
la misma direccién y sentido que las variables
respuesta bacterias, hongos y arqueas, se
explicaria por: i) la correlacion positiva del Ba
con FeA (P<0,05) que a su vez se correlaciond
positivamente con B, H y A, que explicaria la

presencia de micronutrientes en las

posiciones de cambio; y ii) la correlacién

positiva entre la concentracién total en Mo

Figura 33: Biplots de ordenacion a partir del andlisis de
redundancia (RDA) realizado entre las concentraciones
totales de los elementos traza analizados como variables
explicativas (vectores en rojo) y las cantidades de ADN
bacteriano (B), fungico (H), de arqueas (A) y sus respectivos
ratios (H/B, H/A, A/B) como variables respuesta (vectores en
azul).  Variables  explicativas  significativas  (p<0,1)
identificadas con *. El porcentaje de varianza explicado por
las variables explicativas del grdfico en cada eje se encuentra
entre paréntesis.
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con el contenido en NH4* (P<0,01) con el que se correlacionaron también B, Hy A (P<0,01), ya
que el Mo es esencial en la fijacion y asimilacion del N (Brady y Weil, 2014). El vector de A/B
al correlacionarse negativamente con FeA (P<0,05) se ordend en sentido contrario. La
ordenacidn del vector H/B en oposicidn al vector de Ba, podria explicarse por la presencia de
micronutrientes adsorbidos en las posiciones de cambio, como se ha indicado anteriormente,
favoreciendo el crecimiento bacteriano. La ordenacion del vector H/A junto al Mo se
explicaria, como se ha indicado anteriormente, por el efecto de la simbiosis entre hongo-

planta.

4.5.2.2 Concentraciones potencialmente disponibles (DTPA) e inmediatamente disponibles

(CaCly)

Las ordenaciones obtenidas utilizando las concentraciones potencial e inmediatamente
disponibles de los elementos traza como variables explicativas se han agrupado puesto que
presentan caracteristicas, por lo general, similares. Primeramente, los porcentajes de varianza
explicado por estas fracciones es reducido, siendo menor del 30%. En particular, los
porcentajes de varianza explicados por las concentraciones potencialmente disponibles
fueron mas altos en el uso olivar con un 25,8%, seguido del forestal con un 20,5% vy, por ultimo,
el uso de secano con un 11,3%. Con las concentraciones inmediatamente disponibles, los
porcentajes de varianza explicados por las variable s significativamente explicativas alcanzé su
valor maximo en el uso olivar explicando un 23,4%, seguido de los usos secano y forestal con
14,2 y 13% respectivamente. Hay que afiadir que gran parte de los vectores de las variables
explicativas muestran un médulo inferior a los vectores de las variables respuesta, por lo que
las ordenaciones se encuentran en gran parte dirigidas por las propias relaciones de las

variables respuesta entre si.

En términos generales en el eje 1 de las ordenaciones se sitlan las variables respuesta Ay B
diametralmente opuestas a A/B y en el eje 2 se sitian H vy los ratios H/A y H/B. Este patrén
podria indicar la diferenciacién entre Ay B por un lado y H por otro, diferenciando su posible

papel en los suelos de estudio.
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Figura 34: Biplots de las ordenaciones a partir del andlisis de redundancia (RDA) realizado entre las concentraciones
inmediatamente disponibles (DTPA) e inmediatamente disponibles (CaCl,) de los elementos traza analizados como variables
explicativas (vectores en rojo) y las cantidades de ADN bacteriano (B), fungico (H), de arqueas (A) y sus respectivos ratios (H/B,
H/A, A/B) como variables respuesta (vectores en azul). Variables explicativas significativas (P<0,1) identificadas con *. El
porcentaje de varianza explicado por las variables explicativas del grdfico en cada eje se encuentra entre paréntesis.
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En todas las ordenaciones obtenidas los vectores de los elementos traza se ordenan,
obviamente, en funcién de sus relaciones con parametros fisico-quimicos, especialmente con
los 6xidos de Fe y Mn, representando en términos generales la existencia de nutrientes

disponibles y alinedndose con los vectores de B, Ay H.

En este planteamiento hace excepcién la ordenacién del uso forestal con CaCl,, puesto que
las concentraciones inmediatamente disponibles de los elementos traza se oponen a los
vectores A, B, y H, en este caso la ordenacién podria deberse a la fijacién de estos elementos
traza en la materia organica lo que reduciria su disponibilidad, como en el caso del Zn, Unica
variable explicativa significativa en este RDA , cuyo vector se opone diametralmente a Ay B
ya que el contenido inmediatamente disponible de este elemento se encuentra afectado

negativamente por la materia organica reduciendo su disponibilidad.

La mayor cantidad de elementos traza en las ordenaciones de los usos olivar y forestal con
DTPA ordenados en torno a H podria indicar un posible escenario de simbiosis planta-hongo

en el que este ultimo movilizase estos elementos traza y la planta le beneficiase.
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4.6 Ensayos ecotoxicolégicos

4.6.1 Ensayo de reproduccion y bioacumulacion con Eisenia fetida

Debido a problemas en la cria de las lombrices no fue posible contar con suficiente nimero
de individuos adultos para llevar a cabo el test de reproducciéon en todos los suelos
muestreados. Para solventar esta situacion se llevd a cabo una clasificacién de todos los suelos
muestreados a partir del indice de riesgo ecoldgico (RI, ecological risk index) de Hakanson
(1980) con el fin de seleccionar un subgrupo de 12 muestras con el realizar el ensayo

ecotoxicoldgico con lombrices.

El Rl fue inicialmente concebido para conocer el riesgo ecoldgico que presentaban los metales
pesados en sedimentos de lago, pero posteriormente se ha utilizado con éxito para

estimaciones de riesgo ecolégicos en todo tipo de suelos. La ecuacidn de Rl es:

Dénde Er' es el riesgo ecoldgico de cada elemento traza i, Tr' es el factor de respuesta tdxica
del elemento i (toxic response factor) y Cf'es el factor de contaminacion (contamination factor)
definido como la relacién entre la concentracion del elemento i en la muestra y concentracion
del background de dicho elemento i. Inicialmente Hakanson (1980) desarrollé el método con
ocho metales pesados (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb y Zn) pero otros autores siguiendo su
metodologia han desarrollado factores de respuesta tdxica para otros elementos. En la Tabla
21 se encuentran los elementos traza empleados en este estudio para el calculo de Rl con sus
respectivos valores de Tr y los valores de background empleados en el calculo del factor de
contaminacién. Puesto que son los Unicos valores de toxicidad encontrados en la bibliografia

referiremos nuestros resultados a los elementos traza indicados en la tabla.

Tabla 21: Valores del “factor de respuesta téxica” (Toxic response factor) y concentraciones de background para los
elementos traza empleados en la obtencion del indice de riesgo.

Parametro As Cd Co Cr Cu Hg Mo Ni Pb Sb Zn
Toxic response factor (Tr) 10° 30 5°¢ 22 52 40* 15° 5P 52 74 12
Background® 10,39 0,10 7,20 19,72 10,41 0,03 0,26 12,50 17,74 0,29 31,94

a)Lars Hakanson (1980); b) Jaiswal y Pandey (2018); c) Rehman et al.(2018); d) Wang et al.(2018); e) de Miguel et al.(2002).
Tras el calculo del Rl de cada uno de los suelos muestreados se llevd a cabo su ordenacién de

menor a mayor valor de Rl, dividiéndose en cuartiles y seleccionando de forma distribuida en
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cada cuartil tres suelos para obtener un grupo de suelos con un gradiente de RI. Unicamente
en el cuartil que incluia mayores valores de IR se selecciond el primer suelo del cuartil (igual
gue en los demas casos) y los dos suelos con los valores maximos de Rl, con el fin de cubrir los
suelos que podrian tener un mayor riesgo. En estos doce suelos seleccionados se llevd a cabo

el test de reproduccidn de Eisenia fetida.

En la Tabla 22 se recogen los valores medios de los pardmetros de valoracién del test de
reproduccion (denominados endpoints en adelante) que corresponden a la cantidad de
juveniles, de huevos sin eclosionar y a la variacién de biomasa de las lombrices adultas entre
el principio y el final del test. Tras la realizacidn del analisis de la varianza (ANOVA) se observod
gue la variacion de biomasa fue el Unico endpoint que mostrd diferencias significativas entre
los usos, en este caso entre los usos olivar y secano. En cuanto al numero de juveniles y de
huevos no hubo diferencias significativas entre usos, no obstante, en el uso forestal ambos
endpoints fueron superiores a los encontrados en los suelos de cultivo. Entre los suelos de
cultivo en el uso de secano la cantidad de juveniles fue superior, mientras que en el uso olivar

la cantidad de huevos sin eclosionar fue superior.

Tabla 22: Valores medios de los pardmetros de valoracion (endpoints) del test de reproduccion de Eisenia fetida mds menos
desviacion tipica. Distintas letras indican diferencias significativas entre los distintos usos (p< 0,05).

Variacién

Uso N Juveniles Huevos .
biomasa

Secano 4 37,9+21,3a 5,17 £ 2,96a 0,34 £0,24a

Olivar 5 12,2 +£11,2a 6,00 + 7,04a -0,34 £ 0,24b

Forestal 3 40,6 + 34,0a 7,00+ 1,91a 0,03 +0,12ab

Como puede apreciarse en las regresiones lineales multiples de la Tabla 23 la concentracién
inmediatamente disponible (CaCl,) ha sido el Unico indice de disponibilidad relacionado con
alguno de los endpoints del test. Al encontrarse una relaciédn positiva entre las
concentraciones inmediatamente disponibles de Sb y As (SbC y AsC) con la cantidad de
juveniles, no se han identificado efectos nocivos. Los parametros fisico-quimicos de los suelos
modularon los resultados del test, siendo posible llevar a cabo con ellos regresiones lineales
multiples para los tres endpoints. Tanto la cantidad de juveniles como de huevos sin eclosionar
estuvieron afectados negativamente por la cantidad de SO4% y Cl, al ejercer posiblemente una

presion osmoética sobre los organismos (Ramsay, 1949). ldénticamente los 6xidos de MnX y
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FeA parecieron afectar negativamente a la cantidad de juveniles y a la variacién de biomasa.
Estos 6xidos pueden estar formando complejos érgano-minerales con la materia organica
dificultando el acceso de los organismos a ella, las correlaciones negativas del NSf con el MnX
(P<0,05) en el uso de secano y del NSc con FeA (P<0,05) en el uso olivar reforzarian esta
suposicién. Por otro lado, el Pas mostré una aportacién positiva a la variacién de biomasa,
pudiendo indicar que la materia orgdnica beneficia al mantenimiento del peso de los
organismos durante el test, las correlaciones positivas de Pas con COT (P<0,05) en el uso de

secano y con NT y COT (P<0,05) en el uso forestal apoyarian este resultado.

Tabla 23: Regresiones lineales multiples llevadas a cabo para explicar los pardmetros de valoracion (endpoints) obtenidos en
el test de reproduccion de Eisenia fetida en funcion de la disponibilidad de los elementos traza y de los pardmetros fisico-
quimicos de los suelos testeados.

Variables

independientes Endpoint Ecuacion Significancia R? ajustado

Concentraciones Juveniles - - -
totales Huevos - - -

Variacion biomasa - - -

DTPA Juveniles - - -

Huevos - - -

Variacion biomasa - - -

CaCl, Juveniles juv=0,475+1159,25 SbC+39,00 AsC 0,007 0,804
Huevos - - -

Variacién biomasa - - -

Parametros Juveniles juv=16,185-3,45 SO4% -0,66 MnX 0,011 0,648

fisico-quimicos

del suelo Huevos h=7,996-2,00 CI- 0,047 0,333
Variacién biomasa vb=-1,151+0,5 Pas-1,93 FeA 0,008 0,673

- Acumulacion de elementos traza en los tejidos de las lombrices

La cantidad de Hg en las lombrices (HgL) que estuvieron en suelos de uso forestal es superior
a las que estuvieron en los otros usos (Tabla 24) posiblemente a causa de la relacién que ha
mostrado HgL con el NT, pardmetro fisico-quimico del suelo superior en el uso forestal (Tabla
25). Sin embargo, Hgl no ha mostrado influencia en los endpoints obtenidos, por lo que no
consideramos que este elemento traza se encuentre en concentraciones toxicas para los
organismos empleados en el test. No obstante, la relacién encontrada promueve que se tenga

en consideracién la concentracion de Hg en la zona de estudio en el futuro. Para el resto de
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elementos traza en los tejidos de las lombrices adultas no se encontraron diferencias

significativas entre usos (Tabla 24).

Tabla 24: Concentraciones medias, mds menos desviacion tipica, de los elementos traza en los tejidos de las lombrices adultas
tras el test de reproduccion llevado a cabo. Distintas letras indican diferencias significativas entre los distintos usos (P<0,05).

Uso N AsL CdL ColL CulL HglL SeL ZnL

Secano 4 11,1+2,4a 1,9+0,3a 7,5+%1,2a 8,9+ 1,0a 0,06 +0,001b 3,0+£2,19a 84,5+ 3,7a

Olivar 5 9,3+0,7a 1,8+0,3a 6,4+0,7a 8,5+0,9a 0,07 £0,01b 1,6 £0,2a 86,8 +2,8a

Forestal 3 14,4 + 8,9a 1,5+0,6a 56+1,1a 7,8+0,8a 0,10 £ 0,02a 2,4+0,9a 85,7 £5,3a

Las regresiones lineales multiples llevadas a cabo con el fin de conocer de qué factores
dependié las concentraciones de elementos traza en los tejidos de las lombrices adultas
durante el test (Tabla 25), reflejan una gran influencia de las variables fisico-quimicas del suelo
frente a la disponibilidad de elementos traza. Unicamente en el caso del Cd se observé que la
concentracion de Cd en la lombriz (CdL) depende, entre otros factores, de la concentracion
total de Cd en el suelo (CdT). Al igual que en el caso de HgL, al no haberse encontrado una
influencia del CdT en los endpoints del test de reproduccidon no consideramos que este
elemento traza se encuentre en concentraciones tdxicas, pero si seria recomendable su

monitoreo y control en el futuro.

Tabla 25: Regresiones lineales multiples llevadas a cabo para explicar las concentraciones de los elementos traza presentes
en las lombrices adultas empleadas en el test de reproduccion en funcion de la disponibilidad de los elementos traza y de los
pardmetros fisico-quimicos de los suelos testados.

Elementos traza en las

lombrices Ecuacidén Significancia R? ajustado

AsL - - -

CdL CdL=0,31-3,18 NT+0,36 CSc+0,17 CdT-0,11 CI 0,000 0,983
ColL Col=2,34-0,31 NOz 0,001 0,704
CuL Cul=2,29-0,27 COT+0,7 NSf+1,90 Mg?* 0,004 0,873
HglL Hgl=0,033+0,22 NT 0,002 0,845
SeL Sel=1,537-0,33 MnX+0,17 MnA 0,001 0,785
ZnL ZnlL=4,00+0,135 Arc 0,015 0,441
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4.6.2 Ensayo de elongacion radicular con Lactuca sativa

El uso del suelo parece ejercer influencia principalmente en el porcentaje de germinacion,
puesto que fue el Unico endpoint del test que mostrd una diferencia significativa entre los usos
en el andlisis de varianza llevado a cabo (Figura 35). El uso de secano mostrd
significativamente un mayor porcentaje de germinacion (98,5%) que disminuyd en el uso
olivar (97,4%) y fue menor en el forestal (96%). La elongacion radicular (ER) no mostrd
diferencias entre los usos, si bien fue superior en el uso de secano (118,9 mm), seguida de
olivar (113,3 mm)y, por ultimo, de nuevo, el forestal (112,9 mm). A similitud con la elongacion
radicular, la elongacion de hipocétilo (EH) no fue diferente significativamente entre los usos,
sin embargo, en este caso, el uso olivar mostrd las mayores elongaciones (101,3 mm), seguido
del secano (100,4 mm) y por ultimo, nuevamente, el uso forestal (98,8 mm). Inicialmente estos
resultados destacaron, especialmente el porcentaje de germinacion, puesto que se esperaba
gue todos los endpoints de este test fuesen superiores en el uso forestal al mostrar mayores
valores de nutrientes, especialmente por sus mayores valores de C y N solubles.
Posteriormente en el analisis de redundancia llevado a cabo con los pardmetros fisico-
quimicos del suelo como variables explicativas se proporciona una posible explicacién para

estas diferencias entre usos.

105 a 200 A a 130 a a
S 100 b b 120 4 4
b __16042 a —_ [ Uso de secano (S)
£ 95 £ g 110 7
I5 . £ 120 £ 100 - 3 Uso de olivar (0)
E 90 H o T 90 -
A . 80 - [ Uso forestal (F)
o 85
B\ 80 —

80 —T—T7— 40 ——7T 70 ‘*7r7—7—"7T1

S O F S O F S O F

Figura 35: Porcentaje de geminacion (%G), elongacion radicular (ER) y elongacion de hipocdtilo (EH) obtenidos en el test de
elongacion radicular con Lactuca sativa. Diferencias estadisticamente significativas entre usos identificadas con distintas
letras (P<0,05).
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4.6.2.1 Influencia de los parametros fisico-quimicos de los suelos en el test de elongacion

radicular con Lactuca sativa en funcion del uso

Los porcentajes de varianza explicada por los parametros fisico-quimicos del suelo
significativos (P<0,1) son bajos, siendo el mayor en el RDA del uso forestal con un 36,8 %,
pasando a un 12,4 % en el uso olivar y, por ultimo, un 7,2 % en el uso de secano. Las variables
estadisticamente significativas fueron diferentes para cada uso, siendo, por orden de
significancia: i) secano: pH, ii) olivar: carbono soluble extraido en agua fria (CSf), y ii) forestal:

Mg?*, CSfy Na*.

En el uso de secano (Figura 36.A) la variable explicativa significativa pH se ordena en el eje +1
del biplot situdndose en la misma direccién que EH y ER, pero en oposicion a %G por lo que
altos valores de pH producirian un efecto inhibitorio en la germinacién, mientras que el efecto
sobre EH y ER seria positivo. Aunque no hayan sido identificadas como variables significativas
el NSf, NSc y COT/NT, estos parametros parecen afectar a %G, EH y ER respectivamente. NSf
se ordend junto el %G por lo que el nitrégeno soluble en frio parece mejorar este porcentaje,
sin embargo, el nitrégeno soluble en caliente (NSc) se opone a la elongacién de hipocétilo,
dando a entender que compuestos mas recalcitrantes de N ejercen una influencia negativa en
EH. La ER en este uso se encuentra beneficiada por mayores ratios de COT/NT, lo que indicaria
una utilidad e importancia mayor del C en el desarrollo radicular, al menos en las primeras

etapas de crecimiento.

En el uso olivar (Figura 36.B) la Unica variable explicativa significativa fue el CSf ordenado junto
el %G en el eje +1, de forma similar a lo que sucede en el uso de secano, la presencia de
compuestos solubles de materia organica mejora la germinacion. Aun sin ser significativa, el
CSc se ordend junto a la ER en el biplot, reforzando la hipétesis anterior sobre la mayor
importancia de compuestos de C en el desarrollo radicular de las etapas iniciales de
germinacién. La EH por su parte se encontraria favorecida por el CSf, pero también por otros

compuestos como el Pas y K*, posiblemente necesarios para el desarrollo de la plantula.

En el uso forestal (Figura 36.C) las variables Mg?*, Na* y CSf fueron identificadas como
significativas. Las variables respuesta EH y ER se ordenaron junto al Mg?* en el eje -1,
situdndose a su alrededor, aunque no fuesen variables significativas, el Pas y K*. En el eje 2 del

biplot se situd el %G junto con el Na+ pero en oposicién con los contenidos solubles de Ny C,
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al contrario que ocurria en los usos de cultivo. Como ya se ha observado, tanto en el uso de

secano como en el uso forestal algunas variables fisico-quimicas de los suelos relacionadas

con fracciones solubles de C y/o N afectarian negativamente a alguno de los endpoints

3 A) Secano
EH
;\; %G NSf _— ___—~MnA
o~
“
pH*
NSc Arc
ER
COT/NT
<
-1,0 (21,2 %) 1,0
< | B) Olivar NSf
ER CSc K Pas
EH
—_ CSf*
= %G
<
-1,0 (23,1 %) 1,0
= C) Forestal
CSf*
S
N
o
ot
Na™* %G
<
-1,0 (36,7 %) 1,0

medidos: en el uso de secano NSc parece inhibir
a EH y en el forestal CSf, NSf, CSc y NSc podrian
hacerlo sobre %G. Una posible consistiria en la
capacidad que tiene la vegetacion de ambos
usos de generar compuestos aleloquimicos con
los que reducir la competencia en el suelo al
impedir la correcta germinacién y desarrollo de
otras especies distintas a la propia (Bertin et al.,
2003; Callaway y Ridenour, 2004). Este aspecto

ha sido ampliamente referenciado en los

cultivos de trigo, mayoritarios en el uso de
secano, y también en zonas forestales en las
cuales, ademas, en funcién de las especies se
pueden producir distintos compuestos en Ia

descomposicion de los restos vegetales

(Hashoum et al., 2017; Ma, 2005; Zuo et al.,
2014).

Figura 36 Ordenaciones generadas a partir del andlisis de
redundancia (RDA). Variables explicativas (parametros
fisico-quimicos del suelo) en rojo y variables respuesta
(endpoints del test de elongacion radicular) en azul.
Abreviaturas: NSf nitrégeno soluble en frio, MnA oxidos de
Mn-amorfo, NSc nitrégeno soluble en caliente, Arc contenido
en arcillas, COT/NT ratio carbono orgdnico total-nitrégeno
total, CSc carbono soluble en caliente, K* potasio de
intercambio, Pas fosforo asimilable, CSf carbono soluble en
frio, Mg?* magnesio de intercambio y Na* sodio de
intercambio. Variables significativas (P<0,1) identificadas
con *. Porcentajes de varianza explicada por las variables del
grdfico en cada eje entre paréntesis.
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4.6.2.2 Influencia de la disponibilidad de elementos traza en el test de elongacion radicular con

Lactuca sativa en funcion del uso

En los RDA realizados teniendo como variables explicativas los distintos indices de
disponibilidad de elementos traza el porcentaje de varianza explicada fue distinto entre los
usos y entre los distintos indices de disponibilidad (Tabla 26). Respecto a los contenidos totales
el porcentaje de varianza explicada fue superior en el uso de secano, seguido del olivar y por
ultimo el forestal. En cuanto a las concentraciones potencialmente disponibles Unicamente
han sido definidas como explicativas significativas en el uso forestal, en el que ademas este
porcentaje fue superior al obtenido con los contenidos totales. Las concentraciones
inmediatamente disponibles sélo han sido identificadas como significativas en el uso de

secano.

Tabla 26: Comparacion de los porcentajes de varianza explicada en los andlisis de redundancia (RDA) tomando como variables
explicativas los distintos indices de disponibilidad de los elementos traza (P<0,1) y como variables respuesta los endpoints del
test de elongacion radicular de Lactuca sativa

% Varianza explicada
Uso Disponibilidad
Eje 1 Eje 2 Total

Secano Totales 20,4 9,6 30
DTPA - - -
CaCl2 12,4 9,4 21,8
Olivar  Totales 14,8 6 20,8
DTPA - - -
CaClz - - -
Forestal Totales 15,9 - 15,9
DTPA 29,3 0,8 30,1
CaClz - - -

- Concentraciones totales

En el biplot de los contenidos totales del uso de secano (Figura 37.A) se han identificado los
contenidos totales de Se y Cd como variables explicativas significativas, siendo el Se el que
mostrd una mayor importancia. El Se se ordend en el eje +1 en posicidn opuesta a las variables
respuesta %G, ERy EH y, ademas, correlaciondndose negativamente (P<0,05) con esta ultima.

Posiblemente el Se esté inhibiendo la germinacidon y el desarrollo de la plantula, de acuerdo

138



Resultados y Discusion

1,0

A) Secano

(14,1 %)

-1,0

Cd*

-1,0

(23,0 %)

B) Olivar

(24,5 %)

-1,0

1,0

(15,7 %)

-1,0

C) Forestal

Hg

-1,0

%G

Se

1,0

(40,7 %)

con Brady y Weil (2014) en suelos bien aireados
con valores de pH entre 7,5 Y 8,5 el Se se
encuentra predominantemente en forma de
selenato (Se04%) y con frecuencia da lugar a
toxicidades. El vector de Cd se situa en el eje -2
junto con el vector de EH, variable con cual se
correlaciona positivamente (P<0,05).
Comparando este biplot con el obtenido para el
test de germinacién y elongacién radicular de
este uso con los parametros fisico-quimicos del
suelo (Figura 36.A) se observa como MnA se
ordena junto a EH, por lo que, teniendo en
cuenta que Cd se correlaciona positivamente
con MnA (P<0,05), la ordenacidn y relacién
entre EH y Cd se deberia a una relacién
indirecta a través del MnA, en el que el Cd

estaria ocupando las posiciones de cambio

facilmente disponibles.

En el uso olivar (Figura 37.B) los contenidos
totales de Ni y Hg se identificaron como
variables explicativas significativas. El vector de
Ni se situd en la posicion del eje -1 opuesto a
%G y EH que lo hacen en +1. Dado que, se

obtuvieron correlaciones negativas

Figura 37: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de
las concentraciones totales de elementos traza (variables
explicativas, en rojo) y los endpoints del test de elongacién de
Lactuca sativa (variables respuesta, en azul). Variables
significativas (P<0,1) identificadas con *. Porcentajes de
varianza explicada por las variables del grdfico en cada eje
entre paréntesis
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significativas entre el CSf con los elementos traza ordenados en el eje -1, junto al contenido
total en Ni, y se obtuvieron correlaciones positivas entre estos elementos con los FeX y, por
otro lado, tanto %G como EH se relacionan positivamente con el CSf, se podria interpretar que
esta ordenacidn refleja la baja disponibilidad de los elementos traza indicados. La ordenacidn
del contenido en Hg, que se ordena en el eje -2 junto a ER, reflejaria nuevamente que parte
del contenido total de Hg se encuentra estrechamente ligado con la materia organica, ya que
ER se ordend previamente con CSc y el contenido total en Hg se correlaciond positivamente
con dicho parametro del suelo (P<0,01). No obstante, dado el pequefio mddulo de los vectores
de las variables explicativas y el reducido porcentaje de varianza explicado por las variables

significativas, estos resultados deben tratarse con precaucion.

En el biplot del uso forestal (Figura 37.C) Unicamente Mo fue identificado como variable
explicativa significativa, nuevamente el menor mddulo de los vectores explicativos y el bajo
porcentaje de varianza explicado implicaria que la ordenaciéon se encuentra dirigida
principalmente por las relaciones entre si de las propias variables respuesta. La ordenacién de
EH junto a ER se debe a la correlacidn que presentan (P<0,01), mientras que por el contrario
al no tener ninguna de estas variables correlacidon con %G el vector de esta variable se situd
en una posicidn practicamente ortogonal a las otras variables respuesta. La ordenacion de los
contenidos totales de los elementos traza podria representar la presencia de nutrientes en los

coloides del suelo.

- Concentraciones potencialmente disponibles DTPA

En el uso de secano (Figura 38.A) el papel de las concentraciones potencialmente disponibles
de los elementos traza analizados no es significativo, al no haberse identificado ninguno como
variable explicativa significativa en la realizaciéon del RDA con el test de Montecarlo. A esto hay
gue afadirle que la ordenacién de las variables respuesta en el biplot resultante responde a
la falta de correlaciones entre ellas, generando que cada una de las tres variables respuesta
sea ortogonal. Aun sin ser significativos la ordenacién de los elementos traza podria indicar

nuevamente la presencia de nutrientes disponibles en el suelo.

Esta misma situacion se repite en los suelos de uso olivar (Figura 38.B) en los que ningun
elemento traza ha sido identificado como variable explicativa significativa. En el eje 1 se

alinean las concentraciones potencialmente disponibles de los elementos traza Ba, Cuy Sb en
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oposicion al vector de EH. Esta ordenacion
podria relacionarse con el papel de las arcillas
en la formacion de compuestos organo-
minerales que retuvieran estos elementos que
a su vez fueran necesarios para la EH. En este
sentido se pueden relacionar las arcillas de
forma negativa con el CSf (P<0,05) y el Sb de
forma negativa con el NSf (P<0,01). Por otro
lado, la ordenacién del resto de elementos
traza en el entorno de la %G y ER (eje 2) seria
indicativo de la disposicién de dichos

elementos en forma disponible.

Por ultimo, en el RDA del uso forestal (Figura
38.C) se identificaron los contenidos
potencialmente disponibles de Ni y Ba como
variables explicativas significativas. En el eje 1
se situd el vector de Ni, junto a la mayoria de
elementos traza, con los vectores de ER y EH.
Los elementos traza que aparecen en este eje
1 se han relacionado con los coloides del suelo
y con el contenido en NH4*, por lo que la
ordenacion responderia a la relacién de los
nutrientes con los coloides. Por el contrario, la

ordenacion de Ba en el eje 2 con %G

Figura 38: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de
las  concentraciones potencialmente disponibles de
elementos traza (DTPA) (variables explicativas, en rojo) y los
endpoints del test de elongacién de Lactuca sativa (variables
respuesta, en azul). Variables significativas (P<0,1)
identificadas con *. Porcentajes de varianza explicada por las
variables del grdfico en cada eje entre paréntesis.
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responderia a la falta de correlacion que tiene
el Ba con los nutrientes, los cuales segun los
RDA con los parametros-fisico quimicos del
suelo (Figura 36.C) influian negativamente
sobre el %G. Sin embargo, estos resultados
deben tratarse con precaucidon ya que la
capacidad resolutiva de esta ordenacién es
escasa ya que los mdédulos de los vectores de
las variables explicativas son menores que los

de las variables respuesta.

- Concentraciones inmediatamente disponibles

(CaCly)

En los RDA llevados a cabo con las

concentraciones inmediatamente disponibles
(CaCly) de los elementos traza analizados como
variables explicativas, Unicamente en el uso de
secano ha sido posible identificar aportaciones
significativas a los resultados de los test

llevados a cabo con Lactuca sativa.

En el uso de secano (Figura 39.A) las

concentraciones inmediatamente disponibles
de Zn y Co se identificaron como variables

explicativas significativas. El contenido en Zn se

Figura 39: Biplots de las ordenaciones generadas a partir de
las concentraciones inmeditamente disponibles de los
elementos traza (CaCl;) (variables explicativas, en rojo) y los
endpoints del test de elongacion de Lactuca sativa (variables
respuesta, en azul). Variables significativas (P<0,1)
identificadas con *. Porcentajes de varianza explicada por las
variables del grdfico en cada eje entre paréntesis.
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ordend en contraposicion al vector de ER, pudiendo indicar un posible efecto negativo de este
elemento en la elongacidn radicular. El contenido en Co se ordend en el eje -1 junto con el
%G, pudiendo favorecer la germinacion de las semillas. Sin embargo, la escasa significancia de
la ordenacién provoca que las posibles interpretaciones de este RDA puedan carecer de

importancia.

En el uso de olivar (Figura 39.B) ninguna variable fue definida como explicativa. En
consonancia con lo indicado en la ordenaciéon realizada con las concentraciones
potencialmente disponibles descritas para los suelos de olivar (Figura 38.B) la oposicidn entre
los vectores de Zn y Cu con EH y ER en este biplot remarca la baja disponibilidad de estos
elementos. Los elementos traza As, Sb, Ba y Co se ordenaron junto a la variable respuesta %G
gue mostrd una correlacion positiva con el As (P<0,05). Posiblemente estos elementos traza
estén asociados con la materia organica en forma disponible. Nuevamente, la falta de

variables significativas implica una baja importancia a esta ordenacion.

En el uso forestal (Figura 39.C) ninglin contenido inmediatamente disponible de los elementos
traza analizados fue identificado como variable explicativa significativa. En el eje -1 del biplot
del uso forestal el vector de Zn se ordené junto al de %G, posiblemente debido a la mutua
correlacién negativa con el NSf, que como se observd en el RDA de los parametros fisico-
quimicos (Figura 36.C) parecian afectar negativamente el %G. El posicionamiento del resto de
vectores, en el eje 2, podria deberse a su presencia en posiciones de intercambio relacionados
con materia organica soluble o con su funcién como micronutrientes. Sin embargo, la falta de
variables explicativas significativas y el menor mddulo de estas variables explicativas generaria

gue esta ordenacién tuviese un interés reducido.
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4.7 Aplicacion del analisis de redes a los suelos de estudios

En este estudio se ha investigado por separado la influencia en la funcionalidad del suelo de
los parametros fisico-quimicos del suelo y de la disponibilidad de elementos traza. Sin
embargo, para conocer el estado funcional del suelo no es suficiente con determinar los
posibles efectos de forma individualizada, es necesario tratar el suelo desde un punto de vista
global. Kibblewhite et al. (2008) distinguen, por un lado, el cdlculo de la calidad del suelo
llevado a cabo a partir de la estimacidn de un set de indicadores independientes relacionados
con propiedades especificas del suelo (fisicas, quimicas y bioldgicas), al que se refieren como
un enfoque “reduccionista”. Por otro, al estudio de la calidad del suelo asumiendo que éste
implica mas que la suma de sus componentes ya que es posible que las interacciones entre
los distintos procesos y propiedades del suelo puedan generar un sistema no lineal, es
denominado por dichos autores enfoque “integrado”. Igualmente, Karlen et al. (1997)
sostienen la necesidad de tratar al suelo desde un punto de vista dindmico al tratarse de un
sistema vivo en el que se produce un balance entre las interacciones de sus pardmetros fisicos,
quimicos y bioldgicos. Al tratarse de un sistema dinamico se necesita un control periddico para
poder conocer y actuar de forma preventiva sobre los posibles efectos adversos que se
observen, permitiendo un acercamiento a un manejo mas sostenible del suelo (Doran y Zeiss,
2000). El conocimiento de la dinamica de la funcionalidad del suelo y de cémo influyen
determinadas practicas puede ser un factor de conocimiento que facilite un acercamiento a

conocer como funciona el suelo como ecosistema (Herrick, 2000).

Basandonos en la idea del suelo como un sistema dindamico sustentado en las relaciones
existentes entre sus componentes fisicos, quimicos y biolégicos, pensamos que emplear la
herramienta del andlisis de redes puede permitir conocer cdémo son estas relaciones al
reflejarlas en su conjunto, con la ventaja anadida de poder determinar qué propiedades son
las que muestran una mayor importancia, cuales aportan un mayor valor cohesivo al suelo e
incluso comparar el papel desempefiado por una misma propiedad en distintos suelos, todo
ello a través del estudio de los pardmetros que se obtienen para cada nodo en el andlisis de
redes. Asi mismo, este andlisis puede proveer de una herramienta, mediante los pardmetros
gue definen a la red en su conjunto, para la comparacién de suelos y para comparar la

evolucidn e influencia de las practicas que se lleven a cabo en un suelo.
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Con el objetivo de obtener una red que refleje lo mas fielmente posible cada uno de los usos
estudiados y contando con la ventaja de haber determinado un gran abanico de propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas se han realizado tres redes, en funcidn del uso del suelo, aunando
estas propiedades. Para ello se ha partido de las correlaciones bivariadas de Spearman
significativas entre: parametros fisico-quimicos del suelo, concentraciones totales, potencial
e inmediatamente disponibles de los elementos traza determinados, actividades enzimaticas,
perfil catabdlico a nivel comunidad y contenido en ADN bacteriano, fungico y de arqueas. En
estos analisis de redes se ha determinado no emplear los resultados obtenidos del test de
reproduccidén con Eisenia fetida, principalmente al no tener datos de todos los suelos
estudiados y porque, ni los resultados del test de elongacidn con Lactuca sativa, ya que se
tratan de organismos no presentes en el suelo. Solo se compararon las correlaciones
existentes entre las concentraciones de las fracciones total, potencial e inmediatamente
disponibles de un mismo elemento, no teniéndose en cuenta este tipo de correlaciones entre
diferentes elementos. Por ejemplo, se tuvieron en cuenta por ejemplo las correlaciones tipo
Cu total con Cu potencialmente disponible, pero no Pb total con Cu potencialmente

disponible.

En la Figura 40 se muestran los tres grafos, para cada uso del suelo, resultantes de los analisis
redes llevados a cabo con las variables antes mencionadas. De forma intuitiva y como
acercamiento inicial se puede apreciar que en el grafo del uso forestal la red es mucho mas
densa, es decir, existen una mayor cantidad de correlaciones, y los médulos formados en este
uso estan mas interconectados entre si que en los usos de cultivo. Por motivos de legibilidad
en la figura no se han escrito los nombres de las variables, las redes con los nombres de las
variables se encuentran en el Apéndice. La Tabla 27 muestra los parametros que definen las
redes obtenidas. Como se puede apreciar la cantidad de nodos es muy similar entre los tres
usos del suelo posibilitando la comparacion de las redes. La cantidad de aristas, el grado
medio, el grado medio teniendo en cuenta los pesos, el didmetro de la red, la transitividad y
la longitud media de camino mostraron claramente valores mas favorables en el uso forestal.
Todos estos pardmetros indicarian que en la red del uso forestal todos los nodos, es decir
todos los parametros del suelo medidos, se encuentran mas relacionados entre si que en los

usos agricolas.
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Entre los usos agricolas se observaron diferencias entre el uso de secano y olivar en cuanto a
los valores de los pardmetros de red: aristas, grado medio y densidad, siendo mas favorables
en el uso olivar. Las diferencias que muestran los usos de cultivo en grado medio con pesos,
diametro, longitud media de camino y transitividad son mds reducidas que en los parametros

anteriores, pero, no obstante, todos ellos son favorables al uso olivar respecto al de secano.

El Unico pardmetro superior en los usos de cultivo con respecto al forestal, fue la modularidad,
gue resultod superior en el uso olivar, seguido de cerca del secano y con los suelos forestales
mostrando el menor valor. Si el valor de la modularidad es cercano a cero o negativo indicaria
gue los mdédulos se han generado aleatoriamente a través de algoritmos, en cambio, para
valores positivos indicaria que los mddulos, no generados aleatoriamente, representan
conjuntos de nodos con fuertes interacciones entre ellos y una funcién comun (Alon, 2003).
Por tanto, y como puede apreciarse visualmente en los grafos, y en la Tabla 27, los usos
agricolas, secano y olivar, muestran agrupaciones o mdédulos mas aislados que el uso forestal,
en el que aparecen mas compactos. Estudios de modelizacién de redes han mostrado que
sistemas sometidos a cambios repetitivos en las condiciones ambientales a las que se
encuentran sometidos, tienden de forma natural a generar médulos con el objetivo de
optimizar su funcionamiento, de esta forma un sistema compartimentado en médulos seria
capaz de recuperarse mas rdpidamente tras una perturbacién (Kashtan y Alon, 2005). Por
tanto, es posible que los suelos de cultivo al encontrarse sujetos a cambios sucesivos y
repetitivos a lo largo del tiempo, tales como los ciclos de arado, fertilizacién, siembra y
cosecha, tiendan a generar médulos de una forma mas marcada que los suelos naturales, a
fin de optimizar las distintas funciones que en ellos se realizan. En tal caso, esto implicaria que
los suelos agricolas tuviesen una capacidad de adaptacién a nuevas condiciones mas rapida
gue los suelos forestales, puesto que estos Ultimos se encuentran en unas condiciones mas
estabilizadas a lo largo del tiempo. A nivel microbiolégico esta capacidad de rapida adaptacién
tendria reflejo en una presencia mayor de microrganismos r-estrategas en los suelos agricolas
respecto a los suelos naturales, es decir que tienen la capacidad de adaptar rdpidamente su
poblacién en funcidn de la abundancia de nutrientes. Sin embargo, esta hipdtesis no puede
ser confirmada ni refutada a partir de los datos de este estudio, serian necesarios estudios

posteriores enfocados en esta direccién.
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Forestal

® 358% O 10,5%

® 409% O 7,5%

@ 372% O 2,1%

O 295% O 9,5% O 366% O 1,1% O 33%

O 14,7% O 129% @ 1,1% o 27,7%

Figura 40: Grafos obtenidos a partir del andlisis de redes realizado con las correlacionas bivariadas de Spearman
significativas entre los pardmetros fisico-quimicos del suelo, disponibilidad de elementos traza, actividades
enzimdticas, perfil catabdlico a nivel comunidad y cantidad de ADN. Los colores representan distintos mddulos o
grupos, los porcentajes representan a la cantidad de nodos que recoge el respectivo médulo. Mayor diagmetro de los
nodos representa un mayor valor de eigencentrality.

Tabla 27: Pardmetros de las redes obtenidas para los usos secano, olivar y forestal pertenecientes a los grafos de la Figura 40.

Uso
Parametro de red

Secano Olivar Forestal

Nodos 95 93 94

Aristas 495 644 957
Grado medio 10,4 13,9 20,4
Grado medio con pesos 3,1 3,8 6,7
Diametro de red 6 5 4

Densidad 0,11 0,15 0,22
Modularidad 0,73 0,78 0,41
Transitividad 0,40 0,42 0,53
Longitud media 2,52 2,51 2,09
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El siguiente paso que dimos en el estudio de las redes y de los mddulos generados fue intentar
asignar una funcidn, o al menos identificar de alguna forma, cada mdédulo de los obtenidos.
Para este cometido se estudiaron los parametros del suelo que conformaban cada médulo en

cada uno de los usos.
- Mddulos del uso forestal

En el uso forestal el médulo que muestra un valor de eigencentrality medio mas alto (0,48), y
por tanto una importancia media de sus nodos superior en la red, podria definirse como el de
“Disponibilidad” (Tabla 28) puesto que en él se encuentran casi todas las formas anidnicas de
las analizadas en el suelo, sobresaliendo el K* que parece ejercer un rol principal. El K* puede
provenir directamente de la liberacién de restos vegetales en las primeras fases de
degradacidn (Sardans y Peinuelas, 2015). En este mddulo también se sitian la mayoria de las
concentraciones potencialmente disponibles, relacionadas positivamente con las variables
MnA, FeX y arcillas, que parecen regular la disponibilidad de esta fraccion de los elementos
traza. En este mddulo también se encuentran las concentraciones inmediatamente
disponibles de Ni y Zn, posiblemente porque las variables anteriores, junto con el Pas que
reduciria la disponibilidad inmediata de estos elementos al formarse fosfatos, regulan estas
fracciones. En este mddulo también se encuentran variables bioldgicas, con especial mencion
al color medio de pozo (AWCD), riqueza (S), indices de biodiversidad funcional de Simpson (D)
y de Shannon (H’) y el area bajo la curva del color medio de pozo (aAWCD), todas ellas
resultados provenientes del estudio con placas Biolog EcoPlate. Dichas variables se

encontrarian favorecidas por la presencia de compuestos solubles.

El segundo mddulo de este uso con un valor de eigencentrality mas alto (0,45), podria
denominarse como “Complejo de cambio y Ciclo de nutrientes” (Tabla 28) puesto que, por
una parte, en él ejerce un papel fundamental la CIC, que estaria principalmente regulada en
este uso por las variables FeA y materia organica y, por otra parte, se relacionan las variables
con el reciclado de nutrientes (degradacién, aprovechamiento, mineralizacion, humificacion,
etc.), con una importante significacion del contenido bioldgico del suelo, pues todas las
actividades enzimaticas, a excepcion de la deshidrogenasa y fenoloxidasa, junto con los

contenidos de ADN bacteriano, fungico y de arqueas se localizan en este médulo.

148



Resultados y Discusion

Tabla 28: Identificacion de los modulos del uso forestal llevada a cabo con los pardmetros analizados en este estudio que los
conformarian y sus respectivos valores de eigencentrality. VME= valor medio de eigencentrality del médulo.

"Disponibilidad" "C(?ir:lzlzj;aonduet:iz:tbei:y "Elementos traza" "Litologia"
Id Eigencentrality Id Eigencentrality Id Eigencentrality Id Eigencentrality
K* 0,97 FeA 1,00 PbT 0,86 S0, 0,050
AWCD 0,95 CIC 0,96 pH 0,72 cr 0,020
MnA 0,93 nag 0,94 CoT 0,72 VME 0,03
S 0,89 B 0,93 NiT 0,71
D 0,87 aryls 0,89 CrT 0,70
Arc 0,86 AG 0,85 BeT 0,68
AsD 0,82 coT 0,73 VT 0,63
H' 0,81 NT 0,67 dh 0,62
FeX 0,78 bgal 0,65 A/B 0,57
CoD 0,78 ure 0,57 BaT 0,55
aAWCD 0,78 pac 0,55 ZnT 0,55
NH,* 0,76 H 0,52 CaCO, 0,52
CdD 0,76 A 0,48 SbT 0,48
NiD 0,69 bglu 0,43 CuT 0,45
Mg”* 0,54 AR 0,38 aas 0,44
CuD 0,41 aglu 0,34 CdT 0,41
PbD 0,41 pak 0,22 AsT 0,38
ZnD 0,38 AF 0,15 fo 0,35
AmAm 0,33 t_mid 0,072 H/B 0,34
MoT 0,17 aryln 0,054 Pol 0,32
NiC 0,15 phos 0,048 Cca”* 0,31
ZnC 0,14 COT/NT 0,037 MnX 0,27
Pas 0,14 Dist 0,036 NO; 0,11
p 0,13 HgT 0,022 SbD 0,096
Na+ 0,067 CE 0,019 WHC 0,089
NO,” 0,067 AcC 0,013 CuC 0,081
L 0,052 VME 0,44 NSc 0,059
rAWCD 0,036 SeT 0,059
VD 0,021 H/A 0,034
BaD 0,020 NSf 0,029
SnT 0,010 Csf 0,023
VME 0,47 CoC 0,015
AsC 0,014
CSc 0,0055
CH 0,0046
VME 0,35
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Las actividades enzimaticas principales de este médulo son la N-acetil-glucosaminidasa vy
arilsulfatasa, y entre los contenidos en ADN el correspondiente a bacterias ejerceria un rol

predominante en este uso respecto a hongos y arqueas.

El tercer médulo del uso forestal (0,34 de eigencentrality medio) podria definirse como
“Elementos traza” (Tabla 28), puesto que en él se encuentran 13 de las 16 concentraciones
totales de elementos traza determinadas. La movilidad de estos elementos estaria controlada
principalmente por el pH, el contenido en carbonato y en menor medida por los MnX. Las
concentraciones inmediatamente disponibles de As, Co y Cu se encuentran en este mddulo,
sin embargo, su importancia en la red es muy escasa como para que sean significativos. En
este modulo se encuentran variables bioldgicas entre las que sobresale la actividad
deshidrogenasa, Unica actividad enzimatica junto con la fenoloxidasa en este mddulo,
posiblemente por la presencia de la materia orgdnica soluble, tanto en frio como en caliente,
como fuente de nutrientes orgdnicos. Resulta llamativa la separacién efectuada entre la
deshidrogenasa, que se encuentra en este médulo, y el resto de las actividades enzimdticas
gue se situan en el mdédulo anterior. Una posible hipdtesis para tratar de esclarecer esta
clasificacién podria radicar en el hecho de que la deshidrogenasa es una endoenzima, mientras
gue el resto son exoenzimas que estarian mayoritariamente adsorbidas a las distintas partes
del complejo de cambio. De la misma manera, la desconexidn aparente entre el contenido en
ADN de bacterias, hongos y arqueas con la deshidrogenasa podria ser debido a que parte de
dicho ADN se encuentre adsorbido en el complejo de cambio y no provenga de

microorganismos vivos.

En el cuarto y ultimo médulo (0,04 de eigencentrality medio) se encuentran Unicamente los
cloruros y sulfatos, posible reflejo de la naturaleza evaporitica de la roca madre de estos

suelos, denominando por tanto a este mdédulo como “Litologia” (Tabla 28).

- Mddulos de los usos de cultivo: olivar y secano

En mdédulo que muestra un mayor valor medio de eigencentrality en el uso de secano (0,438)
(Tabla 29) podria identificarse con el “Complejo de cambio”, sin embargo, en el uso olivar
(Tabla 30) este médulo representa el segundo mayor valor medio de eigencentrality (0,481).
La mayor parte de las concentraciones totales de los elementos traza analizados se

encuentran en este moédulo, asi como las variables FeX, FeA, MnX, MnA vy arcillas que
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intervendrian en su movilidad. En este médulo se incluye la CIC apareciendo junto a la fraccidn
mineral, indicativo de su significacidn en los procesos de cambio, a diferencia del uso forestal
gue aparecia junto a la fraccién orgdnica. El rol del pH difiere entre los cultivos, siendo
principal en el médulo “Complejo de cambio” en el uso olivar, en cambio, en el uso de secano
se encuentra en el médulo “Disponibilidad” (Tabla 29). La presencia del pH en el uso de olivar
en el médulo indicado reflejaria que las fracciones minerales, arcillas y dxidos, participarian a
través de cargas variables, ademas de las cargas permanentes de las arcillas, en el complejo

de cambio (Brady y Weil, 2014).

El segundo mddulo en valor medio de eigencentrality en el uso de secano podria identificarse
con el “Ciclo de nutrientes” (Tabla 29) al incluir las variables COT y NSf, NSc y CSc junto a la
mayoria de las actividades enzimaticas y los contenidos de ADN de B, H y A. Al contrario que
en secano, en el uso olivar este modulo (“Ciclo de nutrientes”, Tabla 30) muestra un valor
medio de eigencentrality (0,483) ligeramente superior al médulo de “Complejo de cambio”.
Siguiendo con el mdédulo “Ciclo de nutrientes”, ambos usos incluyen las variables de las
concentraciones potencialmente disponibles de los elementos traza Ni, Pb y Co, por tanto, su
disponibilidad se relacionaria con un mayor contenido en materia organica. A pesar de las
similitudes de este médulo entre ambos usos, existen diferencias notables. Por una parte, las
actividades enzimaticas principales en secano se relacionan con el ciclo del carbono (bglu y
aglu), posiblemente senalando la necesidad de carbono por parte de los microorganismos en
este uso, aspecto reforzado por la alta importancia que tiene en este uso el CSc, que es la
forma de carbono soluble mas recalcitrante, ya comentado y analizado anteriormente en este
estudio. En el uso olivar las principales enzimas de la red son la dh y nag, posiblemente porque
la necesidad de nitrégeno en este uso sea superior. Ademas, la actividad enzimatica ureasa
también ha mostrado uno de los mayores valores de eigencentrality, mientras que el NT,
situado en el mdédulo correspondiente a “Disponibilidad” en el uso olivar, tiene muy poca

importancia en la red.
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Tabla 29: Identificacion de los mddulos del uso secano llevada a cabo con los pardmetros analizados en este estudio que los
conformarian y sus respectivos valores de eigencentrality. VME= valor medio de eigencentrality del modulo.

"Complejo de cambio" "Ciclo de nutrientes" "Biolog" "Disponibilidad"
Id Eigencentrality | |Id Eigencentrality | |Id Eigencentrality | |Id Eigencentrality
CH 0,92 bglu 1,00 aAWCD 0,34 AG 0,24
Dist 0,75 aglu 0,98 AWCD 0,23 Pas 0,17
FeX 0,74 nag 0,83 ZnC 0,19 SbD 0,12
bgal 0,73 CSc 0,82 Pol 0,14 AR 0,09
Arc 0,68 phos 0,75 D 0,11 CoC 0,08
CIC 0,66 aryls 0,74 H' 0,11 NO,” 0,07
CrT 0,66 NT 0,72 S 0,10 ZnD 0,05
VT 0,61 H 0,72 NiC 0,033 CuC 0,03
CoT 0,61 H/A 0,69 AmAm 0,025 AsC 0,01
NiT 0,61 aryln 0,64 VME 0,14 |SbC 0,01
A/B 0,58 B 0,60 SbT 0,26
PbT 0,53 K* 0,60 CuT 0,25
MnA 0,53 pak 0,56 AsT 0,24
BeT 0,48 CoT 0,55 pH 0,20
BaT 0,42 dh 0,52 NO;” 0,19
L 0,39 WHC 0,35 cl 0,15
AsD 0,35 NiD 0,34 rAWCD 0,13
ure 0,27 A 0,32 MoT 0,066
CdT 0,26 NSc 0,31 NH," 0,065
MnX 0,25 CaCO, 0,29 CuD 0,065
CdD 0,24 AcC 0,25 BaC 0,053
aas 0,22 ca* 0,25 50,% 0,036
nT 0,21 AF 0,21 BaD 0,0043
p 0,20 pac 0,16 H/B 0,0043
NSf 0,10 Na* 0,14 VME 0,11
SnT 0,091 PbD 0,13
t_mid 0,084 HgT 0,13
FeA 0,076 CE 0,091
VME 0,44 |phe 0,091

COT/NT 0,080

Mgt 0,073

CoD 0,053

SeT 0,022

CSf 0,010

VME 0,41
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Tabla 30: Identificacion de los mddulos del uso olivar llevada a cabo con los pardmetros analizados en este estudio que los
conformarian y sus respectivos valores de eigencentrality. VME= valor medio de eigencentrality del médulo.

"Ciclo de nutrientes" "Complejo de cambio" "Disponibilidad"
Id Eigencentrality | [Id Eigencentrality | |Id Eigencentrality
dh 1,00 pH 1,00 Csf 0,33
nag 0,95 FeX 0,92 pak 0,31
B 0,89 ZnT 0,83 Mg?* 0,20
CoD 0,89 CaCOs 0,81 aryln 0,18
MnA 0,87 FeA 0,77 t_mid 0,16
ure 0,83 CoT 0,76 phos 0,14
H 0,82 CrT 0,75 CE 0,13
aglu 0,80 CIC 0,74 cr 0,12
aAWCD 0,78 NiT 0,72 5042’ 0,11
H' 0,74 BeT 0,71 AsC 0,01
A 0,73 PbT 0,63 BaD 0,11
aryls 0,72 ca* 0,58 cub 0,074
D 0,71 A/B 0,58 CuC 0,070
AsD 0,67 VT 0,54 SeT 0,067
bglu 0,67 SnT 0,54 SnC 0,064
AG 0,50 AR 0,54 BaC 0,055
S 0,48 fo 0,49 NO, 0,054
CdD 0,45 BaT 0,47 NT 0,051
ZnD 0,40 AsT 0,43 ZnC 0,049
AWCD 0,37 H/A 0,40 CH 0,045
NSf 0,37 MoT 0,38 NO3- 0,040
NSc 0,36 K* 0,38 VME 0,11
NH,* 0,36 CuT 0,36
NiD 0,35 CdT 0,33
CSc 0,34 Arc 0,27
cot 0,33 SbT 0,27
COT/NT 0,28 Dist 0,26
L 0,24 H/B 0,20
PbD 0,24 AF 0,15
pac 0,22 aas 0,15
HgT 0,19 MnX 0,15
rAWCD 0,17 Pas 0,10
AmAm 0,17 CoC 0,064
WHC 0,13 SbD 0,060
bgal 0,13 VME 0,481
p 0,093
AcC 0,091
Pol 0,014
VME 0,483
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Una ultima distincion entre los dos usos de cultivo en este mddulo es el distinto papel que
juegan los contenidos de ADN. En ambos usos la importancia de bacterias y hongos en la red
es alta, sin embargo, en el uso de secano el eigenvalue del ADN fungico es superior al
bacteriano, lo que denota un papel principal de los hongos, en consonancia con lo analizado
anteriormente. En el uso olivar el papel de las bacterias es superior al de hongos,
posiblemente relacionado con el ciclo del N como se observé al llevar a cabo los analisis de
redundancia. En ambos usos la importancia del ADN de arqueas es inferior al de hongos y

bacterias.

El tercer mdédulo en el uso olivar en funcién del valor medio de eigencentrality (0,113) podria
identificarse como “Disponibilidad”, nuevamente existe una diferencia con el uso de secano,
para el cual el valor medio de eigencentrality es el menor (0,107). En ambos tipos de suelo la
importancia en la red de los nodos que se encuentran en estos médulos es reducida,
encontrandose todos los valores de eigencentrality por debajo de 0,5. En el uso de secano los
valores de eigencentrality de las variables concentracion total de Sb, Cu y As se encuentran
entre los mas altos de este mddulo en secano, diferencidndose en ello del uso olivar. Este
aspecto podria indicar nuevamente la entrada de estos elementos traza en los suelos de
secano, posiblemente debido al empleo de algun fitoquimico. En el médulo “Disponibilidad”
del uso olivar se situan las actividades enzimaticas fosfatasa, fosfatasa alcalina y arilamidasa,
de forma concordante a los mddulos que se obtuvieron previamente en el estudio de las
actividades enzimaticas, por lo que es posible que estas actividades enzimaticas tengan una

relacion mayor con las formas disponibles que el resto de enzimas en este uso.

Para finalizar, en la red del uso secano se ha identificado un ultimo moédulo denominado
“Biolog”, puesto que en él se encuentran la mayor parte de los parametros obtenidos
mediante el empleo de placas Biolog EcoPlate al estudiar el perfil catabdlico a nivel comunidad
de los suelos, el valor medio de eigencentrality de este mddulo ha sido superior al de
“Disponibilidad”. La aparicidon de este médulo en secano, que no sucede en el resto de los
usos, podria interpretarse como la capacidad de la poblacion microbiana de los suelos mas
perturbados para responder a una variaciéon en el medio, que en este caso serian los
substratos en la placa Biolog, retornando al planteamiento expuesto anteriormente al hablar

de las implicaciones de la modularidad de la red.
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- Consideraciones finales

Comparando las redes y los médulos obtenidos para cada uno de los usos estudiados se puede
observar como la principal diferencia entre los suelos agricolas y el suelo forestal radica en la
diferenciacién de los médulos asociados al ciclo de nutrientes y al complejo de cambio. En los
suelos forestales ambos mdédulos se unifican, mientras que en los usos de cultivo el papel de
la materia organica es mucho menor, llegando ademas a no aparecer relacionarse con el
complejo de cambio. En los suelos de secano se ha producido una diferenciacién asociada al
perfil catabdlico a nivel comunidad, pudiendo indicar una diferencia en la capacidad de
reacciéon de la comunidad microbiana de este uso. Las variables relacionadas con parametros
biolégicos han mostrado, por lo general, valores altos de eigencentrality mostrando que
ejercen un rol principal en los suelos de estudio, entre estas variables las mayoritarias han sido
actividades enzimdticas que se han diferenciado entre usos: i) en secano primaron las
relacionadas con el ciclo del C, ii) en el uso olivar las de N, y ii) en forestal las de N y S, pudiendo
representar las distintas necesidades de las poblaciones microbianas. Asi mismo, los
contenidos de ADN ejercen distintos papeles en cada uso, en el secano el aporte de los hongos
es principal, mientras que en los usos olivar y forestal prima el papel de las bacterias,

posiblemente por su funcién en el ciclo del N como se comentd anteriormente.

El empleo del analisis de redes ya se ha utilizado con éxito para establecer la respuesta de
comunidades microbianas frente a distintas perturbaciones, tal y como muestra la revision de
Karimi et al. (2017). En nuestro estudio los resultados obtenidos a través del analisis de redes
han reflejado diferencias entre los usos, ya determinadas y comentadas previamente y
obtenidas en los andlisis estadisticos efectuados. Que sepamos, el analisis de redes no ha sido
utilizado nunca en el cometido de analizar un suelo en su conjunto mostrando en una imagen
una aproximacion a su estado global, por lo que es necesario en el futuro seguir trabajando
con esta técnica para poder refinar la metodologia de forma que el resultado sea mucho mas
robusto y de facil interpretacién. El empleo y desarrollo en el futuro de las técnicas de analisis
de redes pueden aportar un punto de vista novedoso en el estudio de la funcionalidad de los
suelos, ya que refleja de una forma mas global el estado de la funcionalidad de un suelo y
proporciona herramientas, como los parametros de red y de nodo, que permiten evaluar esa
funcionalidad mediante la comparacidn entre redes asociadas a distintos suelos o conocer la

evolucidon de un mismo suelo a lo largo del tiempo. De esta forma se cubriria un espacio
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necesario en la determinacion objetiva de las interacciones entre las propiedades de los suelos
en su conjunto (Bloem et al., 2005), aspecto esencial para establecer estrategias de manejo
sostenibles en el suelo que no pongan en riesgo su funcionalidad en el futuro (Blinemann et
al., 2018; Doran y Zeiss, 2000; Herrick, 2000; Karlen et al., 1997; Nortcliff, 2002; Parr et al.,
1992).
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5. Conclusiones
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5. Conclusiones

El efecto del uso del suelo se puso de manifiesto principalmente sobre la materia orgdnica y
los parametros fisico-quimicos relacionados con ella (COT, NT, COT/NT, CSc, CSf, NSc, NSf,
WHC, pH, p, CIC, K+, NH4+ y NO2-) con valores inferiores en los suelos de cultivo respecto a
los forestales. La mayor mineralizacién de la materia organica asociada a las practicas agricolas
y un menor retorno de materia organica al suelo explican estos resultados. El fésforo
asimilable en secano fue superior al encontrado en el resto de usos, asociado al empleo de

fertilizantes fosfatados.

Las concentraciones en elementos traza totales y potencial e inmediatamente disponibles
obtenidas fueron diferentes entre usos. Los Unicos elementos traza para los que se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones totales fueron el Cu en secano,
relacionado con el empleo de agroquimicos, y el Pb en forestal, relacionado con la materia
organica. Los contenidos potencialmente disponibles para los que se encontraron diferencias
significativas fueron Cu y Zn en secano, Cu en olivar y Cd, Pb y Zn en forestal. Unicamente se
obtuvieron diferencias significativas para la fraccion inmediatamente disponible de Co en el

uso forestal.

La disponibilidad de los elementos traza muestra diferencias entre los usos dependiendo de
la fraccion mineral en los suelos de cultivo, especialmente de los 6xidos de Fe y Mn,
probablemente por los compuestos érgano-minerales en el uso forestal. En los tres usos la
disponibilidad potencial de ciertos elementos traza (Cu, Pb y Zn) parece estar controlada al
menos en parte por su precipitacion como fosfatos. La menor distancia a Madrid ha sido
identificada como variable explicativa significativa en los usos olivar y forestal en las
concentraciones potencial e inmediatamente disponibles mas elevadas de Ba y Sb e
inmediatamente disponibles de As. En los usos forestal y olivar se puso de manifiesto la
capacidad de retencidon de elementos traza por la fraccidon carbonatada de los suelos. La
materia organica soluble resulté clave en las concentraciones inmediatamente disponibles de

elementos traza (Co, Cu, Mo, Niy Zn), particularmente en los suelos forestales.
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El estudio de las actividades enzimaticas puso de manifiesto diferencias entre usos. El andlisis
de las actividades enzimaticas aryls, nag y pak permitié diferenciar entre los tres usos, siendo
mas elevadas en el forestal y menores en el olivar. En los suelos forestales las restantes
actividades enzimaticas, excepto bgal, phe y ure, alcanzaron mayores valores que en los de

cultivo.

En todos los usos, los parametros fisico-quimicos del suelo que mas influyeron en las
actividades enzimaticas se relacionaron la cantidad (COT, NT) y calidad (CSf, CSc, NSf, NSc) de
la materia orgdnica. En los usos de cultivo destacd la influencia de la fraccion mineral (6xidos
y arcillas) en la actividad enzimatica. La influencia negativa del material carbonatado se puso

de manifiesto en los suelos de olivar y forestal.

El empleo conjunto del andlisis de redes y el RDA permitié identificar dos patrones de
actividades enzimaticas-componentes del suelo asociados a los suelos de cultivo: actividades
enzimaticas-fraccidon orgdnica recalcitrante y actividades enzimaticas-fraccion orgdanica labil.

En forestal no se produjo la distincién entre ambas fracciones.

La influencia de los pardmetros fisico-quimicos del suelo sobre las actividades enzimaticas
mostré una mayor significacion que la debida a los elementos traza, no pudiéndose
establecer, en la mayoria de los casos, una relacion directa entre disponibilidad y actividades
enzimaticas. Cuando se pudieron establecer las relaciones, éstas fueron mayoritariamente
negativas y variaron en funcién del uso, ejerciendo una influencia superior las fracciones

potencial e inmediatamente disponibles en los usos de cultivo.

El estudio del perfil catabdlico a nivel de comunidad (CLPP) permitié diferenciar, a nivel de
grupo funcional, los usos de cultivo (donde fueron mayoritarios los acidos carboxilicos) del
forestal (donde fueron mayoritarios los carbohidratos y las aminas/amidas). La velocidad de
crecimiento en los usos de cultivo se relacioné con su mayor capacidad para catabolizar acidos
carboxilicos, mientras que en el forestal esta velocidad se relacioné con su mayor capacidad
para catabolizar carbohidratos. El CLPP se relaciond con la materia orgdnica y parametros

asociados, resultando limitante el nitrégeno total en los tres usos.

El uso olivar marcé la diferencia entre los tres usos estudiados respecto a la capacidad
catabdlica de la comunidad, contemplada a través de los parametros color medio de pozo,

ratio de crecimiento, drea bajo la curva y tiempo medio de crecimiento y los indices de
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biodiversidad de Simpson (D) y Shannon (H’). El efecto del CaCOs se observé tanto en olivar

como en forestal, influyendo negativamente a AWCD, H" y aAWCD.

La significacion de los elementos traza en el CLPP fue inferior a la mostrada por los parametros
fisico-quimicos del suelo. Unicamente el contenido total de Hg en el uso de secano mostré

una influencia negativa sobre el color medio de pozo y el indice H’.

El contenido en ADN de bacterias, hongos y arqueas fue siempre superior en el uso forestal e
inferior en el uso olivar. Las relaciones establecidas entre el ADN de estos organismos fueron,

siempre, superiores en el uso de secano e inferiores en el forestal.

En los tres usos, los contenidos en ADN se relacionaron con la materia organica (COT, NT, C/N,
CSf). En el uso de secano se puso de manifiesto la participacién de los hongos en el ciclo del
P. En los usos olivar y forestal, el material carbonatado afecté negativamente sobre el
contenido en ADN de los tres tipos de microorganismos, con una intensidad mds marcada en
el caso de las bacterias. En el uso olivar, la formacidon de compuestos drgano-minerales entre
arcilla y la fraccion soluble de la materia organica explicé el efecto negativo del contenido en
arcillas sobre el ADN de bacterias y arqueas. En el uso forestal, la participacidon de las arcillas
en el complejo de cambio explicé el efecto positivo del contenido en arcillas sobre el ADN de

bacterias y arqueas.

La significacion de los parametros fisico-quimicos de los suelos de estudio fue mayor que la
proporcionada por la disponibilidad de los elementos traza a la hora de explicar los contenidos

de ADN obtenidos.

El ensayo de reproduccidn de Eisenia fetida mostrd en el uso olivar un descenso en la biomasa
de los individuos. La influencia de los parametros fisico-quimicos del suelo en este ensayo fue
superior a la de elementos traza. El acceso a la materia organica y el contenido aniénico
jugaron un papel decisivo, influyendo en los endpoints cantidad de huevos, de juveniles y la

variacion de biomasa.

Los elementos traza acumulados por las lombrices se relacionaron Unicamente con los
parametros fisico-quimicos del suelo, hizo excepcién la concentracion de Cd acumulada que
se relaciond con el contenido total de Cd en los suelos. La concentracién de Hg acumulada en

Eisenia fetida fue mayor en suelos forestales que en los de cultivo.
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El ensayo de germinacién y elongacion radicular efectuado sobre Lactuca sativa permitid
distinguir entre los usos. Los porcentajes de germinacién fueron inferiores en los usos olivar y
forestal. La influencia de aleloquimicos pudo motivar la reduccién de la germinacion en los

suelos forestales.

Los parametros fisico-quimicos del suelo, particularmente con la fraccion organica soluble y
los cationes de cambio, tuvieron una mayor influencia que la disponibilidad de elementos
traza. Unicamente el contenido total en Se del uso de secano produjo una inhibicién de la

germinacién y elongacién radicular.

Las actividades enzimaticas mostraron ser bioindicadores sensibles de la afectacion de la
funcionalidad del suelo en funciéon de los tres usos estudiados y de la disponibilidad de
elementos traza. El perfil catabdlico a nivel de comunidad y los contenidos de ADN de
bacterias, hongos y arqueas mostraron ser bioindicadores sensibles de la afectacion de la

funcionalidad del suelo diferenciando entre cultivo y forestal.

El analisis de redes ha mostrado ser una herramienta util en la diferenciacion entre los tres
usos del suelo estudiados. Asociado al analisis de redundancia ha permitido la identificacién
de patrones y ha proporcionado una imagen del estado global del suelo de cada uno de los

usos estudiados.

La incorporacion de estas técnicas de analisis en el desarrollo de futuros estudios puede
aportar un punto de vista novedoso a la hora de evaluar la funcionalidad del suelo, comparar

entre usos e incluso conocer la evolucion de un mismo suelo a lo largo del tiempo.
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GRAFOS DE LAS REDES DE LOS SUELOS

DE USO SECANO, OLIVAR Y FORESTAL
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