UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA
Departamento de Microbiologia 11

TESIS DOCTORAL

Alteraciones fisiologicas, metabdlicas y de la composicion de las
poblaciones bacterianas de la microbiota de un suelo agricola tras la
aplicacion de residuos organicos urbanos

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Ignacio Nadal Rocamora

Directores

Fernando Navarro Garcia

Madrid, 2016

© Ignacio Nadal Rocamora, 2015



COMPLUTENSE

MADRID

f@\ UNTIVEIRSTIDAD

FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA |l

Alteraciones fisioldgicas, metabdlicas y de la
composicion de las poblaciones bacterianas de la
microbiota de un suelo agricola tras la aplicacién

de residuos organicos urbanos

Memoria presentada para optar
al grado de doctor por

Ignacio Nadal Rocamora

DIRECTOR:
DR. FEDERICO NAVARRO GARCIA

Madrid 2015






D2 CONCHA GIL, CATEDRATICA Y DIRECTORA DEL DEPARTAMENTO DE
MICROBIOLOGIA 1l DE LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSE DE MADRID,

CERTIFICA QUE D. Ignacio Nadal Rocamora ha realizado, en el Departamento de
Microbiologia Il de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid
dentro del Programa de Doctorado de “Microbiologia y Parasitologia” de la Facultad de
Farmacia y bajo la direccion del Dr. Federico Navarro Garcia, el trabajo que presenta
para optar al grado de Doctor por la Universidad Complutense con el titulo:

“Alteraciones fisioldgicas, metabodlicas y de la composicion de las
poblaciones bacterianas de la microbiota de un suelo agricola tras la
aplicacion de residuos organicos urbanos”

Y para que asi conste, firma la presente certificacion en Madrid a 1 septiembre
de 2015.

Prof. Dra. D2. Concha Gil






Alteraciones fisioldgicas, metabdlicas y de la
composicion de las poblaciones bacterianas de la
microbiota de un suelo agricola tras la aplicacidn

de residuos organicos urbanos

V2 B2 Director de tesis

Dr. Federico Navarro Garcia

Profesor Titular de Universidad

Esta tesis se ha realizado principalmente con la financiaciéon del proyecto:
Metodologias para la monitorizacion de la aplicacion de lodos de depuradora.
Bioseguridad microbiana y modelos de flujo y transporte de contaminantes solubles
(022/PC08/3-04.2). Financiado por el Ministerio de Medio Ambiente, Medio Rural y
Marino (actual MAGRAMA).






Agradecimientos

Se cierra una etapa de mi vida. Dura, pero llena de valor humano y profesional,
de la cual he aprendido muchisimo. Pese a la intensidad de estos ultimos meses, sé
que en un futuro muy cercano, miraré hacia atras y sonreiré, satisfecho del trabajo
realizado y, de lo mds importante, de las personas que han estado a mi lado en todo
momento.

En primer lugar, me gustaria mencionar al factor microbiolégico de mi suelo
agricola, a mi director de tesis Federico Navarro, Fede, un cientifico con una
inteligencia envidiable (aunque se empefie en decir lo contrario), y un perfeccionista
de su profesidn. Siempre ha luchado por el bien de nuestro pequefio laboratorio, pese
a las dificultades de hacer ciencia hoy en dia, y ha tenido una paciencia infinita
conmigo. Gracias por haberme permitido participar en tus proyectos de investigacion.
He aprendido muchisimo de ti en términos cientificos y, también, a nivel humano.
Muchas gracias.

No puedo dejar de acordarme de mi familia, la estructura taxonomica de la
microbiota de mi suelo. Muchisimas gracias por intentar comprenderme, por
apoyarme en todo momento. Sois mi hallazgo mas preciado. Siempre me he sentido
una persona muy afortunada y sé que solamente con vuestra presencia ya me basta.
Gracias a mis padres que me han dado todo en la vida. Gracias a mis hermanos (Pablo,
Tito y Atuk) por generar un ambiente en el que me siento tan a gusto. Os quiero a
todos. Gracias.

Por supuesto, quiero agradecer muy especialmente todo lo que has hecho,
haces y haras por mi, Kibu. Eres la materia orgdnica de la que se nutre mi mundo
microbiano, mi alegria, cada dia soy mas feliz contigo, y lo que me queda. Gracias por
comprenderme, apoyarme en todo momento y siempre pensar en mi.

Como ya he dicho, fuera de la facultad tengo una gran familia, pero la de
dentro es increiblemente grande también. Empezando por el Departamento de
Microbiologia Il, sus grandes profesores, su eficiente personal de secretaria y su
sonriente personal técnico. Quiero hacer una mencidn especial a mi pequefia
Unidad 7. A Leti y Clarissa, mis maestras y mis hermanas en el mundo de la ciencia.
Clari, gracias por todo lo que me ensefaste, por los buenos ratos que pasamos. Leti,
siempre he admirado tu capacidad cientifica, pero sobre todo tu generosidad como
persona, espero no perderte nunca. A las personas que también aportaron su granito
de arena en mi trabajo: Diego, que puso orden en mis experimentos, y Andrea que
llené de alegria mis momentos mds duros de PCR. Por supuesto, no me olvido de mis
compaferos y amigos de micro, tertulianos de cafés y tabernas mexicanas: Euge,
Belén, Sonia, Raul, Kike, Maria Oliver, Mari, Isa, Esme, Pablo, Merche y mis ademas
compis de carrera Almu, Dani y Tere. Sin embargo, el departamento de micro,
paraddjicamente, es mas grande todavia, asi que tampoco me quiero olvidar de mis
primos de la Unidad 2, ni de los miembros del clan de la Unidad 1 y sus simpatizantes.
Gracias por los que fuisteis y los que sois. Siempre os voy a recordar porque siempre
fuisteis el departamento que mas admiré y el que me acogid.

Pero es que resulta que toda la culpa de mi presencia es de otro departamento.
Muchisimas gracias al Departamento de Edafologia. Gracias a su horizonte superficial,



Maite y Miguel, por darme la primera oportunidad de conectar con este ambito. A
Concha por ser todo sonrisa y a José Ramén por soportarme y orientarme. Gracias por
vuestro carifio. Sois grandes profesionales, pero mejores personas. A continuacion, se
puede observar un horizonte de roca madre, formado por personas y cientificos
estupendos. Mi gran amigo Nacho, gracias por acompainarme en esta etapa de mi vida,
como en casi todas desde que tengo 7 anos. Sabrds mucho de suelos y tal, pero sobre
todo sabes de como hacerme reir, espero que siempre andemos juntos. Gracias a
Sergito y a Cris, ocupais un espacio muy importante de esta etapa de mi vida. Gracias a
Anita por ser la maxima responsable de que un dia pidiera esa beca de colaboracion.
Tampoco me olvido de los agregados de este departamento, que también son unos
tantos. Gracias. También mil gracias a Alex (Alejandro Sanz de Galdeano). Como no he
habilitado un grupo de farmacéuticos, te he metido en el de los picapiedra. Eres un
buen tipo, gran boticario y un tenaz bioinformatico. Es un placer compartir parte de mi
tiempo contigo. Gracias por escribirme los guiones de per/ (si alguien precisa de tus
servicios profesionales yo le pongo en contacto contigo).

Aunque no hayan intervenido en mi trabajo y, a veces, no les tenga cerca,
quiero recordar a mis hermanos scouts del grupo Pléyades 569, y a mis comparieros de
las farmacias que me han dado tan preciadas oportunidades laborales en los tiempos
dificiles que corren: Farmacia Rivero (Coslada), Farmacia las gemelas (Vallecas),
Farmacia Europa (Pozuelo) y Farmacia Dali (Majadahonda).

Hace tiempo me dijeron que ser doctor no era mds que una etapa de madurez
en la vida de un cientifico. Siempre me ha gustado esa frase, especialmente por la
parte tan humana que entrafia. Reconozco que he aprendido mucho de la ciencia, de
la universidad y de su gente y, aun asi, me quedo con ganas de haber aprovechado
todavia mds. Pero, desde luego, si que me quedo con una reflexidon de este periodo de
mi vida y de estas dos paginas de agradecimientos: lo mas importante que me llevo se
encuentra en la gente que me rodea y que me apoya y, también, en el hecho de vivir el
momento presente lo mas intensamente posible. Ahora toca aplicarlo, a ver si soy lo
suficientemente maduro para ello.

Gracias.









indices






Indice de contenidos

TNAICES v.vereuerieereeecteestre et e st st et a e e s e e e s e s e st e e st sae e s ae st e s e e s s eae e et b e et e ae st e ae e e Re e e Re e eae st se e enenares 1
INCICE @ CONTENIHODS ....cveerereieeeertecetecete e s te e te e ete et s et s e tese e sse s s s et e et ese s ese e ese e esessaeneeseneesesenns 3
INAICE @ 1ADIAS .....cveverrrereerertrreerteestee st e e st s e st s e st e e st sae st s se st e se e s s e e s e s et e et eaesasse st esetesesassesnnsesesenanes 7
T 0 LR LR 10 L L T 9
SUMMANY/RESUMEN ...coiueeeriiiientiiiirtiesssnesssssssesssssssesssssnsassssasssssssansessssasssssssasssssssasssssssasssssssasasssssnns 11

Physiological, metabolic and bacterial community changes in the microbiota of a crop soil after
amendment with different types of urban organic waste...........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic, 13

Alteraciones fisioldgicas, metabdlicas y de la composicion de las poblaciones bacterianas de la

microbiota de un suelo agricola tras la aplicacién de residuos organicos urbanos............cccceeeeirriiinnne 17
1 Efectos de la aplicacion de residuos organicos en la salud del suelo...........eeceeiiririrnennciiiiinnennaee. 23
1.1 El suelo y su funcion en €l @COSISEEIMQ...........cccueeveeueeiiiiesteseee ettt 25
1.1.1  Composicion quimica del SUEID .......uuiiieiiie ettt 25
1.1.2  EStructura fisica del SUBIO.....cccuiiiiuieciii et et e st e e ae e e 26

1.1.3 Distribucion de los microorganismos del SUEIO........ccccueiiiiiieeiiiiie e 27
1.1.4 ¢Qué factores influyen sobre los microorganismos del suelo? ...........coceeeeneenennieniieniennen. 28
1.1.5 ¢Qué papel tienen los microorganismos en el SUEIO? ........cceeeeviiiiiciii e 29

1.1.6  Importancia de los microorganismos para un suelo fértil
1.1.7 Pérdida de la fertilidad del SUEIO........ccccuviiiiiiieeecee e e e

1.2 ¢Como se mejora la fertilidad del SUEIO? ...........cceeeeeeeeneeeiiiieeeeeet e 34
1.2.1 Los residuos organicos de origen urbano
1.2.2  Legislacion para la aplicacion de los residuos organicos como enmienda agricola
1.2.3  Impacto de los residuos organicos €N €l SUEIO ........cccccuveeiiciieeeiiiie e

1.3 ¢Como se puede determinar si la aplicacion de enmiendas orgdnicas es perjudicial para el
suelo? 42

1.3.1  iQué significa el término salud del SUEIO? ...........c.cooveeriiiiiiiiiiiieee e 42

1.3.2 ¢Cémo podemos evaluar la salud del SUEIO? .......c..oeeeeiiiiiiiieeeee e e 42

1.3.3 Indicadores no microbianos

1.3.4  Indicadores MICrODIANO0S ....cciiviiiiiieiiiiiiee ettt sbe e st e s beesabe e sbeesabeesbeesates
1.4 ODJELIVOS GENEIAIES......cccueeeieieeeeeeee ettt sttt st et ste e st e st e snee s 50

2 Andlisis fisiologico de la microbiota de suelos agricolas enmendados con altas dosis de

ENMIENAAS OFBANICAS...ciiiiiiiiiiiinrttiiriiiisiistrettisrisssssstresssessssssassss et sssssssssssssesssessssssssssnssssssssssssnsssssssess 51
2.1 REOSUMIBN. ...ttt ettt et e ettt e e e e e e e e e eessnnneeeeens 53
2.2 L g o [V ol fo o BT PR 54
2.3 ODJETIVO @SPEOCITICO ..ttt e et e e et e e et e e ettt e e e s ta e e e esseaesstsesesastsaaeesses 55
2.4 MALEriQIES Y MEBLOUOS ...ttt sttt 56

2.4.1 Caracteristicas del suelo agricola y de las enmiendas Organicas.........cccceeeeevveeevciveeeeiiieeenns 56
2.4.2  Disefio eXPEIriMENTAL.......c..uiiiiiei it e e e e e e e e e e e s araeaaaaeaan 58



2.4.3 Metodologia para la medicion de la respiracion basal y de la biomasa microbiana............ 60

2.4.4 Medicion de la respiracion basal y de la biomasa microbiana del suelo............ccceeeeuvieen. 63
2.4.5 Tratamiento de los datos del Sistema MICTORESP ™ ....ovveeveeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeseseeeeseseeseeees 64
2.4.6 Conversion de los valores SIR-extracto de levadura en carbono microbiano (Cpic) ..vvveeeneee 65
2.4.7  Tratamientos eStadiStiCOS. . ..iiiiiiriiiiieeree ettt 65
2.5 AV o Lo [0 R

2.5.1 Analisis de la respiracion y biomasa del suelo B
2.5.2  Analisis de la respiracion y biomasa del suelo A

2.5.3  Analisis de la respiracion y biomasa del suelo N

2.5.4  Evolucidn de la respiracién basal y de [a biomasa.........ccccoeeirieniininiinienee e 72
2.6 DUSCUSION ..ttt ettt ettt et e e st e st s e st e st e st esabessabeasseasabeasaseesasaanaseens 75
2.6.1 ¢Por qué se incrementa la respiracidn basal y la biomasa microbiana de los suelos
ENMENAATOS? ...ttt ettt e st e s bt e e bt e sttt s bt e ettt s beeeabeesabaeebeeessbesbeeesaneebeeenneesreeen 75
2.6.2 ¢Mejoran los indicadores de salud del SUIO?...........oeeeiiiiiiiiiie e 79
2.7 CONCIUSIONES.......eeeneeeiee ettt ettt ettt ettt s e st e st e s be e st e e st e st e s seesteanseens 85

3 Analisis metabdlico de la microbiota de suelos agricolas tras la aplicacion de enmiendas

OFBANICAS ..iiiiieenennsiiiieiinrennnsssiesiireennsssssssssteessssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnsssssssssssssnnnnssssss 87
3.1 REOSUMIBN. ...ttt e ettt e e e ettt e e e e et e e e e e e s sbnnneeaens 89
3.2 INEFOGUCCION ...ttt ettt st s e st e s st e st e s seesteasneens 90
3.3 ODJETIVOS @SPECIFICOS ...ttt e et e ettt e e et e e et a e e et eeeettaaesstssaeeastsaaessseas 91
3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Metodologia para la determinacion de los perfiles metabdlicos.........c.coceeeeciiieeciieeecnnnenn. 92
3.4.2  Medicion de [0S CLPPS del SUEIO.......iiiuiiiiiiiiieeiie ettt 94
3.4.3 Terminologia utilizada para el andlisis CLPPS ..........cccceeeiiiiieeeiiie e e 94
3.4.4 Tratamiento de los datos del sistema MICrORESP™......cccciiieeeiiiieriieee e e 95
3.4.5  Tratamientos eStadiStiCOS. ...ccuiiiiiiiiiiiie ettt e rae s 95
3.5 RESUIEATOS ...ttt ettt ettt st s e s e st e st e s st e st e saseesteasseens 97
3.5.1 ¢Cual fue la variacion general de los perfiles metabdlicos?........cocovveeiiiiiccciiiecciee e, 97

3.5.2 Andlisis del perfil metabdlico del suelo B
3.5.3 Andlisis del perfil metabdlico del suelo A

3.5.4 Andlisis del perfil metabdlico del SUEIO N......cc..uviiieiiiiicee e
3.5.5 Evolucidn de los perfiles metabdlicos de los suelos enmendados

3.6 DUSCUSION ..ottt ettt ettt s st s e st e st e s ase e s bt e s see s beasseesbeesnseanane 112

3.6.1 ¢A qué puede deberse el incremento del consumo relativo de los azuicares y aminoacidos?
112

3.6.2 ¢Por qué disminuye el consumo relativo de los acidos organicos?.........ccccceveeeeiieeeecnneenn. 114
3.6.3 ¢éA qué puede deberse la duracidn de las alteraciones del perfil metabdlico de los suelos
tratados y las oscilaciones en el nimero de alteraciones? ..........cccceeeecieeeecieeccciiee e 115
3.6.4 (Existe algln rasgo caracteristico capaz de discriminar el uso de las diferentes enmiendas
LTI =] U] o P TPRR 116

3.7 CONCIUSIONES ...ttt sttt st s s s e st e st esate e st e s see s beassaesbaasnseanane 119

4  Analisis de la composicion bacteriana de suelos agricolas tras la aplicacion de enmiendas
OFBANICAS ..iiiiieennussiiiiiiinreesssssiestirressssssssssstaresssssssssssstessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssnnnnssss 121



7

8

4.1 LaT=R 1) [ 1= TR ERRS 123

4.2 Lo o [ ol o SRR 124
4.3 (0] o T Y oK =X o T=Lel Lol SR 125
4.4 MQALEriQles Y MELOUOS .........coueeeeeiiieieeeee ettt ettt et sttt et saeeae e 126
4.4.1 Obtencién de secuencias a partir de DNA del SUEIO0.......cccuveeiiiieeecciee e 126
4.4.2  Procesamiento de 1as SECUBNCIAS ...uvvirruiiieiriieeiiiiee ettt srite e st e e e sire e sareeessbaeessseeeesanees 130
4.4.3  Clasificacion taxondmica de |as SECUBNCIAS ....c.utiiuieirieirieinieenieesteesie e steesreesareesaree e 132
N R @ o < s Tol oY o Jo [T O U LSRR 133
4.4.5 Terminologia utilizada para el andlisis de las secuencias y de [0S OTUS ........cccceeeceveeennnnen. 135

4.4.6 Tratamientos @StadiStiCOS. ....covuriiiiiiiiiiiiiiiee e e e e seiaaees

4.4.7 Validacion del esfuerzo de muestreo mediante curvas de rarefaccion

4.5 RESUILATOS ......eeevieeeeeeesieeee ettt s e et s e et e st e st a e s baesse e s tsasasaa s tsasssaasbsasnseanass 138
4.5.1 Anadlisis microbioldgico de 10s residuos OrganiCos........ciiveueeeercieeieiiee e e 138
4.5.2 ¢Cudl fue la variacion general de los grupos bacterianos?.........cccceceeeeeciieeecciieeecciee e, 144
4.5.3  Anadlisis de las poblaciones bacterianas del sUelo B ........cccceeeeviieeiecieiicciiee e 148
4.5.4  Andlisis de las poblaciones bacterianas del suelo A ...........c.ooooevieeieiiii e 153
4.5.5 Anadlisis de las poblaciones bacterianas del suelo N........cccceevvieeieiiiicciee e 157
4.5.6 ¢Qué rasgos bacterianos fueron mas relevantes tras la adicion de las enmiendas
(o] == 1 1 [or- -3 SRR 161
4.5.7 OTUs marcadores del uso de 1as enmMiendas..........ccccueerieiriiiinieeniieenieenieesieesieeseeesnee s 167

4.5.8 OTUs generales ubicuos, OTUs de origen indeterminado y OTUs marcadores especificos

4.6 DUSCUSION ..ottt ettt s e st e st e st e st e s ase e s bt e e seeebeeensee et 181
4.6.1 ¢De qué manera influyeron las enmiendas sobre las poblaciones bacterianas nativas del
suelo? 181
4.6.2 (Es posible definir marcadores microbianos que delaten el uso de las enmiendas en el
suelo? 185

4.7 CONCIUSIONES ..ottt e st e e st e ettt e st e e te e st asta e s taesse e s taesseastsasssaesassasnssanans 194
Reflexion final.....cccoviiiiiiiiiiiiirrr s 195
5.1 ¢Como es el impacto microbioldgico en el suelo tras la adicion de enmiendas orgdnicas?
LT K =] Yot (o I3 A = [ 1=3 Lo o R 197
5.2 Entonces, éiqué residuo es mds conveniente para su uso en agricultura y cudl es su influencia
€N €1 MEAIO AMBICNTE?P ...ttt ettt ettt et ettt et ettt e sbte e bt e e nateesaaeenaneenaees 198
5.3 ¢Qué relacion existe entre las modificaciones en el perfil metabdlico y los cambios
JeTe] o) ool To T Lo 1 L= S 199
5.4 ¢De qué manera podrian aplicarse los hallazgos encontrados?...............ccceeecveveeecceeeeecunennn. 203
5.5 REFIEXION FINQL....ccc..eeeeeeeeeeeeee ettt e et e e sttt e e et e e s et e e e atteaeesnseaesansanassssseaenanes 204
CONCIUSIONES ...ciiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseesseeaanannn 207
6.1 CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt s s e st e st e st e s e e st asse e s beassaasbeesnseenane 209
BiblIOBrafia .. e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s s s s s s s s s 211
Y 4 T=) oS 243






Indice de tablas

Tabla 1. Textura del horizonte superficial del que se obtuvieron las muestras.........cccccccceeevieececvereennen, 57
Tabla 2. Composicion quimica de las enmiendas OrgaANICas. .....cuveeecueeeeiiiiee et e eceee e e et e e e 58
Tabla 3. Nomenclatura, fechas y datos ambientales de los dias de muestreo. ........ccccoccveeeeviieececveee e, 60
Tabla 4. Resumen de los muestreos para la determinacion de los perfiles metabdlicos de las poblaciones
(o L=l o= o YU L] o O O PO PRSP PPR TP PPPRPPRN 92
Tabla 5. Sustratos utilizados en las determinaciones de CLPPS CON MiICIOresp .. eeeeeeeereeeeeeeseeeeseseeeenees 93
Tabla 6. Distribucion de los sustratos en la placa de eNSayo0. ......ceeeevieriicieeeciiiee e 94
Tabla 7. Variacién de las tasas de consumo relativas de los suelos enmendados. .......cc.ccevveercieercieeniieenns 98
Tabla 8. Alteraciones de las tasas metabdlicas en el suelo B a lo largo de los muestreos........c.ccccueeenneee. 99
Tabla 9. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las tasas metabdlicas a lo largo de
[0S MUESTIE0S €N €] SUEIO B ...ttt sttt st s be e st e s b e st e e sneesars 101
Tabla 10. Alteraciones de las tasas metabdlicas a lo largo de los muestreos en el suelo A..................... 102
Tabla 11. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las tasas metabdlicas a lo largo
de [0S MUESLIEOS BN €I SUBIO A ..c.eeiiiieeiie ettt e s bt e st e e sabe e saaeesabeesateesabeesaseenas 103
Tabla 12. Alteraciones de las tasas metabdlicas a lo largo de los muestreos en el suelo N. ................... 104
Tabla 13. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las tasas metabdlicas a lo largo
de 10S MUESLIE0S €N Bl SUEIO N...eiiiiiiiieeiiee ettt sttt e e st e e s raba e e s saba e e s sateeessanaeessnneeeenn 105
Tabla 14. Resumen de los muestreos de suelo para la determinaciéon de los perfiles de las poblaciones
Yot LT o T T T TSRS P T PUPRRTPPRPRN: 126
Tabla 15. Cebadores utilizados para la generacién de las minigenotecas para la secuenciacion............ 129
Tabla 16. Asignacion de colores para los distintos filos bacterianos. ........cccoccevevvcieiiiicen i, 135
Tabla 17. Composicién de los filos bacterianos presentes en las enmiendas organicas. .......ccccccvveeneee. 138
Tabla 18. Composicidn de las clases bacterianas presentes en las enmiendas organicas. .....ccccccveeeneen. 140
Tabla 19. OTUs con mayor abundancia relativa en las enmiendas. ........cccceeecveeeeiiiiecciiee e 142
Tabla 20. Abundancia media de los filos de los suelos enmendados en todos los muestreos................. 145
Tabla 21. Abundancia media de las clases de los suelos enmendados en todos los muestreos. ............ 147
Tabla 22. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con BC a lo largo de los muestreos..................... 148
Tabla 23. Influencia de los factores tratamiento y muestreo sobre las alteraciones tempranas de los filos
en el suelo tratado con BC a |0 [argo de 105 MUESLIEOS. .....ccccveeiiieriiiiiiiiiniec ettt 149
Tabla 24. Alteraciones de las clases en el suelo tratado con BC a lo largo de los muestreos.................. 151
Tabla 25. Influencia de los factores tratamiento y muestreo sobre las alteraciones tempranas de las
clases en el suelo tratado con BC a [0 1argo de 10S MUESLIEOS. ......ccuveeeiiieeeeciiee et 152
Tabla 26. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con LAE a lo largo de los muestreos.................... 153
Tabla 27. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de los filos en el suelo tratado con
LAE @ 10 1arg0 de 10S MUESTIEOS. ....cocuviiiiieiiiiieiee ettt sttt ettt ettt esneesab e s b e sbeesaneesans 154
Tabla 28. Alteraciones de las clases en el suelo tratado con LAE a lo largo de los muestreos. ............... 155
Tabla 29. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las clases en el suelo tratado
CON LAE 2 10 1argo de |0S MUESEIEOS. ....uveiiiiiieeciiieecieee e sitee ettt eeeete e e st e e e e stte e e eeasae e e sasbeeeesstaeesenseeeesnnsees 156
Tabla 30. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con LANAE a lo largo de los muestreos. ............. 157
Tabla 31. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de los filos en el suelo tratado con
LANAE 2 10 1arg0 de 10S MUESEIEOS. ....eeeutieiiiiieiiesitte ettt ettt ettt st st e s re e st esbee st e saneesars 158
Tabla 32. Alteraciones de las clases en el suelo tratado con LANAE a lo largo de los muestreos. .......... 159
Tabla 33. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las clases en el suelo tratado
coN LANAE 2 10 1arg0 d€ 10S MUESEIEOS. ..ecuviieeeiiiieceiieeeciiee e ettt e e eeite e e stteeeestte e e sesaee e sataaeeesateeesenseaeesnnsnes 160
Tabla 34. Esquema del procesamiento de 105 OTUS. ......coiiiirieiiieiniienieesee ettt 169



Tabla 35. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a los suelos B, Ay N
(FT o]=Tot o le [=] YU T=] Lo T ole] o1 o] USSR 171
Tabla 36. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a los suelos By A.172
Tabla 37. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia en comunes a los suelos B y N.

Tabla 38. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a los suelos Ay N.174

Tabla 39. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas del suelo B......... 175
Tabla 40. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas del suelo A......... 176
Tabla 41. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas del suelo N......... 177
Tabla 42. OTUS 8eNerales UDICUOS. ........eiiiiiiiieieeteee ettt ettt be e e es 178

Tabla 43. OTUs de origen indeterminado. ...
Tabla 44. OTUs Marcadores ESPECIfiCOS. ...cccuuiiiiiiiee et eeiee ettt e e ste e e etre e e s ba e e e earae e ennes

Tabla 45. Resumen de los OTUs verificados previamente o propuestos en el analisis actual por primera
VBZ. ceeeitteeee e ettt e et e e e ab bttt e e e e e e e hh et eeeeeeeaahheeteeeeeeeaaaRneeteeeeeaaaneeeeeeeeeea e nnbeeeeeeeeeaannbaneeeeeeeaaannareeeeeeesaannraeeeas 193
Tabla 46. Correlaciones significativas (P<0,05) entre las variables fisioldgicas y las tasas de consumo de
AlBUNOS SUSTIATOS. . .tiiiiiiiie e eciiee et eee e et e e et e e ettt e e e stba e e e e tteeeeeabaaeeeataeaaestaeeeansaaeesasaaaaestasesanssseeannsens 200
Tabla 47.Correlaciones significativas (P<0,001) entre OTUs y tasas de consumo de algunos sustratos. 201
Tabla 48. Correlaciones entre grupos bacterianos u OTUs y tasas de consumo de acido protocatéquico y

(ol 1 5[l J O OO PSP PO PTOPPTOPPOP 202
Tabla 49. Datos climaticos de las parcelas durante el periodo de estudio. ........ccccceeeeeiieeeiiiieececieee e, 245
Tabla 50. Perfiles metabdlicos de suelo control (suelos S) y suelo tratado con basura compostada
[EYUL=] (o = ) USRS PR U 248
Tabla 51. Perfiles metabdlicos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con LAE (suelo A)................... 250
Tabla 52. Perfiles metabdlicos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con LANAE (suelo N)............. 252

Tabla 53. Composicion de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con basura
compostada (suelo B) en cada uno de [0S MUESIIEOS. ........eeeecuiiiieeiiiieeeieee ettt e 254
Tabla 54. Composicidn de las clases bacterianas del suelo control (suelo S) y suelo tratado con basura
compostada (suelo B) en cada uno de [0S MUESIIEOS. ........eeeecuiiieeeiiiie ettt et e 257
Tabla 55. Composicion de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo
aerobio (suelo A) en cada UNO de [0S MUEBSTIEOS. .......eeeeiuiiieeiiiee et et e et e ee e e e e e e ba e e eearee e enneas 259
Tabla 56. Composicion de las clases bacterianas de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo
aerobio (suelo A) en cada UNO de 10S MUESTIEOS. .......eeeeiuiieeeiiiee ettt et ee e e et e e e ta e e e e aree e eaneas 262
Tabla 57. Composicion de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo
anaerobio (suelo N) en cada UNO de 10S MUESTIEOS. ......ccuiieeeciiiieeeiiee et e et eetee e e e e et e e e e are e e eaneas 264
Tabla 58. Composicion de las clases bacterianas de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo
anaerobio (suelo N) en cada UNO de 10S MUESTIEOS. ......ccuvieeeiiiiiecciiee e e ettt e e e e e e e aree e eaneas 267
Tabla 59. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a las tasas de
consumo, respiracion basal y biomasa Microbiana..........cccceeecviiiieiiii i 269
Tabla 60. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a la
abundancia relativa de 10s filos DaCteriaN0s. .......uicviiiiiiiiie e s 271
Tabla 61. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a la

abundancia relativa de las clases bacterianas (1). .....cceeeecueieeeciiieccee e e 272
Tabla 62. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a Ila
abundancia relativa de las clases bacterianas (I1). ....cc.eeevcieeeeiiiie e s 273
Tabla 63. Cebadores utilizados en [a PiroSECUENCIACION. ....cccviiriiiiriieiieeie et 275



Indice de figuras

Figura 1. Importancia de los microorganismos para un suelo fértil............coceeriiniinnniiee 32
Figura 2. Basura compostada (a) y lodo de depuradora (b).......cccoeeeeiiiiiieiii e 35
Figura 3. Alteraciones producidas en el suelo tras la adicién de enmiendas organicas...........cccceceevvveennnee 41
Figura 4. Indicadores de 1a salud del SUBIO.........ccoouiiiieiiee ettt e e et eaeaes 45
Figura 5. Localizacion de las parcelas de eStUdio. .......cccuiieieciieriiiiiee e e e e 56
Figura 6. Esquema de la distribucidn, dimensiones de las parcelas y nomenclatura de las mismas. ........ 59
Figura 7. Esquema de la determinacion de CO, del sistema MicrorespTM. ..............

Figura 8. Composicién del gel indicador y preparacién de las placas de deteccidn

FIigUra 9. DiSPOSITIVO IMICIOrESP™. . .eeiiiiiiieiiiiiieee e e eert et e e s s et e e e s s s ssbbateeeessesssbnraeeeessssnssssaaaeesssnnnnnes 63
Figura 10. Respiracion basal del SUEIO B. ......c..uiiiiiiieieiee st e et e e e e e e e s e e e e nneaeeenes 66
Figura 11. Biomasa microbiana del suelo B

Figura 12. Respiracion basal del SUEBIO A. .........euiiiiiieeeee st e s e e et e e e e e e e s aae e e esntaeeenes 68
Figura 13. Biomasa microbiana del SUEIO A. ..ot 69
Figura 14. Respiracion basal del SUEIO N......ccceuiiiiiiiiieiee et e e et e e e enre e e s aae e e essraeeenes 70
Figura 15. Biomasa microbiana del SUEIO N. .......coouiiiiiiiiiiiiieeee e 71
Figura 16. Evolucion de los valores de las ratios de respiraciéon basal (a y b) y de la biomasa microbiana
(oY | TR PP 73
Figura 17. Relacion de la respiracion basal y la biomasa microbiana. ........cccccoeceeeeiiiieiccee e 82

Figura 18. Evolucién de la relacién del cociente metabdlico con el carbono soluble presente en el suelo.

Figura 19. Evolucién del nimero de alteraciones significativas de los CLPPs con respecto al suelo control

independientemente del momento de la aplicacion de las enmiendas. ........cccccveeiviieeeeciiee e, 106
Figura 20. Evolucidn del niumero de alteraciones significativas de los CLPPs con respecto al suelo control
considerando el momento de la aplicacion de las enmiendas........cccccevcuveeeeciieeccciee e 107
Figura 21. Ratio de los cocientes metabdlicos de cada sustrato de los suelos tratados (B, A y N) respecto
(o L= Y= [o X ole Yo Nl o] I () SRS 108
Figura 22. Obtencidn de las minigenotecas de los distintos MUestreos. .........coceevieerieenieeniee e 127
Figura 23. Esquema de la amplificacion PCR piro para Genome sequencer FLX system. ......................... 130

Figura 24. NUmero de secuencias por MiNi8ENOTECA. ........eevueierieireieiieerie et

Figura 25. Esquema del procesamiento de las secuencias
Figura 26. Curvas de rarefaccién del suelo control (S), suelos enmendados (B, A y N) y residuos

[o] == 1 11 [T 13RS 137
Figura 27. Filos bacterianos comunes y exclusivos presentes en las distintas enmiendas utilizadas. .....139
Figura 28. Clases bacterianas comunes o exclusivas presentes en las distintas enmiendas utilizadas. ..141
Figura 29. OTUs comunes o exclusivos en las enmiendas utilizadas...........ccocueevveeeniiiniennieeniecnieenieee 143
Figura 30. Evolucidn de la abundancia del filo Firmicutes. ..........ccooeiiciieieciiieeciiee e 162
Figura 31. Evolucion de la abundancia de la clase CloStridia. ............oooueeveiiiiiiniiiiiinieieeeee e 163
Figura 32. Detalle de la evolucidn de la abundancia de la clase Erysipelotrichi ...163
Figura 33. Evolucion de algunas clases del filo Proteobacteria a lo largo de todo el andlisis. ................. 164
Figura 34. Evolucidn de la clase Spartobacteria a lo largo de todo el analisis. ..........cccceeeeviieiciiee e, 165
Figura 35. Detalle de la evolucién de algunos grupos de bacterias detectados en los suelos Ay N de
forma temprana. ..........cccoceevvveniennnenn. ...166
Figura 36. Categorizacion de [0S OTUS. ......ccuieiiiiiiieieesteeste e ste e ee e steeseae e saeesaeesareesaaeesateesaaeessseassaeesns 169
Figura 37. Evolucién del filo Firmicutes y sus clases bacterianas mds abundantes en el suelo B. ........... 187
Figura 38. Analisis comparativo entre OTUS MarCatdores. ....cuevveeeieeiieerieeiieesieesreesseesseesseesseesseesns 191



10



11

Summary/Resumen



12



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

Introduction

Soil is a living system that performs essential functions for the environment and
agriculture. The term soil health is considered when a soil develops its functions
preserving its chemical, physical and biological features. Many of these functions are
carried out by microorganisms, which require organic matter for their development
and activity. Thus, soil fertility depends on the interaction between organic matter and
the microbial community.

In general, Mediterranean agricultural soils are poor in organic matter and
therefore its fertility is irregular. To solve this problem urban organic wastes are
commonly used as organic amendments in order to increase soil organic matter.
Furthermore, this solution solves the problem of management of municipal solid waste
and sewage sludge because they are recycled, instead of being incinerated or
landfilled. However, this alternative could affect soil health and, for such reason, it
should be evaluated. Soil health is evaluated through the use of chemical, physical and
biological indicators; however, microbial indicators are fast, sensitive and provide
more information, even when small changes occur in the soil. Microbial indicators
could measure many variables, such as physiological (e.g. biomass) or functional
variables (e.g. basal respiration) as well as diversity profiles (metabolic or taxonomic).
The specific literature reports a variety of results, highlighting harmful effects that
amended soils could suffer. As a result, monitoring these aspects has become a
necessary task when such practices are carried out.

The conditions for the present work were based on a previous work developed
in our laboratory, which evaluated the application of different amounts of sewage
sludge in the same type of agricultural soil (Gondim-Porto, 2012). In this case, we have
evaluated the effects of a high amount of composted waste or sewage sludge (at a
dose of 160 Mg ha™) on soil health using microbial indicators (microbial physiology and
activity, and functional and taxonomic diversity). These indicators were monitored at
least for 24 months and allowed us a) to suggest the type of amendment more
favorable to be used in agriculture, from an environmental point of view, and b)
designate potential markers that indicate the amendment of urban organic wastes in
soil, based on bacterial diversity.
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Main objectives

e Assess the impact of different organic amendments on a Mediterranean
agricultural soil by measuring 1) biomass and microbial respiration, 2) metabolic
profiles of microbial populations and 3) bacterial taxonomic profiles.

e Describe metabolic and taxonomic markers that define microbial alterations in
amended soils.

Materials and methods

Soil plots were treated with a single dose of 160 Mg ha™of three different
organic amendments: composted urban waste (BC), aerobic sewage sludge (LAE) and
anaerobic sewage sludge (LANAE). Samples were collected every three months for 24
months in the case of soil treated with sludges (soils A and N), and 30 months for those
treated with composted waste (soil B). Changes were contrasted with non-treated soil
plots (soil S).

The MicroResp™ system was used to determine basal respiration (RB),
microbial biomass and metabolic profiles (CLPPs). Bacterial taxonomic profiles were
performed by high throughput sequencing (pyrosequencing) of libraries of the
bacterial 16S gene, obtained by PCR from total soil DNA. Sequences were processed
using bioinformatics tools to perform a detailed analysis of the bacterial taxa and OTUs
(Operational Taxonomic Units) present in soil.

Results

Soil Basal respiration (RB) increased in the first year of analysis, especially in the
first sampling of the three amended soils (soils B, A and N). In the second year, soil RB
values remained high in sewage sludge-amended soils (soils A and N) but decreased in
soil B, reaching non-treated soil values (soil S). Microbial biomass increased in the
three treated soils reaching significant higher values than soil S.

Microbial metabolic profiles (CLPPs) in amended soils showed a preferential
consumption of sugars and amino acids, and a decrease in the consumption of organic
acids. This behavior remained in treated soils even two years after amendment.

Taxonomic analysis revealed that soil bacterial community structure changed in
amended soils. Relative abundance of common phyla increased (Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes and Verrucomicrobia), as well as other
less common phyla (Nitrospira and Deinococcus-Thermus), while others decreased
(Acidobacteria, Cyanobacteria and Planctomycetes). Some of the bacteria detected in
the used organic wastes were also detected in treated soils, indicating specific traits of
the different amendments in the soil. In this regard, the anaerobic sludge was the
amendment that caused more changes in the soil (e.g. detection of phylum
Synergistetes and Clostridia, Erysipelotrichi, Bacteroidia and Anaerolineae classes).
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Finally, OTUs analysis showed relevant results that provided new markers for the
detection in the soil of these types of organic amendments.

Conclusions

e Soil basal respiration in amended soils was higher than in control soil for the first
year after the addition of amendments. This result was probably attributable to
the most easily degradable nutrients (labile compounds).

e Soil basal respiration in the second year remained higher in sewage sludge-treated
soils, indicating that the chemical nature of amendments was critical for the
microbial response.

e  Microbial biomass increased in amended soils in the whole assay, regardless of the
type of treatment. In particular, moisture and the amount of nitrogen compounds
where related to the biomass increase.

e  Microbial community in treated soils showed an important metabolic quotient
(gCO,) increase, in some cases probably attributable to an increase in the activity
of a proportion of microbial community, but in other cases to a stress response
related to the presence of the amendments.

e Composted urban waste-amended soils showed an increase of soil organic matter,
and a decreased of CO, emissions, which could be viewed as a more moderate
impact on soil microbial communities.

e Organic amendments induced a change in the consumption of a number of
substrates, showing different profiles depending on the type of amendment.

e Consumption of sugars and amino acids increased, while organic acid
consumption decreased, probably because of the development of opportunistic
microorganisms in treated soils with a preferred consumption for those
compounds.

e Protocatechuic acid consumption decreased in treated soils probably due to
increase of the amount of labile compounds which are easier to metabolize.

e The analysis of the number of significant changes in metabolic profiles and qCO,
values showed that amendment effects lasted more than two years, suggesting
that the metabolic measurements after these practices need to be long-term.

e Consumption of arginine, glucose, citric acid and protocatechuic acid were
characteristic traits of amended soils, enough to be used as specific markers to
determine alterations in the soil.

e Organic waste application significantly influences microbial structure
communities, modifying its composition over a prolonged period of time.

e The increase of organic matter and, in particular, of the labile compounds
presumably favored the development of opportunistic soil bacterial groups (such
as Proteobacteria and Bacteroidetes) and the relative decline of others with
oligotrophic metabolism (as Acidobacteria and Cyanobacteria) in the amended
soils.
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e Actinobacteria, Gemmatimonadetes and Planctomycetes phyla abundances
showed alterations during the analysis without a clear pattern associated with the
amendments.

e Changes in amended soils stimulated the growth of some rare soil bacterial groups
like Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus or Nitrospira.

e Anaerobic sludge-treated soils showed the higher amount of changes. In
particular, the increase in the relative abundance of Firmicutes (Clostridia and
Erysipelotrichi classes), Synergistetes, Chloroflexi (class Anaerolineae) and the
phylum Bacteroidetes (class Bacteroidia) during the first sampling.

e Despite the difficulty of the analysis, we may suggest some specific OTUs
previously not proposed which could be used for the detection of the amendment
of soils with anaerobic sludge: 542 (Bacteroidetes), 1484 and 1548
(Deltaproteobacteria), or for the detection of both types of sludge (aerobic and
anaerobic): 790, 843 and 846 (Clostridia). However, in this study we could not
detect new markers for the specific identification of the use of aerobic sludge in
soils nor for the composted waste.

e OTU 1122 (Alphaproteobacteria) was confirmed as a specific marker of the use of
aerobic sludge in soils, with respect to previous experiments.

Final conclusion

e The application of organic amendments in agricultural soils induced microbial
changes. In particular, anaerobic sewage sludge-treated soils showed the largest
number of microbial changes, used to define a set of relevant microbial markers
(bacterial groups and OTUs). Data indicated that crop soils are very sensitive to
perturbations induced by the amendments, and that are unable to recover during
the period of time of the analysis, thus showing no resilience. However, metabolic
profiles (CLPPs) indicated a more proportional distribution of consumption rates of
each type of chemical compound after amendment, which could be interpreted as
a higher functional diversity, enhancing functional redundancy and therefore,
improving resistance and resilience of soils to future perturbations.

e We might recommend the preferential use of composted organic waste (BC) for
amendment. Such amendments provide more beneficial effects on soil
microbiota, like an enhancement of microbial physiological variables, metabolic
diversity and the absence of potentially pathogenic microorganisms.

e Results allowed us to propose, among others, the association of some bacterial
phyla such as Proteobacteria and Acidobacteria with the consumption of some
group of substrates, like sugars and organic acids, respectively.
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Alteraciones fisiologicas, metabodlicas y de la
composicion de las poblaciones bacterianas
de la microbiota de un suelo agricola tras la

aplicacion de residuos organicos urbanos

Introduccion

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

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

A partir de un ensayo previo en el que se evalud el efecto de distintas
cantidades de lodos de depuradora en el mismo tipo de suelo agricola (Gondim-Porto,
2012), hemos pretendido ampliar ese estudio evaluando los efectos sobre la salud del
suelo tras la aplicacién de una cantidad elevada de basura compostada y de lodos de
depuradora (160 Mg ha™). De esta manera, consideramos que puede ser interesante
describir cdmo se afecta la salud del suelo con estas practicas mediante marcadores
microbianos (fisiologicos, de actividad microbiana y de diversidad funcional vy
taxondmica) medidos de forma trimestral a lo largo de, al menos, 24 meses, de tal
manera que nos permitiera sugerir qué tipo de enmienda es mas favorable para el
suelo desde el punto de vista ambiental, asi como indicar posibles marcadores de
actividad microbiana o de diversidad bacteriana utiles para la deteccion de la
aplicacién de enmiendas al suelo.
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Objetivos generales.

e Evaluar el impacto de diferentes enmiendas orgdnicas en un suelo agricola bajo
clima mediterrdneo mediante el estudio de 1) la biomasa y la respiracién
microbiana, 2) los perfiles metabdlicos de las poblaciones microbianas y 3) los
perfiles taxondmicos bacterianos.

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

Materiales y métodos

El trabajo se realizé sobre parcelas de un suelo agricola que se tratd con tres
enmiendas organicas diferentes: basura compostada (BC), lodo de depuradora aerobio
(LAE) y lodo de depuradora anaerobio (LANAE), en una dosis tnica de 160 Mg ha™. Los
resultados fueron contrastados con una parcela de suelo control (suelo S). El analisis se
realizd trimestralmente durante 24 meses para el caso de las parcelas con lodos
(suelos Ay N) y 30 meses para las parcelas tratadas con basura compostada (suelo B).

El sistema MicroResp™ se utilizé para la determinacion de la respiracion basal
(RB), la biomasa microbiana y los perfiles metabdlicos (CLPPs). El andlisis taxonémico
de las poblaciones bacterianas del suelo se realizd mediante secuenciacién masiva
(pirosecuenciacion) del gen 16S bacteriano, a partir de genotecas fabricadas por PCR a
partir del DNA total extraido del suelo. Las secuencias obtenidas se procesaron por
medio de herramientas bioinformaticas, realizdndose posteriormente un analisis
detallado de los grupos taxondmicos bacterianos y de los OTUs (Operational
Taxonomic Units) presentes en las muestras de suelo.

Resultados

La respiracion basal (RB) del suelo se incrementd durante el primer ano del
ensayo, especialmente en los primeros muestreos de todos los suelos enmendados
(suelos B, A y N). Durante el segundo afo, la RB del suelo se mantuvo elevada en los
suelos enmendados con lodos de depuradora (suelos Ay N) pero disminuyé en el suelo
B, alcanzando valores proximos a los del suelo control. Por otra parte, la biomasa
microbiana se incrementé y fue superior a la del suelo control en la mayor parte de los
suelos tratados con enmiendas a lo largo de todo el andlisis.

Los perfiles metabdlicos (CLPPs) indicaron que las poblaciones microbianas de
los suelos tratados mostraron un consumo preferente de los azlcares y de los
aminodacidos, junto con una disminucidon del consumo de los acidos orgdnicos. Con
respecto a la evolucidon de las alteraciones en los perfiles metabdlicos, éstas se
mantuvieron en las parcelas tratadas incluso dos afos después de la aplicacidn.

El andlisis taxondmico de las poblaciones bacterianas revelé que aparecieron
modificaciones en los suelos enmendados, como el incremento de la abundancia de
algunos filos de bacterias habituales en el suelo (Proteobacteria, Firmicutes,
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Bacteroidetes, Gemmatimonadetes y Verrucomicrobia), el incremento de otros menos
frecuentes (Nitrospira 'y Deinococcus-Thermus) y la disminucion de otros
(Acidobacteria; Cyanobacteria y Planctomycetes). Por otra parte, la presencia de
algunos microorganismos de las enmiendas organicas aplicadas se manifestd en la
composicion microbiana de los suelos tratados, sefialando un comportamiento
caracteristico de la enmienda aplicada. En este sentido, el lodo anaerobio fue la
enmienda que produjo los cambios mds relevantes en el suelo (en el filo Synergistetes
y en las clases Clostridia, Erysipelotrichi, Bacteroidia y Anaerolineae). Por ultimo, el
analisis de los OTUs mas caracteristicos de cada uno de los suelos enmendados facilitd
el poder proponer nuevos marcadores del uso de enmiendas organicas.

Conclusiones

e La respiracidn basal de los suelos enmendados fue superior a la del suelo control
durante el primer afio tras la adicion de las enmiendas. Este incremento dependié
especialmente de los nutrientes mas facilmente degradables (labiles).

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

e La biomasa microbiana se incrementé en los suelos enmendados durante todo el
ensayo, independientemente del tipo de tratamiento. En particular, el aumento de
la humedad y el de la cantidad de algunos compuestos de nitrégeno parecen
regular este incremento.

e Las poblaciones de los distintos suelos provocaron un incremento considerable del
valor del cociente metabdlico (qCO,), en algunos casos presumiblemente
achacable al incremento de la actividad de una parte de la poblacion, pero en
otros casos como una respuesta al estrés que supone la presencia de algunas
enmiendas.

e Laaplicacién de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en términos
globales de la materia orgdnica del suelo y disminuyd la produccidon de CO,,
suponiendo un impacto mds moderado sobre las poblaciones del suelo.

e La adicién de enmiendas al suelo produce un cambio en el perfil de consumo de
una serie de sustratos que es distinto en funcion del tipo de enmienda utilizada.

e Por regla general, el consumo de azlcares y aminoacidos se incrementd, mientras
que el de acidos organicos disminuyd, probablemente por el desarrollo de
poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo preferente por
los primeros.

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

e El andlisis del niumero de alteraciones significativas totales del consumo y de los
valores de qCO, de los sustratos permitid comprobar que los efectos de la
aplicaciéon de enmiendas perduraron mas de dos afios, lo que indica que la
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repercusién metabdlica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de tiempo
superiores a los dos aios.

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

La adicion de residuos orgdanicos influyd de forma significativa sobre la estructura
de las poblaciones microbianas del suelo modificando su composicidon durante un
periodo prolongado de tiempo.

El incremento de la materia organica y, en especial, de los compuestos labiles
presumiblemente favoreci6 el desarrollo de algunos grupos bacterianos
oportunistas del suelo (como Proteobacteria y Bacteroidetes) y la disminucion
relativa de otros con un metabolismo oligotréfico (como Acidobacteria y
Cyanobacteria) en los suelos enmendados.

Algunos elementos de los filos Actinobacteria, Gemmatimonadetes vy
Planctomycetes mostraron alteraciones en su abundancia durante todo el ensayo
aunque la influencia de las enmiendas en su presencia no es clara.

Los cambios que produce en el suelo la adicion de las enmiendas podrian
estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos poco abundantes del suelo
como Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus o Nitrospira.

La aplicacion del lodo anaerobio produjo los cambios mas importantes en el suelo
como el incremento de la abundancia de las bacterias de los filos Firmicutes
(clases Clostridia y Erysipelotrichi), Synergistetes, Chloroflexi (clase Anaerolineae) y
Bacteroidetes (clase Bacteroidia) durante los primeros muestreos.

Pese a la complejidad del andlisis se pueden proponer algunos OTUs antes no
propuestos, que podrian ser usados para detectar de forma exclusiva la aplicaciéon
de lodos anaerobios en el suelo: 542 (Bacteroidetes), 1484 vy 1548
(Deltaproteobacteria), o bien para la deteccion de ambos tipos de lodos (aerobio y
anaerobio): 790, 843 y 846 (Clostridia). Sin embargo, en el presente trabajo no
hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de lodos
aerobios ni para el uso de basura compostada.

Confirmamos el uso del OTU 1122 (Alphaproteobacteria) como marcador
especifico de lodo aerobio, con respecto a experimentos previos.
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Conclusion final

e La aplicacién de las enmiendas organicas produjo alteraciones microbianas en el
suelo agricola. En particular, al poco tiempo de aplicarse, los suelos tratados con
lodos anaerobios fueron los que registraron un mayor nimero de alteraciones
microbianas, pudiéndose definir un conjunto de marcadores microbianos mas
relevantes (grupos bacterianos y OTUs). Los datos observados indican que el suelo
agricola no solamente es sensible a las perturbaciones inducidas por las
enmiendas, sino que no es capaz de recuperarse de los efectos de éstas, es decir,
gue no mostrd resiliencia durante el periodo de tiempo analizado. No obstante,
los perfiles metabdlicos observados senalaron que los valores de las tasas de
consumo de cada tipo de sustrato fueron mas equitativos entre si, hecho que
podria ser interpretado como una mayor diversidad funcional, lo que supondria un
incremento de la redundancia funcional y, por consiguiente, la resistencia y
resiliencia de los suelos tratados podria verse favorecida.

e Entre las distintas enmiendas aplicadas podemos decantarnos por el uso de
residuos organicos compostados (BC). Este tipo de enmiendas ofrece a nivel
microbioldgico un conjunto de efectos mas beneficiosos para el suelo tras su
aplicacion ya que se produce una mejora de las caracteristicas fisioldgicas de la
microbiota, se incrementa la diversidad metabdlica y sus muestras de suelo no
manifestaron microorganismos potencialmente patdgenos.

e Los resultados obtenidos nos permiten proponer, entre otras, la asociacidon de
algunos representantes del filo Proteobacteria y Acidobacteria con el consumo de
algunos sustratos (azucares y acidos organicos).
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Capitulo I

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

El suelo se define como la materia sélida, liquida y gaseosa existente entre la
atmosfera y la litosfera. En el ambiente cumple una serie de funciones elementales: es
un soporte mecdanico para las plantas, es el habitat natural de diversos organismos
(microorganismos, hongos y animales), es un reservorio de materia organica y de agua,
pero, a su vez, es un suministrador de nutrientes (Lavelle y Spain, 2003; Gardiner y
Miller, 2008; White, 2013). Su formacion depende de factores tales como el relieve, el
clima, el tiempo, la roca madre y de los propios seres vivos que viven en él (Buscot,
2005). Todos ellos influyen en los ciclos biogeoquimicos de los elementos en la Tierra,
en los cuales el suelo tiene un papel de gran importancia (Paul, 2015).

Desde un punto de vista agricola, el suelo es fundamental para el desarrollo de
los cultivos vegetales (Costanza et al., 1997, White, 2013). Sin embargo, puede
considerarse como un recurso natural no renovable, cuyas tasas de degradacién son
elevadas y contrastan con la lentitud de sus procesos de formacidn y regeneracién
(Van-Camp L. et al., 2004; Lal, 2008).

1.1.1 Composicion quimica del suelo

Atendiendo a su composicién quimica, el suelo contiene una fraccion
inorgdnica y otra organica. El componente inorganico del suelo esta compuesto por
minerales (como cuarzo, feldespato, mica, carbonatos, yesos, éxidos vy silicatos), gases
(como nitrégeno, oxigeno, didxido de carbono y metano) y cationes procedentes de la
hidrélisis de los minerales (como, por ejemplo, aluminio, hierro, calcio y potasio)
(Lavelle y Spain, 2003; Gardiner y Miller, 2008). La parte orgdnica de los suelos,
comunmente conocida como materia organica (compuestos de estructura carbonada),
se compone fundamentalmente de materia organica fresca o no humificada y de
materia organica humificada. La primera de ellas estd integrada por compuestos
labiles, biomasa vegetal, macro y mesofauna y microorganismos, mientras que la
segunda esta compuesta por los productos complejos derivados de la transformacién
de la materia organica fresca (Brookes et al., 2008). Esta transformacion se lleva a
cabo, en parte, por los microorganismos del suelo y constituye una forma de
almacenamiento mas o menos compleja de sustancias que contienen elementos
esenciales para el desarrollo biolégico (Porta et al., 2003; Guggenberger, 2005). A su
vez, esta materia orgdnica humificada puede descomponerse de nuevo en sustancias
sencillas facilmente degradables por la accién de los microorganismos (Grinhut et al.,
2007). Por lo tanto, dada la composicion fundamental de la materia orgéanica y las
transformaciones que sufre, ésta constituye uno de los eslabones fundamentales del
ciclo biogeoquimico del carbono (C). En este ciclo, la oxidacién de la materia organica
es crucial ya que a partir de ésta se produce la liberacion de compuestos de C desde el
suelo a la atmdsfera, principalmente en forma de CO, (Morris y Blackwood, 2015). El
proceso contrario es el secuestro de C, que permite su almacenamiento en el suelo de
una forma estable, por ejemplo, en forma de materia organica humificada o en forma
de biomasa microbiana, evitando asi su emision a la atmédsfera. En este sentido,
diversos estudios sugieren que la correcta gestion de la materia organica del suelo
permitiria incidir a corto y medio plazo en el secuestro de C ya que es una manera de
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almacenarlo y con ello frenar la emision de gases de efecto invernadero a la atmdsfera
(Hayes y Clapp, 2001; Alvaro-Fuentes et al., 2009; Kirkby et al., 2014).

La cantidad de materia organica del suelo depende de diversos factores, entre
ellos, las caracteristicas intrinsecas del suelo, como la cobertura vegetal o la pendiente,
y de factores climaticos, como la temperatura y la precipitacién (Lal, 2007; Veum et al.,
2014). La pérdida de cobertura vegetal y de materia orgdnica expone al suelo a la
accion de agentes erosivos por lo que se veria afectada su estabilidad (Bastida et al.,
2006). Ademads, la pérdida de materia organica conlleva un incremento en la
evaporacion y una reduccion de la actividad y diversidad de los organismos del suelo,
que finalmente influye sobre la estructura fisica del suelo (Voroney y Heck, 2015). En
particular, la elevada temperatura y la deficiencia de lluvias propias del clima
mediterraneo producen la pérdida de materia organica del suelo si se compara con la
presente en climas mas frios y himedos (Roig et al., 2012; Curiel Yuste et al., 2014).

1.1.2 Estructura fisica del suelo

El suelo se organiza en horizontes, que son capas horizontales diferenciables
entre si por sus caracteristicas edaficas (materia orgéanica, color, dureza, textura,...). A
su vez, los horizontes del suelo estdn compuestos por particulas y agregados. Las
particulas se clasifican segin su didmetro en arcillas, limos y arenas que, tras la
influencia de diversos factores fisicos, quimicos y bioldgicos, pueden organizarse para
formar agregados junto con la materia orgdnica (White, 2013). Las estructuras
agregadas dan lugar a la formaciéon de poros en su interior, los cuales en algunos casos
pueden suponer cerca del 50 % del volumen total del suelo. En ese espacio es en
donde viven los organismos del suelo, ya que en los poros se contiene agua, aire y
materia orgdnica (Dexter, 2004). Los agregados se categorizan en microagregados
(<250 um de didmetro) y macroagregados (>250 um) que se originan a partir de los
primeros (Six et al., 2000). Los microagregados, al ser de menor tamafo, son mas
estables y se ven menos afectados por los usos agricolas del suelo (Six et al., 2004).

La estabilidad de las estructuras del suelo se incrementa con la presencia de
materia orgdnica y de cobertura vegetal (Blanco y Lal, 2010; Jha et al., 2012). En este
sentido, los factores bioldgicos son de extrema relevancia en la formacién de los
agregados, ya que contribuyen al mantenimiento de las estructuras del suelo (Wagner
et al., 2007; Rousk et al., 2009; White, 2013). Entre ellos, se encuentran los organismos
del suelo (plantas, fauna y microorganismos), asi como los productos derivados de su
metabolismo (por ejemplo, polisacaridos) que actuan como cemento bioldgico para la
formacién de los agregados (Preston et al., 2001; Rillig y Mummey, 2006; Maier et al.,
2009; Verchot et al., 2011).
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1.1.3 Distribucion de los microorganismos del suelo

El suelo es un habitat natural para una serie de organismos que constituyen la
fauna del suelo. Dentro de esta fauna se encuentran la macrofauna (macroartrépodos
y anélidos), la mesofauna (nematodos y microartréopodos) y la microfauna (protozoos,
arqueas, bacterias, hongos, algas unicelulares y virus) (White, 2013; Coleman y Wall,
2015). De hecho, es uno de los mayores reservorios de diversidad biolégica del planeta
lo que le confiere la capacidad de realizar un elevado numero de funciones, muchas de
las cuales son debidas a la actividad de los microorganismos (Bastida et al., 2013; Paul,
2015).

La naturaleza y tamafio de las poblaciones microbianas del suelo se encuentran
fuertemente influenciadas por distintos factores abidticos relacionados con su
contexto climatico y edafico (Philippot et al., 2009; Garbisu et al., 2011). Entre ellos, los
nutrientes, la textura del suelo, la temperatura y la humedad juegan un papel clave no
solo en la composicion de las poblaciones, sino en sus funciones (Berard et al., 2011;
Berard et al., 2012; Curiel Yuste et al., 2014). Pero también existen factores bidticos
que condicionan la distribucién de los microorganismos, como la competicién
ecoldgica que existe entre ellos, ya sea en términos nutricionales compitiendo por un
mismo sustrato, por depredaciéon o por la presencia de sustancias inhibidoras del
crecimiento como son los antibidticos (Killham y Prosser, 2015).

Dentro de los microorganismos del suelo, las bacterias son los organismos mas
numerosos y con mayor biodiversidad. Por regla general, la mayor parte de los filos
bacterianos estan presentes en todos los suelos. La distribucion vertical de las
bacterias en el suelo muestra que las bacterias Gram negativas dominan los horizontes
superficiales del suelo, mientras que las Gram positivas se distribuyen en horizontes
inferiores (Frey, 2015). Concretamente, se ha estimado que los filos bacterianos mas
dominantes en el suelo (aproximadamente un 92 % de los filos del suelo) son
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Planctomycetes, Gemmatimonadetes y Firmicutes (Janssen, 2006). Debido
a su elevada diversidad, estos microorganismos se distribuyen en funcién de diferentes
gradientes en el suelo (pH, temperatura, agua, materia organica,...), pero también lo
hacen conforme sus necesidades y comportamientos fisiolégicos como, por ejemplo,
su tipo respiratorio (Pepper y Gerba, 2005), o metabdlicos, dependiendo de si se trata
de bacterias oligotroficas o copiotréficas (Philippot et al., 2010). Las primeras
necesitan una pequefia cantidad de nutrientes y sus tasas metabdlicas son bajas, en
cambio, las bacterias copiotrdficas se encuentran adaptadas a una mayor cantidad de
nutrientes y sus tasas metabdlicas son elevadas (Fierer et al., 2007).

A diferencia de las bacterias, los hongos ocupan una mayor proporcion de la
biomasa de los microorganismos, aunque tienen una menor diversidad bioldgica vy, en
general, son resistentes a condiciones abidticas extremas como la sequia o la falta de
nutrientes (Thorn y Lynch, 2007; Maier et al., 2009; Curiel Yuste et al., 2011). Aunque
su papel es complejo de definir contribuyen junto con las bacterias a la funcionalidad
del suelo. Entre las funciones que desempefian esta la de descomponer compuestos
orgdnicos diversos, desde los mas labiles (como los azucares) a los mas complejos
(como polimeros de celulosa y lignina) (Nannipieri et al., 2003). De esta manera, los
hongos pueden metabolizar una gran variedad de compuestos, en muchas ocasiones
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mas complejos que los que pueden degradar las bacterias. Ademas, su crecimiento en
forma de hifas les confiere cierta ventaja en la obtencién de nutrientes (Ritz y Young,
2004). No obstante en los suelos agricolas roturados se ha descrito un descenso de su
biomasa, hecho que podria estar relacionado con la erosién fisica que se produce con
estas practicas la cual dafia las estructuras flngicas, lo que explica que su la biomasa
sea mayor en los suelos forestales (Wardle, 1995; Frey et al., 1999; Garcia-Orenes et
al., 2013).

Las bacterias y los hongos constituyen mds del 90 % de la biomasa microbiana
del suelo (Six et al., 2006), pero ademads, en el suelo existen otros tipos de
microorganismos, como las algas unicelulares, los protozoos, los virus y las arqueas. En
primer lugar, las algas participan en la estabilidad de los agregados del suelo, al
secretar sustancias extracelulares (Maier et al., 2009), ademas de participar en la
fijacion del nitrégeno atmosférico. Por su parte, los protozoos intervienen en la
regulacién de las poblaciones de bacterias, hongos y algas, ya que se alimentan de
éstos, aunque también son capaces de metabolizar y excretar otras fracciones de la
materia orgdnica del suelo (Coleman y Wall, 2015). Por ultimo, los virus y las arqueas
son organismos que pueden encontrarse en el suelo, aunque, el nUmero de estudios
de estos grupos es bajo debido a sus particularidades ecoldgicas. En el caso de los
virus, su distribucion estd muy limitada a sus hospedadores, y en el caso de las arqueas
a condiciones ambientales extremas (Kimura et al., 2008; Swanson et al., 2009; Killham
y Prosser, 2015).

1.1.4 ;Qué factores influyen sobre los microorganismos del suelo?

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

Las actividades antropogénicas influyen sobre la composicidn de la microbiota
del suelo. Obviando la parte correspondiente al desarrollo urbanistico, las actividades
mineras, los incendios y otros focos de contaminacién cercanos a las ciudades (Wong,
2003; Villar et al., 2004; Clarke y Smith, 2011; de Santiago-Martin et al., 2013), las
actividades agricolas también modifican la proporcion, el tipo y la actividad de los
microorganismos del suelo (Mijangos et al., 2006; Diacono y Montemurro, 2010). Por
ejemplo, los fertilizantes quimicos, tanto inorganicos (tipo NPK) como organicos,
influyen en la biomasa microbiana y en su actividad metabdlica generalmente
incrementando el valor de estos parametros (Enwall et al., 2007; Geisseler y Scow,
2014). El uso de enmiendas orgdnicas también puede introducir microorganismos
exogenos que alteren la composicion y la actividad de los autdctonos del suelo (Singh 'y
Agrawal, 2008; de Araujo et al., 2010; Nakatani et al., 2011; Gondim-Porto, 2012;
Vierheilig et al., 2012). Dentro de los factores bidticos naturales, la presencia de otros
microorganismos, animales, o las propias plantas también regulan la distribucién y la
actividad de las poblaciones microbianas del suelo pero, a su vez, las poblaciones
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microbianas también pueden condicionar la fertilidad del suelo y el estado de las
plantas que crecen en él (Zak et al., 2003; Brussaard et al., 2004; Bastida et al., 2008b;
Coleman y Wall, 2015; Lange et al., 2015).

Los aspectos fisicos y quimicos, como los climaticos y edaficos, también regulan
la microbiota del suelo (Curiel Yuste et al., 2007; Castro et al., 2010). Por ejemplo, el
incremento moderado de la temperatura puede producir un aumento general de la
actividad metabdlica y de la biomasa microbiana (Fierer et al., 2006; Rey vy Jarvis,
2006), al igual que la presencia de agua en el suelo que favorece la activacién de las
reacciones quimicas y, por tanto, la actividad metabdlica de los microorganismos (Frey
et al., 1999; Geisseler et al., 2011). Por el contrario, un aumento de la temperatura
junto con una disminucion de la humedad conduce a un estado de sequia que podria
seleccionar a los microorganismos mejor adaptados a estas condiciones (Schimel et al.,
2007b; Curiel Yuste et al., 2011; Berard et al., 2012). Generalmente, estas variables
(temperatura y humedad) definen las estaciones climaticas, por lo que la distribucién
de los microorganismos tiene en muchos casos una dependencia estacional
(Buckeridge et al., 2013; Bevivino et al., 2014). Por otra parte, los aspectos edaficos de
tipo quimico, como el pH, el contenido en sales o la materia organica del suelo, o
fisicos, como el tamafio de los agregados, pueden condicionar la estructura de las
poblaciones del suelo (Rietz y Haynes, 2003; Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2009;
Lagomarsino et al., 2012).

1.1.5 ;Qué papel tienen los microorganismos en el suelo?

Las comunidades microbianas del suelo participan en los ciclos biogeoquimicos
de los elementos (carbono, nitrégeno, azufre, fésforo, hierro,...) a través de las
reacciones bioquimicas que desempefan en el suelo (Morris y Blackwood, 2015). En
estos procesos, los compuestos inorganicos y organicos (de origen animal, vegetal, o
bien afadidos de forma exdgena) son utilizados por los microorganismos para obtener
energia y construir sus estructuras. Una vez procesados, los compuestos derivados de
su metabolismo tienen varios destinos: 1) Como nutrientes para los vegetales y otros
organismos en forma de moléculas sencillas, 2) liberados a la atmdsfera en forma de
gas, 3) lavados hacia horizontes inferiores, o 4) hacia la formacién de compuestos
hdmicos que constituyen un almacén de carbono y nitrégeno en el suelo (Porta et al.,
2003; van der Heijden et al., 2008; Horwath, 2015).

Dentro del ciclo biogeoquimico del carbono (C) los microorganismos se
encargan fundamentalmente de la descomposicion de la materia organica
consumiéndola para crecer o para liberar compuestos biodisponibles para las plantas y
otros organismos, pero también participan en la liberacién de gases como el CO,. En
particular la emisién de CO, sucede relativamente rapido cuando los compuestos de
carbono son quimicamente labiles. Por el contrario, si este carbono es mas dificil de
degradar como, por ejemplo, las ligninas o los taninos, su permanencia puede ser
prolongada en el suelo como formas recalcitrantes (Horwath, 2015).

Los microorganismos participan también en varios procesos del ciclo del
nitrogeno (N), los cuales tienen una especial importancia en el suelo, ya que el N
puede ser un nutriente limitante para el desarrollo de las plantas y los
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microorganismos (Schimel y Weintraub, 2003; Agren et al., 2012). Intervienen, por
ejemplo, en la fijacion del N atmosférico para la produccién de N microbiano que
posteriormente es aprovechado por los vegetales. También lo hacen en la
mineralizacion de los desechos organicos (plantas, animales y microorganismos), en la
oxidacion del amonio que puede dar lugar a nitritos y nitratos (nitrificacién) o en el
retorno del nitrégeno a la atmdsfera a través de la desnitrificacion, que en condiciones
andxicas utiliza las formas oxidadas de nitrégeno (NO, y NO3’) como aceptores de
electrones volviendo a la forma original de nitrégeno elemental (Morris y Blackwood,
2015). Ademads de en los ciclos del C y N, los microorganismos del suelo también
participan en los ciclos del fésforo, azufre y hierro, entre otros elementos (Kertesz y
Frossard, 2015). Por lo tanto, dentro de los ciclos biogeoquimicos, las poblaciones
microbianas son capaces de descomponer la materia organica para obtener energia y
elementos para su autoconstruccion.

Finalmente, se podria decir que la diversidad y versatilidad metabdlica de los
microorganismos, que derivan en las reacciones que se producen en estos ciclos
biogeoquimicos constituyen una red muy compleja que, en términos agricolas, facilita
un flujo de los nutrientes desde el suelo hacia las plantas, lo que promueve el
incremento de la fertilidad del suelo (Nannipieri et al., 2002; Six et al., 2006; Bastida et
al., 2008b). Pero ademas, también existen mas procesos por los cuales los
microorganismos pueden favorecen la fertilidad de un suelo, por ejemplo, mediante la
degradacion de compuestos contaminantes, mediante el control de plagas que afectan
a las plantas o mediante la produccion de antibidticos frente a bacterias
potencialmente patdgenas para las plantas (Garbeva et al., 2004; Singh et al., 2004;
Susilo et al., 2004; Ling et al., 2015).

1.1.6 Importancia de los microorganismos para un suelo fértil

Un suelo se considera fértil cuando proporciona condiciones fisicas, quimicas y
biolégicas Optimas para el desarrollo vegetal (Diacono y Montemurro, 2010). Los
microorganismos intervienen en la fertilidad del suelo a través de relaciones complejas
con el propio suelo y las plantas principalmente de dos maneras (Chaparro et al.,
2012). Por un lado, mediante la fijacion del nitrégeno atmosférico en el suelo, la
mejora de la biodisponibilidad de otros elementos quimicos y la liberacién de
sustancias mas asimilables por la plantas a partir de la descomposicién de desechos
organicos (Murphy D.V et al., 2007; van der Heijden et al., 2008). Y, por otro lado,
mediante la inmovilizacidn de nutrientes en forma de biomasa microbiana o en formas
recalcitrantes que constituyen, a largo plazo, una reserva de nutrientes (Brookes et al.,
2008). En este proceso podriamos incluir la humificacién, donde se transforman los
derivados de la materia organica de distintas procedencias en compuestos de mayor
complejidad quimica cuya degradacién es extremadamente lenta, pudiendo persistir
durante cientos de afios en el suelo sin degradarse (Guggenberger, 2005; Diacono y
Montemurro, 2010).

En el aspecto fisico, las sustancias que secretan los microorganismos
intervienen favoreciendo la estabilidad de la estructura del suelo que es fundamental
para la fertilidad del mismo y para la distribucion homogénea del agua.
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Concretamente, las bacterias secretan sustancias adherentes en forma de
polisacaridos que contribuyen a la formacion de micro y macroagregados que
proporcionan estabilidad en el suelo (Voroney y Heck, 2015). Un suelo bien
estructurado favorece la germinacién y el sustento fisico de los -cultivos,
proporcionando un buen reparto del agua evitando la inundacién ante un exceso y su
escasez en periodos de sequia (Tejada et al., 2006).

En términos puramente bioldgicos, el mantenimiento de la diversidad
microbiana es fundamental para mantener la funcionalidad del suelo y, por tanto, su
fertilidad (Kirk et al., 2004; Bhatia, 2008; Kaschuk et al., 2010). La diversidad
microbiana podriamos dividirla en dos aspectos, uno taxondmico y otro funcional,
ambos relacionados entre si. El primero contempla la variedad de taxones microbianos
y, el segundo, la variedad de funciones o reacciones bioquimicas que realizan esos
taxones en el suelo (Zak et al., 1994; Lavelle y Spain, 2003). Las perturbaciones que
sufre el suelo (temperatura, sequia, fertilizacion, enmiendas orgénicas) pueden
modificar su diversidad microbiana (taxonémica y funcional), bien porque alteran la
funcién de los microorganismos presentes en el suelo, o bien porque desequilibran la
abundancia y el reparto de las poblaciones presentes en el suelo (Shade et al., 2012).
Por lo tanto, para que se mantenga la funcionalidad del suelo es importante que se
conserve su diversidad microbiana original. Una mayor diversidad microbiana suele
estar aparejada con una mayor redundancia funcional, es decir, con la capacidad que
tiene un ecosistema de no perder una funcién gracias a que ésta es llevada a cabo por
otro organismo distinto (Allison y Martiny, 2008). Precisamente esta cualidad conduce
a una mayor posibilidad de que una poblacién se mantenga estable frente a una
perturbacién (Kennedy y Stubbs, 2006; Nakatani et al., 2011; Griffiths y Philippot,
2013). Una de las maneras de cuantificar la estabilidad (frente a una perturbacion) de
un ecosistema es por medio de la determinacién de su resistencia y resiliencia. La
resistencia es la capacidad por la cual se mantienen las caracteristicas originales de las
comunidades de un ecosistema ante una perturbacion, mientras que la resiliencia es la
capacidad de recuperacién del estado original de esas comunidades tras sufrir una
alteracion (Shade et al., 2012). Conociendo estos parametros se puede predecir el
comportamiento de una poblacién previamente expuesta a una perturbacién como,
por ejemplo, la sequia (Berard et al., 2012). Hay que destacar que tanto la resistencia
como la resiliencia son cualidades independientes, es decir, que una misma comunidad
puede tener grados distintos de resistencia y de resiliencia. Esto significa que frente a
la misma perturbacién, una comunidad microbiana puede presentar una mayor
sensibilidad que otra (menor resistencia), independientemente de su capacidad de
recuperacion del estado original (resiliencia). Controlando estos factores de la
microbiota del suelo se puede estimar el estado de la misma y de sus funciones y, por
consiguiente, conocer una parte de la fertilidad del suelo.

Resumiendo, una diversidad microbiana elevada (taxondmica y funcional) es de
suma importancia para mantener las funciones del suelo, como la degradacion de la
materia organica o de contaminantes emergentes, y la asimilacion de algunos
compuestos inorganicos. También es importante para preservar la estabilidad de la
microbiota (resistencia y resiliencia) frente a las perturbaciones que el suelo puede
sufrir. Es mas, incluso se ha relacionado el grado de diversidad microbiana del suelo
con el control de la proliferacion de microorganismos aléctonos, algunos de ellos
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patdgenos, ya que, de esta manera, son capaces de competir nutricionalmente con los
organismos invasores (Garbeva et al., 2004; van Elsas et al., 2012). Asi, se puede
prevenir el desarrollo de organismos patdgenos para las plantas, permitiendo la
disminucion del uso de plaguicidas. La suma de estos efectos provoca en el suelo que
se mantengan las condiciones quimicas, fisicas y biolégicas que dan lugar a la fertilidad
del suelo (Figura 1).

MATERIA MICROORGANISMOS
ORGANICA E PATOGENOS DE PLANTAS CONTAMINANTES
INORGANICA EMERGENTES
S N [ h
i MICROBIOTA DEL DIVERSIDAD MICROBIANA |
EMISION DE |} _____ sueo | I ELEVADA |
GAS CO,,
N,O0 o CH,
C'CLQS CONTROL DEGRADACION
BIOGEOQUIMICOS

v N

COMPUESTOS COMPUESTOS
SENCILLOS COMPLEJOS

v v

FERTILIDAD DEL SUELO

Figura 1. Importancia de los microorganismos para un suelo fértil.
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1.1.7 Pérdida de la fertilidad del suelo

Las practicas agricolas intensivas, las cuales hacen un uso elevado de
agroquimicos (pesticidas), fertilizantes de tipo inorganico (NPK), una roturacién
agresiva del suelo, asi como el exceso de regadio, han potenciado la pérdida de
nutrientes y la degradacion de los suelos (Tilman et al., 2002; Jangid et al., 2008; Qin et
al., 2010; Lal, 2011). En los suelos de clima mediterraneo, las altas temperaturas y las
escasas e irregulares precipitaciones estdn acelerando la degradacion del suelo,
favoreciendo que se pierda la materia orgdnica a mayor velocidad de la que se repone
y promoviendo la pérdida de C en forma de CO, (Montemurro et al., 2007; Diacono y
Montemurro, 2010). Esta disminucién de la materia organica también afecta a las
poblaciones microbianas ya que se genera una pérdida de su biomasa y por tanto de
su diversidad produciendo un efecto desfavorable para la fertilidad del suelo (Mader et
al., 2002).

Por el contrario, las técnicas mas conservativas, propias de la agricultura
sostenible, que evitan la roturacidon e incrementan la fertilizacion con enmiendas de
tipo organico, contribuyen a una produccidn agricola econdmicamente sostenible,
manteniendo las caracteristicas del suelo y la diversidad del ecosistema (Fliessbach et
al., 2007; Coleman et al., 2012). Asi, el mantenimiento de la diversidad puede resultar
un hecho caro en términos econdmicos al comienzo pero, sin embargo, los beneficios
obtenidos posteriormente pueden ser incluso mayores, por la reduccién de costes en
regadio, en el uso de pesticidas o de maquinaria agricola (Pimentel et al., 1997).
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1.2 ;Como se mejora la fertilidad del suelo?

Histéricamente el ser humano ha intentado mejorar el rendimiento de las
explotaciones agricolas mediante el uso de fertilizantes que, fundamentalmente, se
clasifican en inorgdnicos (NPK) u organicos (enmiendas organicas). En concreto, dentro
de estos ultimos, la aplicacién de residuos organicos como enmienda de fertilizacién
en suelos agricolas es una practica muy extendida para reciclar estos desechos (Rauch
y Becker, 2000; Diacono y Montemurro, 2010), como una alternativa mas econémica a
mantenerlos en vertederos o incinerarlos (Petersen et al., 2003) y, de esta forma,
disminuir el uso de fertilizantes de tipo inorganico (Hargreaves et al., 2008). Estos
residuos orgdnicos pueden tener diferentes origenes: desechos vegetales o animales,
industrial o urbano (Sofo et al., 2014, Sciubba et al., 2014). Pero todos ellos tienen en
comun la aportacién de grandes cantidades de materia organica al suelo que mejoran
las propiedades del suelo, incrementan la fertilidad y mejoran las propiedades
microbianas (biomasa, actividad y diversidad), ayudando a mantener las funciones que
se realizan en el mismo (Montemurro et al., 2004; Carbonell et al., 2011; Sciubba et al.,
2013). Sin embargo, a pesar de los tratamientos que sufren estos productos antes de
su aplicacién en agricultura, el uso de las enmiendas organicas de procedencia urbana
puede provocar efectos adversos a nivel ambiental y sanitario en el suelo (alteraciones
quimicas, metales pesados, introduccién de patégenos,...) (Singh y Agrawal, 2008;
Zerzghi et al., 2010; Gondim-Porto, 2012).

1.2.1 Los residuos organicos de origen urbano

El crecimiento de la poblacion mundial y su concentracion en las zonas urbanas
conlleva la produccién de altas cantidades de residuos en estas areas. Una gran parte
de estos residuos proceden de la recogida de basuras y de la depuracién de aguas
residuales urbanas (aguas negras, grises y pluviales) (Singh y Agrawal, 2008; Srivastava
et al., 2015). En el caso de la Unidn europea, en 2008 se generaron mas de 88 millones
de toneladas de residuos organicos procedentes de residuos urbanos (peso seco) y
mas de 10 millones de toneladas de lodos de depuradora (peso seco), estimandose
que en el afio 2020 estos valores se incrementaran en un 10% (SEC2010, 2010). Por lo
tanto, la gestion de este tipo de residuos ocupa un papel importante dentro de la
politica ambiental de los organismos europeos y nacionales.

La gestidn de los residuos urbanos sdlidos se realiza en plantas de residuos,
mientras que la de las aguas residuales sucede en las Estaciones de Depuracion de
Aguas Residuales (EDAR), estando ambas actividades reguladas conforme a la Ley
22/2011, de 28 de julio, de residuos y suelos contaminados y el Plan Nacional Integrado
de Residuos (PNIR) (Secretaria de Estado de Cambio Climatico y Gobierno de Espafia,
2009; MAGRAMA y Gobierno de Espaia, 2009; BOE, 2011). Esta legislacion regula que
la elaboracion de estos productos se realice respetando la proteccién del medio
ambiente y la salud humana, y establece que los productos generados se eliminen
preferentemente como fertilizantes en agricultura. Y si esto no fuera posible, se
procederia a su incineracién o, por ultimo, a su depdsito controlado en vertederos.
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1.2.1.1 Compost de residuos urbanos (basura compostada)

Los residuos sdélidos urbanos, también llamados basuras, son los desechos
solidos generados en domicilios particulares, comercios, oficinas o servicios y que son
gestionados preferentemente por los ayuntamientos mediante el reciclado, la
recuperacién y la obtencién de nuevas materias primas o su utilizacién para la
generacion de energia, segin contempla el PNIR (Secretaria de Estado de Cambio
Climatico y Gobierno de Espafia, 2009).

Una vez recogidos, estos residuos son llevados a plantas de tratamiento donde
se clasifican y se valorizan. Una de las operaciones de valorizaciéon es la recuperacion y
tratamiento de los compuestos orgdnicos para su posterior compostaje, donde sufren
una descomposicion aerébica, se reduce la cantidad de patdgenos, se sintetizan
compuestos mas estables y se genera un producto mads homogéneo con una mayor
seguridad sanitaria y ambiental (Figura 2.a) (Cai et al., 2007; Bastida et al., 2008b;
Tarrason et al., 2010; Ramdani et al., 2015). En el proceso de compostaje se pueden
diferenciar dos fases principales: descomposicién y estabilizacién.

En la fase de descomposicion en la materia organica se producen
modificaciones quimicas vy fisicas, como la disminucién del pH, la degradaciéon de los
compuestos mas labiles y el descenso de su volumen (40-50 %). En esta fase la
temperatura puede ser variable, oscilando entre los 15-40 °C (fase meséfila) hasta los
65 °C (termofila), reduciéndose posteriormente la temperatura (fase de decrecimiento
o maduracion). Con el incremento de la temperatura se favorece la eliminacion de los
microorganismos patdgenos y parasitos (Epstein, 1997; Ndegwa y Thompson, 2001).
En la fase de estabilizacidn, los residuos se someten a temperaturas menores
(25-50 °C), realizandose un control del oxigeno por medio de volteados y la
temperatura por medio de sondas. En esta fase se producen los compuestos de
materia organica mas complejos (sustancias humicas) (de Araujo et al., 2010; Ramdani
etal., 2015).

P, ( =% o

Figura 2. Basura compostada (a) y lodo de depuradora (b).
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1.2.1.2 Lodos de depuradora

La depuracién de las aguas residuales urbanas es un proceso necesario, previo
a la devolucién de las aguas a los cursos naturales de agua, debido a la presencia de
contaminantes quimicos, microorganismos patégenos y parasitos (Stackelberg et al.,
2004; Nwachcuku y Gerba, 2004). Como producto de la depuracién del agua se
obtienen fangos o lodos de diversa consistencia (Figura 2.b). Sin embargo, la elevada
presencia de contaminantes y patégenos en estos productos hace necesario disminuir
el riesgo potencial de estos residuos por medio de los diferentes procesos de
tratamiento de lodos (Bitton, 2005), los cuales también reducen el contenido de agua 'y
estabilizan la materia organica. Fundamentalmente, los procesos del tratamiento de
los lodos de depuradora son: espesamiento, estabilizacidon, acondicionamiento vy
deshidratacién.

El espesamiento consiste en la eliminacion del contenido liquido vy
concentracion de los lodos primarios. Con este proceso se elimina el agua libre con el
fin de reducir la cantidad de material a tratar, lo que supone una disminucién del gasto
econémico y obteniéndose un material mas homogéneo. En la estabilizacion se realiza
una digestion microbiana mediante la cual se disminuye la cantidad de compuestos
voldtiles (olores) y de microorganismos patdgenos, produciéndose compuestos mas
estables a partir del metabolismo de los microorganismos digestores. La digestidon
puede realizarse en condiciones aerobias o anaerobias. La digestién aerobia del lodo
se lleva a cabo en presencia de oxigeno produciéndose CO, y agua principalmente. Por
otra parte, la digestién anaerobia genera biogas (principalmente CH; y CO,), que
mediante su combustién puede usarse para la obtencién de energia (IDAE y Instituto
para la Diversificacion y Ahorro de la Energia, 2007; Johansen et al., 2013). Una vez
estabilizados, los lodos de depuradora sufren un proceso de acondicionamiento y
deshidratacion. En el proceso de acondicionamiento se realiza un secado final, donde
también pueden adicionarse compuestos quimicos acondicionadores como floculantes
organicos o inorganicos para aumentar el tamafio de los coloides y de esta manera
facilitar su deshidratacion. En la deshidratacion se elimina el agua por medio de
distintos métodos fisicos: evaporacion, filtracion, prensado, centrifugacion. Gracias a
este proceso se consigue un porcentaje mayor de materia seca y se elimina gran parte
de los microorganismos presentes en los lodos.

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

Segun los datos de Eurostat correspondientes al afio 2012, en Espana se
compostaron un 10 % de los residuos urbanos los cuales pudieron emplearse como
enmienda orgdnica en agricultura (http://ec.europa.eu/eurostat/product?code=8-
25032014-AP), mientras que, por otra parte, el Registro Nacional de Lodos declara que
el 80 % de los lodos procedentes de la depuracion de aguas se esta destinando para la
misma funcion en agricultura (http://www.magrama.gob.es /es/calidad-y-evaluacion-
ambiental/temas/prevencion-y-gestionresiduos/flujos/lodos-depuradora/). En Espania,
la aplicacidn de estos residuos producidos en las urbes se encuentra regulada para su
uso en agricultura (BOE, 1990; Rauch y Becker, 2000; European Commission, 2004; de
Araujo et al., 2010; Diacono y Montemurro, 2010; Franco-Otero et al., 2012). Dentro
de esta legislacion, se hace especial referencia al contenido en metales pesados de las
enmiendas que se aplican, debido a que sus niveles en los residuos organicos tienen
concentraciones superiores a las del suelo, por lo que su aplicacién como enmienda
puede provocar su acumulacién, pudiendo afectar a las plantas y a los
microorganismos (Diacono y Montemurro, 2010; Carbonell et al., 2011; de Santiago-
Martin et al., 2013).

A nivel microbioldgico, la legislacidon espafiola exige la declaracidn, por parte de
los productores y los gestores de los lodos en agricultura, de la presencia de especies
del género Salmonella (UNE-EN I1SO 6579) y el recuento de la bacteria Escherichia coli
por medio de métodos selectivos diferenciales de deteccion de coliformes (ISO 7251),
aungue no indica qué niveles son los aceptables (BOE, 2013). En cambio, en otros
paises como Francia existe una regulacién mas estricta con este asunto (Brochier et al.,
2012) aungue, a nuestro juicio, no lo demasiado detallada como para contemplar otros
aspectos importantes relacionados con la transmisibilidad de resistencias microbianas
a antibidticos o la transmision de patégenos (Haynes et al., 2009; Gondim-Porto,
2012).

1.2.3 Impacto de los residuos organicos en el suelo

La erosidon y degradacion que sufren los suelos por efecto del clima
mediterraneo puede ser remediada mediante el uso de enmiendas organicas (Ros et
al., 2003b; Roig et al., 2012; Siles et al., 2014). De esta manera se consigue una mejora
de las caracteristicas de la calidad del suelo (Van-Camp L. et al., 2004; Tamanini et al.,
2008; Bastida et al., 2008b; Cellier et al., 2012). Sin embargo, no conviene descuidar
los posibles riesgos para la salud humana derivados de la aplicacion de estos
productos, como la contaminaciéon quimica y/o bioldgica, o la pérdida de diversidad
bioldgica (Singh y Agrawal, 2008; Berard et al., 2014; Riber et al., 2014). Por estas
razones, se ha incrementado el nimero de trabajos que evalian el efecto de
diferentes tipos de enmiendas orgdnicas urbanas en el suelo a lo largo de diferentes
periodos de tiempo y diferentes regimenes de aplicacion (Bastida et al., 2013; Riber et
al., 2014; Ramdani et al., 2015).
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1.2.3.1 Alteraciones quimicas de los suelos enmendados

La aplicacion de residuos organicos en el suelo supone principalmente un
aporte externo de materia organica con nutrientes favorables para las plantas
(Mantovi et al., 2005; Diacono y Montemurro, 2010). Este hecho aumenta la capacidad
de intercambio idnico del suelo debido al incremento de las cargas negativas, factor
clave en la disponibilidad de cationes para las plantas. Ademas con las enmiendas
también se incrementan los compuestos inorganicos de nitréogeno (amonio, nitratos y
nitritos) y el fosforo disponible.

Desde la perspectiva de cdmo se afecta el ciclo del C tras la aplicacién de
enmiendas en el suelo agricola, fundamentalmente se produce un incremento general
del C organico (Corg) (Lal, 2004a; Bastida et al., 2013). La permanencia de este C en el
suelo depende del grado de complejidad quimica de los compuestos de C de la
enmienda aplicada, que a su vez depende del proceso de elaboracion de la misma
(Tarrason et al., 2010). Una parte de ese Corg Se encuentra como fraccion soluble (Cso)
que contiene una proporcién considerable de carbono de facil degradacién (labil) que
potencia la actividad de los microorganismos del suelo puesto que es facilmente
degradable. Sin embargo, también parte de este C,; puede ser recalcitrante y presenta
una degradacidon sera mas lenta, pudiendo permanecer mas tiempo en el suelo
(Marschner et al., 2003; Blagodatskaya y Kuzyakov, 2008; Hao et al., 2013).

Por otra parte, los compuestos de N también se incrementan con la adicién de
las enmiendas orgdnicas, lo que es importante ya que tiene un cardcter limitante en los
suelos del clima mediterraneo (Bastida et al., 2009). Al igual que ocurre con los
compuestos de carbono, con los de N también existen diferencias segln la naturaleza
del residuo organico que se aplique. Se pueden encontrar compuestos orgdanicos
(aminoacidos o proteinas) o inorganicos (amonio, nitratos y nitritos). Los residuos
compostados parecen tener una menor proporcion de compuestos de N inorganico
(Fourti, 2013), mientras que en los lodos de depuradora sin compostar predominan las
formas inorganicas como el amonio (Smith y Tibbett, 2004). Con respecto a la fraccion
organica del N aportada por las enmiendas, ésta es mineralizada para dar lugar a
amonio (Geisseler et al., 2010), que tras sucesivas oxidaciones, puede transformarse
en nitrito y nitrato (nitrificacion) (Ojeda et al., 2006). Este proceso metabdlico se
potencia cuando se afiaden enmiendas organicas al suelo, debido al aumento
generalizado de la actividad metabdlica. Por su parte, el N inorganico puede quedar
retenido en los coloides del suelo (arcillas o materia organica) pudiendo hacerse
biodisponible para las plantas (Santibafez et al., 2007). No obstante, también puede
movilizarse hacia horizontes mas profundos del perfil del suelo por medio de procesos
de lixiviacién, pudiendo provocar efectos contaminantes a nivel freatico (Esteller et al.,
2009).

Sin embargo, existen también efectos quimicos perniciosos para la salud de los
organismos que viven en el suelo derivados de la aplicacion de residuos urbanos, que
también pueden crear un riesgo sanitario por introducirse en la cadena alimentaria,
como es el caso de los contaminantes orgdnicos emergentes (Carbonell et al., 2009;
Clarke y Smith, 2011; Zuloaga et al., 2012). A modo de ejemplo, se ha descrito que
determinados pesticidas pueden permanecer un mayor tiempo en el suelo al
encontrarse protegidos por la materia organica afadida y no ser degradados por los
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microorganismos (Said-Pullicino et al., 2004). Otros compuestos que suponen un
riesgo para la salud son los metales pesados. Su presencia ha sido detectada en las
enmiendas organicas (Singh y Agrawal, 2008; Poulsen et al., 2013; Berard et al., 2014)
y es un factor limitante a la hora de su utilizacion en agricultura, por lo que se
promueve la disminucién de su contenido mediante la separacién de los residuos
antes de la elaboracién de las enmiendas (Hargreaves et al., 2008). Sin embargo, una
vez en el suelo, estos elementos pueden ser inmovilizados por el contenido en
sustancias humicas y por el pH (basico) o bien ser movilizados por lixiviacién,
pudiéndose transferir a las aguas subterraneas (Singh y Agrawal, 2008). La presencia
de metales en el suelo puede generar un estrés sobre la microbiota del suelo
(Fliessbach et al., 1994; Giller et al., 1998).

1.2.3.2 Alteraciones fisico-quimicas y fisicas de los suelos enmendados

Como hemos visto hasta ahora, la aplicacion de enmiendas produce cambios en
la composiciéon quimica del suelo. Asociados a ellos hay otros cambios importantes
como son el pH, la conductividad eléctrica o la cantidad de agua. El efecto sobre el pH
del suelo depende del tipo de enmienda que se adiciona y sobre todo del propio suelo
(Choudhary et al., 2011), pudiéndose producir un aumento o una disminucién (Singh y
Agrawal, 2008). Los cambios de pH en el suelo influyen sobre la disponibilidad de los
nutrientes y de algunos contaminantes (metales pesados), pero también sobre la
actividad bioldgica del suelo (Hargreaves et al., 2008; Franco-Otero et al., 2012). Por
otra parte, la presencia de compuestos cargados, asi como de sales inorganicas tras la
aplicacion de enmiendas supone también un incremento de la conductividad eléctrica
(Pascual et al., 2007). A altas concentraciones estas sustancias pueden llegar a ser
nocivas para el desarrollo de algunos cultivos vegetales y de algunos microorganismos
(Sardinha et al., 2003; Singh y Agrawal, 2008; Hargreaves et al., 2008; Iwai et al., 2012).
La adicién de enmiendas también produce un incremento de la humedad, muchas
veces ocasionado por el contenido de agua que contienen los propios residuos,
aunqgue también porque se puede mejorar la capacidad de retencién de agua del suelo
(water holding capacity, WHC), lo cual favorece la actividad de los microorganismos del
suelo (Manzoni et al., 2011; Schjgnning et al., 2011; Berard et al., 2012).

El aporte de materia organica mejora las caracteristicas fisicas del suelo
(Diacono y Montemurro, 2010; Hemmat et al., 2010; Gonzalez-Ubierna et al., 2012).
Asi, su aplicacion se ha relacionado con la presencia de compuestos de carbono labiles
que intervienen en la formacion de agregados, al menos a corto plazo (Garcia-Orenes
et al., 2009). Pero, ademads, otras fracciones del carbono mucho mas complejas
también son capaces de interaccionar con las fracciones minerales del suelo,
contribuyendo a que la estabilidad de los agregados resultantes sea mayor (Tarrasén
et al., 2007). En este proceso las cargas eléctricas de la materia organica promueven la
formacion de nuevos enlaces idnicos, produciéndose la formacién de poros y la
disminucién de la densidad aparente y, finalmente, incrementandose la estabilidad del
agregado y mejorandose la WHC, como se ha comentado anteriormente (Singh y
Agrawal, 2008; Hargreaves et al., 2008). Esta mejora de las propiedades fisicas del
suelo por incremento de la agregacién y de la acumulacién de agua es una medida
preventiva frente a la erosién del suelo (Ojeda et al., 2003) y mejora la estabilidad y el
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desarrollo de las funciones de los ecosistemas edaficos (Tejada et al., 2009; Jha et al.,
2012).

1.2.3.3 Alteraciones microbioldgicas de los suelos enmendados

Los cambios de cardcter quimico y fisico tras la aplicacién de enmiendas alteran
la microbiota del suelo a nivel poblacional y metabdlico (Bastida et al., 2008b;
Abubaker et al., 2013). Aunque realmente se trata de un sistema interrelacionado
(Figura 3).

La estructura de las poblaciones puede modificarse porque se promueve el
crecimiento de algunos grupos microbianos, presentes ya en el suelo o introducidos
con las enmiendas (Ros et al., 2003b; Jangid et al., 2008; Bastida et al., 2008b; Tejada
et al., 2009). Por el contrario, también puede producirse la inhibicion de algunos
grupos microbianos debido al exceso de nutrientes, cambios en el pH, aumento de
salinidad, presencia de metales pesados u otros contaminantes presentes en las
enmiendas. Por regla general, en términos metabdlicos se produce el incremento de
varias caracteristicas microbianas del suelo, como son la biomasa microbiana y la
actividad metabdlica (Anderson y Domsch, 1990; Campbell et al., 2003; Nannipieri et
al., 2003; Diacono y Montemurro, 2010), asi como modificaciones en el perfil
metabdlico de consumo de determinados sustratos por parte de las poblaciones del
suelo (Frag et al., 2012; Torres et al., 2015). Por lo tanto, los cambios microbianos que
se producen en el suelo tras la aplicacién de las enmiendas pueden ser indicativos, de
manera indirecta, de alteraciones en el estado fisico y quimico y por este motivo su
observacién se realiza para la evaluacién de la calidad del suelo (Anderson, 2003;
Bastida et al., 2008c).

Por otro lado, aunque el tratamiento de las enmiendas durante su produccién
reduce de forma significativa la presencia de bacterias patdgenas, la eliminacién de las
mismas no esta totalmente garantizada (Bonjoch y Blanch, 2009). De hecho, en suelos
enmendados se ha detectado la presencia de coliformes fecales u otras bacterias de
origen fecal (Epstein, 1998; Hargreaves et al., 2008; Riviere et al., 2009; Qiao et al.,
2013; Hong et al., 2013), las cuales pueden causar un riesgo a nivel sanitario y
ambiental por ser patdgenas o por ser potencialmente transmisoras de resistencias a
antibioticos (Singh y Agrawal, 2008; Gondim-Porto, 2012; Frac et al., 2014; Riber et al.,
2014). De esta forma, con la aplicacion de enmiendas orgdnicas se podria modificar la
microbiota natural del suelo por la introduccion de microorganismos aléctonos,
ademads de compuestos quimicos toxicos (como metales, detergentes, pesticidas o
derivados farmacéuticos). Esto puede suponer un riesgo ambiental y sanitario en el
suelo, ya que podrian proliferar microorganismos patdégenos que pueden llegar a los
cultivos o al agua ademds de producirse una alteracién de la biodiversidad del suelo lo
gue conlleva efectos negativos en su funcionalidad y fertilidad.
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APLICACION DE RESIDUOS ORGANICOS EN EL SUELO

-

Figura 3. Alteraciones producidas en el suelo tras la adicion de enmiendas organicas.
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1.3 ;CoOmo se puede determinar si la aplicacion de
enmiendas organicas es perjudicial para el suelo?

Como hemos podido comprobar en los apartados anteriores, las alteraciones
gue se producen en el suelo (entre las que se encuentran las derivadas de la aplicacién
de enmiendas organicas) son beneficiosas o perjudiciales para el suelo en funcion de
diversos parametros medidos. Una perspectiva a partir de la cual se pueden
contemplar estos parametros es a través del estudio de la salud o de la calidad del
suelo. A grandes rasgos, los términos de salud y calidad del suelo vienen a definir, con
sus matices, la capacidad del suelo de realizar sus funciones. Estos términos pueden
emplearse semanticamente de forma indistinta. No obstante, hemos preferido utilizar
el término salud del suelo porque consideramos tiene un significado mas amplio que
engloba el uso del suelo en agricultura dentro de un contexto de preservaciéon del
ambiente.

1.3.1 ;Qué significa el término salud del suelo?

Una de las definiciones mas establecidas de salud del suelo en la literatura
cientifica se refiere a “la capacidad que tiene un suelo vivo de desarrollar sus funciones
de ecosistema, llevando a cabo fines agropecuarios de forma sostenible, manteniendo
la calidad del aire y del agua y promoviendo, asi, la salud de las plantas, animales y
humanos” (Doran, 2002). Cuando el ecosistema del suelo se desequilibra y comienza a
necesitar el aporte externo de nutrientes para la produccién vegetal se produce una
pérdida de su salud (Brussaard et al., 2004). Esta situacidn tiene lugar en diversas
circunstancias: cuando se retira la cubierta vegetal del suelo, cuando se producen
determinados eventos naturales (e.g. incendios), o cuando se emplean en el suelo
técnicas de cultivo intensivas que provocan la pérdida de nutrientes (Diacono vy
Montemurro, 2010). En esta linea, el suelo del clima mediterraneo se ha sefialado
como uno de los suelos mas especialmente afectados (Siles et al., 2014).

1.3.2 ;Como podemos evaluar la salud del suelo?

Para determinar el estado de la salud de un suelo es necesario analizar una
serie de caracteristicas o indicadores quimicos, fisicos y bioldgicos, que responden de
forma diferente a las perturbaciones que sufre el suelo (Doran, 2002). La textura del
suelo, la estabilidad de los agregados, la humedad y la porosidad son los indicadores
fisicos mds utilizados, mientras que los indicadores quimicos mas empleados son los
que determinan la cantidad de la materia organica, el carbono total, el nitrégeno total
y algunos compuestos minerales (Idowu et al., 2008). Sin embargo, la informacién que
proporcionan todos estos indicadores se encuentra incompleta sin la aportacién de los
indicadores de tipo bioldgico, que proporcionan una respuesta a veces mas rapida y de
mayor riqueza porque aportan informacién acerca de las funciones que se realizan en
el suelo (Mijangos et al., 2006). En términos generales, desde un punto de vista
puramente microbioldgico, los tres tipos de indicadores pueden clasificarse en no
microbianos y microbianos (Garbisu et al., 2011). Dentro de los primeros podriamos
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incluir los quimicos y fisicos y algunos biolégicos de caracter no microbiolégico,
basados en plantas o en animales, como la medicion de la mesofauna
(microartrépodos y nematodos) y macrofauna (macroartrépodos y anélidos). Los
microbianos se dividen en indicadores de la cantidad de biomasa, como el carbono
microbiano (Cn,ic) del suelo, la tasa respiracidn inducida a través de sustrato (SIR) o el
nivel de ATP; e indicadores de la actividad microbiana, como la respiracion basal (RB),
el N degradable, la nitrificacion potencial o la actividad de determinadas enzimas. Por
ultimo, se podrian mencionar los indicadores de diversidad microbiana o funcional,
como la determinacién de los perfiles metabdlicos o CLPPs (community level
physiological profiles) (Bhatia, 2008).

1.3.3 Indicadores no microbianos
1.3.3.1 Quimicos

Aunque el contenido de materia orgdnica puede considerarse como un
indicador de tipo biolégico (Idowu et al., 2008), en nuestro caso lo hemos clasificado
dentro de los quimicos (Veum et al., 2014). Esta considerada como un indicador muy
atil, ya que tiene una presencia muy ubicua en el suelo y porque aporta informacién
sobre la productividad del suelo y la estabilizacién fisica de su estructura (Lal, 2004b;
Lal, 2006; Giacometti et al., 2013). Y se correlaciona de forma positiva con la fertilidad
del suelo al influir directamente en el almacenamiento de otros nutrientes esenciales,
como el N, la capacidad de retenciéon del agua, y la estabilidad de los agregados
(Bennett et al., 2010; Veum et al., 2014).

Para completar el conjunto de indicadores quimicos de la salud del suelo,
Idowu y colaboradores realizaron una seleccion de componentes quimicos también
importantes en estos términos (ldowu et al., 2008). Entre ellos se pueden destacar el
fosforo disponible y algunos metales (K, Cu, Fe, Mn y Zn). Por nuestra parte, también
consideramos relevante la inclusién del estudio de algunos metales pesados y otros
contaminantes orgdnicos emergentes como, por ejemplo, derivados de la industria
guimica o farmacéutica (plasticos, gomas, fragancias, hormonas, antibioticos,...)
(Poggio et al., 2008; Clarke y Smith, 2011).

La aplicacion de enmiendas organicas en el suelo produce un incremento del
carbono organico total, del nitrégeno y del fésforo disponible (Sharma et al., 2010;
Katterer et al., 2014; Aparna et al., 2014). Este incremento de materia organica,
ademas de a nivel quimico, provoca efectos a nivel fisico y bioldgico, los cuales se
encuentran interrelacionados (Diacono y Montemurro, 2010), por lo que su estudio es
de extrema importancia en los suelos enmendados con residuos organicos.

1.3.3.2 Indicadores fisicos y fisico-quimicos.

Generalmente, la determinacién de estos indicadores tiene un coste bajo y se
pueden medir de forma sencilla. Entre los indicadores que hemos clasificado como
fisicos, se encuentran la textura del suelo, la densidad aparente, la porosidad y la
estabilidad de los agregados, que guardan relacion con la consistencia del suelo. Estos
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indicadores pueden correlacionarse con procesos hidrolégicos como la escorrentia o la
infiltracién (Schoenholtz et al., 2000; Arshad y Martin, 2002; Sharma et al., 2010), por
lo que a partir de sus valores se puede estimar el grado de erosién que puede sufrir el
suelo analizado (Dexter, 2004). En general, los suelos que presentan una mayor
estabilidad de su estructura cuentan con un mayor contenido de materia organica
(Majumder et al., 2010; Bini et al., 2013), un grado elevado de macroporosidad, de
permeabilidad frente al agua y al aire y con un 6ptimo desarrollo de las raices
vegetales en el suelo (Tejada et al., 2006). Estas condiciones favorecen la existencia de
diferentes nichos bioldgicos, promoviendo la actividad de los microorganismos vy el
mantenimiento de su diversidad (Qin et al., 2010; Lagomarsino et al., 2012).

Como indicador de tipo fisico-quimico de la salud del suelo, podemos
considerar la determinacion de la conductividad eléctrica (CE), que se encuentra
relacionada con la salinidad del suelo. El incremento de este parametro ha sido
relacionado con un descenso de la productividad vegetal (Gupta y Abrol, 1990; Doran vy
Zeiss, 2000; Arshad y Martin, 2002; Eigenberg et al., 2002; Ferreras et al., 2006) y con
alteraciones de la biomasa o de la estructura de las poblaciones microbianas del suelo
(Pankhurst et al., 2001; Sardinha et al., 2003; Jorge-Mardomingo et al., 2013). Por otra
parte, el pH del suelo también ha sido empleado como indicador en un elevado
numero de investigaciones, ya que su valor se encuentra muy relacionado con la
distribucién de los nutrientes en el suelo, la toxicidad de algunos compuestos, como
los metales pesados (Schoenholtz et al., 2000; Arshad y Martin, 2002; Singh y Agrawal,
2008), (de Santiago-Martin et al., 2013), e influye sobre la distribucién de la microbiota
del suelo de forma muy directa (Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2009).

Las investigaciones de suelos tratados con enmiendas organicas sefialan
alteraciones de algunas de estas variables en el suelo como, por ejemplo, el descenso
generalizado del pH, el aumento de la conductividad eléctrica y del grado de humedad
medida en el suelo (Melero et al., 2006; Gonzalez-Ubierna et al., 2012; Ge et al., 2013).
Por otro lado, el incremento de la materia organica contribuye a la formacién de
agregados en el suelo y, por tanto, a la estabilidad de su estructura fisica (Bongiovanni
y Lobartini, 2006; Tejada y Gonzalez, 2007; Verchot et al., 2011).

1.3.3.3 Indicadores bioldgicos (no microbianos)

Cada vez se encuentra mas extendido el uso de los indicadores bioldgicos para
evaluar la salud del suelo debido a la importancia de los procesos bioldgicos en las
funciones del suelo y la sensibilidad que muestran frente a las alteraciones del suelo
como, por ejemplo, la aplicacion de enmiendas organicas (Fliessbach et al., 2007;
Creamer et al., 2014). El tipo de organismos que se puede utilizar es muy variado, pero
habitualmente se usan invertebrados como los artréopodos y anélidos por su elevada
diversidad en el suelo y proximidad a los microorganismos (Filip, 2002; Lavelle y Spain,
2003). Los anélidos, como las lombrices de tierra, se consideran buenos indicadores
biolégicos de la salud del suelo por su capacidad de producir canales y mejorar la
aireacion y distribucion de agua, ademas de por ser portadores de una microbiota
caracteristica. En el caso de los artrépodos, la mayoria de ellos desarrollan alguna fase
de su ciclo vital en el suelo favoreciendo la circulacion del aire y del agua, ademas de
formar parte de la cadena tréfica, lo que redunda en una mejor distribucién de
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nutrientes a lo largo del suelo aumentando su disponibilidad para los microorganismos
(Coleman y Wall, 2015).

¢ Quimicos: materia organica, cationes, fésforo disponible, metales
pesados y contaminantes emergentes.
no e Fisicosy fisico-quimicos: textura del suelo, porosidad, estabilidad de
. . los agregados, pH, conductividad eléctrica y humedad.
microbianos [eslsdansladng cooeay i ,
* Bioldgicos(no microbianos): analisis de anélidos y artrépodos.

| SALUD DEL SUELO ]

¢ Indicadores de biomasa: Fl, FE, SIRy ATP.

¢ Indicadores de actividad metabdlica: Respiracion basal o actividades
enzimaticas concretas.

1376 [ToF=1s [0] 4 =10 * Indicadores de diversidad funcional: anélisis de CLPPs mediante
sistemas Ecoplate™, multiSIR o MicroResp™.

¢ Indicadores de diversidad microbiana:
— Fenotipicos: analisis de los fosfolipidos (PLFA).
— Genotipicos: extraccion de DNA, amplificacion del gen 16S (en el

casode bacterias) seguido de otrastécnicas (Pirosecuenciacion).

Indicadores

microbianos

Figura 4. Indicadores de la salud del suelo.

1.3.4 Indicadores microbianos

Los indicadores microbianos son de gran importancia porque miden con
rapidez y sensibilidad el estado del suelo frente a distintos usos agricolas vy
tratamientos (Fliessbach et al., 2007; Garcia-Orenes et al., 2013). Esto es debido a que
el valor de estos indicadores depende de otros previamente comentados, como el
contenido de materia organica, el pH, la estructura fisica del suelo, o de otros aspectos
ambientales, como la temperatura y la humedad (Arshad y Martin, 2002; Brockett et
al., 2011).

1.3.4.1 Indicadores de biomasa y actividad metabdlica

La medicién de la biomasa microbiana y su actividad metabdlica se ha
empleado en un gran numero de analisis del estado de suelos alterados por diferentes
motivos, como la influencia de los factores climaticos, técnicas agricolas o diferentes
regimenes de fertilizacion (Pérez-Piqueres et al., 2006; Chapman et al., 2007; Singh vy
Agrawal, 2008; Li et al., 2008; Zhao et al., 2014).

La biomasa microbiana del suelo constituye la parte de los microorganismos
vivos presentes en él y se ha relacionado con distintos aspectos como las funciones de
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los microorganismos del suelo, la diversidad microbiana, la actividad enzimatica, la
descomposicién de residuos organicos, los ciclos de los elementos, la solubilizacién de
algunos nutrientes, la degradacidon de compuestos xenobidticos nocivos, la estructura
del suelo, el almacenamiento de la materia orgdnica y el control de patégenos de las
plantas (Kaschuk et al., 2010). Existen tres métodos habituales para la determinacién
de este parametro (Kandeler, 2015): 1) por el método fumigacién-incubacion (Fl) en el
gue se compara el CO, emitido en dos muestras del mismo suelo, una fumigada con
cloroformo y otra no, (Jenkinson y Powlson, 1976), 2) por el método fumigacion-
extraccion (FE) en el que se compara el carbono microbiano extraido de dos muestras
del mismo suelo, una fumigada con cloroformo y otra no, medido mediante oxidacién
con permanganato potdsico (Vance et al.,, 1987) y 3) por determinaciéon de la
produccién de CO, en presencia de una solucién de glucosa o extracto de levadura
(Substrate induced respiration, SIR) (Anderson y Domsch, 1978; Fierer y Schimel, 2003)
gue se produce por la estimulacién de la respiracion de parte de la poblacidn viva del
suelo. Estas son las técnicas mas empleadas, aunque con la medicion de ATP en el
suelo también se puede estimar la biomasa (Jenkinson y Oades, 1979), ademas de ser
también un indicador de la actividad de las poblaciones del suelo (Dilly, 2001).

Dentro de la parte que se refiere a la actividad microbiana, se puede
determinar la respiracion basal del suelo (RB) (Bastida et al., 2008c; Creamer et al.,
2014) o las actividades metabodlicas concretas frente a determinados sustratos
(actividades enzimaticas). En el primero de estos procesos se mide la produccién de
CO, debida a la respiracion o mineralizacién de la materia orgdnica presente en el
suelo, la cual depende entre otros factores de su grado de complejidad y cantidad
(Zhang et al., 2006). Asi, la pérdida de materia organica del suelo, por ejemplo por
deforestacién, reduce el contenido en materia orgdnica y, por tanto, la RB de sus
poblaciones microbianas (Bastida et al., 2006). Por el contrario, en un suelo agricola
manejado de forma sostenible la actividad microbiana es mayor, favoreciéndose un
aumento de su RB (Babujia et al., 2010). El segundo de estos indicadores en realidad
consiste en la medicién de un conjunto de actividades enzimaticas que sirven para
indicar la salud del suelo cuando se observan variaciones en ellas (Nannipieri et al.,
2002; Taylor et al., 2002; Acosta-Martinez et al., 2007; Bowles et al., 2014). Las
actividades enzimaticas de los microorganismos pueden proceder de enzimas
constitutivas o adaptativas, relacionadas con la proliferacidn o con algunas reacciones
concretas de los ciclos biogeoquimicos (Schimel y Bennett, 2004; Kandeler, 2015). Y
también son capaces de indicar el tipo de actividad microbiana. Por ejemplo, la
actividad de la catalasa y deshidrogenasa indicarian la actividad interna de los
microorganismos porque son enzimas intracelulares, mientras que las enzimas
hidrolasas (como la ureasa, proteasa, fosfatasa y glucosidasa, que son extracelulares)
se emplean para conocer la cantidad y la calidad de la materia organica del suelo, ya
que participan en sus procesos de degradacion (Castaldi et al., 2008). En general, estas
técnicas detectan un incremento de la biomasa y la actividad metabdlica de las
poblaciones microbianas del suelo tras la adicién de las enmiendas debido al
incremento en nutrientes (Singh y Agrawal, 2008; de Araujo et al., 2010) y son lo
suficientemente sensibles como para aportar informacion acerca del tipo de enmienda
utilizada y, ademas, de informar si ésta contiene algin compuesto toxico que pudiera
afectar a la microbiota del suelo (de Araujo et al., 2010; Tarrason et al., 2010).
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1.3.4.2 Indicadores de la diversidad funcional

Este tipo de indicadores mide los perfiles de consumo de una serie de sustratos
y su uso cada vez se encuentra mads extendido porque aporta informacién sobre los
procesos metabdlicos que el suelo es capaz de desempeiiar. Es de gran utilidad
especialmente cuando no es posible obtener una informacién mas precisa de las
poblaciones, como su diversidad taxondmica (Kennedy y Smith, 1995; Sharma et al.,
2010; Kandeler, 2015). Teniendo en cuenta que el metabolismo microbiano es reflejo
de la diversidad genética y los factores ambientales y ecoldgicos, los perfiles
metabdlicos son de gran utilidad para determinar el estado del suelo (Zak et al., 1994).
Asi, una de las formas de determinar la diversidad funcional es por medio de los
perfiles metabdlicos de consumo de una serie de sustratos organicos o CLPPs
(Community-level physiological profiles) (Garland y Mills, 1991), puesto que el
metabolismo de los sustratos de carbono es fundamental para el desarrollo de las
funciones ecoldgicas que realizan los microorganismos en el suelo (Campbell et al.,
2008; Lerch et al., 2013). Existen diferentes dispositivos comerciales para la medicién
de CLPPs. El método original fue desarrollado por Garland como Biolog plate, que
consistié en un ensayo miniaturizado de la degradacién por oxidacién de 95 sustratos
de carbono donde se produce la reduccidon de un compuesto que da color en el medio
de cultivo (Garland y Mills, 1991). La seleccién de los sustratos de carbono utilizados se
basé en aquellos presentes de forma habitual en el suelo, perfeccionandose mas tarde
con nuevos sustratos de una mayor relevancia ecolégica (Campbell et al., 1997).
Posteriormente, se introdujeron mejoras en estos sistemas, como por ejemplo en el
sistema Ecoplate™, que disponia Gnicamente de 31 sustratos mds especificos (Insam,
1997). La principal critica a estos sistemas reside en que la actividad se mide
Unicamente en la fraccion procedente de un extracto de suelo (Chapman et al., 2007).
Ademas de estos sistemas, otros se basan en la determinacién del oxigeno consumido
para la degradacion de los distintos sustratos (Garland et al., 2003) y otros que, por el
contrario, miden la cantidad de CO, emitida en el mismo proceso. Dentro de estos
ultimos, Degens y colaboradores desarrollaron un método en el que se media la
respiracion inducida por los sustratos (SIR) con muestras de suelo entero introducidas
en botellas (multi-SIR) (Degens y Harris, 1997). Posteriormente, esta metodologia fue
miniaturizada en placas multipocillo por Campbell en el dispositivo Microresp™
(Campbell et al., 2003). MicroResp™ ofrece un método rapido y sensible para la
determinacién de CLPPs en el suelo, por lo que se ha utilizado para diferentes tipos de
suelos de cultivo, suelos contaminados, suelos tratados con distintas enmiendas o bajo
distintas condiciones ambientales (Campbell et al., 2008; Oren y Steinberger, 2008;
Berard et al., 2011; Berard et al., 2012; Wakelin et al., 2013; Berard et al., 2014). Con el
uso de estas técnicas en los suelos tratados con enmiendas organicas no hay un Unico
resultado y se ha comprobado la aparicién tanto de un incremento de la diversidad
catabodlica (CLPP) (Frag et al., 2012; Torres et al., 2015), como una disminucion (Bastida
et al., 2013). Sin embargo, las técnicas basadas en la medicién de CLPPs son utiles para
discriminar la presencia de diferentes enmiendas organicas en el suelo, asi como para
determinar el estado de su microbiota (Pérez-Piqueres et al., 2006; Cordovil et al.,
2011).
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1.3.4.3 Indicadores de la diversidad microbiana

La salud de un suelo puede ser evaluada analizando la estructura de las
comunidades microbianas, dado que las variaciones de éstas son muy sensibles a los
cambios producidos en el suelo como, por ejemplo, tras el uso de distintas técnicas
agricolas (Allison y Martiny, 2008; Rachid et al., 2013). Segun Alkorta y colaboradores,
las técnicas que analizan las comunidades microbianas se pueden clasificar en
fenotipicas o genotipicas. Las primeras recogerian los indicadores comentados en el
punto anterior, correspondientes a la funcionalidad de las poblaciones (CLPPs) y las
actividades enzimaticas, y al estudio molecular de otras estructuras celulares
(fosfolipidos), mientras que las segundas englobarian al conjunto de técnicas
moleculares derivadas del estudio del material genético, que son independientes de
cultivo (Alkorta et al., 2003). La principal razén que motiva el uso de estas técnicas
moleculares radica en su mayor significacion estadistica ya que analiza un mayor
numero de datos de las poblaciones presentes en las muestras de suelo. En cambio, las
técnicas dependientes de cultivo (fenotipicas) solamente son capaces de detectar una
pequeia parte de la microbiota del suelo (cercana al 10 % en el caso de las bacterias),
debido a la dificultad que existe a la hora de desarrollar condiciones de crecimiento
apropiadas (Torsvik et al., 1998; Atlas y Bartha, 2002; Shokralla et al., 2012).

Entre las técnicas moleculares podemos encontrar las que miden algunas
estructuras celulares o las que se basan en la determinacidon del material genético
presente en el suelo. En las primeras, una de las técnicas mas empleadas es la que
estudia la composicidon en acidos grasos de los fosfolipidos de membranas celulares
(phospholipid fatty acid analysis, PLFA) que es distinta en funcién del tipo de
microorganismo, pudiéndose determinar de esta manera las proporciones existentes
de cada uno de ellos entre los distintos tipos de comunidades microbianas y, de esta
forma, conocer si se han producido alteraciones tras distintas condiciones. Esta técnica
se ha empleado en el andlisis del suelo bajo distintas condiciones ambientales
(Frostegard et al., 1991; Bossio et al., 1998; Bailey et al., 2002; Normand et al., 2015), o
por el uso de distintas enmiendas (Petersen et al., 2003; Bastida et al., 2008b; Nicolas
et al., 2014). A pesar de la rapidez de esta técnica, el uso de la misma podria ser
impreciso en algunos casos ya que la proporcién de estos componentes de membrana
es variable segun las condiciones ambientales en las que se encuentren los
microorganismos y su estatus fisiolégico (Joux et al., 2015), por lo que se sugiere el
empleo de otras técnicas con una mayor resolucién, como aquellas basadas en el
analisis del material genético (Garcia-Orenes et al., 2013).

Estas técnicas estan basadas en el genotipo y mdas concretamente en el estudio
de la metagendmica (Myrold et al., 2014). Para el estudio de las bacterias, muchas de
ellas se encuentran basadas en la secuenciacion del gen 16S bacteriano, cuyo anlisis
ha contribuido a grandes avances para el estudio de la biodiversidad y la ecologia
microbiana (Tringe et al., 2005; Elshahed et al., 2008; Bevivino et al., 2014). La
amplificacidn de este gen seguida de distintos métodos, denominados de huella digital
(fingerprinting), como DGGE/TGGE, T-RFLP, ARDRA, RISA (Kirk et al., 2004), o
simplemente utilizando técnicas de secuenciacion sencillas (Sanger) o de tipo masivo
como la pirosecuenciacién (Roesch et al., 2007; Hamady et al., 2008; Ros et al., 2011;
Curiel Yuste et al., 2014), son de gran utilidad para conocer la composicién de las
comunidades microbianas en diferentes ambientes. Una de las ventajas de estas
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técnicas es que se puede profundizar en todos los niveles taxondmicos de las
poblaciones desde el nivel de filo bacteriano hasta el de especie. No obstante, el
concepto de especie en microbiologia es complicado de definir dada la gran
variabilidad que tienen los microorganismos asi como la existencia de procesos de
transmisidn horizontal de material genético entre diferentes organismos. Sin embargo,
pese a la potencia de estas técnicas, éstas no deben de considerarse de forma Unica
puesto que pueden presentar limitaciones (Ushio et al., 2014). Por ello, es necesario
complementar la informacién obtenida entre diversas técnicas (Ge et al., 2013).

Por lo tanto, la importancia de medir la salud del suelo por medio de
indicadores microbianos moleculares es debida a la elevada proporcién de informacién
genética que nos proporciona (Bastida et al., 2008c), que se encuentra basada en un
rango de 3000 a 11000 genes por gramo de suelo (Torsvik y @vreas, 2002). Por esta
razon, el incremento en el nimero de estudios que usan estos indicadores ha crecido
de forma importante (Fierer et al., 2012b; Carbonetto et al., 2014). Como ya se ha
comentado previamente, la diversidad microbiana es de gran importancia para que el
suelo pueda llevar a cabo sus funciones. Por lo que con la informacidon obtenida
mediante estos indicadores microbianos genéticos podemos describir la diversidad
taxondmica de las poblaciones presentes en el suelo, ademdas de la diversidad
funcional, por ejemplo mediante la determinacién de genes que codifiquen enzimas
involucradas en distintas funciones del suelo (Bastida et al., 2008c).

En términos de diversidad microbiana, la adicion de enmiendas en el suelo
provoca distintos efectos. La mayor parte de los estudios sefala un incremento de la
diversidad, tanto taxondmica como funcional, debido a la adicion externa de una
mezcla de compuestos organicos (Farrell et al., 2010; Thuy et al., 2014; Zhen et al.,
2014). Sin embargo, en algunos casos también puede producirse una disminucién de la
misma (Chaudhry et al., 2012), debida a diferentes aspectos relacionados
directamente con las enmiendas como, por ejemplo, el contenido en metales pesados
(Gans et al., 2005), o bien, a cambios fisico-quimicos como la modificacién del pH
(Fierer y Jackson, 2006). Otra razén, ahora microbiolédgica, podria ser la sustitucién
temporal de las poblaciones nativas del suelo por parte de las poblaciones afiadidas
por las enmiendas en grandes cantidades (Gondim-Porto, 2012).

A partir de un ensayo previo en el que se evalud el efecto de distintas
cantidades de lodos de depuradora en el mismo tipo de suelo agricola (Gondim-Porto,
2012), mediante el analisis presente hemos pretendido ampliar el estudio de la
evaluacion de los efectos sobre la salud del suelo tras la aplicacion de una cantidad
elevada de basura compostada y de lodos de depuradora (160 Mg ha™). La razén de
utilizar esta cantidad se debe a que los agricultores emplean cantidades elevadas a
veces durante afios consecutivos. Nosotros hemos preferido realizar la aplicacién en
una sola vez, analizando su evolucién sin ninguna otra manipulaciéon durante 30 meses,
de tal manera que la cantidad anual total aplicada fuese muy similar a la que se utiliza
en agricultura de manera habitual. En este trabajo hemos pretendido describir cémo
se afecta la salud del suelo mediante marcadores microbianos (fisiolégicos, de
actividad microbiana y de diversidad funcional y taxondmica) medidos de forma
trimestral a lo largo de, al menos, 24 meses, de tal manera que nos permitiera sugerir
qué tipo de enmienda es mas favorable para el suelo desde el punto de vista
ambiental.

49



1.4 Objetivos generales

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

Describir marcadores metabdélicos y taxondmicos que definan las alteraciones
microbianas que se producen en un suelo enmendado.

50



Capitulo II

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

La aplicacion de residuos organicos en el suelo se realiza principalmente por dos
razones: para eliminar la gran cantidad de residuos organicos generados en las urbes y
para mejorar las caracteristicas del suelo mediante un aumento de su cantidad de materia
organica. No obstante, su aplicacién provoca cambios en la composiciéon quimica y en el
estado fisico del suelo, que se reflejan en la aparicion de cambios en la microbiota
presente en el mismo. En este sentido, algunas variables fisioldgicas de las poblaciones
microbianas del suelo, como la respiracién basal (RB) y la biomasa, son utiles para evaluar
el estado microbiano de un suelo tratado con estos residuos. Por regla general, se produce
un incremento del valor de estas variables, el cual indica una potenciacidn de la actividad
microbiana del suelo y, por tanto, de su funcionalidad. Sin embargo, también se pueden
producir aspectos negativos como una liberacién excesiva del carbono a la atmdsfera en
forma de CO, o alteraciones de la biomasa microbiana, que pueden persistir durante afios.
Es por ello, que consideramos que la monitorizacién de estos pardmetros en el suelo
constituye un enfoque apropiado para evaluar el impacto a largo plazo de diferentes
enmiendas organicas sobre la microbiota de los suelos agricolas.

En el presente andlisis se ha determinado la RB y la biomasa microbiana de suelos
agricolas tratados con elevadas dosis (160 Mgha™) de diferentes residuos organicos:
basura compostada (suelo B) y lodos de depuradora aerobio (suelo A) y anaerobio (suelo
N). Los muestreos se realizaron trimestralmente a lo largo de dos afios en el caso de los
suelos A y N, y dos aflos y medio en el del suelo B. Para medir estos pardmetros
microbioldgicos se ha utilizado una adaptacién del sistema comercial MicroResp™, que
permite la evaluacién de gran cantidad de muestras en un formato de multipocillo.

La RB del suelo se incrementé durante el primer afo, especialmente en los
primeros muestreos de todos los suelos enmendados. Durante el segundo afio de ensayo,
la RB del suelo se mantuvo elevada en los suelos enmendados con lodos de depuradora
pero disminuyd en el suelo B, alcanzando valores préoximos a los del suelo control. La
distinta composicién quimica de las enmiendas podria ser la responsable de estas
diferencias, puesto que los valores de RB dependieron fundamentalmente de la fracciéon
mas |abil del carbono anadido. Por otra parte, la biomasa microbiana se incrementd y fue
superior a la del suelo control en la mayor parte de los suelos tratados con enmiendas a lo
largo de todo el andlisis, en este caso debido a un aumento generalizado de la cantidad de
materia orgdnica. A pesar de que las enmiendas ejercieron un papel importante en el
desarrollo de estos cambios, sobre todo en los primeros muestreos, la influencia de los
factores climaticos como la humedad y la temperatura también fue relevante.

Del andlisis de los valores del cociente metabdlico (qCO,, relacién de la actividad
respiratoria por unidad de biomasa) podemos concluir que las poblaciones microbianas de
los suelos A y N permanecieron alteradas incluso 2 afios después de la aplicacién de las
enmiendas, indicando que no se encontraban completamente adaptadas. Sin embargo, las
poblaciones del suelo B adquirieron una estabilidad similar a la del suelo control
caracterizada por valores bajos de qCO,, lo que indica que las enmiendas compostadas
afectan durante menos tiempo la actividad metabdlica de las poblaciones microbianas del
suelo, disminuyendo la produccién de gases de efecto invernadero, pero sin dejar de
incrementar la cantidad de materia orgdnica.
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2.2 Introduccion

La utilizacién de residuos organicos procedentes de areas urbanas para mejorar
las condiciones del suelo constituye una practica muy extendida en agricultura que
ayuda a resolver el problema del incremento constante de la cantidad de residuos
producidos en las ciudades. Esta adiciéon provoca la modificacion de muchas
caracteristicas del suelo (Diacono y Montemurro, 2010) como, por ejemplo, la
estabilidad de los agregados, el pH y otros factores fisico-quimicos, asi como la
composicidon en materia orgdnica y otros nutrientes que, finalmente, influyen sobre la
biomasa microbiana y su actividad (Enwall et al., 2007; Franco-Otero et al., 2012;
Nicolas et al., 2014), especialmente si estas enmiendas son aplicadas a dosis elevadas.
En términos ambientales y agricolas, el incremento de la actividad de los
microorganismos tras la adicion de las enmiendas promueve la liberaciéon de
compuestos que mejoran el desarrollo de la vegetacién y la formacién de agregados en
el suelo (de Araujo et al., 2010; Thangarajan et al., 2013; Nicolas et al., 2014).

Gran parte de las investigaciones indican que la adicién de enmiendas
orgdnicas con un alto contenido en nutrientes labiles promueve el incremento de la
actividad microbiana. Esta puede ser determinada por medio de la medicién de la
respiracion basal (RB), la cual se incrementa inmediatamente como respuesta a la
adicién de compuestos de facil degradacidn, proceso conocido como efecto activador
o priming effect (Kuzyakov et al., 2000; Blagodatskaya y Kuzyakov, 2008). De esta
manera, el grado de complejidad quimica de las sustancias (labiles o recalcitrantes) de
las enmiendas orgdnicas influye directamente sobre Ila actividad de los
microorganismos del suelo (Tarrasén et al., 2010). En este sentido, la presencia de
compuestos de carbono labiles provoca una mineralizacion mas rapida (Marschner et
al., 2003; Saviozzi et al., 2014), mientras que la degradacion de compuestos de
caracter quimico mas complejo provoca una mineralizacion mas lenta al metabolizarse
en plazos de tiempo mas largos (Zhao et al., 2008).

Ademas del incremento de la RB, la aplicacién de enmiendas organicas provoca
el incremento de la biomasa microbiana (Watson et al., 2002; de Araujo et al., 2010;
Diacono y Montemurro, 2010; Sciubba et al., 2014). Este incremento se encuentra
relacionado con la disponibilidad de nutrientes en el suelo, debido a que las
poblaciones microbianas son capaces de utilizarlos para su crecimiento (Pavan et al.,
2005). Por otro lado, diversos autores sugieren que parte del incremento de la
biomasa microbiana también se debe a la adicion de los propios microorganismos
presentes en las propias enmiendas (Garcia-Gil et al., 2000; Ros et al., 2006a).

La determinacién de la RB se fundamenta en la medicién del CO, emitido por
parte de los microorganismos del suelo. De forma similar, la biomasa se puede
determinar estimulando la respiracion del suelo mediante la adicién de una solucién
de glucosa o de extracto de levadura (substrate induced respiration, SIR). Ambos se
tratan de métodos fisioldgicos habituales en este campo (Anderson y Domsch, 1978;
West y Sparling, 1986; Fierer et al., 2003; Berard et al., 2011) que presentan ventajas
como su sencillez, rapidez y bajo coste (Kandeler, 2015). Ademas, la medicién de la
respiracion basal (RB) y de la biomasa microbiana del suelo tras la aplicaciéon de
enmiendas orgdnicas se utiliza habitualmente para evaluar el estado de la microbiota
del suelo (Ros et al., 2006b; Bastida et al., 2008b; Sciubba et al., 2014). La mayor parte
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de los estudios realizados coinciden en que se produce un incremento del valor de
dichas variables, que puede observarse durante periodos largos de tiempo (Bastida et
al., 2008a; Gondim-Porto, 2012), y que ha sido siempre considerado como un signo
positivo de la salud del suelo (Diacono y Montemurro, 2010).

Sin embargo, no siempre un incremento de la respiracién y/o biomasa supone
un efecto beneficioso, ni un sintoma de un estado saludable del suelo.
Independientemente de que la aplicacion de enmiendas orgdnicas mejore las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Lal, 2004a), la microbiota del suelo puede
verse afectada por la presencia de sustancias téxicas en los residuos organicos (Singh y
Agrawal, 2008; Martinez-Blanco et al., 2013). Por ejemplo, los metales pesados u otros
compuestos nocivos de las enmiendas podrian alterar los valores normales de
respiracion y de biomasa microbiana del suelo (Pavan et al., 2005; Jiménez et al., 2007;
de Araujo et al., 2010; Li et al., 2013). En este sentido, la observacién de algunos
indices fisioldgicos, como el cociente metabdlico (qCO,), que relacionan ambas
variables, puede ser una manera util de abordar el impacto causado sobre las
poblaciones microbianas (Anderson y Domsch, 2010). De hecho, su uso se encuentra
muy extendido en este tipo de estudios (Jorge-Mardomingo et al., 2013; Bran Nogueira
Cardoso et al., 2013; Mattana et al.,, 2014). Asi, un incremento de la actividad
respiratoria por unidad de biomasa (qCO,) suele ser interpretado en algunos casos
como un sintoma de estrés de las poblaciones microbianas del suelo (Kayikcioglu,
2013).

Por lo tanto, la aplicacién de enmiendas orgdnicas en suelos agricolas influye de
forma positiva sobre las caracteristicas del suelo, aunque a la luz de diversos trabajos
la microbiota del suelo puede verse afectada de diferente manera en funcion del tipo y
cantidad de enmienda aplicada. Por esta razén, consideramos que el estudio de las
alteraciones fisioldgicas, provocadas por la adicién de altas dosis de distintas
enmiendas organicas en la microbiota del suelo a través de la medicién de la RB y de la
biomasa microbiana, puede ayudar a esclarecer el impacto sanitario y ambiental de
esta practica agricola.

2.3 Objetivo especifico

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

2.4.1 Caracteristicas del suelo agricola y de las enmiendas
organicas

A continuacion se describen el suelo agricola utilizado durante todo el trabajo y
las enmiendas orgdnicas que se aplicaron sobre el mismo. Estas enmiendas orgdanicas
fueron proporcionadas por una planta de gestion de residuos sélidos urbanos
(basura compostada, BC) y por dos estaciones de depuracién de aguas residuales
(EDAR) (lodo aerobio, LAE; y lodo anaerobio, LANAE) durante los aifios 2009 y 2010.

2.4.1.1 Area de estudio: localizacién y contexto edafolégico

El presente trabajo se llevd a cabo en unas parcelas agricolas localizadas en el
centro de experimentacién agraria “La isla”, propiedad del Instituto Madrilefio de
Investigacion y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario (IMIDRA) de la Comunidad de
Madrid en el municipio de Arganda del Rey (Figura 5).
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Figura 5. Localizacion de las parcelas de estudio.

Localizacion y disposicidn de las parcelas en la finca experimental “La isla” del IMIDRA
situado a 40° 18" 43"’ de latitud, 3° 26" de longitud y 618 m de altitud. En la ampliacién
se muestra una fotografia de satélite de las parcelas agricolas de experimentacién.
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El suelo de la finca experimental estaba compuesto de sedimentos cuaternarios
de la cuenca del rio Jarama. Estos sedimentos de origen aluvial dieron lugar a un
Fluvisol calcéreo que en la actualidad presenta caracteristicas propias de Antrosol (IUSS
Working Group WRB, 2007), por tener una marcada influencia humana debido a su uso
agricola, a pesar de que llevaba mas de 10 anos sin utilizarse con estos fines.

Morfolégicamente se pudieron diferenciar tres horizontes, en primer lugar un
horizonte antropopedogénico superficial (Ap) (0-40 cm) con propiedades analogas a
un horizonte Anthragric, con un contenido en carbono organico préximo al 1 %, un pH
moderadamente basico (pH=8), baja pedregosidad superficial y alta permeabilidad. En
este primer horizonte es en el cual se tomaron las muestras (Tabla 1). Inmediatamente
debajo de este horizonte, el suelo contenia un horizonte subsuperficial (AC)
(40-105 cm) con una marcada compactacién por el uso de maquinaria agricola de
manera intensiva, aunque también se aprecié en la morfologia cambios texturales de
acumulacién de arcillas. Por ultimo, se distinguieron diversos horizontes de tipo C,
entre los 105-200 cm, que se diferenciaron por cambios texturales de los materiales
provenientes del transporte fluvial.

Profundidad (cm) | Arena fina (%) [ Limo (%) | Arena (%) | Arcilla (%) | Clase textural
0-20 7,8 41,3 23,6 27,3 Franco-arcilloso
20-40 1,5 29,1 41,1 28,1 Franco-arcilloso

Tabla 1. Textura del horizonte superficial del que se obtuvieron las muestras.
Datos cedidos por el grupo del profesor Casermeiro del Departamento de Edafologia
de la Facultad de Farmacia (UCM).

2.4.1.2 Enmiendas orgdnicas: Basuras compostadas y lodos de
depuradora

Las enmiendas organicas constituyen un producto derivado del procesamiento
de los principales residuos generados en las areas urbanas. Tras diversos tratamientos,
las basuras recogidas (residuos urbanos) son procesadas en instalaciones de gestién de
residuos. Por otra parte, de la depuracidon de aguas urbanas en EDAR se obtienen los
lodos. Las enmiendas utilizadas en este trabajo fueron:

e Basura compostada (BC): residuos urbanos cuya fraccién organica sufrié un
proceso de compostaje. La enmienda procede del centro de compostaje del
Parque Tecnolégico de Valdemingdmez, que procesa los residuos urbanos
procedentes del municipio de Madrid.

e Lodos generados por digestidon aerobia (LAE): Tras el proceso de digestion se
realiza un proceso de secado al aire. Este lodo proviene de la EDAR de Toledo
(Castilla-La Mancha).

e Lodos generados por digestion anaerobia (LANAE): Este lodo proviene de la
EDAR de San Fernando de Henares (Madrid).

La composicidn quimica de los residuos se muestra en la Tabla 2.
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BC | LAE |[LANAE BC | LAE |LANAE
Pesoseco (%) | 33,9 | 23,2 | 22,1 P(gkg?) 37| 7,4 15,3
pH 65 | 82 | 7,7 K(gkg?) 4,7 | 54 | 44
CE (dSm™) 158 | 1,5 | 1,4 Ca(gkg™) 41 | 35 50
TOC (gkg?) |195,3|344,9| 249,9 Mg(gkg?) | 51| 3 4,8
Lp, (%C) 45 | 69 | 38 Fe(gkg) | 51| 4 6,1
Lp, (% C) 43 | 95| 36 cd (mgkg™) | 0,89 0,78 2
R (%C) 7,04 | 85 | 63 Cr(mgkg?) | 108 | 17 71
CO;> (%) 59 | 1,3 | 41 Cu(mgkg?) | 231 91 | 232
N, (gkg™) 19,1 | 42,01 46,01 Hg(mgkg?) | 14 | 01 5
NH4"*-N (mgkg?)| 0,16 | 22 | 21 Ni(mgkg?) | 7 | 21 35
NO,-N (mgkg?)| 0,05 | nd | nd Pb(mgkg?) | 132 | 28 | 265
C/N 102 | 82 | 54 Zn(mgkg) | 433 | 237 | 129

Tabla 2. Composicion quimica de las enmiendas organicas.

Basura compostada (BC); lodo obtenido por digestion aerobia (LAE) y anaerobia
(LANAE); Parametros fisicos y quimicos: conductividad eléctrica (CE), carbono
orgdanico total (TOC), fraccidon de carbono labil 1 (Lp1), fraccién de carbono labil 2
(Lp2), fraccion de carbono recalcitrante (R), nitrégeno total (N1), dato no disponible
(nd). Estos datos fueron proporcionados por los suministradores respectivos de la
enmiendas. Todos los datos de la tabla estan referidos a peso seco de la enmienda.

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

2.4.2 Diseio experimental

Las enmiendas fueron recibidas y aplicadas en dos momentos distintos del afio
(como se detalla mas adelante) realizandose el primer muestreo una semana después
de ser adicionadas. Se decidié aplicar una concentracién elevada (160 Mg ha™) al igual
gue en otras investigaciones realizadas por nuestro grupo de investigacién (Gondim-
Porto y Navarro-Garcia, 2010; Gondim-Porto, 2012; Gonzdalez-Ubierna et al., 2012;
Jorge-Mardomingo, 2014).

2.4.2.1 Distribucion de las parcelas, nomenclatura, calendario y datos
climdticos de los muestreos

Las enmiendas orgdnicas se depositaron en parcelas de 15x5m a una
concentracién de 160 Mg ha™, en dos momentos concretos: noviembre de 2009 para
el caso de la basura compostada (BC) y mayo de 2010 para los lodos de depuradora
(LAE y LANAE). Ademas de las parcelas con enmiendas (suelos B, A y N,
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respectivamente para cada enmienda) se incluyé una parcela control (suelo S) en la
que se realizaron los mismos anadlisis que en las parcelas de suelos enmendados
(Figura 6). Este esquema basico de 4 tipos de parcelas se realizé por triplicado. Las
parcelas se distanciaron de las adyacentes (5 o 10 m) para evitar posibles influencias o
contaminaciones cruzadas. Las enmiendas se mezclaron con el horizonte superficial
mediante el uso de un motocultor dejando transcurrir una semana hasta que se realizé
el primero de los muestreos, el cual se llevé a cabo el 1 de diciembre de 2009 para las
parcelas de SO y BO (Tabla 3) o el 10 de mayo de 2010 para las parcelas de A0 y NO.
Desde el momento de la aplicacién de las enmiendas no se realizd ninguna actividad
agricola, ni de mantenimiento ni de regadio. En las estaciones de primavera y verano
se observd el crecimiento de vegetacion silvestre sin destacarse grandes diferencias
entre unas parcelas y otras.

sm N A N A N A

Figura 6. Esquema de la distribucion, dimensiones de las parcelas y nomenclatura de
las mismas.

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

2.4.2.2 Recogida y pre-tratamiento de las muestras

La recogida de muestras se realizd entre los meses de diciembre de 2009 y
junio de 2012 tomdandose las muestras cada 3 meses (Tabla 3), conforme a la
metodologia descrita por Paetz (Paetz y Wilke, 2005). Se utilizd una barrena
ergondmica de la casa comercial Eijkelkamp, disefiada para la toma de muestras
cilindricas de suelo. En cada parcela se muestrearon tres puntos distintos de suelo
(submuestras). Las tres submuestras cilindricas se mezclaron en una bolsa estéril,
distinta para cada parcela (réplica), y a continuacion se almacend en dos fracciones:
una mayoritaria para los analisis metabdlicos, en recipientes de analisis clinicos

59



estériles de 2 L, y una menor, para los andlisis moleculares, en tubos estériles de tipo
Falcon de 50 mL (Labolan, REF. 100489). En total, en cada muestreo, se recogieron 12
recipientes de 2 L y 12 tubos Falcon, correspondientes a las 12 parcelas.

En el laboratorio las muestras se almacenaron a distintas temperaturas. La
parte de las muestras destinadas al analisis molecular (en tubos Falcon) se conservé
a -80 °C hasta el momento de su analisis (descrito en el capitulo 1V), mientras que la
parte de destinada a los analisis metabdlicos (envases de 2 L) se conservo a 4 °C.

Amplitud Humedad s
., L. Temperatura , . |Precipitacion
S| B|A|N Fecha Estacion | térmica 1o atmosférica
media (°C) . (mm)
(°C) media (%)
SO |[BO| -] - ||01/12/2009| Otoiio 9,17 6,44 77,70 0,00*
S1|(B1| -| - §22/03/2010| Invierno 15,56 13,05 69,03 0,00*
S2 | B2 ([AO|NO||10/05/2010 | Primavera 9,09 12,88 77,40 1,60*
S3 | B3 ([A1|N1§12/07/2010| Verano 15,81 29,11 32,09 0,00
S4 | B4 ([A2|N2||18/10/2010| Otoiio 17,63 8,70 56,61 0,00*
S5 | B5 ([A3|N3 §24/01/2011| Invierno 13,24 0,91 50,99 0,00
S6 | B6 [A4|N4||12/04/2011 |Primavera| 14,82 16,42 51,73 0,00
S7 | B7 [A5|N5§11/07/2011| Verano 24,64 25,63 34,26 0,00
S8 | B8 [A6|N6|/10/10/2011| Otoiio 22,02 17,83 43,92 0,00
S9 | B9 (A7|N7§19/12/2011| Invierno 14,45 1,64 78,80 0,00*
S10|B10|A8|N8|(09/04/2012 | Primavera| 20,59 13,81 58,94 0,00*

Tabla 3. Nomenclatura, fechas y datos ambientales de los dias de muestreo.

Suelo control (S0-S10), suelo tratado con LAE (A0-A8) y suelo tratado con LANAE (NO-
N8). Los muestreos marcados (*) registraron precipitaciones durante la semana previa
a la toma de muestras. Los datos se obtuvieron de la propia estacién meteoroldgica de
la finca experimental (cédigo 3195, dependiente de la AEMET). Para consultar los
datos climatolégicos completos véase ANEXO 1.

Al final del estudio, se obtuvieron un total de 43 muestras correspondientes a 3
muestras de enmienda, y 40 muestras de suelo. Las muestras de suelo se
corresponden con un total de 11 de las parcelas de suelo control (S0-S10), 11 de las
parcelas de suelos tratado con BC (B0-B10), 9 de las parcelas de lodos aerobios (A0-A8)
y 9 de las parcelas con lodos anaerobios (NO-N8). Al existir 3 réplicas de cada tipo de
suelo, se obtuvieron un total de 123 submuestras.

2.4.3 Metodologia para la medicion de la respiracion basal y de la
biomasa microbiana

Para la determinacién de la respiracion basal (RB) y de la biomasa microbiana
se realizé una adaptacién del sistema MicroResp'™, disefiado originalmente para la
medicion de CLPPs (Campbell et al., 2003). Para el caso de la RB se mididé el CO,
emitido por las muestras de suelo tras la adicién de agua. Para la determinacién de la
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biomasa microbiana se midié el CO, emitido por el suelo tras la adicién de extracto de
levadura, basandonos en la respiracién inducida a partir de un sustrato (SIR) (Anderson
y Domsch, 1978; Fierer et al., 2003).

2.4.3.1 Tratamiento de las muestras para andlisis metabdlicos

Las muestras de suelo fueron conservadas a 4 °C hasta el momento de su
andlisis. Antes del ensayo se tamizaron (2 mm) y se procedié a la eliminacién de
piedras y restos vegetales. A continuacion, se determind la humedad de la muestra de
suelo y se procedié a su ajuste con agua (en los casos necesarios) hasta alcanzar un
valor entre el 30-60 % de la capacidad de campo del suelo (WHC), tal y como
recomienda el manual de MicroResp™ (Campbell et al., 2006). La razén basica de este
ajuste reside en que las muestras no deben estar muy hiumedas ya que se restringiria
el intercambio gaseoso, pero tampoco han de estar muy secas ya que se veria afectada
la actividad microbiana.

Posteriormente, se estabilizd la muestra de suelo dentro de un recipiente
sellado herméticamente a 24 °C durante un periodo de 48 horas. Las condiciones
internas del recipiente se mantuvieron a una humedad constante, mediante la adicién
de agua en el recipiente para conseguir un ambiente humedo, y con una atmésfera
pobre en CO, generada con la presencia de cal sodada (Soda lime, Sigma-Aldrich) que
retiene la mayor parte del CO, del ambiente.

2.4.3.2 Fundamento del sistema Microresp™

Una vez estabilizadas las muestras como se indica previamente, se utilizé el
sistema Microresp™ para la medicidon de la RB y de la biomasa microbiana. Este
dispositivo captura el CO, emitido por la muestra de suelo con una placa de deteccién
multipocillo (96 pocillos). En el caso de la RB se afiadié agua ultrapura para estimular la
respiracion y determinar el CO, emitido sin la adicién de otros sustratos distintos a los
del suelo. Para determinar la biomasa microbiana se midié el CO, emitido a partir de la
induccion de la respiracién a través de un sustrato complejo como es una solucion de
extracto de levadura (Substrate induced respiration, SIR) (Fierer et al., 2003). Tras
4 horas de ensayo, el CO, emitido, correspondiente al consumo de los sustratos
presentes en el suelo (RB) o la solucion de extracto de levadura (biomasa) afiadida, se
retuvo en la placa de deteccién que porta un gel indicador. El CO, es producido por la
respiracion de una parte de los organismos del suelo, especialmente los que crecen
mas rapido, como es el caso de las bacterias. Cuando el CO, emitido difunde a través
del gel indicador lo acidifica, haciendo virar el color del indicador de pH de rojo a
amarillo (Figura 7). Posteriormente se determina el cambio de color del indicador por
medio de técnicas espectrofotométricas.
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GEL INDICADOR Pocillo de deteccién
AGAR
ROJO DE CRESOL
kd Juntade goma
NaHCO, ,
Microresp™
Camara de aire
Pocillode la
placade

Suelo + fuente de
carbono

sustratos

Figura 7. Esquema de la
determinacion de CO, del
sistema Microresp™.
Detalle de uno de los pocillos
de la placa de incubacion.
Modificado del manual
(Campbell et al., 2006).

2.4.3.3 Preparacion de las placas de deteccion de CO:

En cada placa de deteccién se distribuyd una mezcla alcalina en forma de gel
compuesta por agar y un indicador de pH (rojo de cresol) (Figura 8). El gel indicador,
previamente fundido, se dispensé manualmente con una pipeta multicanal en placas
multipocillo (96 pocillos) de fondo plano (Nunc™ F96 Cert. Maxisorp. Nunc-inmuno
plate). Tras la solidificacion del gel indicador, las placas de deteccion se almacenaron
en una caja hermética en presencia de cal sodada para atrapar el CO,, y de agua para
mantener la humedad. Antes de su utilizacidn se realizé un control de calidad de las
mismas a simple vista y midiendo su absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro
de placas de 96 pocillos (Model 680 microplate reader, Biorad).

., Concentracion final
Placa de deteccion .
en el pocillo
Rojo de cresol 20 pug mL*!
KCl 240 mM
NaHCO, 4 mM

Figura 8. Composicion del gel indicador y preparacion de las placas de deteccién.
Se utilizé la modificacion del protocolo propuesta por (Lalor et al., 2007).
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2.4.3.4 Preparacion de las placas de ensayo

Para la determinacién de la biomasa microbiana se prepard una solucion
acuosa de extracto de levadura al 16 % que se esterilizd por calor himedo en
autoclave. Por otra parte, para el ensayo de RB se utilizé agua estéril ultrapura
(Millipore). Cada liquido se dispensd en cada mitad de una placa (esterilizada) de 96
pocillos con un volumen de 2 mL (Nunc™ U96 PP 2 mL; Deepwell Natural) a razén de
56,25 pL en cada pocillo hasta completar la placa. El volumen de solucién dispensado
fue determinado en experimentos previos realizados en la puesta a punto de la técnica
(Nadal, 2010).

2.4.4 Medicion de la respiracion basal y de la biomasa microbiana
del suelo

Cada muestra de suelo fue incubada a 24 °C en una placa en la que se midié
simultdneamente la respiracién basal (RB) y la biomasa microbiana del suelo. La
cantidad de CO, emitida se determind a partir de la diferencia de la densidad dptica a
595 nm, por lo que se realizaron dos mediciones, a las 0 horas y 4 horas. Previamente,
el sistema Microresp™ fue cargado con las muestras de suelo, como se indica en el
manual de instrucciones del sistema (Campbell et al., 2006), con la ayuda de un
dispensador (incluido en el kit). En este caso, el suelo se distribuyé en 80 pocillos, 40
para calcular la RB con agua y 40 para la biomasa con extracto de levadura. Los 16
pocillos restantes correspondieron a los controles (agua y solucion de extracto de
levadura, respectivamente). La masa de suelo por pocillo se estimd por diferencia
entre la placa vacia y la placa cargada dividiéndose, posteriormente, entre 80. Una vez
medida la absorbancia inicial (0h) de la placa de deteccién se colocdé de forma
invertida sobre la placa de ensayo, procediéndose al cierre del sistema MicroResp™
mediante una junta de goma y unos pestillos de seguridad para garantizar que no
hubiese contaminacidn cruzada con los pocillos adyacentes e impedir la pérdida del
CO, (Figura 9). El sistema completo se incubd en una estufa durante 4 horas a una
temperatura constante de 24 °C. El tiempo de incubacién se determind en ensayos
previos realizados en la puesta a punto del método (Nadal, 2010).

Figura 9. Dispositivo Microresp™.
Partes del sistema (tomado de http://www.microresp.com/).
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2.4.5 Tratamiento de los datos del sistema MicroResp™

Los datos de las absorbancias de la placa de deteccidén, obtenidas al inicio
(0 horas) vy al final del tiempo de incubacion (4 horas), fueron procesados como se
indica en el manual de Microresp™ (Expresién 1) (Campbell et al., 2006).

1. Estandarizacion de las medidas de densidad 6ptica.

Aq(4h) estand.= (Atan)/Arony) X (Promedio A on))
A¢(0n) estand.= (Aton)/Atony) X (promedio Ay(on))

At(onjestand.: Lectura de la absorbancia del pocillo at=0 h.
Ayanjestand.: Lectura de la absorbancia del pocillo al finalizar la incubacion t=4 h.

2. Transformacion de la absorbancia en %C0O, emitido.

%COZ(i)= 0,0992 + (25,49 X (4_,24_ X 10'6)Ai)

Donde Ai puede ser: At(Oh) estand. O At(4h) estand.

3. Transformacién de % CO, en tasa de produccion de CO,.

(% CO5 (4 h) - % CO, (0 h)) 44 12
( : 100 : X 950x (m)x (E)

peso suelo por pocillo x (% peso seco/100)

)/ 4n

Expresion 1. Estandarizacion (1), transformacion de las medidas de absorbancia (2),
transformacion del % CO, en tasa de produccion de CO, (ug CO,-C/g/h) (3).
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2.4.6 Conversion de los valores SIR-extracto de levadura en
carbono microbiano (Cmic)

La respuesta respiratoria (SIR) con la que se estimé la biomasa con MicroResp™
es proporcional a la cantidad de C microbiano (Cpic) presente en la muestra de suelo
(Kandeler, 2015). De esta forma, los resultados de SIR-extracto de levadura pueden ser
convertidos en biomasa de C microbiano aplicando el siguiente factor de conversién
(Expresion 2), derivado de la calibracion de SIR y la técnica de determinacidon de
biomasa por fumigacidon con cloroformo descrita por Anderson (Anderson y Domsch,
1978).

Cmic= 40,04 SIR +0,37
Cyvic: biomasa C (mg 100 g™ suelo)
SIR: tasa de respiracién (mL CO, 100 g'1 suelo h'l)

Expresion 2. Transformacidn de SIR en carbono microbiano Cic.

2.4.7 Tratamientos estadisticos

Los datos fueron procesados de forma rutinaria mediante Excel 2007
(Microsoft). La normalidad de los datos fue contrastada con el test de
Kolmogorov-Smirnov. Para comprobar la homocedasticidad de las muestras se aplicé la
prueba de homogeneidad de varianzas de Levene (SPSS v19, IBM). La comparacién de
medias se realizd con la prueba T de Student para dos muestras, ANOVA de un factor
para mas de dos muestras y ANOVA de dos factores para evaluar la influencia de los
factores que intervinieron sobre las diferencias (Prism 6, GraphPad software). Por regla
general, en los casos en los que la interaccion de los factores del ANOVA de dos
factores fue significativa, se consideré como predominante aquel factor que explicé al
menos el doble del porcentaje de la varianza del otro factor. El test post hoc de Tukey
se utilizd para la obtencidon de subgrupos homogéneos con un nivel de confianza
superior al 95 % (P<0,05) (SPSS). Para el andlisis de correlaciones (ANEXO 4) se utilizo
el coeficiente de correlacion de Pearson r (Prism 6).
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2.5 Resultados

La RB y la biomasa microbiana fueron medidas en el suelo control (suelos S) y
en los tres tipos de suelos enmendados (suelos B, A y N). Se analizaron un total de 11
muestrasde S; 11 de B; 9de Ay9de N, alo largo de los afios 2009 a 2012.

2.5.1 Analisis de la respiracion y biomasa del suelo B

La aplicacion de basura compostada (BC) en el suelo produjo un aumento de la
respiracion basal (RB). En la Figura 10.a se puede observar que los valores de RB del
suelo tratado con BC (suelo B) fueron significativamente superiores a los del suelo
control (suelo S), principalmente durante los muestreos del primer afio (0-4).
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Figura 10. Respiracion basal del
suelo B.

(a) Valores medios y tabla resumen
del ANOVA de dos factores.

(b) Ratio de la respiracion basal
(suelo B/suelo S).

(a). Las barras representan la media de
la respiraciéon basal (n=3) con el error
estandar medio (SEM). En color blanco,
el suelo control, y en color azul el suelo
tratado. Los simbolos ***, ** y *
representan el grado de significacién de
las diferencias entre suelos (P<0,001;
P<0,01 y P<0,05, respectivamente), “ns”
indica que no hubo diferencias
significativas. La tabla integrada en (a)
muestra los factores predominantes del
ANOVA de dos factores (realizado a lo
largo de 2, 4 y 11 muestreos). “T” indica
si predomind el factor tratamiento vy
“M” si fue el factor muestreo. Cuando
se representa con letra minuscula indica
gue existid una interaccién significativa
entre ambos factores y en mayuscula
que no hubo interaccién. (b). Los
diferentes subconjuntos en los que se
agrupan los muestreos (test post hoc
Tukey) a partir del ANOVA de un factor
se indican mediante letras diferentes
sobre las barras. En el eje de abscisas se
muestra el numero de muestreo
(tomado cada tres meses) y las letras,
las estaciones del ano.




a

ug C-CO,g soil*h™*

Ratio biomasa (B/S)

N
1

Igualmente, la proporcién de la alteracion, estimada mediante el célculo del
cociente (ratio) de RB (suelos B/suelo S), mostré resultados similares, en los que se
comprueba que la RB se incrementd de 4 a 6 veces en el suelo B a lo largo del primer
afio (muestreos del 0 al 4) (Figura 10.b). Sin embargo, a partir del segundo afio la RB
del suelo B alcanzé valores similares a los del suelo control (muestreos 5, 6 y 9) e
incluso mostré valores inferiores (8 y 10) (Figura 10.a). Segun indican los resultados
obtenidos en el ANOVA de dos factores, el incremento de la RB coincidié con la
influencia predominante que ejercié la BC (factor tratamiento) durante los primeros
muestreos, ya que no mostré interacciones significativas con el factor muestreo
durante el primer afio (0-4). En cambio, a lo largo de todo el analisis (11 muestreos), la
interaccion de ambos factores (tratamiento y muestreo) fue significativa pero, dentro
de esa interaccion, el factor muestreo fue el mas influyente (Figura 10.a).
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Figura 11. Biomasa microbiana del
suelo B.

(a) Valores medios y tabla resumen
del ANOVA de dos factores.

(b) Ratio de la biomasa microbiana
(suelo B/suelo S).

(a). Las barras representan la media de
la respiracién basal (n=3) con el error
estandar medio (SEM). En color blanco,
el suelo control, y en color naranja el
suelo tratado. Los simbolos ***, ** y *,
representan el grado de significacion de
las diferencias entre suelos (P<0,001;
P<0,01 y P<0,05, respectivamente),
“ns” indica que no hubo diferencias
significativas. La tabla integrada en (a)
muestra los factores predominantes del
ANOVA de dos factores (realizado a lo
largo de 2, 4 y 11 muestreos). “T” indica
si predomind el factor tratamiento y
“M” si fue el factor muestreo. Cuando
se representa con letra mindscula
indica que existi6 una interaccion
significativa entre ambos factores y en
mayuscula que no hubo interaccion.
(b). Los diferentes subconjuntos en los
que se agrupan los muestreos (test post
hoc Tukey) a partir del ANOVA de un
factor se indican con letras diferentes
sobre las barras. En el eje de abscisas se
muestra el ndmero de muestreo
(tomado cada tres meses) y las letras,
las estaciones del afio.

La biomasa microbiana se incrementdé de forma significativa en el suelo B

(Figura 11.a y Figura 11.b). Este incremento se observé a lo largo de los 11 muestreos
del andlisis detectdandose un ligero descenso a lo largo del tiempo. No obstante, la
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proporcién del incremento fue similar en todos los muestreos (Figura 11.b), lo que
significa que la biomasa microbiana del suelo control también sufrié un descenso
similar al de la biomasa del suelo B. Los resultados del ANOVA de dos factores
destacan que el factor predominante fue el tratamiento (Figura 11.a). De hecho, en la
determinacién realizada durante los primeros 4 muestreos la interaccion no fue
significativa (letra mayuscula). En cambio, a lo largo de los 11 muestreos se comprobd
que la interaccién con el factor muestreo fue mas influyente que en los anteriores,
pero siempre menor que la contribucion del factor tratamiento (letra minuscula)
(Figura 11.a).

2.5.2 Analisis de la respiracion y biomasa del suelo A

La adicion de lodo aerobio (LAE) en el suelo también provocd que la RB se
incrementara de forma significativa a lo largo de todos los muestreos respecto del
suelo control, como se muestra en la Figura 12.a. Una semana después de afadirse
LAE (muestreo 0) se pudo observar el valor mas elevado de RB, que fue descendiendo
progresivamente hacia el final del experimento, aunque siempre con valores
superiores a los del suelo control.
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Cuando se compara la RB del suelo control con la del suelo A (Figura 12.b), los
valores de RB de este ultimo se incrementaron entre 3 y 4 veces sobre los del suelo
control durante el primer afio. Incluso, aunque las proporciones fueron disminuyendo
desde el comienzo del segundo afio hasta el final, la RB del suelo A todavia duplicaba a
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la del suelo control (muestreos 4-8). Los resultados del ANOVA de dos factores,
indicaron que aunque la interaccion de los dos factores fue significativa (letra
minuscula), el factor tratamiento fue el mads relevante a la hora de explicar el
incremento de la RB en las muestras de suelo tratadas con LAE (Figura 12.a). De esta
forma, podemos decir que la aplicacion de LAE en el suelo incrementd su RB en mayor
medida en los primeros muestreos y disminuyd progresivamente a lo largo de los dos
afios de ensayo.

Ademas de la RB, la biomasa microbiana se incrementd de forma significativa
cuando se aplicd LAE en el suelo, aunque en los muestreos 5 y 6 la diferencia de
biomasa entre el suelo A y el suelo control no fuese significativa (Figura 13.a). En el
primer muestreo de suelo A (muestreo 0) se observa que la biomasa alcanzé su mayor
valor, disminuyendo posteriormente. Sin embargo, si observamos las ratios, el
incremento relativo de la biomasa microbiana fue mucho mayor en el muestreo 7
(invierno), mientras que en el resto de los muestreos la ratio A/S fue mas moderada
(Figura 13.b).
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El ANOVA de dos factores reveld que el incremento de la biomasa microbiana
estuvo influido por la interaccidn significativa del tratamiento y el factor muestreo,
aunque el factor tratamiento manifesté una influencia mayor (Figura 13.a).

En este tipo de suelo tratado (A) la RB disminuyé levemente y de forma
progresiva a lo largo del ensayo aunque siempre fue superior a la del suelo control. Por
el contrario, la biomasa microbiana exhibié un comportamiento mas inestable, aunque
superd entre 2 y 4 veces a la del suelo control en la mayor parte de ellos.
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2.5.3 Analisis de la respiracion y biomasa del suelo N

La adicién de lodo anaerobio (LANAE) en el suelo provocd un incremento
significativo de la respiracién basal (RB) que se registré en todos los muestreos,
excepto en los muestreos 7 y 8 (invierno y primavera) donde no se hallaron diferencias
significativas (Figura 14.a). Como también sucedid en el suelo A, el mayor valor de RB
respecto del suelo control se produjo en el primer muestreo (0), seguido de un
descenso en el siguiente (1). El resto de los muestreos presentaron una relacion similar
a este ultimo, hasta los ultimos dos muestreos (7 y 8) en los que no hay diferencias
significativas con el suelo control. Los valores de las ratios N/S (Figura 14.b) mostraron
incrementos de 2 a 4 veces mas elevados en los muestreos del 0 al 6 del suelo tratado,
observandose una dindmica similar a la mostrada en la Figura 14.a. Este incremento
mantenido en el tiempo se encontrd influido por la interaccién de los dos factores
estudiados, aunque el factor tratamiento mostré una influencia mayor a lo largo de
todos los muestreos, como se puede interpretar a partir de los resultados del ANOVA
de dos factores (Figura 14.a).
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La biomasa microbiana se mantuvo elevada a lo largo de todos los muestreos
del suelo N. En el muestreo 0 la biomasa alcanzé su mayor valor, observdndose en los
siguientes muestreos un descenso progresivo, hasta no apreciarse ninguna diferencia
en el ultimo de ellos (8) (Figura 15.a). La biomasa microbiana del suelo control también
fue disminuyendo, como se puede comprobar en el analisis de las ratios (N/S), las
cuales no mostraron diferencias significativas entre si, lo que significa que la diferencia
respecto del suelo control se mantuvo constante (sin diferencias significativas) a lo
largo de todo el andlisis (Figura 15.b). La biomasa microbiana, al igual que la RB,
también estuvo influida por la interaccion significativa de los dos factores analizados,
aunque el factor tratamiento exhibié una mayor influencia en el analisis del ANOVA de
dos factores (Figura 15.a).

Figura 15. Biomasa microbiana
del suelo N.

(a) Valores medios y tabla
resumen del ANOVA de dos
factores.

(b) Ratio de Ila biomasa
microbiana (suelo A/ suelo S).

La interpretacién de esta figura
se realiza tal y como se explica
en la Figura 11.
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2.5.4 Evolucion de la respiracion basal y de la biomasa

La respiracion basal y la biomasa microbiana se incrementaron tras la aplicacién
de los residuos organicos. La enmienda que produjo un mayor impacto tras su
aplicaciéon en el suelo fue LANAE, seguida de LAE, ya que mostraron los valores de RB y
de biomasa microbiana mas elevados (Figura 16). Pese al incremento generalizado, en
el suelo B se produjo un incremento muy notable de la RB (superior al inicial) de forma
tardia (muestreo 3), coincidiendo con el primer verano, en cambio, en los suelos Ay N
se registré un descenso con respecto a sus muestreos iniciales (Figura 16.a y b). Como
se ha comentado, en el segundo afo de muestreo de todos los suelos tratados algunas
diferencias de RB no fueron significativas con respecto al suelo control, registrandose
un descenso de los valores que coincidid con una disminucién del efecto del
tratamiento en el suelo (ANOVAs de dos factores). Esta disminucién generalizada de la
RB también se puede observar en la Figura 16.ay b.

En los suelos tratados con lodos, A y N, existe una tendencia similar entre los
valores de RB durante los primeros muestreos (muestreos 0, 1 y 2), posiblemente
debido al efecto de la enmienda recién aplicada (Figura 16.a). Por otro lado, también
se observo una tendencia similar de los valores de las ratios de la biomasa microbiana
de los primeros muestreos de los suelos tratados B y A (cuyas enmiendas fueron
aplicadas en momentos diferentes) (Figura 16.c). Por lo tanto, independientemente de
la enmienda aplicada y del momento en el que se aplicd, en los muestreos iniciales se
podrian interpretar comportamientos similares en los valores de la respiracion y de la
biomasa del suelo. Por el contrario, si se tiene en cuenta el momento de la adicidon de
las enmiendas (Figura 16.b y d), se puede comprobar que la RB mostrd patrones
similares en los Ultimos muestreos de los suelos B y N (Figura 16.b). Por otra parte, los
valores de la biomasa microbiana de todos los suelos tratados (B, Ay N) mostraron una
evolucidn similar en los Ultimos muestreos, observandose un incremento relativo de la
biomasa en los muestreos de invierno de los suelos tratados (Figura 16.d).

Mediante este andlisis se observa que al comienzo del ensayo el factor
tratamiento tuvo un efecto predominante sobre algunos de los suelos tratados (Figura
16 ay c) y que, paulatinamente a lo largo del tiempo, la influencia del factor muestreo
se incrementd de forma mas evidente sobre la RB y la biomasa, como revelaron
previamente los ANOVA de dos factores, y se puede observar en los ultimos muestreos
de cada suelo (Figura 16 b y d). La influencia inicial de la enmienda se puede destacar
especialmente en el suelo B debido a que durante el primer afio de andlisis, en las
mediciones de la RB y biomasa, se produjo un incremento influido de forma muy
predominante por el factor tratamiento ya que no mostrd interaccién con el factor
muestreo (la aplicacion se realizd en los meses de invierno). En cambio, en los suelos A
y N, cuya enmienda se aplicd en primavera, los valores de biomasa y RB estuvieron
influidos por la interaccidn significativa entre ambos factores desde el comienzo.
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Figura 16. Evolucion de los valores de las ratios de respiracion basal (a y b) y de la
biomasa microbiana (cy d).

En ordenadas se indica el valor de la ratio entre el suelo tratado (B, Ay N) y el suelo
control. Las graficas a y ¢ muestran la evolucién de la ratio de la respiracion basal y de
la biomasa independientemente del momento en el que se aplicaron las enmiendas.
Las graficas b y d muestran la evolucion de la ratio de la respiracion y de la biomasa
teniendo en cuenta cuando se aplicaron las enmiendas. Aquellos marcadores que se
muestran en rojo indican la existencia una evolucién similar entre diferentes suelos
tratados. La escala numeérica en abscisas indica el nUmero de muestreo en a vy c,
mientras que las letras en b y d indican las estaciones del afio: otofio (O), invierno (a),
primavera (P) y verano (V).
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2.6 Discusion

La respiracion basal (RB) y la biomasa microbiana constituyen indicadores
microbianos de gran utilidad para evaluar la calidad del suelo (Pérez-Piqueres et al.,
2006; Singh y Agrawal, 2008; Bastida et al., 2009; Garbisu et al., 2011). En nuestro
trabajo, la aplicacién de residuos organicos produjo un incremento de la cantidad de la
materia organica del suelo, lo que provocé el incremento generalizado de |la biomasa y
de la actividad respiratoria de la microbiota, como destacan otros trabajos (Roig et al.,
2012; Franco-Otero et al., 2012). Este resultado fue observado en los tres suelos
enmendados, independientemente de las caracteristicas fisico-quimicas de las
enmiendas o de la época del afio en la que se afadieron. No obstante, el impacto
(ratio suelo tratado/suelo control) causado en el suelo enmendado tuvo una magnitud
y una duracién distinta en funcién de cada enmienda, al igual que en otros estudios
(Bastida et al., 2008b; Tarrason et al., 2010).

2.6.1 ;Por qué se incrementa la respiracion basal y la biomasa
microbiana de los suelos enmendados?

El incremento de la RB y de la biomasa se pudo observar fundamentalmente
durante el primer afo de andlisis en todos suelos tratados, sin excepcién. Este mismo
resultado se ha comprobado en trabajos similares al nuestro, en los que también se
han utilizado diferentes enmiendas orgdnicas (compostadas y sin compostar) en suelos
de clima mediterraneo (Fernandez-Getino et al., 2012; Jorge-Mardomingo et al., 2013;
Kayikcioglu, 2013; Nicolas et al., 2014) y también en suelos agricolas de otros climas
(Lambais y do Carmo, 2008; Singh y Agrawal, 2008; Kaschuk et al., 2010). En principio,
se ha comprobado que generalmente este incremento sucede de una forma
dependiente de la dosis aplicada (Sciubba et al., 2014). Sin embargo, en experimentos
llevados a cabo previamente por nuestro grupo de investigacion se describieron
resultados distintos, en los que se comprobd que la biomasa disminuyd en los suelos
tratados con mayores dosis, atribuyéndose este hecho a posibles efectos de toxicidad
derivados de la aplicacién de las enmiendas (Gondim-Porto, 2012).

Tras el andlisis de nuestros resultados, se podria pensar que la razén para
justificar el incremento de estas variables se encontraria directamente relacionada con
la adicién de materia organica, con un alto contenido en nutrientes y en
microorganismos exogenos. Sin embargo, también existen una serie de factores
ambientales y edaficos capaces de influir en los valores de estas variables.

2.6.1.1 Efectos debidos a los residuos orgdnicos

El primero de los motivos del incremento de las variables estudiadas se apoya
en el hecho de que se adiciona al suelo una extraordinaria cantidad de compuestos de
carbono facilmente degradables. La presencia de estos compuestos fue capaz de
estimular el incremento de la RB del suelo acelerando las tasas de respiracion por
parte de las poblaciones microbianas, como se ha sugerido previamente (Ros et al.,
2003a; Franco-Otero et al., 2012). Este suceso metabdlico, en el que se potencian las
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tasas de RB tras la adicidn de nutrientes quimicamente labiles, se denomina efecto de
activacion o priming effect (Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al., 2003) y su aparicién
se ha descrito en suelos donde se han aplicado residuos organicos (Jorge-Mardomingo
et al., 2013; Sradnick et al., 2014). Microbiolégicamente, se ha sugerido que las
poblaciones que se encuentran detrds de este incremento de la respiracién son
poblaciones copiotrofas, que poseen una preferencia por consumir sustancias
facilmente degradables y cuya tasa de respiracién por unidad de biomasa microbiana
es elevada (Fierer et al., 2012a). En nuestro trabajo, las correlaciones significativas
entre la RB y el carbono orgédnico (r=0,47; P<0,01), o el carbono soluble (r=0,48;
P<0,01), apoyan la existencia de una relacion directa entre los nutrientes labiles y la
RB, como se ha descrito previamente (Burton et al., 2010). A este respecto, han sido
publicados resultados muy similares en otros estudios con suelos enmendados
(Marschner et al., 2003; Bastida et al., 2009). Independiente de la época del afio en la
gue se aplicaron las enmiendas, la mayor proporcién de carbono labil aportado por los
lodos LAE y LANAE con respecto a BC podria ser la razén para justificar que los suelos
tratados con lodos tuviesen una RB mayor en los muestreos del primer afio. El
contenido de carbono |3bil en los lodos de depuradora suele ser mayor debido a que
en este caso no sufren un proceso de compostaje en su elaboracion (Bastida et al.,
2012; Bolan et al., 2012). Por el contrario, los valores bajos de la RB en el suelo B
durante la primera parte del ensayo podrian estar relacionados con la liberacién lenta
de compuestos labiles procedentes del carbono recalcitrante en el suelo B, ya que
éstos suelen estar presentes en mayor proporciéon en las enmiendas compostadas
(Tarrasén et al.,, 2010; Gonzalez-Ubierna et al.,, 2012). Esto sucederia por una
degradacion mas lenta de esos compuestos quimicamente mas complejos (Pascual et
al., 1998; Jorge-Mardomingo et al., 2013) que, en muchas ocasiones, requieren de la
presencia de enzimas extracelulares secretadas por hongos (Horwath, 2015). Durante
el segundo ano de muestreo, el descenso progresivo de la RB de todos los suelos
enmendados podria deberse a la disminucién de la cantidad de la fraccién de carbono
Iabil (Pedra et al., 2007). De hecho, nuestros resultados sefialan que la disminucién de
la respiracion del suelo B, que fue el tratamiento en el que se aprecid una mayor
disminucién, coincidié con un descenso del carbono soluble en el segundo afio de
muestreo, como también apoyan las correlaciones realizadas para este tratamiento
entre el carbono soluble y la RB durante el segundo afio (r=0,81; P<0,05).

Ademas de la RB, el aumento de estos compuestos facilmente degradables
podria favorecer el desarrollo de la biomasa microbiana del suelo como se ha podido
observar en varios experimentos llevados a cabo en suelos mediterrdaneos (Bastida et
al., 2008b; Tejada et al., 2009; Cellier et al., 2012; Tarrasén et al., 2014). En este
sentido, en nuestro trabajo encontramos correlaciones que apoyan esta idea, por
ejemplo, entre la biomasa microbiana y la fraccién de carbono labil 1 (Lp;) (r=0,37;
P<0,05), la fraccidon de carbono labil 2 (Lp,) (r=0,62; P<0,001) o el carbono soluble
(r=0,48; P<0,01). Pero mas alld de esta idea, que solamente contemplaria el
incremento de los compuestos mas labiles, se podria pensar que realmente el
incremento general de los nutrientes (no solo de carbono sino de nitrégeno o de
fosforo también) tras la aplicacion de enmiendas, podria ser el motivo principal del
aumento de la biomasa microbiana (de Araujo et al., 2010). De esta forma, se hallaron
correlaciones fuertes entre la biomasa microbiana y el carbono organico total (r=0,64;
P<0,001), el nitrégeno total del suelo (r=0,78; P<0,001), el amonio (r=0,59; P<0,001), o
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el fosforo (r=0,40; P<0,05). Todos estos nutrientes constituyen un conjunto de
componentes esenciales para la sintesis de la biomasa microbiana (Brookes et al.,
1982; Gallardo y Schlesinger, 1992).

Mientras que los valores de biomasa en los suelos B y N fueron bastante
estables durante el experimento, en el caso del suelo A mostraron un perfil mas
variable. Este resultado podria atribuirse a la influencia del nitrégeno en la formacion
de la biomasa. A pesar de que las correlaciones de la biomasa con el nitrégeno total
(r=0,78; P<0,001) y el amonio (r=0,59; P<0,001) fueron positivas, los datos de biomasa
microbiana del suelo A tuvieron unos valores de correlacién especialmente
significativos con las concentraciones de nitrégeno total (r=0,86; P<0,01) y de amonio
(r=0,85; P<0,01) superiores a los del resto de los suelos enmendados, lo que podria
sugerir una dependencia mas fuerte entre el descenso de la biomasa y el descenso de
la concentracion de estos compuestos. De hecho, el suelo A es el suelo tratado donde
se registrdo un descenso mas notable de los compuestos de nitrégeno, lo que pudo
influir en la estabilidad de los valores de biomasa microbiana, sin embargo, no hemos
hallado reflexiones similares a las nuestras en la bibliografia consultada.

Respecto a la duracion de los resultados observados, las experiencias previas
realizadas en nuestro laboratorio (Gondim-Porto, 2012) también mostraron resultados
similares a los encontrados en el presente trabajo. En el trabajo de Gondim-Porto se
observé que tanto la RB como la biomasa microbiana de los suelos enmendados con
lodos (a la misma concentracidon que en nuestro caso) se mantuvieron elevados incluso
dos afios después. Los niveles elevados de RB y biomasa microbiana durante periodos
prolongados parecen ser habituales cuando se aplican este tipo de residuos en suelos
agricolas. De hecho, existen diversos estudios en los que el suelo se ha tratado con
distintas enmiendas organicas a dosis similares a las nuestras que muestran que la
biomasa microbiana permanece incrementada durante periodos de tiempo superiores
a los de nuestro trabajo, préximos a los 5 afos (Nicolas et al., 2014), o incluso de mas
de diez afios (Bastida et al., 2008a; Bastida et al., 2013). La duracion de estos
incrementos se ha atribuido a efectos secundarios provocados por la adicién de las
enmiendas organicas como, por ejemplo, a un incremento del desarrollo vegetal que
conduce a la liberacién de sustancias biodisponibles para los microorganismos, a la
formacién de agregados, o al incremento de la capacidad de retencién de agua. No
obstante, el incremento prolongado de la biomasa microbiana también se ha
detectado en suelos tratados con dosis inferiores a las aplicadas en nuestro trabajo
(Ros et al., 2003a; Tarrasoén et al., 2010).

Por otra parte, se ha comprobado que los valores de RB y de biomasa
microbiana se encuentran estrechamente relacionados. Asi, en estudios previos se ha
observado que el incremento de la RB coincidia con el incremento de la biomasa
microbiana del suelo cuando se aplicaban residuos al suelo (Gondim-Porto, 2012). Esos
resultados también coinciden con los obtenidos en el presente estudio, donde
hallamos correlaciones muy significativas entre la RB y la biomasa microbiana del suelo
(r=0,74; P<0,001), y también con los resultados de otros trabajos similares (Ros et al.,
2003b; Luo y Zhou, 2006; Ros et al., 2006a; Lambais y do Carmo, 2008; Singh y
Agrawal, 2008; Bastida et al., 2008b; lovieno et al., 2009; Brockett et al., 2011;
Kayikcioglu, 2013). No obstante, existieron excepciones a la regla, ya que el aumento
de la RB no se encontré siempre ligado a un incremento de la biomasa microbiana. Por
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ejemplo, en el suelo B la biomasa permanecio elevada durante mas de dos afios y, en
cambio, la RB disminuyd de forma significativa durante el segundo afio (cosa que no
ocurrié en los suelos Ay N, donde ambas variables permanecieron incrementadas). De
acuerdo con estas diferencias (entre la RB y la biomasa), Anderson y Domsch
relacionaron que valores bajos de respiracion por unidad de biomasa son indicativos
de que las poblaciones del suelo realizan un uso eficiente del carbono para el
desarrollo de la biomasa (Anderson y Domsch, 2010).

En definitiva, los residuos organicos provocan un incremento de la RB del suelo,
asi como un incremento de su biomasa microbiana, debido al aumento de la
disponibilidad de nutrientes que se produce con la adicién de los residuos orgdnicos
(Marschner et al., 2003; Roig et al., 2012). Pero ademas de las razones basicamente
nutricionales, otra razén por la que se podria potenciar la biomasa microbiana podria
ser por la adiciéon de microorganismos exdégenos (al menos temporalmente), como
también sugieren otros autores (Blagodatsky et al., 2000; Ros et al., 2003b; Ros et al.,
2006a; Tejada et al., 2009; de Araujo et al., 2010). Sin embargo, aunque inicialmente
este hecho podria producirse, la proliferacion de los microorganismos propios del
suelo, debido a la elevada cantidad de materia organica introducida, seria una
competencia que limitaria la proliferacién de los microorganismos exdgenos afiadidos
con la enmienda (Saison et al., 2006; Bastida et al., 2008b).

2.6.1.2 Efectos debidos a las variables ambientales y eddficas

Aparte de las razones directamente relacionadas con la enmienda, comentadas
en el apartado anterior, diversos trabajos apoyan una relacién directa entre las
variables ambientales (como son la temperatura y la humedad) y los valores de RB y/o
biomasa microbiana (Fierer y Schimel, 2002; Feng et al., 2003; Austin et al., 2004;
Fierer et al., 2006; Han et al., 2007; Brockett et al., 2011). Concretamente, la humedad
del suelo se suele incrementar con la aplicacién de residuos orgdnicos (Hueso et al.,
2012) y esto podria influir sobre la microbiota del suelo ya que el incremento del grado
de humedad del suelo aumenta la biodisponibilidad de los nutrientes y la actividad de
las enzimas que degradan la materia orgdnica (Suseela et al., 2012; Bran Nogueira
Cardoso et al., 2013). Aunque previamente ya se habia descrito esta correlacién
(Bastida et al., 2008b), en nuestro trabajo la correlacion entre la biomasa microbiana y
la humedad del suelo es significativa aunque no especialmente fuerte (r=0,32; P<0,05).
En cambio, la precipitacién (medida en mm) se relaciona mejor con el incremento de la
biomasa microbiana del suelo (r=0,46; P<0,001).

Por otra parte, la temperatura también pudo haber influido sobre la RB y la
biomasa microbiana. Al fin y al cabo, las variables microbianas medidas en el suelo
muestran una gran dependencia del contexto climatico (Blagodatskaya y Kuzyakov,
2008; Garbisu et al., 2011). En este sentido, el hecho de que el factor tratamiento
mostrase un mayor protagonismo en los primeros muestreos del suelo B (durante los
primeros muestreos de invierno de 2010) que en los de los suelos A y N (cuyas
enmiendas fueron afiadidas en primavera de 2010), podria relacionarse con que las
temperaturas mas bajas causaron un efecto inhibitorio general de la actividad del
suelo y, por tanto, de la biomasa y de la RB, lo que hizo destacar la influencia del factor
tratamiento sobre el factor muestreo en el incremento de estas variables en estos
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suelos (B). En cambio, en los suelos A y N, cuyos primeros muestreos fueron en
primavera y en verano, el incremento de la actividad debido a la temperatura (Fierer et
al., 2006; Wallenstein et al., 2011) podria explicar que el factor climatico (factor
muestreo) influyera de una forma similar al efecto que causa la enmienda (factor
tratamiento).

Ademas de las variables climaticas, las variables edaficas de caracter
fisico-quimico pueden relacionarse con la RB y biomasa. En nuestro trabajo, dentro de
las variables fisico-quimicas se pudo observar que los valores de pH disminuyeron
cuando se anadieron las enmiendas al suelo, hecho que coincidié con sendos
incrementos de la RB (r=-0,53; P<0,001) y de la biomasa microbiana (r=-0,64; P<0,001).
El descenso del pH es frecuente en este tipo de suelos agricolas por la produccién de
acidos tras la degradacion de las enmiendas organicas (Antolin et al., 2005; Gonzalez-
Ubierna et al., 2012; Franco-Otero et al., 2012) y parece ser que los microorganismos
del suelo son sensibles al estrés provocado por este descenso (Zhang y Zak, 1998),
promoviéndose un incremento de la RB del suelo como indican algunos autores
(Anderson y Domsch, 1993; Enwall et al., 2007). Asi, el incremento de estas variables
fue observado cuando el valor del pH se acercd a la neutralidad, como ocurrid en
nuestro caso. En esta linea, se ha comprobado en diversos suelos sin enmendar que los
valores mas préximos a la neutralidad favorecen un incremento de la RB y de la
biomasa microbiana (Fierer y Jackson, 2006) aunque, en nuestro caso, pensamos que
el incremento de estas variables dependié en mayor medida de la elevada cantidad de
nutrientes aportada.

2.6.2 ;(Mejoran los indicadores de salud del suelo?

El estudio de la RB y de la biomasa microbiana puede ser de utilidad para
evaluar la salud del suelo (Bastida et al., 2008c; Kaschuk et al., 2010; Garbisu et al.,
2011; Creamer et al., 2014). En concreto, la disminucién de los valores de ambas
variables esta considerada como un indicador negativo de la salud del suelo ya que se
ha relacionado con la pérdida de cobertura vegetal y de materia orgdnica (de Araujo et
al., 2010; Bran Nogueira Cardoso et al., 2013). Sin embargo, el uso de estos
pardmetros en solitario aporta una informacidn util pero limitada acerca del tamafio y
de la funcionalidad de las poblaciones (Banerjee et al., 1997), que puede
complementarse con el uso de algunos indices fisioldgicos, los cuales aportan mayor
informacién y sensibilidad cuando se producen perturbaciones en el suelo (Moscatelli
et al., 2005; Bastida et al., 2008c). De entre estos indices, el mas empleado es el
cociente metabdlico (qCO,) que se define como la relacion entre la respiracion basal y
la biomasa microbiana (Anderson y Domsch, 1993), e indica la eficiencia de respiracién
de los sustratos de carbono presentes en el suelo por parte de la biomasa residente en
él. Generalmente, un valor bajo de este indice se atribuye a poblaciones microbianas
maduras y en equilibrio, es decir, que no sufren el efecto de alguna perturbacién
(Insam y Domsch, 1988; Anderson y Domsch, 1990; Anderson y Domsch, 2010). Por el
contrario, los valores de este indice se incrementan en suelos alterados por distintas
perturbaciones: fisicas, como la roturacion, o quimicas, como los metales pesados o
compuestos orgdnicos presentes en las enmiendas que permiten la proliferacion de
poblaciones mas oportunistas (Bradley y Fyles, 1995; Ros et al., 2006a; Tarrason et al.,
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2010; Kayikcioglu, 2013; Berard et al., 2014) o, también, como los cambios de pH o el
aumento del contenido de sales (medido en forma de conductividad eléctrica)
(Fliessbach et al., 1994; Enwall et al., 2007; Jorge-Mardomingo et al., 2013). Por esta
razon, tradicionalmente el qCO, se ha utilizado como un indicador del estrés que
pueden sufrir las poblaciones del suelo. En este sentido, diversos autores justifican la
existencia de estrés en las poblaciones microbianas porque se incrementa su
respiracion, de tal manera que la energia producida se emplearia principalmente en la
supervivencia celular y se produciria una disminucién de la asimilacion del carbono en
forma de biomasa (crecimiento de la poblacidon microbiana) (Killham, 1985; Bardgett y
Saggar, 1994; Fisk y Fahey, 2001; Kayikcioglu, 2013). Sin embargo, otros autores
sugieren otras explicaciones que no implican un concepto de estrés. De esta manera,
los valores elevados de qCO, podrian relacionarse con un incremento del metabolismo
de una fraccidon de la poblacién que es mas activa ante la elevada cantidad de
determinados nutrientes (Fisk y Fahey, 2001), por ejemplo, un aumento de las
poblaciones microbianas oportunistas. Otros autores, en cambio, sugieren que cuando
los microorganismos disponen de una gran cantidad de carbono y no lo pueden utilizar
de forma inmediata para la sintesis de biomasa, se provoca un desbordamiento de su
metabolismo que se traduce en un incremento de la respiracién y, por tanto, del qCO,
(Tempest y Neijssel, 1992; Schimel y Weintraub, 2003). No obstante, ninguna de estas
interpretaciones seria excluyente la una de la otra.

En nuestro trabajo se pudo apreciar un incremento de la RB y de la biomasa
microbiana en las parcelas enmendadas, aunque no con la misma proporcién ya que la
primera de las variables (RB) lo hizo de forma mds notable que la segunda (Figura 16),
lo que provocé el incremento del qCO, en los tres suelos enmendados durante los
primeros muestreos (hasta 4-O, Figura 17.a), posiblemente favorecido por la
proliferaciéon de poblaciones oportunistas. A partir de ese momento los valores de
gqCO, comenzaron a disminuir (Figura 17.a).

Sin embargo, considerando que simplemente con la observacion del qCO, no se
conoce de forma exacta a qué pueden deberse sus variaciones, es decir, si es debido a
un incremento de la RB o a una disminucién de la biomasa, se procedié a la
observaciéon por separado del uso del carbono para la RB y la biomasa. Este enfoque
desglosado del qCO, se realizd6 asumiendo que el carbono soluble (Csy) es el que las
células microbianas son capaces de integrar mas facilmente para su metabolismo
(Marschner et al., 2003), por lo que se estandarizé la respiracién y la biomasa por la
cantidad de carbono soluble presente en cada suelo y muestreo (Figura 17.b y c). De
esta manera, los valores elevados de qCO, en la primera parte del ensayo se
explicarian por la respiracién masiva de la gran cantidad de materia organica labil
aportada por las enmiendas, pero que no iria destinada completamente a la sintesis de
biomasa puesto que la relacién Cy,i./Cso €s inferior o igual en estos suelos enmendados
a la que se obtiene en el suelo control (Figura 17.c). Por ello, podriamos deducir que a
pesar de que existe una gran cantidad de carbono soluble no se estd usando con
destino a la produccién de biomasa, aunque podria hacerlo (hay carbono suficiente),
apuntando a que la mayor parte no se estd usando de manera “rentable” (desde el
punto de vista de sintesis de biomasa). El destino de este consumo respiratorio del Cq
seria bien para sobreponerse al estrés que supone la adiciéon de sustancias extrafias, o
bien para eliminar gran parte del carbono en ciclos futiles.
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En la segunda parte del andlisis, sin embargo, se observé una disminucidn
considerable del qCO, en el suelo B, asemejandose al del suelo control (S), y que
coincide con una menor RB. En términos quimicos, este descenso podria deberse a la
disminucién de la cantidad de carbono de facil degradacién a lo largo del tiempo, el
cual influye de forma determinante en la respiracion del suelo, como proponen mas
investigaciones (Thirukkumaran y Parkinson, 2000; Pedra et al., 2007). En el suelo B, la
concentracion baja de carbono de facil degradacidn podria proceder de una liberacién
mantenida en el tiempo a partir de las especies recalcitrantes de carbono que
presentan una concentracion estable en este suelo (B) durante la segunda parte del
ensayo. Este tipo de carbono mas complejo suele estar en altas proporciones en las
enmiendas compostadas (BC) y es mineralizado de forma mas lenta por la microbiota
del suelo, que produce, por lo tanto, valores inferiores de respiracién, como ha sido
reportado en varios trabajos (Jiménez et al., 2007; Tarrasén et al., 2010; Garcia-Orenes
et al., 2010). Microbiolégicamente, este comportamiento metabdlico podria
relacionarse con la adquisicién de un estado de madurez de las poblaciones presentes
en el suelo (Anderson y Domsch, 1989), cuya actividad metabdlica se asemejaria a la
de las poblaciones autéctonas (suelo S) (Insam y Haselwandter, 1989), las cuales
presentan valores de qCO, menores, en comparacion con los suelos con poblaciones
oportunistas (Bradley y Fyles, 1995). Por otra parte, desde un punto de vista fisico, las
enmiendas favorecen la formacién de agregados en el suelo y, en concreto, las
sustancias recalcitrantes favorecen una mayor estabilidad de los mismos (Lugato et al.,
2010), aspecto que se pudo comprobar principalmente en los muestreos de suelo B.
Los agregados pueden dificultar el acceso a los nutrientes y disminuir el consumo de la
materia organica por los microorganismos (Majumder et al., 2010; Navarro-Garcia et
al., 2012) y, por este motivo, se podria producir también una disminucién de la
mineralizacion del carbono presente en el suelo B.

En el extremo opuesto se encuentran las muestras de suelo A, que presentaron
los valores de qCO, mas elevados dentro de los tres suelos enmendados a partir del
tercer muestreo (4-O) (Figura 17.a). Estos resultados coinciden con los publicados
previamente por Jorge-Mardomingo y colaboradores (donde se aplicé una
metodologia ligeramente distinta) los cuales relacionaron estas observaciones con una
mayor proporcidon de compuestos labiles en estos suelos (Jorge-Mardomingo et al.,
2013). Sin embargo, a partir de las explicaciones propuestas, que tienen en cuenta el
tipo de carbono del suelo, no podriamos justificar este incremento del qCO,, ya que las
proporciones de carbono labil, carbono recalcitrante o carbono soluble disminuyeron a
la vez a lo largo del tiempo. Por tanto, en realidad, las poblaciones presentes en este
tipo de suelos enmendados tendrian un metabolismo menos eficiente para la sintesis
de biomasa a pesar de su metabolismo respiratorio elevado. ¢ A qué podria ser debido,
por tanto, este incremento de qCO,? La razdén podria estar en dos de las tres
explicaciones que hemos comentado previamente para este fendmeno: (1) la
existencia de procesos dafinos para las células, que se ven obligadas a desarrollar
mecanismos de proteccién y/o reparacién que requieren grandes cantidades de
energia; o (2) la seleccion de poblaciones extraordinariamente activas frente a
determinados compuestos presentes en el suelo enmendado. La explicacidén que indica
gue se podria metabolizar de manera ineficiente el carbono por la presencia de
grandes cantidades de éste quedaria descartada puesto que ya hemos comentado que
la cantidad de carbono disponible ha disminuido en esta segunda parte del ensayo.
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Figura 17. Relacion de la respiracion basal y la biomasa microbiana.
(a) Cociente metabdlico, gCO; (RB/Cnmic), (b) rentabilidad del uso del carbono soluble en

respiracion basal (RB/Csy) y (c) rentabilidad del uso del carbono soluble para la
produccién de biomasa microbiana (Cmic/Csol).
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Pese al incremento de qCO,, se observd un descenso de ambas variables, pero
proporcionalmente mas pronunciado de la biomasa (por ejemplo, en el muestreo 10-P
del suelo A), lo que indicaria que la biomasa presente en ese muestreo tiene un
metabolismo respiratorio mas elevado. Esta disminucion de la biomasa podria ser
explicada por la existencia de un fendmeno deletéreo para ésta y, por tanto, el
incremento de respiracién podria ser utilizado para la obtencién de gran cantidad de
energia necesaria para el desarrollo de procesos de supervivencia. Un ejemplo similar
puede observarse en el caso del suelo N en los muestreos 5-1 y 6-P. En ambos
muestreos hay una utilizacién similar del carbono para la respiracion (Figura 17.b) vy,
sin embargo, la biomasa por unidad de carbono soluble disminuye en 6-P (Figura 17.c)
indicando que, muy probablemente, se den (1) circunstancias adversas que provoquen
una necesidad de obtener mayor cantidad de energia para resolver problemas que
afectan a la supervivencia de la poblacién microbiana.

En cambio, en algunos muestreos la cantidad de biomasa microbiana se
mantuvo (o varié ligeramente) coincidiendo con un incremento de la respiracién basal
(muestreo 4-0O del suelo A; incremento de gqCO,). En este caso, ambas explicaciones (1
y 2) podrian ser utiles: el carbono del suelo se utilizaria para la obtencién de energia
para el mantenimiento de la supervivencia celular frente una situacion de estrés, sin
ser empleado en la sintesis de biomasa, o bien, habria un incremento del metabolismo
de una poblacién concreta.

Continuando con este punto de vista, en la segunda parte del ensayo, la mayor
rentabilidad respiratoria (menor qCO;) del suelo B en el uso del carbono soluble para la
produccién de biomasa microbiana, en vez de para la respiracion, indicaria que se ha
producido una estabilizacién de las poblaciones microbianas que emplean
principalmente el carbono en la construccién de biomasa (por ejemplo, muestreo 5-I
en el suelo B) (Figura 17.b y c). Por esta razoén, los valores de qCO, de este suelo
disminuyen y se mantienen bastante estables en este tipo de suelos tratados.

Puesto que la respiracion y la biomasa son dependientes de la cantidad de
carbono soluble presente en el suelo, la estandarizacion del qCO, respecto del carbono
soluble nos permitiria determinar la eficacia de la biomasa presente en términos de
respiracion respecto de la cantidad de carbono soluble y, por tanto, poder comparar
entre todos los tratamientos (rentabilidad del qCO, por unidad de carbono soluble,
Figura 18). Asi, los valores de la relacion qCO,/Cs, del suelo B también son inferiores a
los del suelo control, lo que nos indica que la tasa de consumo neta apenas varia,
confirmando que las poblaciones han alcanzado un equilibrio metabdlico.

En cambio, los valores de la relacién qCO,/Cs, del suelo A fueron mayores que
en el resto de los suelos enmendados (Figura 18), lo que indica que los
microorganismos de estos suelos (A) consumieron menos eficientemente el carbono
disuelto en el suelo desde el punto de vista de la construccidon de biomasa. Esto podria
significar que las poblaciones microbianas de los suelos A no se encontraban todavia
adaptadas y respondieron al estrés que suponen las circunstancias concretas del
crecimiento en ese suelo, reduciendo la cantidad de energia obtenida por la
respiracion del carbono soluble para la sintesis de biomasa (Garcia-Orenes et al., 2010)
(Figura 17), e incrementandola para la reparacién celular.
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Figura 18. Evolucion de la relacion del cociente metabdlico con el carbono soluble
presente en el suelo.

Por lo tanto, la aplicaciéon de las enmiendas organicas produjo un incremento
de su actividad respiratoria, asi como de su biomasa, y este hecho puede ser indicativo
de la mejora de la salud del suelo ya que un aumento de estas variables favorece el
flujo de energia y de materia en el suelo (de Araujo et al., 2010; Creamer et al., 2014).
Sin embargo, los valores de qCO; indican que se produce un aumento mayor de la
actividad respiratoria por unidad de biomasa fundamentalmente en los suelos tratados
con lodo (A y N), disminuyendo la eficiencia de la conversién de carbono en biomasa
(Garcia-Orenes et al., 2010). Pese a esta ultima consideracion, salvo el incremento del
gCO; al comienzo del ensayo en el suelo B, con el transcurso del tiempo este indice se
estabilizé en este tipo de suelo (siendo, incluso, la mitad que el del suelo control),
ademas de producirse un incremento del carbono orgdnico con la adicién de Ia
enmienda. El cambio metabdlico de las poblaciones probablemente fue debido a que
se alcanzé un mayor grado de madurez en ellas como sefialan otros autores (Bradley y
Fyles, 1995; Anderson y Domsch, 2010). De esta manera, a lo largo de los muestreos, la
enmienda BC fue la que causé cambios mas favorables en los indicadores microbianos
de salud del suelo (respiracién basal, biomasa microbiana y qCO,), promoviéndose una
mayor fijacion de carbono en el suelo al evitar su pérdida en forma de CO, y
manteniéndose (secuestrado) en forma de materia organica en el suelo.
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2.7 Conclusiones

1. La respiracion basal de los suelos enmendados fue superior a la del suelo
control durante el primer afio tras la adicién de las enmiendas. Este incremento
dependié especialmente de los nutrientes mas facilmente degradables (Iabiles).

2. La respiracién basal durante el segundo afo de ensayo fue superior a la del
suelo control solo en el caso de los suelos tratados con lodos de depuradora, lo
gue indica que la naturaleza quimica de las mismas es determinante en cuanto
a la respuesta microbiana que se produce.

3. La biomasa microbiana se incrementd en los suelos enmendados durante todo
el ensayo, independientemente del tipo de tratamiento. En particular, el
aumento de la humedad y el de la cantidad de algunos compuestos de
nitrégeno parecen regular este incremento.

4. Las poblaciones de los distintos suelos provocaron un incremento considerable
del valor de qCO,, en algunos casos presumiblemente achacable al incremento
de la actividad de una parte de la poblacién, pero en otros casos como una
respuesta al estrés que supone la presencia de algunas enmiendas.

5. La aplicacién de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en
términos globales de la materia organica del suelo y disminuyd la produccién
de CO,, suponiendo un impacto mas moderado sobre las poblaciones del suelo.
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Capitulo III

3 Analisis metabolico de lIa microbiota de
suelos agricolas tras la aplicacion de
enmiendas organicas
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3.1 Resumen

El uso de los residuos organicos como fertilizantes en suelos degradados es una
practica muy extendida en agricultura. Sin embargo, a pesar de existir una abundante
documentacién acerca de los cambios quimicos vy fisicos que se producen en la salud
del suelo por esta actividad, el impacto que se produce en la microbiota del suelo no
se encuentra completamente estudiado, especialmente a nivel funcional. Una de las
formas de estudiar los cambios funcionales producidos en el suelo es por medio del
calculo de las tasas de consumo de una serie de sustratos concretos, que se traduce en
la descripcidn de los perfiles metabdlicos de las comunidades microbianas que habitan
en ese suelo (Community level physiological profiles, CLPP). Este tipo de anlisis
muestra las preferencias nutricionales de las poblaciones microbianas en funcién de
como se comportan frente a diferentes sustratos similares a los del suelo. En nuestro
trabajo hemos escogido el sistema MicroResp™ como forma de determinar los CLPPs
de los suelos tratados.

En este estudio se analizaron los CLPPs de suelos agricolas de clima
mediterraneo enmendados con una Gnica dosis (160 Mg ha™) de basura compostada
(BC), y con lodos procedentes de la depuraciéon de aguas residuales LAE (digestién
aerobia) y LANAE (digestion anaerobia), respecto del suelo control (suelo S). Los
perfiles metabdlicos fueron medidos a lo largo de dos afios para los suelos tratados
con lodos (suelos A y N) y durante dos afios y medio en el caso del suelo tratado con
BC (suelo B). Se utilizaron 14 sustratos de grupos quimicamente distintos (dcidos
orgdnicos, azlcares y aminodcidos).

Las poblaciones microbianas de los suelos enmendados mostraron un uso
preferente de los azlcares y de los aminoacidos, frente a una disminucion del
consumo de los acidos orgdnicos, resultados que se podrian justificar por la
proliferaciéon de microorganismos oportunistas y por el incremento de la demanda de
algunos sustratos en particular. Con respecto a la evolucion de las modificaciones, las
altas dosis afiadidas provocaron que los perfiles de consumo se mantuvieran alterados
incluso dos afios después de la aplicacion. No obstante, la influencia de las
circunstancias climaticas (temperatura y humedad) y edafoldgicas (formacion de
agregados) constituyd también un factor importante en la evolucién de los cambios.

La comparacion del cociente metabdlico (qCO,) de los sustratos utilizados por
los suelos enmendados respecto del suelo control permitié comprobar que el suelo B
durante los primeros muestreos presentd una mayor diversidad funcional,
probablemente debido a las diferencias quimicas existentes entre las enmiendas
compostadas y sin compostar. Ademas, el consumo de la arginina, la glucosa y el acido
citrico nos permitieron proponer a estos sustratos como marcadores de gran
relevancia para describir la presencia de enmiendas organicas en los suelos agricolas.
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3.2 Introduccion

En agricultura, los residuos orgdnicos procedentes de las zonas urbanas e
industriales se suelen aplicar al suelo con la finalidad de restaurar su materia organica
y asi incrementar su fertilidad (Diacono y Montemurro, 2010). No obstante, las
enmiendas orgdnicas provocan cambios en la estructura de las poblaciones del sueloy,
por tanto, su funcionalidad metabdlica y su papel ecoldgico pueden verse modificados.
El analisis de la estructura de las poblaciones microbianas constituye una manera
efectiva para estudiar los efectos de las perturbaciones naturales o de origen humano
en el suelo (Griffiths y Philippot, 2013) pero, entre los distintos enfoques que se
pueden adoptar para describir la microbiota del suelo, las determinaciones
metabdlicas informan acerca de las funciones del suelo como, por ejemplo, los ciclos
biogeoquimicos (Singh et al., 2014; Kandeler, 2015). Este aspecto cobra importancia ya
que en los suelos enmendados, normalmente, se produce un incremento general de la
actividad microbiana relacionado con el aumento de la materia organica (Singh y
Agrawal, 2008; Bran Nogueira Cardoso et al., 2013). Este resultado se repite en
diversos trabajos en los que se restauran suelos degradados mediante el uso de
enmiendas orgdanicas (Ros et al., 2003b; Bastida et al., 2007).

Dentro de las técnicas que evallan el metabolismo de las poblaciones del suelo,
el anadlisis de los perfiles de metabdlicos de consumo de las comunidades microbianas
(CLPPs) constituye un método éptimo para describir los cambios metabdlicos causados
por las perturbaciones en el suelo natural o en suelos contaminados con distintos
compuestos (Pérez-Piqueres et al., 2006; Garland et al., 2010; Frag et al., 2012; Bastida
et al., 2013; Poulsen et al., 2013; Wu et al., 2014). Con esta técnica, se describe como
es el perfil de consumo de distintos compuestos, el cual es un reflejo de gran parte de
la funcionalidad y de la estructura de las poblaciones microbianas del suelo. Entre las
metodologias empleadas en la determinaciéon de CLPPs, se encuentra el sistema
MicroResp™ (Campbell et al., 2003) que se basa en la medicidn de la respiracion
inducida en el suelo cuando se afiade un sustrato (substrate induced respiration, SIR)
(Anderson y Domsch, 1978) y permite ensayar muestras de suelo integras de una
forma eficaz, rapida y econémica (Chapman et al., 2007). Ejemplos de ello se
encuentran en el andlisis del efecto en el suelo de condiciones ambientales como la
sequia y climas desérticos (Saul-Tcherkas y Steinberger, 2009; Berard et al., 2012), de
los incendios (Campbell et al., 2008; Banning et al., 2012), de la contaminacion con
diferentes agentes quimicos o con metales pesados (Schmidt et al., 2013; Wakelin et
al., 2013; Berard et al., 2014), o simplemente tras la aplicacién de enmiendas
minerales (Currey et al., 2010). En el trabajo original del sistema MicroResp™, donde
se ensayan suelos tratados con lodos enriquecidos con diferentes metales pesados, se
hallaron perfiles de consumo caracteristicos, lo que demuestra la utilidad de la técnica
en suelos enmendados con estos residuos orgdnicos (Campbell et al., 2003). Sin
embargo, no hay demasiados trabajos que utilicen la metodologia de MicroResp™ tras
la aplicacién de enmiendas organicas (Berard et al., 2014).

Los compuestos empleados en estas determinaciones se encuentran en la
rizosfera (Campbell et al., 1997), y sus tasas de consumo por parte de los
microorganismos del suelo, medidas a través de SIR, pueden ser diferentes en funcién
de su naturaleza quimica (acido orgdnico, azucar, aminodcido) (van Hees et al., 2005;
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Banning et al., 2012), de su complejidad (El Azhari et al., 2012; Torres et al., 2015), o
de su concentracién en el suelo (Chowdhury et al., 2014). Por lo tanto, el conjunto de
alteraciones en el consumo de los diferentes sustratos podria servir como rasgo de
identificacion de las poblaciones presentes en el suelo (Chen et al., 2008). Por ejemplo,
el incremento del consumo de compuestos mas faciles de degradar indicaria la
presencia de microorganismos con un metabolismo mas oportunista o quiza menos
especializado (Fierer et al., 2012a). En cambio, en suelos cuyas poblaciones tengan un
metabolismo mds especializado, esperariamos registrar un consumo mayor de los
compuestos mas recalcitrantes (Pailler et al., 2014). Basandonos en esta hipdtesis, en
nuestro trabajo hemos pretendido describir el estado metabdlico de las poblaciones
de suelos tratados con distintas enmiendas organicas (quimicamente diferentes) a
concentraciones elevadas, para ello hemos analizado su perfil de consumo (CLPP)
utilizando 14 sustratos diferentes de origen natural, a lo largo de al menos 2 afios.

3.3 Objetivos especificos

° Determinar los cambios que se producen en los perfiles metabdlicos de los
suelos tratados con diferentes enmiendas respecto del suelo control y su
evolucion a lo largo del tiempo.

° Indicar la existencia de sustratos o grupos de sustratos cuyo uso pudiera servir
para detectar la adicion de enmiendas en el suelo.

91



3.4 Materiales y métodos

En este apartado se repasan detalles generales relativos al disefio experimental
(explicados en el Capitulo Il) y se explican las particularidades metodoldgicas de la
mediciéon de los perfiles metabdlicos.

3.4.1 Metodologia para la determinacion de los perfiles
metabdlicos

La determinacion de los perfiles metabdlicos (CLPPs) de las muestras de suelo
se realiz6 mediante el uso del sistema MicroResp™ (Campbell et al., 2003). En este
método se determinan las tasas de consumo de un conjunto de sustratos de carbono
presentes habitualmente en el suelo (Campbell et al., 1997). La ventaja que aporta
esta técnica reside en su eficacia, sencillez, rapidez y bajo coste. Se fundamenta en la
respiracion, medida en forma de CO, emitido, de una parte mayoritaria de los
microorganismos del suelo tras la estimulacion por medio de sustratos de facil
degradacion afiadidos en exceso (SIR) (Anderson y Domsch, 1978).

Los suelos analizados se trataron con enmiendas organicas, basura compostada
(BC), lodo de depuradora obtenido por digestién aerobia (LAE) y lodo de depuradora
obtenido por digestién anaerobia (LANAE). También se evalud un suelo control (S). Las
enmiendas fueron aplicadas segln se indica en el calendario de la Tabla 4. Para mayor
informacién sobre el disefio experimental consultar los apartados 2.4.1 y 2.4.2
correspondientes al disefo experimental (Capitulo I1).

Resumen de los muestreos

Numerode muestreol 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Suelo S (control) SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

Suelos B BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Suelos A A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Suelos N NO N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Estacion oflr]rflv]o]i]r]v]o]i]pr
Ano 2009 2010 2011 2012

Tabla 4. Resumen de los muestreos para la determinacion de los perfiles
metabodlicos de las poblaciones de cada suelo.

Las lodos de depuradora (LAE y LANAE) se aplicaron al suelo 6 meses después que la
basura compostada (BC). Las letras indican las estaciones del afio: otofio (O); invierno

(I); primavera (P) y verano (V). Para consultar los datos climatoldgicos completos
véase ANEXO 1.

3.4.1.1 Tratamiento de las muestras

Las muestras de suelo fueron procesadas segun las recomendaciones del
. ™ .. .
manual de MicroResp . El procedimiento se describe en el apartado 2.4.3.1
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Tratamiento de las muestras para analisis metabdlicos (Capitulo Il), puesto que este
sistema también fue utilizado para la determinacién de la respiracidon basal y la
biomasa microbiana.

3.4.1.2 Fundamento del sistema MicroResp™

El fundamento del sistema MicroResp™ se explica en el apartado 2.4.3.2
(Capitulo II). En el caso de la determinacidon de CLPPs se midio la respiracion inducida
tras el metabolismo de diferentes sustratos de carbono afiadidos en exceso a lo largo
de 6 horas de incubacion (Campbell et al., 2003).

3.4.1.3 Preparacion de las placas de deteccion de CO;

La solucion indicadora, compuesta por rojo de cresol, cloruro de potasio y
bicarbonato sédico, se dispensé en caliente a lo largo de una placa multipocillo.
Cuando se solidificd, se revisd y se procesdé como se explica en el apartado 2.4.3.3
Preparacion de las placas de deteccién de CO; (Capitulo Il).

3.4.1.4 Preparacion de las placas de sustratos y distribucion

Los 14 sustratos utilizados (Tabla 5) se disolvieron en agua ultrapura, a una
concentracion del 20 %, excepto el acido protocatéquico que se disolvié en etanol al
50 %, debido a su baja solubilidad (Campbell et al., 1997). Una vez elaboradas, las
disoluciones de los sustratos empleados en el ensayo fueron esterilizadas por filtracion
(0,22 um, filtros Millipore). Para cada uno de los ensayos, las disoluciones (al 20 %) se
diluyeron nuevamente hasta alcanzar una concentracién de 30 mg de sustrato por
cada gramo de agua que contuviera el suelo a ensayar en un volumen final de 25 pL (el
contenido de humedad para cada suelo fue calculado previamente).

Acidos carboxilicos Acidos fenélicos Azlcares Aminoacidos

L(+)-arabinosa
D(+)-glucosa

P Acido L-alanina
Acido citrico .. D(+)-galactosa .
o L protocatéquico L-arginina
Acido malico L. D(-)-fructosa s
Acido oxalico (acido-3,4- D(+)-trehalosa Llisina

dihidroxibenzoico) . . GABA

N-acetilglucosamina
(NAG)

Tabla 5. Sustratos utilizados en las determinaciones de CLPPs con Microresp™".
En amarillo los acidos organicos, en azul los azucares y en verde los aminoacidos.
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El juego de 16 sustratos (14, mas 2 controles de agua y agua/etanol) se
dispensd cada dos columnas de 8 pocillos en volumenes de 25 pL (Tabla 6), por lo que
se realizaron un total de 6 réplicas del conjunto de sustratos por cada placa de 96
pocillos. Las placas multipocillo contenian un volumen de 2 mL por pocillo (Nunc™ U96
PP 2 mL; Deepwell Natural) y fueron esterilizadas por autoclave antes de su utilizacién.

Lisina Agua
NAG Acido citrico
Trehalosa Arginina Tabla 6. Distribucion de los sustratos en
Acido malico Acido oxalico la placa de ensayo.
Galactosa Alanina El juego de 16 sustratos se replicé hasta
Arabinosa GABA completarse la placa de incubacidn
Fructosa Acido protocatéquico completa de 96, es decir, 6 veces.
Glucosa Agua/etanol 50%

3.4.2 Medicion de los CLPPs del suelo

En primer lugar, la placa de sustratos se rellend con las muestras de suelo con
ayuda del dispensador de carga (incluido en el kit) como se indica en el manual de
instrucciones del dispositivo (Campbell et al., 2006). La masa de suelo cargado se
estimo por diferencia y se calculé la masa media por pocillo (96). Una vez medida la
absorbancia de la placa indicadora al inicio del experimento (Aon), se procedié al
cierre del sistema MicroResp™ con la junta de goma y los pestillos de seguridad
(Figura 9). El sistema completo se incubd en una estufa con temperatura constante de
24 °C durante 6 horas. Posteriormente, se midié la absorbancia final (Agen). La
variacion de la densidad optica medida a 595 nm tras 6 horas de incubacién fue
proporcional a la cantidad de CO, emitida tras el consumo de cada sustrato.

3.4.3 Terminologia utilizada para el analisis CLPPs

Alteracidn, cambio o diferencia: cuando la tasa de consumo de algun sustrato,
por parte de las poblaciones del suelo tratado (B, A o N), muestra un valor que difiere
de forma estadisticamente significativa (P<0,05) con respecto al valor de la tasa del
mismo sustrato en el suelo control (S). Las alteraciones pueden tener dos tendencias:
Incrementada, cuando el valor de la tasa en el suelo tratado supera a la del suelo
control, e inhibida cuando se encuentra por debajo. En referencia al momento en el
gue se manifiesta dicha alteracion, ésta puede ser temprana si lo hace dentro de los
primeros 4 muestreos (primer afio) y tardia si se manifiesta posteriormente. Esta
clasificacién temporal se basé en el andlisis realizado a distintos niveles taxonémicos
(Capitulo 1IV), donde se observd que los cambios registrados en los primeros 4
muestreos (muestreos del 0 al 3) son los mas importantes, dado que a partir del cuarto
muestreo se produce una inflexién en el nimero de cambios totales en las clases
bacterianas (las cuales constituyen un nivel taxondmico suficientemente sensible a los
cambios, como se comprueba en gran parte de los estudios taxonémicos publicados).
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Una razén adicional es que con estos 4 muestreos se cumple un afio desde la
aplicacion de la enmienda (un ciclo hidrolégico con sus 4 estaciones climaticas).

3.4.4 Tratamiento de los datos del sistema MicroResp™

Los datos de las absorbancias de la placa indicadora obtenidas al inicio (0 horas)
y al finalizar el tiempo de incubacién (6 horas) fueron procesados como se indica el
manual de Microresp™ (Campbell et al., 2006) (Expresién 3).

1. Estandarizacion.

Aq(6h) estand.= (A¢en)/Atony) X (Promedio A¢on))
A¢(0h) estand.= (Aton)/Ac(ony) X (Promedio A on))

At(onjestand.: Lectura de la absorbancia del pocillo at=0 h.
Ayshjestand.: Lectura de la absorbancia del pocillo al finalizar la incubacién t=6h.

2. Transformacion de la absorbancia en %C02 emitido

%CO0,)= 0,0992 + (25,49 x (4,24 x 10%)*)

Donde Ai puede ser: At(Oh) estand. O At(6h) estand.

3. Transformacion de % CO, en tasa de produccion de CO,

(% CO 6 h-% CO, 0 h) (44) (12)
( 100 x950x |27 )x (12

peso suelo por pocillo x (% peso seco/100)

)/ en

Expresion 3. Estandarizacidn (1), transformacion de las medidas de absorbancia (2).
Transformacién del % CO; en tasa de produccién de CO; (ug CO,-C g suelo™ h'?) (3).

3.4.5 Tratamientos estadisticos

Los procedimientos estadisticos del anadlisis se detallan en el apartado 2.4.7
Tratamientos estadisticos (Capitulo Il). Las matrices de correlacion se encuentran en el
ANEXO 4 (Tabla 59).
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3.5 Resultados

En primer lugar, se presenta la variacién general de los consumos en los suelos
tratados con respecto al suelo control. A continuacién, se muestran los perfiles
metabodlicos de forma cualitativa. Para la consulta de los resultados cuantitativos
véanse las tablas del ANEXO 2.

3.5.1 ;Cual fue la variacion general de los perfiles metabdlicos?

Siguiendo el protocolo de la técnica MicroResp™ para medir CLPPs, se procedié
a la determinacién de las tasas de respiracion de los distintos sustratos en los
muestreos del suelo control (S) y en los de los suelos tratados (suelos B, Ay N). A partir
de las tasas de consumo de los diferentes sustratos se calculé qué porcentaje del total
representd el consumo de cada sustrato en cada suelo a lo largo de todos los
muestreos realizados obteniéndose, de esta manera, los perfiles porcentuales.

En la Tabla 50, Tabla 51 y Tabla 52 del ANEXO 2 se presentan de forma
detallada las tasas porcentuales de consumo de cada parcela tratada comparadas con
el consumo en el suelo control a lo largo de todo el andlisis. A partir de esas tasas
porcentuales de consumo de cada uno de los muestreos (ANEXO 2), se calcularon las
tasas porcentuales medias de los suelos tratados (B, Ay N) y las del suelo control (S). A
continuacion, se obtuvo la variacién porcentual (ratio %) de los valores de las tasas de
consumos de los suelos tratados respecto del suelo control, con el fin de estimar cudl
fue la variacién global del consumo de cada sustrato en cada suelo enmendado. Con
estos resultados se obtuvo una valoracién general de la variacidn de las tasas de
consumo en los distintos suelos (Tabla 7).

Como se puede observar en la Tabla 7, el consumo relativo medio de los acidos
organicos sufrid un descenso generalizado en los tres suelos enmendados con los
distintos residuos organicos (diferencias negativas en color azul). Por el contrario, los
consumos de los azucares y de los aminoacidos se incrementaron en general en los
suelos tratados (diferencias positivas en color rojo). Se puede destacar que el consumo
del dcido malico disminuyd de forma mas notable que el de los otros acidos en los tres
tipos de suelos enmendados. En el otro extremo, dentro del grupo de los azlcares, el
consumo de la glucosa fue el que mayor incremento sufrié y, dentro de los
aminodcidos, correspondié al consumo de la arginina.

Con estos resultados también se obtiene un dato importante en términos de
diversidad funcional ya que se observa la compensacién de la participacion de los
sustratos a lo largo del perfil de consumo, es decir, que los sustratos cuyo consumo
aportaba un menor porcentaje de participacion, como los azlcares y aminodcidos,
ahora lo hace de forma mas intensa, y viceversa. Por tanto, se podria decir que la
diversidad funcional de los suelos tratados se incrementd, ya que el reparto de los
consumos fue mas equitativo.
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Suelo tratado con BC

Suelo tratado con LAE

Suelo tratado con LANAE

sustrato

A.cit

A.Mal

A.0xa

A.Pro

Ala

Arg

GABA

Lys

Ara

Fru

Gal

Glu

NAG

Treh

ratio %| | sustrato
A.Cit
A.mal
A.0xa
A.Pro
Ala
Arg
34,5 GABA
53,1 Lys
65,9 Ara
25,8 Fru
15,2 Gal
[ 930 [[ Glu
19,7 NAG
29,1 Treh

S

A

ratio %| | sustrato
-28,6 A.Cit
A.mal
-31,7 | | A.oxa
-19,0 A.Pro
19,6 Ala
25,5 Arg
49,4 GABA
36,8 Lys
36,4 Ara
27,9 Fru
7,7 Gal
86,8 Glu
-0,3 NAG
51 Treh

S

N

ratio %

-27,5

-27,0

36,0

-8,3

30,0

8,5

33,2

36,3

21,9

Tabla 7. Variacidn de las tasas de consumo relativas de los suelos enmendados.

Tasas porcentuales del consumo medio de los muestreos de suelo control (S) y de los
suelos tratados (S-B, n=11; S-A, n=9; S-N, n=9). La columna “ratio %” muestra la
variacion porcentual del suelo enmendado respecto del suelo control. Las variaciones
negativas se muestran en azul, las variaciones cercanas a cero en blanco y las
variaciones positivas en rojo.

Por otra parte, algunos sustratos sufrieron variaciones mas moderadas, por
debajo del 10 %, como, por ejemplo, el consumo promedio de NAG (-0,3 %), trehalosa
(5,1 %) y galactosa (7,7 %), tras la aplicacién de LAE en el suelo, y para los sustratos
GABA (-8,3 %) y arabinosa (8,5 %) en el caso del suelo N.
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3.5.2 Analisis del perfil metabolico del suelo B

Los perfiles metabdlicos de las poblaciones del suelo sufrieron alteraciones
cuando se afadid la basura compostada (BC). En la Tabla 8 se observa de forma
resumida que las tasas de consumo de todos los sustratos mostraron diferencias
significativas con las del suelo control en algin muestreo. Como ya se ha indicado
previamente, de forma general se aprecia que las tasas de los acidos organicos
disminuyeron, mientras que las de los azlcares y aminoacidos se incrementaron, a
excepcion del descenso detectado para los consumos de NAG y de lisina. También se
puede observar que la alteracién de los perfiles metabdlicos persistid hasta los ultimos
muestreos, dos afios después.

Atendiendo al nimero de muestreos en los que se observé la alteraciéon de la
tasa de consumo de algun sustrato, con respecto de la del suelo control, los sustratos
que sufrieron mas variaciones significativas fueron la glucosa (con alteraciones en 10
de 11 muestreos), el acido malico (8), seguido de los acidos citrico (7) y protocatéquico
(7). Por el contrario, los consumos de GABA (3) y galactosa (3) fueron los que menos
cambios mostraron a lo largo de todo el analisis (Tabla 8).

Sustrato BO|B1|B2(B3|B4|B5(B6(B7|B8|B9(B10

A. citrico dh A b A 7
Amilico (G010 B8 E| & 8
A.oxdlico |4} ndh ¥ 4
A. protocatéquico [} [ |4 | |4 |4 S| &7
Alanina ﬁ ﬁ ﬂ‘ ﬁ} 4
Arginina {T {? {T {T 4
GABA % @ ¥ 3
Lisina @ @ {1' @ {T {T 6
Arabinosa 4|4 |4 @ @4 6
Fructosa {? ﬁ} ﬁ ﬁ ﬁ @ 6
Galactosa 4 @ 1@ 3
Glucosa |{F|{r|{r| 0|40 |4 |4 |44 [$ 10
NAG S04 4] [f]5
Trehalosa 1|4 1 4|5

918 518|10{8|3|5(10] 5

oI ]|P Ol |P|IV|O]I|P

Tabla 8. Alteraciones de las tasas metabdlicas en el suelo B a lo largo de los
muestreos.

Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre las tasas porcentuales de
consumo de los distintos sustratos del suelo tratado (B) respecto del suelo control,
para cada uno de los muestreos (de BO a B10). La diferencia positiva se indica con una
flecha hacia arriba y la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en funcion de si
se incrementa o se inhibe el consumo con respecto al control). En la columna con
valores numéricos y en la fila inferior se indica el niumero total de alteraciones
detectadas en cada sustrato o muestreo, respectivamente. Estaciones del afo: otofio
(0); invierno (I); primavera (P); verano (V).
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Desde el punto de vista de los muestreos que presentaron un mayor o menor
numero de sustratos con alteraciones, los muestreos B5 y B9 (con 10 alteraciones,
ambos en invierno) y el muestreo BO (con 9, en otofio), fueron los muestreos que
exhibieron un mayor nimero de cambios en sus perfiles de consumo. En cambio, en
los muestreos correspondientes a los meses de verano B3 y B7 se detectaron el menor
numero de alteraciones (5 y 3, respectivamente). Por tanto, se aprecia que en los
primeros muestreos existe un elevado numero de alteraciones, posiblemente debido
al efecto de las enmiendas recién aplicadas, y que a partir del primer verano (B3) se
puede comprobar que, por lo general, en los meses mds frios se observa un
incremento del nimero de alteraciones, mientras que en los meses mds calurosos se
aprecia un descenso.

Excepto para el consumo de NAG, cuya alteracidén se detectd después de un
afo desde la aplicacion de BC (Tabla 9), todas las tasas de consumo mostraron
alteraciones que se detectaron dentro de los primeros cuatro muestreos (primer afo)
y por tanto se consideraron alteraciones tempranas (concepto explicado en el
apartado 3.4.3).

Para estimar la influencia de los factores sobre las tasas de consumo se realizé
un ANOVA de dos factores, tratamiento y muestreo. El factor tratamiento se estudio a
lo largo de 2 niveles, suelo sin tratar (S) y suelo enmendado (B), y el factor muestreo
con un total de 11 niveles (desde el muestreo 0 hasta el 10). Los resultados del ANOVA
(integrados en la Tabla 9) indican que las diferencias de las tasas relativas de consumo
se podrian explicar por la combinacion de ambos factores debido a que en la mayor
parte de los andlisis existia una interaccion significativa entre ellos. No obstante, a
pesar de la interaccion significativa existente entre los factores (tratamiento vy
muestreo), y con el objetivo de conocer cudl de los dos factores tuvo mas peso, se
utilizé la proporcién de la varianza que explicd cada uno de ellos por separado,
sefialdndose cuando ésta fue mayor por parte del factor tratamiento.

De esta manera, como se puede observar en la Tabla 9, las tasas de la mitad de
los sustratos (un total de 7) debieron principalmente su comportamiento a una mayor
influencia del factor tratamiento, al menos en los dos primeros muestreos. Se podria
destacar que el incremento del consumo de arginina se pudo explicar por la influencia
exclusiva del factor tratamiento, ya que no existié interaccién entre los factores
analizados. Por otro lado, los consumos de algunos sustratos, como los de la alanina y
la trehalosa, tuvieron una influencia marcada principalmente por el factor tratamiento
durante un mayor periodo de tiempo (hasta el cuarto muestreo) y los valores de
consumo del dcido malico tuvieron una influencia del factor tratamiento a lo largo de
todo el andlisis (11 muestreos). Sin embargo, las tasas metabdlicas de la otra mitad de
los sustratos tuvieron una influencia marcada principalmente por parte del factor
muestreo, es decir, marcada fundamentalmente por la influencia de otros aspectos,
como los climaticos y edaficos, entre otros.
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Sustrato B0O|B1|(B2|B3(B4|B5(B6|B7|B8(B9|B10
[ v e e I S 8
A. oxalico &4 & ¥ ¥ 4
A. protocatéquico |4} <[4} 4 & G147
Alanina ﬁ {? {‘r ’I} 4
Arginina ﬁ} {? ’I} ﬁ} 4
Arabinosa ﬁ {? ‘1} {? ﬁ ’I} 6
Fructosa ] |44 |4 4|6
Glucosa || ¢ |0 |44 |4 || 4] |10
Trehalosa ﬁ {"r ‘1} ’I} ’I} 5
Lisina nidh dh b 4 6
GABA £ @+ ¥ 3
Galactosa {r 1@ @ 3
A. citrico S & & FF |F 7

918(7|5(7]|19|7]|3|4(10| 4

I'|P{V]|O[I|P|V|O]|]I|P

Tabla 9. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de las tasas
metabdlicas a lo largo de los muestreos en el suelo B.

Se muestran las alteraciones que fueron tempranas. Los muestreos sombreados indican
que el factor tratamiento explicd una parte mayor de la varianza. Las celdas bordeadas
de forma mas intensa indican los muestreos en donde no hubo interaccidn significativa
entre los factores. Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre las
tasas porcentuales de consumo de los distintos sustratos del suelo tratado (B) respecto
del control, para cada uno de los muestreos (de BO a B10). La diferencia positiva se
indica con una flecha hacia arriba y la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en
funcién de si se incrementa o se inhibe el consumo con respecto al control). En la
columna con valores numéricos y en la fila inferior se indican el niumero total de
alteraciones detectadas en cada sustrato o muestreo, respectivamente. Estaciones del
afio: otofio (O); invierno (l); primavera (P) y verano (V).
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3.5.3 Analisis del perfil metabolico del suelo A

En el suelo A, al igual que en el suelo B, se observd un resultado similar para
algunos sustratos. Asi, en general, se aprecia un descenso del consumo de los acidos
organicos y un incremento del consumo de los azlcares y de los aminoacidos excepto
para la arginina y la lisina, que disminuyeron. El resultado de la lisina también coincidié
con el detectado en el suelo B (Tabla 10).

Sustrato AO|A1|A2|A3|(A4|A5|A6|A7(A8
A milico | YR N R Ny N R
A. oxalico ¥ &[4 3
A. protocatéquico |4} |4 | |45 [4F|  [4F| [4F[6
A. citrico e a0 | [dE] |4
A;:‘;Za g Ldh s )1 g{}j Tabla 10. A!tferaciones de las
Lisina EGEP 4 tasas metabdlicas a lo largo de
- los muestreos en el suelo A.
Arginina ¥ (4 3 ) =
Glucosa T N PN 2 La mterpretaaon de esjta tabla
se realiza como se explica en la
Fructosa 1 1@ +3
Trehalosa  [{} 4 |4 |3 Lablals
Arabinosa 1 1
NAG 4 1
Galactosa 41
1013(3|6[5|5([3]|6
P || P I | P

En el suelo A el consumo de los acidos organicos fue diferente al del suelo
control en un mayor nimero de muestreos, en comparacion con otro tipo de
sustratos. En concreto, los consumos de los dcidos malico y protocatéquico mostraron
diferencias en un mayor numero de muestreos (ambos con 6 muestreos con
alteraciones), mientras que los azucares arabinosa, NAG y galactosa, fueron los que
menos (Unicamente un solo muestreo) (Tabla 10).

En el primer muestreo, una semana después de aplicarse LAE (muestreo A0), se
describieron un total de 10 alteraciones en el perfil de consumo del suelo A. En el resto
de los muestreos se aprecié un nimero menor de sustratos cuyo consumo se encontré
alterado, disminuyendo de forma general especialmente en los muestreos de verano-
otofio (Tabla 10).

Al igual que en el suelo B, se detecté que la alteracion del consumo de NAG
también mostré un caracter tardio ya que se detectd en el quinto muestreo (A4). Algo
parecido sucedié con el consumo de la galactosa. De esta manera, a excepcion de los
consumos de NAG y galactosa, la totalidad de los consumos de los sustratos mostraron
alteraciones tempranas, como se indica en |la Tabla 11.
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Desde el punto de vista de la influencia de los factores (tratamiento y
muestreo), se observé que las tasas de consumo del dcido citrico, glucosa, fructosa y
lisina estuvieron influidas principalmente por el factor tratamiento, que explica una
mayor parte de la varianza, y solamente durante los dos primeros muestreos del
analisis. Aunque se puede matizar que la influencia del factor tratamiento sobre el del
consumo de fructosa y lisina no mostré interaccidn significativa con el factor muestreo,
el consumo del resto de los sustratos estuvo influido de forma mas predominante por
el factor muestreo (Tabla 11).

Sustrato AO|A1|A2|A3|A4|A5|A6|A7|A8
A. mélico o ¥ |||
A. oxalico & ¥ | 3
A.protocatéquico [} [4+| |4F 4| ] [d|e
A. citrico ) 41 48| (4| [s4] Tabla 11. Influencia de los
Glucosa e 4r|4r| |4| factores sobre las alteraciones
Fructosa O % 4. [3| tempranas de las tasas
Trehalosa @ & ¥ 3 metabdlicas a lo largo de los
Arabinosa & 1| muestreos en ell suelo A.
Alanina N RPN PN 2 La inte.rpretacion de es_ta tabla
GABA N T FNFNP se realiza como se explica en la
Tabla 9.
Lisina | B 1|4
Arginina &4 |4 3
10(3(3[(6[4[5[3[6]5
P{V|IO|I|[P|V|O]|I]|P

Bajo este analisis no se observé una gran influencia por parte de la enmienda
en el suelo, ya que el factor tratamiento solo influyé de manera significativa en el
consumo de unos pocos sustratos, y solamente en los muestreos iniciales. En este
sentido, un total de 10 sustratos mostraron alteraciones en el primer muestreo (A0), lo
gue indica que al comienzo el nUmero de cambios fue muy sobresaliente.
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3.5.4 Analisis del perfil metabolico del suelo N

La aplicacion de LANAE en el suelo también causd un efecto similar al de las
otras enmiendas, apreciandose un descenso generalizado de las tasas relativas de
consumo de los acidos organicos. Por otra parte, el consumo de todos los aminodcidos
y azucares, excepto la galactosa y la trehalosa, sufrié un incremento significativo en el
primero de los muestreos (Tabla 12). Por lo que se puede comprobar, como en el suelo
A, que en el primer muestreo el nUmero de alteraciones fue elevado, posiblemente
por el efecto reciente de la presencia de las enmiendas aplicadas.

Sustrato NO|N1|N2|N3|N4|N5|N6|N7|N8
A. citrico W[4 ) W 4
A. malico ) i W [ W |4k |6
A. oxalico ) W [ |4
A. protocatéquico |} W <+ |3
Alanina 4 4 414 |4 14 6| Tabla 12. Alteraciones de las
Arginina 14 & |4 1| 16| tasas metabélicas a lo largo
GABA 14 1 2| de los muestreos en el
Lisina 4+ 4% > 1r|4| sueloN.
Arabinosa 14 i 2| Lainterpretacion de esta tabla
Fructosa 14 14 2| serealiza como se explica en la
Galactosa 14 2's 2| Tabla 8.
Glucosa 4 (35 140 4B 44 6
NAG 4| ¥ |45
Trehalosa 14 4 2
12(6|5|6|6|5]2|6]|6
PIV|O|I|P oI |P

Las tasas de consumo del dcido malico, la alanina, la arginina y la glucosa
fueron las que se detectaron alteradas en un mayor nimero de muestreos (en 6
muestreos). Por el contrario, las alteraciones de las tasas de consumo del GABA, la
alanina, la fructosa, la galactosa y la trehalosa, fueron las que se registraron en un
menor niumero de muestreos (2).

Por otro lado, el primero de los muestreos NO (con 12 sustratos con
alteraciones, en primavera) y N6 (con 2 alteraciones, en otofio) fueron los muestreos
gue mayor y menor numero de tasas con alteracidn mostraron, respectivamente. Al
final del analisis (N8) el numero de sustratos con alteraciones se mantuvo con 6.

A excepcién del consumo de la galactosa, cuya alteracién significativa se
registré en el muestreo N4 (un afio después de la adicion de LANAE), el resto de las
alteraciones se consideraron tempranas en el tiempo (Tabla 13). De hecho, los
consumos de 12 de los 14 sustratos utilizados tuvieron alteraciones significativas en el
primero de los muestreos (NO), lo que vuelve a evidenciar la influencia de la enmienda
en los primeros muestreos.

104



Sustrato NO[{N1|N2|N3|N4|N5(N6(N7|N8
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En la Tabla 13 se puede observar que 6 de los 13 sustratos que mostraron
alteraciones tempranas, debieron sus variaciones principalmente al factor tratamiento.
A pesar de ello, la influencia del factor tratamiento parece tener una implicacién
relativamente corta en el tiempo, ya que su influencia no predomind después de los
primeros dos muestreos. El incremento temprano de la tasa de consumo de NAG
estuvo influido predominantemente por el factor tratamiento ya que no se hallaron
interacciones significativas.

Tras el andlisis de los perfiles metabdlicos de los tres suelos enmendados se
puede destacar que las tendencias de los sustratos se correspondieron en general con
las extraidas en el primer apartado de los resultados (Tabla 7). No obstante, existieron
excepciones a esta norma especialmente en el comportamiento de los aminodcidos en
los suelos B y A, donde se observaron algunos resultados que mostraron que la
participacién del consumo de algunos aminodacidos disminuyd con respecto al suelo
control. También se pudo destacar que la influencia del factor muestreo fue menos
duradera en los suelos A y N (enmendados en primavera) que en los suelos B
(enmendados en invierno). Este resultado podria relacionarse con la influencia de la
temperatura, la cual es superior de media en los muestreos de primavera, por lo que
podria tener sentido que la influencia del tratamiento se viese eclipsada por una
creciente influencia del factor muestreo.
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3.5.5 Evolucion de los perfiles metabodlicos de los suelos
enmendados

3.5.5.1 ;Disminuyo el efecto de las enmiendas a lo largo del andlisis?

En el primer muestreo tras la aplicacion de cada una de las enmiendas, los
suelos A y N registraron el mayor numero de alteraciones significativas en el perfil
metabdlico (Figura 19). Por el contrario, las alteraciones del suelo B alcanzaron su
mayor valor en los muestreos 5-1 y 10-P. Los lodos ejercieron un efecto mas marcado
durante el primer afio, oscilando entre 10 y 12 alteraciones, disminuyendo en el
segundo afio mostrando entre 2 y 6 alteraciones.

Ademas, los suelos A y N mostraron una evolucién de las alteraciones muy
similar entre si. En cambio, en los suelos B se registré un nimero de alteraciones
moderado en los primeros muestreos (del 0-O al 3-V), entre 5 y 9 alteraciones,
manifestdndose cambios mas bruscos durante el segundo afio, entre 3 y 10
alteraciones.

[
H

[y
N

[y
o

Numero de alteraciones

Figura 19. Evolucion del nimero de alteraciones significativas de los CLPPs con
respecto al suelo control independientemente del momento de la aplicacion de las
enmiendas.

Numero de alteraciones registradas en los perfiles metabdlicos. En el eje de abscisas
se representa el niumero de muestreo tomando como inicio la aplicacién de BC.

Dos afos después del comienzo del ensayo (muestreo 8, Figura 19) se puede
comprobar que el niumero de alteraciones en los perfiles de suelos tratados fue entre
5y 6, lo que indica que todavia existieron diferencias significativas en todos los
tratamientos respecto del suelo control. Por lo tanto, con estos resultados no se puede
decir de forma clara que el efecto de las alteraciones verdaderamente disminuya.
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3.5.5.2 ;Existe un componente estacional en el niimero de alteraciones
por muestreo?

En la Figura 20 se puede apreciar un efecto estacional ya que durante los meses
mas frios (muestreos de invierno) se observé un incremento generalizado del numero
de alteraciones, mientras que en los meses mas calurosos (verano-otoiio) sucedié el
efecto contrario. De forma mas detallada, se puede matizar que los muestreos
correspondientes a los meses otonales en los suelos A y N fueron los que menor
numero de alteraciones presentaron, mientras que en el suelo B correspondieron a los
meses de verano. Por regla general, el mayor nimero de alteraciones se observé en los
muestreos correspondientes a los meses de invierno.

La correlacién positiva entre el numero de alteraciones, por una parte, con la
humedad del suelo (r=0,65; P<0,001) y, por otra parte, con los eventos de precipitacién
(r=0,49; P<0,01) permitirian explicar que la presencia de agua en el suelo contribuye a
las variaciones de los perfiles metabdlicos. Por el contrario, la ausencia de agua, junto
con el incremento de la temperatura que se registra en algunos muestreos (veranos),
propiciaria un menor numero de alteraciones significativas entre los perfiles
metabdlicos de los suelos tratados y el control. Apoyando esta idea, la correlacién
entre el numero de alteraciones y la temperatura fue también significativa, pero
obviamente inversa (r=-0,44; P<0,05).
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Figura 20. Evolucion del nimero de alteraciones significativas de los CLPPs con
respecto al suelo control considerando el momento de la aplicacion de las
enmiendas.

Numero de alteraciones registradas en los perfiles metabdlicos a lo largo del tiempo
de analisis. Estaciones del afio: Otofio (O); invierno (1); primavera (P) y verano (V).
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3.5.5.3 ;Qué influencia mostro la biomasa microbiana sobre las
alteraciones de los perfiles metabdlicos?

El incremento de la biomasa microbiana que se produce por la adicién de las
enmiendas (evaluado en el capitulo Il) podria ser la razén que explicara el incremento
del consumo de determinados sustratos. Por esa razén, estandarizamos su consumo
respecto de la biomasa calculada en cada uno de los muestreos para cada suelo
tratado (gCO; sustrato = tasa sustrato/ DiOMasa muestra). POsteriormente, este valor se
relativizd con respecto al del suelo control. Asi, el analisis de las ratios del consumo de
los distintos sustratos por unidad de biomasa entre el suelo tratado y el suelo control
(0CO3 suelo tratado/ GCO32 suelo control) NOS permitié determinar qué sustratos o conjunto de
sustratos se metabolizaron de forma mas eficiente por unidad de biomasa en cada
suelo tratado (Figura 21). En la mayor parte de los muestreos los qCO, del suelo
control fueron superiores a los de los suelos tratados (en las graficas se representan
con valores menores de 1), excepto para los primeros muestreos del suelo B (0, 1y 2).
Este resultado se podria explicar debido a los valores tan elevados de biomasa
microbiana promovidos por la adicidn de las enmiendas que, por regla general, dieron
lugar a que sus cocientes metabdlicos fueran mucho menores que los del suelo
control. Sin embargo, este punto de vista (Figura 21) es una herramienta util para
estudiar los perfiles ya que a partir de él se puede decir que la relativizacion de la
biomasa hace despuntar las tasas de consumo que fueron especialmente elevadas en
los suelos tratados, independientemente del crecimiento de la biomasa.

De esta forma se pudo observar que, durante los primeros muestreos, los
perfiles metabdlicos de los suelos A y N fueron mucho menos diversos que los del
suelo control y el suelo B, puesto que en los primeros suelos se observd una
disminucién notable del numero de sustratos que fueron metabolizados al menos en
igual cuantia que en el suelo control. Dicho de otra manera, solamente el suelo B
exhibié un mayor nimero de sustratos con un qCO, superior al del suelo control
durante los primeros muestreos (0, 1 y 2), en comparaciéon con el resto de suelos
tratados (Figura 21). Este resultado significa que los cambios funcionales del suelo B
condujeron hacia un patrén de consumo mas eficiente que en el suelo control y mas
diverso en comparacion con los otros suelos enmendados, al menos en los primeros
muestreos del suelo B.

También se pudieron observar algunos comportamientos destacables. Por
ejemplo, el consumo de la glucosa y, especialmente, de la arginina estuvo
incrementado en varios de los perfiles de los distintos muestreos. El incremento del
consumo de este tipo de sustratos se encontraria en la linea del aumento generalizado
del consumo de los azucares y de los aminoacidos en los suelos tratados. Por el
contrario, la eficiencia de consumo de los acidos organicos siempre fue superior en el
suelo control, salvo para el caso del acido citrico en el muestreo BO.

Figura 21. Ratio de los cocientes metabdlicos de cada sustrato de los suelos tratados
(B, Ay N) respecto del suelo control (S).
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3.6 Discusion

La actividad metabdlica del suelo enmendado, observada a través de los
perfiles de consumo de distintas fuentes de carbono (CLPP), presentd diversas
alteraciones tras la adicion de enmiendas orgdnicas. En la literatura cientifica también
se hallan diferentes ejemplos de suelos enmendados que presentan alteraciones en su
perfil metabdlico, evaluado a través de diferentes metodologias (Bastida et al., 2008b;
Bastida et al., 2009; Chaudhry et al., 2012). Sin embargo, no se han hallado un gran
numero de experimentos que evallen la aplicacion de enmiendas organicas mediante
el sistema MicroResp™. Con esta metodologia detectamos que, en términos
absolutos, la aplicacion de enmiendas organicas produjo un incremento generalizado
de la actividad metabdlica, y por lo tanto del consumo de los distintos sustratos
(Campbell et al., 2003). Por el contrario, en términos relativos, se observé que el
reparto del consumo de los sustratos fue diferente segin su naturaleza quimica. Por
un lado, se observé un incremento generalizado del consumo relativo de los azlcares y
de los aminoacidos mientras que, por otro lado, se produjo un descenso del consumo
relativo de los acidos organicos, de manera similar a lo ocurrido en otros suelos
enmendados con residuos orgdnicos en los que se evaluan los CLPPs (Chakraborty et
al., 2011; Frag et al., 2012; Chaudhry et al., 2012; Sradnick et al., 2013).

En los suelos tratados las diferencias de los perfiles metabdlicos (CLPPs) indican
qgue las poblaciones metabolizan a distinta velocidad los sustratos de carbono
proporcionados, hecho que no es mas que un reflejo de la variedad, concentracién o
biodisponibilidad de los sustratos de distinta naturaleza quimica afiadidos con la
materia organica de las enmiendas. Asi, los sustratos disponibles en el suelo podrian
“moldear” las poblaciones que pueden vivir en esas circunstancias por una
especializacion nutricional (consumidores de tipo r o K) (Bradley y Fyles, 1995; Fanin et
al., 2015). En este sentido, si existe una presencia masiva de nutrientes deberian
proliferar determinadas poblaciones oportunistas o de tipo r (Fierer et al., 2012a),
reflejdndose posteriormente variaciones en el consumo de algunos sustratos del
ensayo. Consideramos también que, aparte de la composicion diferentes de las
poblaciones, estas diferencias de consumos pueden deberse bien a un estimulo
derivado de un efecto priming (Hamer y Marschner, 2005), o quizas a la demanda de
algunos sustratos como, por ejemplo, aquellos que contienen nitrégeno (Orwin et al.,
2006; Banning et al., 2012).

3.6.1 ;A qué puede deberse el incremento del consumo relativo
de los azucares y aminoacidos?

La adicién de los residuos organicos supuso un incremento del carbono
organico total y, concretamente, del carbono soluble del suelo. En esta udltima fracciéon
del carbono se concentran gran parte de los compuestos de facil degradaciéon por
parte de las poblaciones microbianas, entre los que se encuentran los azucares (Cook y
Allan, 1992; Ros et al., 2003b; van Hees et al., 2005). En nuestros analisis también se
ha comprobado que la adicion de enmiendas organicas promueve el incremento de la
biomasa microbiana (Capitulo 1lI), cuyos valores también se correlacionan
positivamente con el incremento del consumo de determinados azucares como la
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glucosa (r=0,41; P<0,01) y la fructosa (r=0,47; P<0,01), y de algunos aminoacidos como
la alanina (r=0,34; P<0,05), como también se ha indicado previamente en otros
estudios (Lin y Brookes, 1999; Carpenter-Boggs et al., 2000). De esta forma, tanto el
incremento del consumo de compuestos labiles, como el incremento de la biomasa,
coincidirian con un efecto priming en las poblaciones del suelo (Kuzyakov y Bol, 2006),
y se relacionarian con la proliferacion de microorganismos de estrategia ecoldgica de
tipo r (oportunistas), los cuales son los responsables del metabolismo principal de las
sustancias mas labiles, como son los azucares (Fontaine et al., 2003; Wakelin et al.,
2008; Frac et al., 2012; Sradnick et al., 2013).

Por otra parte, el incremento del consumo relativo de compuestos
nitrogenados como NAG, GABA y otros aminoacidos podria deberse a un aumento de
la demanda del consumo de compuestos con nitrégeno, como se sugiere en algunos
trabajos (Orwin et al.,, 2006; Lagomarsino et al., 2012). Asi, en estudios de suelos
enmendados con residuos orgdnicos, se ha publicado que un incremento de la
disponibilidad de fuentes de carbono puede conducir a una escasez relativa de
compuestos de nitrégeno, provocando la activaciéon de enzimas que mineralizan los
compuestos orgdnicos con nitrégeno (Bowles et al., 2014). De hecho, en nuestro
trabajo la ratio C/N se incrementd en varios muestreos tras la adicion de enmiendas, lo
gue podria suponer también un incremento de la demanda relativa de nitréogeno por
parte de los microorganismos. En esta linea, Orwin sugiri6 que la adicidn de
compuestos de carbono mas o menos complejos producia una mayor demanda de
nitrégeno de las poblaciones, favoreciendo la expresién de enzimas capaces de
degradar compuestos como los aminoacidos (Orwin et al., 2006). En cambio, en otro
trabajo también se sugiere que la adicién de compuestos de nitréogeno puede activar el
consumo relativo de distintos compuestos de carbono (Currey et al., 2010), puesto que
se observd una presencia elevada de amonio y un incremento del consumo de
azucares (glucosa, galactosa y NAG), asi como de determinados aminoacidos como la
arginina, de manera similar a nuestro analisis. Sin embargo, ni en ese articulo (Currey
et al., 2010) ni en nuestro trabajo hemos podido encontrar valores de correlacion
significativos para estos resultados. Por todo ello, la discrepancia existente entre estas
conclusiones nos hizo pensar que realmente el incremento de la degradacién potencial
de estas sustancias labiles (como los azucares y los aminodcidos) podria justificarse
mejor por la necesidad de degradar nutrientes sencillos para la sintesis de biomasa,
qgue para cubrir la escasez de algunos nutrientes. De esta forma, la degradacion de
azUcares aportaria gran cantidad de energia y los aminodcidos serian componentes
esenciales para la sintesis de las estructuras microbianas.

113



3.6.2 (Por qué disminuye el consumo relativo de los acidos
organicos?

En el caso de los acidos organicos se produjo un descenso generalizado de sus
tasas de consumo en relaciéon al perfil metabdlico. En términos relativos, un
incremento notable del consumo de los azlucares y de los aminoacidos conlleva un
descenso de la participacion del consumo de los acidos organicos a lo largo del perfil
metabdlico total. Este resultado indica un incremento de la diversidad funcional, ya
gue las tasas relativas de consumo de los azlcares y aminoacidos tendieron a igualarse
con las de los acidos organicos, mostrando por tanto, perfiles metabdlicos cuyas tasas
relativas fueron proporcionalmente similares entre si (Tabla 7). De forma similar a
nuestras observaciones, Sradnick publicé que la adicidn de enmiendas orgdnicas al
suelo produce un incremento de la diversidad funcional de su microbiota. En concreto,
describidé una correlacién negativa entre la diversidad funcional y un incremento en el
consumo absoluto de los dacidos organicos y, por el contrario, positiva con el
incremento del consumo absoluto de los azlcares y aminodcidos (Sradnick et al.,
2013), de manera parecida a nuestras observaciones. Por tanto, la disminucién del
consumo de los acidos orgdnicos en suelos enmendados podria ser un rasgo
caracteristico de este tipo de practicas.

Sin embargo, puesto que los acidos organicos, como los usados en nuestro
experimento, también se degradan de forma rdpida por las poblaciones del suelo (van
Hees et al., 2005), icudl seria entonces el motivo de que los acidos organicos no se
consumieran a tasas relativas tan elevadas? Una posible razén podria relacionarse con
la integracion de los acidos en las células microbianas. Al parecer estos compuestos
precisan de un gasto de ATP elevado para su integracién (van Hees et al., 2005), lo que
dificultaria su mineralizacidon, en comparacion con otras sustancias faciles de degradar.
También, otros factores como el pH podrian influir sobre los perfiles de consumo,
como revela un ensayo de los perfiles metabdlicos de suelos agricolas (Wakelin et al.,
2008). En el trabajo de Wakelin se relaciond un descenso del pH en el suelo con un
menor metabolismo del dcido aspartico (sustrato no empleado en nuestro trabajo) vy,
por el contrario, con un incremento en el consumo de sustratos como la lisina y la
arginina, como también ocurre en nuestro analisis. De esta manera, se podria pensar
que el estrés que produce la variacién del pH, junto con el incremento masivo de los
nutrientes, podria seleccionar microorganismos que crecieran mds rapidamente
merced a poder consumir mejor ese tipo de sustratos (azUcares y aminodcidos). En la
misma linea, aunque desde el punto de vista contrario, Pailler observéd que la
naturaleza quimica de los compuestos de los suelos de bosques de coniferas, cuyos
desechos vegetales son mas recalcitrantes, seleccionaron un tipo de microorganismos
que degradaban los compuestos mas complejos de forma preferente (Pailler et al.,
2014). Al igual que este caso, los suelos que han sufrido un incendio y han perdido
hasta un 80 % de su biomasa microbiana (en concreto de ectomicorrizas) disminuyen
la cantidad de acidos carboxilicos presentes en ellos, disminuyendo su
biodisponibilidad para las bacterias y, por tanto, pudiendo seleccionar
microorganismos entre las cuales no se encuentra un consumo preferente de esos
acidos (Banning et al., 2012).
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Si trasladamos estos razonamientos a nuestro ensayo, se podria decir que la
presion que ejercen las enmiendas, debida a cambios quimicos principalmente,
permitiria seleccionar aquellas poblaciones cuyo metabolismo se basé en el consumo
preferente de azucares, reduciendo, por tanto, la parte correspondiente al consumo
de los acidos orgdnicos.

3.6.3 (A qué puede deberse la duracion de las alteraciones del
perfil metabdlico de los suelos tratados y las oscilaciones en
el namero de alteraciones?

Las alteraciones registradas en los perfiles metabélicos de los suelos tratados
perduraron hasta el final de los analisis. Los datos edaficos, después de dos afios de
analisis, siguieron mostrando cantidades ligeramente elevadas de compuestos de
carbono organico, como Lpy, Lp, y carbono soluble en las parcelas enmendadas. Esto
indica que las dosis que se aplicaron fueron elevadas, haciendo que su efecto
perdurase en el tiempo y mantuvieran la seleccidon de poblaciones cuyo metabolismo
se baso principalmente en el consumo de compuestos labiles. El transcurso del tiempo
deberia dar lugar a un estado metabdlico similar al del suelo control, porque la
proporcidén de nutrientes afiadidos se va reduciendo. Sin embargo, en otros trabajos
analizados durante un tiempo considerablemente mas largo (superior a los veinte
afios), el perfil de los consumos se mantuvo alterado en funcién de otros factores
como el desarrollo vegetal que se derivo de la aplicacién de las enmiendas (Bastida et
al., 2013).

También hemos comprobado que los suelos tratados poseen un perfil de
consumo muy diferente al del suelo control especialmente en las estaciones mas frias,
donde se contabiliza un numero de diferencias significativas comparativamente mayor
gue las observadas durante los perfiles de los muestreos mas calurosos (Figura 20). En
un principio, esta disminucién de las diferencias entre los suelos tratados y el control
podria deberse al efecto que provocaria una elevacion de la temperatura ambiental.
Esta elevacién incrementaria la actividad metabdlica general de los microorganismos
del suelo (Qiu et al., 2005; Fierer et al., 2006; Poulsen et al., 2012), sin distincion de si
fue tratado o no con enmiendas, que produciria un consumo incrementado e
inespecifico de los sustratos, mostrando un perfil metabdlico similar entre todas las
muestras, lo que se traduciria en un nimero menor de diferencias entre los suelos
tratados y el control. En cambio, en los muestreos de invierno, el frio podria disminuir
la actividad metabdlica general de los suelos tratados y del suelo control, pero de una
forma mads notable en este ultimo ya que carece del efecto protector de los lodos los
cuales incrementan el nimero de agregados, el contenido de humedad (Singh y
Agrawal, 2008), y la cantidad de nutrientes incrementandose, por tanto, el nimero de
diferencias significativas en el perfil metabdlico de los suelos tratados con enmiendas
(B, Ay N) con respecto al control (S).
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3.6.4 ;Existe algun rasgo caracteristico capaz de discriminar el
uso de las diferentes enmiendas en el suelo?

La utilizacién del consumo de los acidos organicos como indicador del estado
funcional del suelo se ha comprobado en suelos rehabilitados, destacdandose
especialmente el poder discriminatorio de las poblaciones presentes de aquellos
acidos quimicamente mas complejos (Banning et al., 2012). La excrecién de acidos
organicos por parte de las raices de las plantas estd considerada como un mecanismo
de obtencién de micronutrientes como el hierro y el manganeso en suelos con
deficiencias nutricionales (Chishaki y Horiguchi, 1997; Jones, 1998) que, al mismo
tiempo, promueve el desarrollo de poblaciones microbianas predispuestas a
metabolizarlos (Banning et al., 2012). Dentro de los dacidos orgdnicos, el acido
protocatéquico (acido fendlico) estda considerado como un compuesto dificil de
metabolizar, y por esta razén se usa como marcador de la capacidad de degradacién
de compuestos recalcitrantes como la lignina (Campbell et al., 1997; lwagami et al.,
2000). Aunque las tasas relativas de consumo de los acidos organicos disminuyeron en
los suelos tratados en general, de forma particular el consumo relativo del acido
protocatéquico disminuyd notablemente. Posiblemente las altas dosis de enmiendas
organicas aplicadas, las cuales aumentaron la proporcion de sustratos facilmente
degradables, podrian disminuir la proporcién de microorganismos genéticamente
preparados para la degradacion de estos compuestos mas complejos de dos maneras.
Por un lado, favoreciendo la seleccién de poblaciones bacterianas oportunistas con un
comportamiento nutricional copiotréfico que tengan un consumo preferente por los
sustratos mas sencillos (Fierer et al., 2012a; Sradnick et al., 2013). Y por otro lado,
disminuyendo la capacidad de las poblaciones de degradar compuestos mas
recalcitrantes como, por ejemplo, el acido protocatéquico. De hecho, hemos podido
detectar una correlacién negativa y significativa entre el consumo del 3acido
protocatéquico y la cantidad de carbono organico (r=-0,40; P<0,05), la de Lp1 (r=-0,38;
P<0,05) y la de Lp2 (r=-0,40; P<0,05). En el trabajo de Banning, la ausencia de contacto
entre los microorganismos y algunas sustancias quimicamente complejas, sumado a la
presencia de fertilizantes afadidos, contribuyd a la disminucion del metabolismo de
estas sustancias complejas por parte de las poblaciones microbianas (Banning et al.,
2012). Asi, un hecho similar podria estar sucediendo en nuestros suelos tratados con
enmiendas organicas.

En cambio, en varios estudios de suelos tratados con enmiendas orgdnicas a
dosis elevadas se ha detectado lo contrario, es decir, el desarrollo de bacterias capaces
de metabolizar compuestos complejos como el acido protocatéquico, ademds de
compuestos labiles (Marwati et al., 2003; El Azhari et al., 2012). Segun El Azhari (2012)
la adicidn repetida (19 afios) de enmiendas orgdnicas a altas dosis favoreceria la
adaptacion de las poblaciones del suelo a la degradacion de los compuestos
aromaticos como el acido protocatéquico (El Azhari et al., 2012). Sin embargo, con
nuestra metodologia no se ha observado que se haya alcanzado dicho estado en la
microbiota del suelo, ya que las tasas de consumo del dacido protocatéquico
permanecieron bajas por regla general, sugiriendo que las poblaciones del suelo en el
plazo de dos afios no fueron capaces de degradar ese tipo de sustancias mas
recalcitrantes, tal y como sugieren los estudios mencionados. A diferencia de aquellos
trabajos, en el nuestro la enmienda se aplicé en un solo momento y no de forma
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reiterada. Tras estas reflexiones se puede concluir que el acido protocatéquico no fue
discriminativo entre las enmiendas utilizadas, aunque si nos fue valido para indicar la
presencia de cualquier enmienda orgdnica en el suelo.

Por otro lado, los resultados mostraron que el estudio detallado de algunos
aminodcidos que se comportan de una forma fuera de la tendencia general (es decir,
cuyas tasas de consumo disminuyeron) podria arrojar informacion acerca de la
presencia de alguna enmienda en particular. Este fue el caso de la disminucion del
consumo de la lisina en algunos muestreos de los suelos B y A. Sin embargo, no se han
encontrado trabajos en la literatura cientifica que aportaran mas informacién acerca
de este comportamiento, los cuales ayudaran a apoyar esta observacion. En referencia
al consumo de los azlcares, aunque algunos autores han documentado el incremento
en el consumo de N-acetil-glucosamina (NAG) en los suelos enmendados con compost
(Cordovil et al., 2011), en nuestro ensayo solo hemos podido documentar ese
incremento en los primeros muestreos de los suelos tratados con LANAE (suelos N)
(Tabla 13) que, sin embargo, no se traducen en un incremento del consumo
estandarizado por unidad de biomasa (Figura 21).

Frente a la dificultad de encontrar en nuestros analisis un sustrato concreto
cuyo consumo permitiera identificar un suelo tratado con una enmienda en particular,
mediante la relativizacion de la tasa de consumo con respecto a la biomasa se
pudieron observar rasgos mds generales de como se consumieron los sustratos en su
conjunto (Figura 21). De esta manera, por ejemplo, en el suelo B se observé un mayor
numero de sustratos cuyo consumo por unidad de biomasa fue superior al del suelo
sin tratar, durante los primeros muestreos. En cambio, en los suelos Ay N, el nimero
de sustratos que se consumieron con una mayor eficiencia con respecto al suelo
control fue menor que en B. Este hecho podria considerarse como un rasgo
discriminatorio del empleo de este tipo de enmiendas compostadas, las cuales tienen
una mayor proporciéon de compuestos complejos (Pascual et al., 1997). De esta
manera, las poblaciones del suelo B parecen tener un perfil de consumo mas amplio y
diverso ya que son capaces de degradar un mayor nimero de sustancias, mientras que
en los suelos A y N el espectro de consumo parece menos diverso, centrado en un
menor numero de sustratos. Una de las razones que podrian explicar esta diferencia se
encontraria en la elevada cantidad de compuestos labiles en las enmiendas LAE y
LANAE, la cual pudo haber seleccionado poblaciones con un metabolismo mas
oportunista que las del suelo B y, por tanto, con una diversidad funcional mas
restringida (aunque siempre mayor que la del suelo sin enmendar) (Yang et al.,
2000);(Chaudhry et al., 2012). Cabe recordar que en los procesos de elaboracion de los
lodos utilizados (LAE y LANAE) no se utilizé el tratamiento térmico tipico de las
enmiendas compostadas, haciendo que éstos contuvieran una mayor proporcion de
compuestos de facil degradacién (Thuy et al., 2014). En cambio, en las enmiendas
compostadas, la variedad de compuestos de diferente complejidad pudo promover
que el perfil de consumos en el suelo B fuera mds diverso, al menos a corto plazo
desde el momento de la adicién de las enmiendas. Consideramos, por tanto, que esta
forma de analizar los perfiles de consumo podria ser Gtil para mostrar o definir a corto
plazo, no solo la diversidad funcional, sino la capacidad de consumo de los sustratos de
diferentes tipos de suelos. Pero, ¢existiria algun sustrato capaz de aportar una
informacién mas concreta?
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Aungue los sustratos elegidos para la determinacién de los perfiles metabdlicos
tienen un origen natural y por esta razén su estudio deberia aportar un gran
significado ecolégico (Campbell et al., 1997), el uso de la técnica en varios
experimentos no ha reportado un gran nimero de sustratos o conjunto de sustratos
discriminatorios asociados a un estado metabdlico concreto, debido a la dificultad de
realizar esta asociacion (Chen et al., 2008). En nuestro andlisis hemos podido detectar
el consumo preferente de la arginina, tanto a nivel relativo como a nivel absoluto, por
lo que se podria proponer como un indicador del uso de las enmiendas en el suelo. El
incremento del consumo de arginina también fue resefiado por Wakelin aunque, en
este caso, en suelos naturales, observdandose una fuerte asociacién con valores bajos
de pH del suelo (4,3-5,9) (Wakelin et al., 2008). En nuestro trabajo el descenso del pH
fue debido a la degradacién de la materia orgdnica presente tras la adicién de las
enmiendas (Franco-Otero et al., 2012) y, quiza, esta acidificacion motivo el incremento
del consumo de este sustrato, aunque no hemos encontrado correlacién estadistica
entre ambos fendmenos. De igual manera, también pudimos observar que el consumo
de la glucosa se encontrd incrementado tanto a nivel absoluto como relativo en
muchos de los muestreos. Sin embargo, el incremento de la eficiencia del consumo de
este sustrato fue solamente destacable en los suelos tratados un afio después de
aplicarse las enmiendas, por lo que podria tratarse de un indicador tardio de su
presencia en el suelo. Por ultimo, el incremento del consumo del acido citrico en el
primero de los muestreos del suelo B mostré un patrén diferente al del resto de los
acidos organicos, cuyo consumo relativo disminuye por regla general en los suelos
tratados (Figura 21). El consumo que destacamos de esta triada de sustratos (acido
citrico, glucosa y arginina) ha sido propuesta anteriormente, por su supuesto poder
discriminatorio entre poblaciones muy similares entre si en suelos adyacentes a
explotaciones mineras (Chen et al., 2008). Ademads, esta seleccién escoge un
representante de cada uno de los grupos quimicos estudiados con el sistema
MicroResp™ (4cidos, azlcares y aminoacidos), como también se ha hecho
anteriormente intentando relacionar el comportamiento del consumo de algunos
sustratos con las poblaciones presentes en el suelo (Eilers et al., 2010). Por lo tanto,
consideramos que el andlisis en profundidad de un nimero mas limitado de sustratos
podria ser suficiente para obtener resultados concluyentes en estudios similares en el
futuro.
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3.7 Conclusiones

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

2. Por regla general, el consumo de azlcares y aminoacidos se incremento,
mientras que el de &cidos orgdnicos disminuyd, probablemente por el
desarrollo de poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo
preferente por los primeros.

3. El consumo del acido protocatéquico disminuyd en las parcelas enmendadas
posiblemente debido al incremento de la cantidad de compuestos labiles de
carbono faciles de metabolizar.

4. Elanalisis del nimero de alteraciones significativas totales del consumo y de los
valores de qCO, de los sustratos permitié comprobar que los efectos de la
aplicacion de enmiendas perduraron mas de dos afios, lo que indica que la
repercusiéon metabdlica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de
tiempo superiores a los dos afios.

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

4 Analisis de la composicion bacteriana de
suelos agricolas tras la aplicacion de
enmiendas organicas
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4.1 Resumen

La generaciéon de residuos procedentes de los desechos urbanos y de la
depuracion de aguas es una consecuencia directa del desarrollo demografico e
industrial. Una de las formas de reutilizar estos residuos consiste en su aplicacidon
como enmienda en suelos degradados o en suelos agricolas. No obstante, el uso de
enmiendas organicas en el suelo altera sus propiedades quimicas, fisicas o bioldgicas,
entre las que se encuentra la estructura de las poblaciones microbianas.

En este trabajo hemos analizado durante un periodo de 30 meses los cambios
gue se producen en las poblaciones bacterianas de un suelo agricola en el que se
aplicaron distintas enmiendas organicas, compostadas (basura compostada) y no
compostadas (lodos de depuradora aerobio y anaerobio), a una elevada concentraciéon
(160 Mg ha™). El andlisis de las poblaciones en las muestras de suelo y en las
enmiendas organicas se ha llevado a cabo mediante técnicas moleculares de
secuenciacion masiva (pirosecuenciacion) del gen 16S bacteriano. Para un mejor
manejo, las secuencias también fueron agrupadas en clusteres dando lugar a OTUs
(operational taxonomic units), con los que se describieron los cambios mas relevantes
que sufrieron las poblaciones de los suelos tratados.

Los resultados revelaron modificaciones de caracter general en los suelos
enmendados, como el incremento de la abundancia de algunos filos de bacterias
habituales en el suelo (Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Gemmatimonadetes
y Verrucomicrobia), el incremento de otros menos frecuentes (Nitrospira vy
Deinococcus-Thermus) y la disminucién de otros (Acidobacteria, Cyanobacteria y
Planctomycetes). El incremento del contenido de materia orgdnica y su naturaleza
guimica contribuyé de forma significativa a las modificaciones que se registraron en las
poblaciones bacterianas de los suelos. Por otra parte, la distinta composicién
bacteriana de las enmiendas orgdnicas aplicadas produjo variaciones en la abundancia
de algunos grupos bacterianos que sefialaron un comportamiento caracteristico de la
enmienda aplicada. En este sentido, el lodo anaerobio fue la enmienda que produjo los
cambios mas relevantes en el suelo (en el filo Synergistetes y las clases Clostridia,
Erysipelotrichi, Bacteroidia y Anaerolineae). Por ultimo, los OTUs analizados en este
estudio ayudaron a proponer nuevos marcadores del uso de enmiendas organicas v,
en concreto, de la aplicacion de lodos de depuradora.
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4.2 Introduccion

El desarrollo urbano genera una gran cantidad de desechos que han de ser
tratados para evitar la contaminacion del medio ambiente. A partir de ellos se pueden
elaborar una serie de productos que tras ser procesados y acondicionados pueden ser
usados como enmiendas orgdnicas en suelos degradados o agricolas. Sin embargo, la
adicién de estas enmiendas orgdanicas en el suelo puede alterar las caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas del mismo, entre las que se encuentra la estructura de sus
poblaciones microbianas. Asi, la modificacion de la microbiota del suelo podria
provocar efectos adversos a nivel ambiental y/o sanitario. Diversos estudios describen
el conjunto de cambios que se producen en suelos tratados con enmiendas orgdnicas
(Marschner et al., 2003; Enwall et al., 2007; Allison y Martiny, 2008; Poulsen et al.,
2012).

Dentro de los factores que pueden relacionarse con la enmienda orgdnica, la
naturaleza quimica de éstas constituye un factor clave para determinar cdmo cambian
las poblaciones del suelo (Pérez-Piqueres et al., 2006). En principio, el contenido
elevado de materia organica de las enmiendas constituye el motivo principal por el
que se producen modificaciones de la estructura de la microbiota del suelo (Bastida et
al., 2008a; Garcia-Orenes et al., 2013). Concretamente, la cantidad y la complejidad
quimica de los compuestos orgdnicos de carbono (Garcia et al., 1992), junto con el tipo
de compuestos de nitrogeno que forman estos desechos (Fierer et al., 2012a), son
aspectos que hay que considerar cuando se realiza su aplicacién.

Diversas investigaciones sefialan que el contenido de nutrientes en el suelo es
fundamental para describir la composicién de su microbiota, y este contenido se
incrementa normalmente cuando se afiaden al suelo enmiendas organicas, como son
los lodos de depuradora o residuos sdélidos urbanos. Por tanto, desde un punto de vista
basado en la estrategia ecolégica y nutricional de los microorganismos, parece ser que
principalmente los cambios producidos en la estructura de las poblaciones tras la
aplicaciéon de enmiendas son debidos a la proliferacién de poblaciones bacterianas
oportunistas relacionadas con el incremento de la cantidad de nutrientes,
especialmente los que se degradan mas facilmente (Fierer et al., 2007; Bastida et al.,
2013). Estos grupos microbianos oportunistas poseen un tipo nutricional copiotrofo
con una estrategia ecoldgica de tipor, es decir, que se caracterizan por consumir
principalmente formas labiles de carbono, requerir concentraciones nutricionales
elevadas y exhibir tasas de crecimiento y actividad también elevadas. Este seria el
caso, por ejemplo, de bacterias de la clase Betaproteobacteria o del filo Bacteroidetes
(Fierer et al., 2007; Bastida et al., 2013; Ding et al., 2013). Por el contrario, otros
grupos bacterianos, como el filo Acidobacteria entre otros, se han relacionado con una
baja concentraciéon de nutrientes en el suelo, debido a su metabolismo oligotréfico
(Fierer et al., 2012a). Aparte de los factores relacionados con la modificacion quimica
producida por las enmiendas orgdnicas, existen otros factores fisico-quimicos, que se
modifican en el suelo por la aplicacion de las enmiendas, como son el pH, la
conductividad eléctrica (CE), la estabilidad fisica del suelo o la humedad, los cuales
pueden afectar a la abundancia y a la distribucion de la microbiota del suelo (Girvan et
al., 2003; Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al., 2008; Turbé et al., 2010).
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Por otra parte, la composicién microbiana de las enmiendas organicas, las
cuales poseen un alto contenido de microorganismos procedentes de los propios
residuos fecales, asi como de los procesos tecnoldgicos llevados a cabo para su
obtencién (Bitton, 2010), podria influir sobre las poblaciones autéctonas del suelo,
debido a su posible transmisién desde los residuos (Ros et al., 2006a). De esta manera,
la adicién de estos microorganismos podria desequilibrar, al menos temporalmente, la
distribucién de las poblaciones del suelo tratado, introduciendo, incluso, posibles
microorganismos patdgenos para la salud humana y/o vegetal (Zhang et al., 2009).

Por lo tanto, la aplicacion de enmiendas orgdnicas modifica las poblaciones
microbianas del suelo, pudiendo provocar alteraciones de su papel ecoldgico en los
ciclos biogeoquimicos o introduciendo microorganismos potencialmente patégenos
gue podrian transmitirse a los cultivos vegetales de los suelos agricolas o provocar la
contaminacién de aguas. Estas consideraciones constituyen razones suficientes para el
estudio de la composicién de la microbiota de los suelos tratados con enmiendas
organicas. De esta manera, en este trabajo nos planteamos la hipétesis de que, dentro
de la complejidad del andlisis, han de existir marcadores concretos que delaten la
aplicaciéon de enmiendas organicas en agricultura. Sin embargo, no hemos detectado
en la literatura cientifica consultada estudios que identifiquen algin marcador
bacteriano concreto para la determinaciéon de la presencia o del uso de enmiendas
orgdnicas en suelos agricolas. Solamente conocemos datos previos de nuestro grupo
de trabajo en los que se propusieron algunos marcadores tras la aplicacidon de lodos de
depuradora (Gondim-Porto, 2012). Por esta razén, hemos realizado un estudio durante
30 meses utilizando una cantidad elevada de lodos de depuradora o residuos sélidos
urbanos compostados para determinar la evolucién de las poblaciones microbianas de
un suelo agricola y proponer marcadores de la aplicacién de estas enmiendas
orgdnicas.

4.3 Objetivos especificos

e Describir de forma detallada los cambios producidos en la composicién
bacteriana del suelo tras la adicion de distintas enmiendas organicas
comparativamente con un suelo control durante un periodo de 30 meses.

e Identificar marcadores bacterianos que permitan detectar el uso de enmiendas
organicas en el suelo.
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4.4 Materiales y métodos

En este apartado se recuerdan detalles generales relativos al disefio
experimental (explicados en el Capitulo 1l) y se explican las particularidades
metodoldgicas del analisis de las poblaciones bacterianas.

4.4.1 Obtencion de secuencias a partir de DNA del suelo

Las poblaciones bacterianas fueron analizadas en las muestras de suelo
mediante la secuenciacién masiva (pirosecuenciacién) de los fragmentos amplificados
del gen 16S bacteriano. Se analizaron las poblaciones de las muestras de suelo tratado
con distintas enmiendas (suelos B, A y N), las cuales fueron contrastadas con las
analizadas en el suelo control (suelo S).

La localizacién de las parcelas, la distribucién de las enmiendas, la descripcion
de las muestras y del muestreo se detalla en los apartados 2.4.1 y 2.4.2
correspondientes al disefio experimental (Capitulo Il). En la Tabla 14 se recuerda el
calendario de muestreo.

Resumen de los muestreos

NUmerodemuestreol 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SueloS(control) | SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Suelos B BO Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 BS B9 BIO
Suelos A A0 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Suelos N NO N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8
Estacion ofli]erlv]o]i]r]v]o]i]pr
Afio 2009 2010 2011 2012

Tabla 14. Resumen de los muestreos de suelo para la determinacion de los perfiles
de las poblaciones bacterianas.

Las lodos de depuradora LAE y LANAE se aplicaron al suelo 6 meses después que la
BC. Las letras indican las estaciones del afo: otofio (O); invierno (l); primavera (P) y
verano (V). Para consultar los datos climatolégicos completos véase ANEXO 1.

4.4.1.1 Extraccion del DNA del suelo y elaboracion de las minigenotecas
del gen rRNA 16S

Las muestras de suelo para los andlisis moleculares fueron recogidas en tubos
de tipo Falcon y almacenadas a -80 °C hasta el momento de su andlisis. Para cada tipo
suelo tratado (S, B, Ay N), en cada uno de los muestreos (del 0 al 10 para Sy B; y del
0 al 8 para Ay N), se recogieron 3 tubos (réplicas). En total 40 muestras de suelo que
junto con las 3 muestras de enmiendas (BC, LAE y LANAE) sumaron 43, a partir de las
cuales se generaron 43 colecciones (minigenotecas) de un fragmento del gen que
codifica el rRNA de la subunidad 16S del ribosoma procariota.
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La elaboracién de las minigenotecas se realizé de la siguiente manera:
partiendo de las tres réplicas de cada muestra de suelo, almacenadas en tubos Falcon,
se extrajo el DNA total a partir de 250 mg de muestra homogeneizada (por duplicado)
mediante un kit comercial de extraccion de DNA de suelo de acuerdo con las
especificaciones del fabricante (PowerSoil® DNA Isolation Kit, MO BIO Laboratories,
Inc.). De esta manera, se obtuvieron un total de 6 extracciones de cada muestra (véase
el ejemplo para el muestreo N3 en la Figura 22). La integridad del DNA total obtenido
se comprobé mediante electroforesis en un gel de agarosa (0,9%). Una vez
comprobado, las extracciones de DNA se mezclaron de dos en dos en tubos Eppendorf,
por lo que finalmente de cada tipo de suelo se obtuvieron 3 extractos de DNA total,
uno por cada una de las 3 réplicas de cada suelo (Ejemplo: N3, N3g y N3¢). La
determinacién de la concentracion del DNA extraido de los suelos de cada muestra se
realizé mediante un kit comercial de cuantificacion de DNA por fluorescencia (Quant-
iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit, Life Technologies). De los 3 tubos de DNA de cada
muestra, se utilizaron 2 para la elaboracion de las minigenotecas del gen 16S
bacteriano (rRNA). El tubo restante se guardé para futuros experimentos (reserva).

Extraccion

DNA total PCR16S “_, PCRpiro “_

< I T]
<1T]

250 mg 50 ng 5ng
/ _ +resto de
Réplica1 l muestras
g
‘: _. Repeticion
;‘ —— 2X
1600 pb 350 pb (c.u.)
N3 P |
\ S e
Réplica2 3 N, e o K
.Ui W
+resto de
muestras
Réplica 3 (Reserva)
379785 secuencias 4x43 =172

(350 pb) minigenotecas

Figura 22. Obtencion de las minigenotecas de los distintos muestreos.
La muestra N3 se utiliza como ejemplo del procesamiento del DNA extraido del suelo.

El proceso de obtencién de las minigenotecas para su posterior
pirosecuenciacion consistié en 2 amplificaciones consecutivas mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Figura 22). La primera de las
amplificaciones (PCR 16S; Figura 22) se llevé a cabo para obtener el fragmento 16S
completo a partir del DNA extraido de cada una de las muestras de suelo. El producto
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de PCR asi obtenido fue utilizado como molde en la subsiguiente amplificacion (PCR
piro; Figura 22) con los cebadores especificos disefiados para la generacion de las
secuencias que serian pirosecuenciadas (Tabla 15 y ANEXO 5: Tabla 63). La utilizacién
de dos etapas de amplificacidn fue necesaria debido a la dificultad de amplificar el DNA
extraido de suelo mediante los cebadores especificos de pirosecuenciacién, como
otros autores también han tenido ocasion de comprobar (Acosta-Martinez et al.,
2008). A continuacidn se explican de forma detallada ambas amplificaciones.

La amplificacién del gen que codifica el rRNA 16S (PCR 16S) se llevd a cabo
usando 50 ng de DNA total extraido de cada suelo como molde de la reaccién en un
volumen total de 20 pL utilizando los cebadores E8F (5 -AGA-GTT-TGA-TCT-GGC-TCA-
G-3") (forward) y U1510Ri (5-CGG-TTA-CCT-TGTTAC-GAC-T-3°) (reverse) (0,3 uM),
desoxinucleétidos trifosforilados (dNTP) (0,3 uM), 1,4 unidades de polimerasa Expand
(Expand High Fidelity Enzyme, Roche), y 1 uL de BSA (0,5 mg/mL) (Sigma) como
coadyuvante de la reaccion. Estos cebadores son oligonucledtidos estandar descritos
en la bibliografia (Baker et al., 2003). Los parametros de amplificacién consistieron en
una primera etapa de desnaturalizacion de 5 minutos a 95 °C, seguido de 20 ciclos (de
30 segundos a 95 °C, 60 segundos a 50 °C y 3 minutos a 72 °C), con una etapa final de
elongacion de 10 minutos a 72 °C. Posteriormente, se comprobd la existencia de un
amplicon de aproximadamente 1600 pb en un gel de agarosa al 0,9 % mediante
electroforesis (Figura 22). Los productos de esta primera amplificacién fueron
purificados mediante un kit comercial (GeneClean Turbo kit, MP Biomedicals),
concentrados hasta el volumen original de la reaccién (20 uL) y cuantificados mediante
un kit comercial (Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit, Life Technologies) por
fluorescencia en un fluorimetro multipocillo (Tecan Infinite F200, por cortesia del
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia, UCM).

En la segunda reaccion (PCR piro) se amplific6 un fragmento de
aproximadamente 350 pb que se encuentra entre las regiones variables V4-V5 del gen
16S. Optamos por amplificar esta regién del gen debido a su elevada precisidon de
clasificacién bacteriana (Claesson et al., 2010). Se siguieron las indicaciones del
fabricante del aparato de secuenciacion Genome sequencer FLX system (Roche
Diagnostics GmbH y Roche Applied Science, 2009). Como DNA molde para esta
segunda reaccion de amplificacidn se utilizaron 5 ng de la solucién de fragmentos 16S
procedentes de la reaccién anterior (PCR 16S), en donde se emplearon los cebadores
forward V4f-XX (variables para cada muestra) (0,4 uM) y el cebador comun reverse
V5R-454 (0,4 uM) (Tabla 15 y Figura 23). Estos cebadores de amplificacién (ANEXO 5:
Tabla 63) para la obtencién de las minigenotecas que fueron pirosecuenciadas fueron
disefados de acuerdo a las especificaciones de esta técnica (Roche Diagnostics GmbH y
Roche Applied Science, 2009). Este tipo de cebadores presentan secuencias
identificativas (Multiplex identifier, MID) para cada una de las muestra. De esta
manera, se disefaron 43 cebadores forward, uno por cada MID, que corresponden a
cada una de las muestras (V4f-XX) y un solo reverse comun a todas las amplificaciones
(V5R-454) (Tabla 15 y Figura 23). Los parametros de amplificacién fueron: una primera
etapa de desnaturalizacion de 5 minutos a 95 °C, seguido de 20 ciclos (de 50 segundos
a 95 °C, 60 segundos a 52 °C y 45 segundos a 72 °C), con una etapa final de elongacién
de 10 minutos a 72 °C. Posteriormente se verificd la presencia de un amplicon de
aproximadamente 350 pb en un gel de agarosa al 1,2 % mediante electroforesis. Los
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productos de esta amplificacién fueron purificados y su concentracion fue medida por
fluorescencia como se indica previamente. La concentracion final de DNA fue ajustada
alOng uL'l.

Resumiendo: de las 43 muestras (40 suelos y 3 residuos organicos) se
obtuvieron 43 minigenotecas. De cada una de las 43 minigenotecas se mezclaron 5 plL
en 1 Unico vial (Figura 22). Cada juego de minigenotecas se obtuvo a partir de 2 (de
las 3) réplicas de cada muestra (por ejemplo, N3, y N3g) y este procedimiento se
realizo 2 veces (es decir, 2 repeticiones), por lo que finalmente se obtuvieron un total
de 4 viales (2 réplicas x 2 repeticiones). Por lo tanto, en definitiva se confeccionaron un
total de 172 minigenotecas (43 muestras x 2 réplicas x 2 repeticiones). Los 4 viales se
enviaron a secuenciar de forma independiente.

5 Cebador variable identificativo de cada minigenoteca 3

MID
t H 0 . s ., 1
Nombre Ceba.dor lider plrosecue?aaaon key |(identificador) Unton al 6.5 MID
(Primer-A forward) Universal variable (hebra lider) Universal

TCAG| ACGAGTGCGT| AYTGGGYDTAAAGNG MID1
TCAG| TCGATCACGT | AYTGGGYDTAAAGNG (MID42
TCAG e AYTGGGYDTAAAGNG MIDX

V4f-N3

5 Cebador universal para todas las minigenotecas
Cebad X L. Unidén al 16S
Nombre eba f)r reverso plrosecu'enqaqon key (hebra rezagada)
(Primer-B reverse) Universal .
Universal
V5r-454 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC |TCAG CCGTCAATTYYTTTRAGTTT

Tabla 15. Cebadores utilizados para la generacion de las minigenotecas para la
secuenciacion.

Secuencia constante de los cebadores lider de pirosecuenciacién (en azul), del Unico cebador
reverso utilizado (en amarillo), la secuencia key especifica de la metodologia (en rojo), las
secuencias de hibridacién con el gen 16S (en verde) y los identificadores MID de cada muestra
(en varios colores). “V4f-XX" indica un cebador cualquiera y “MIDX” un MID cualquiera de cada
uno de los 43 utilizados (Tabla 63).
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Figura 23. Esquema de la amplificacién PCR piro para Genome sequencer FLX system.

Secuencias forward o reverse que hibridan con el gen 16S (en verde). El MID es el identificador
de la muestra (en gris). Key es una secuencia de nucledtidos requerida por el sistema antes del
cebador especifico (en rojo). Cebador lider (en azul) y cebador reverso (en amarillo). Para mas
informacién consultar en: http://www.454.com/glossary/.

4.4.2 Procesamiento de las secuencias

Las secuencias de las 172 minigenotecas se obtuvieron por pirosecuenciaciéon
mediante 454 GS-FLX (Macrogen, Korea, 10F, 254 Beotkkot-ro Geumcheon-gu. Seul,
Republica de Korea). En la Figura 24 se muestra el promedio de secuencias obtenidas
por muestra, en el que se destaca el nimero tan elevado de secuencias para la
muestra de enmienda BC. En cualquier caso, en todas las muestras se superaron las
1000 secuencias. Para el procesamiento de las secuencias que se recibieron en
formato fasta, se utilizd el programa Mothur (Schloss et al., 2009). Mothur es un
programa bioinformatico de libre acceso compatible con Windows que agrupa un gran
numero de acciones o comandos para la manipulacién de secuencias de dacidos
nucleicos.
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Figura 24. Numero de secuencias por minigenoteca.
Promedio (n=4) del nimero de secuencias por cada una de las 43 minigenotecas.

4.4.2.1 Deteccion y eliminacion de secuencias quimera

Las quimeras son secuencias de DNA formadas por fragmentos procedentes de
organismos diferentes. Se trata de un artefacto producido por la PCR y, aunque es
poco habitual en técnicas de secuenciaciéon masiva, puede producirse especialmente
cuando los moldes de DNA que se amplifican poseen una gran similitud entre si.

Para eliminarlas del archivo de secuencias, utilizamos la aplicacién Uchime que
es un programa informatico que usa un algoritmo para la deteccidn de secuencias
quiméricas (Edgar et al., 2011). En nuestro caso, se usé la herramienta que tiene
Mothur para Uchime designada con el comando chimera.uchime (Comando 1):

mothur> chimera.uchime(fasta=MMAZ2.S(0).fasta-MMAZ2.S(1).fasta-
MMAZ2.5(2).fasta-MMA2.S(3).fasta-(...), reference=silva.gold.align,
processors=2)

Comando 1. Deteccion de secuencias quimeras.
fasta=minigenoteca; reference=coleccidon de secuencias quimera; processors=nimero
de procesadores utilizados.

Este comando cumplid la funcidn de resaltar las posibles secuencias quiméricas.
Se us6é como referencia una coleccion de secuencias quiméricas del Broad institute
(http://www.broadinstitute.org/; Massachusetts, EEUU), adaptada para Mothur segun
el alineamiento de la base de datos de SILVA (http://www.arb-silva.de/) denominada
silva.gold.align. El archivo de salida de esta operacion generd dos archivos para cada
una de las minigenotecas: uno con la extensidon accnos, donde se recogen las
secuencias marcadas como posibles quimeras y otro con la extensién chimera, que es
un archivo con todas las secuencias en el que se resaltaron las quimeras. A partir del
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archivo accnos y ejecutando otro comando se procedié a la retirada de estas
secuencias, marcadas como quimeras, del archivo que contenia todas las secuencias.

Para acelerar el proceso de depuracién de secuencias quimera, dado el elevado
numero de minigenotecas (172), se escribié un script en lenguaje Perl para ejecutar
desde la consola de Windows a través de un programa llamado Strawberry
(http://strawberryperl.com/). Este script cumplia con la orden de eliminar las
secuencias marcadas como quimeras (presentes en el archivo accnos de esa misma
minigenoteca) de los archivos con todas las secuencias de las minigenotecas (chimera).
El archivo resultante se encontré limpio de secuencias quimera. Este proceso se aplicé
a todos los archivos de secuencias de todas las minigenotecas, obteniéndose 172
archivos en formato fasta sin quimeras, listos para poder realizar la clasificacién
taxondmica.

Para comprobar la eficacia de la depuracion de secuencias, de forma paralela al
uso de Uchime, se procedido a la prediccion de quimeras utilizando el programa
Decipher (http://decipher.cee.wisc.edu/FindChimerasOutputs.html) para obtener otro
resultado con el cual contrastar el obtenido con Uchime. Los resultados obtenidos con
una serie de genotecas fueron muy similares, por lo que optamos por usar el algoritmo
proporcionado por Uchime a través de Mothur, ya que es el método recomendado por
Mothur y por Ribosomal Database Project (RDP; https://rdp.cme.msu.edu/) por su
mayor sensibilidad.

Como ultima comprobacidn, las secuencias marcadas como quimeras fueron
también chequeadas aleatoriamente de forma manual con la herramienta de
alineamiento local BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), donde se comprobd
que aquella secuencia que habia sido detectada como quimérica podia ser asignada
secuencias pertenecientes a dos organismos incluso de filos distintos.

4.4.3 Clasificacion taxonomica de las secuencias

Uno de los procedimientos que se aplicaron a las secuencias obtenidas (libres
de quimeras) fue la asignacion taxondémica directa de las secuencias (Figura 25). Para
la asignacion taxondmica de las secuencias se utilizé la herramienta web VAMPS
(Visualization and Analysis of Microbial Population Structures; https.//vamps.mbl.edu/)
(The Josephine Bay Paul Center, Marine Biological Laboratory, Woods Hole, EEUU)
(Huse et al., 2014). Los archivos de secuencias sin quimeras, en formato fasta, se
enviaron a VAMPS a través de la opcién de Community visualization para su
clasificacién mediante el uso de la base de datos RDP con una identidad del 80 %
(valores por defecto de VAMPS). Los resultados se procesaron con Excel (Microsoft).
Todos los analisis se relativizaron al 100 % calculdandose asi la abundancia relativa de
cada uno de las asignaciones de la muestra sobre el total de las secuencias con
asignacion (que fue un 80 % aproximadamente). Esto fue necesario para establecer
comparaciones entre las muestras, debido a la heterogeneidad existente en el nimero
de secuencias obtenidas para cada una de las muestras.
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4.4.4 Obtencion de OTUs

El otro procedimiento aplicado sobre las secuencias fue el de agruparlas en
torno a secuencias de referencia (Figura 25). Para ello, en el presente trabajo
utilizaremos el término OTU (Operational taxonomic unit) de la taxonomia numérica
tradicional (Sneath y Sokal, 1973) para referirnos a un taxdn bacteriano concreto,
desde género hasta filo, indistintamente. Estos OTUs fueron utilizados como
secuencias de referencia para cada uno de los grupos formados o clisteres de
secuencias.

La aplicacion VAMPS ofrece la opcién de clasificar nuestras secuencias en OTUs
mediante el método CROP (Clustering 16S rRNA for OTU Prediction) (Hao et al., 2011),
basado en una clasificacién Bayesiana de las secuencias. Esta opcién generd un archivo
en formato fasta con una serie de secuencias de referencia (OTUs) a partir de las
cuales se habian agrupado el resto de secuencias formando clusteres. Posteriormente,
estas secuencias de referencia fueron alineadas e identificadas por medio de la opcién
Classify de la pagina web del servidor Greengenes (http://greengenes.lbl.gov/cgi-
bin/nph-index.cgi), utilizando la taxonomia de RDP. Pero, para que Greengenes
realizara la clasificacion de las secuencias hubo que formatear las secuencias para que
fueran compatibles con la aplicaciéon web. Para ello, se alinearon en Mothur, utilizando
el comando align.seqgs, con la base de secuencias “core_set_aligned.fasta.imputed”
proporcionada por Greengenes para que tuvieran el formato NAST (Nearest Alignment
Space Termination) (DeSantis et al., 2006), necesario para el uso de la opcién Classify
en Greengenes (Comando 2).

mothur>align.seqs(candidate=CROP750_1050.txt,template=core_set_aligned
.imputed.fasta, processors=3)

Comando 2. Conversion de las secuencias referencia en formato NAST para la
clasificacion en Classify de Greengenes.

candidate=secuencia de referencia objetivo; template=secuencia modelo en formato
NAST; processors=numero de procesadores utilizados.

Greengenes asignd a cada secuencia de referencia un OTU (organismo)
concreto, por lo que finalmente se confirié una identidad a las secuencias obtenidas
dentro de un mismo cluster (OTU). Tras la asignacion de Greengenes se desecharon las
secuencias de referencia que no fueron asignadas a ningun OTU (3,1 % de las
secuencias) y aquellas que fueron asignadas al OTU 117 Unclassified (7,1 %) (Figura
25). Posteriormente, mediante un proceso de criba se realizé una seleccién de aquellos
OTUs mas relevantes en nuestro estudio.

4.4.4.1 Procedimientos para la seleccion de OTUs: criba

Con el fin de seleccionar aquellos OTUs que mostraron una mayor
representacién en numero y un mayor reparto entre minigenotecas, se aplicaron los
siguientes criterios en un proceso que hemos denominado como criba.
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Criterios aplicados en la criba:

-Criterio de cantidad absoluta: EIl OTU que pasé esta seleccion estuvo
respaldado por un minimo de 10 secuencias en el conjunto de todos los muestreos de
ese tipo de enmienda o suelo.

-Criterio de representatividad: las secuencias de ese OTU estuvieron presentes
en al menos 3 de las 4 minigenotecas de la misma muestra en un muestreo concreto.

De esta manera, al pasar esta criba, se selecciond cualquier OTU que tuviese
importancia en términos de representacion y que ostentara en términos de
abundancia un numero de secuencias suficiente en algun muestreo del experimento.

Clasificacion taxonémica

VAMPS (RDP; 80 %)
Uchime (mothur)

379.785
secuencias \ 358'034\ Obtencién 6052 clisteres
brutas de OTUs (1 secuencia de referencia)
21751 (CROP)
(5:72 %) 1. Formateo NAST(mothur)
2. Asignacion RDP
v (Classify de Greengenes)
Enmiendas (OTUs 492 clusteres no asignados
no exclusivos (11.083 secuencias)

de cada conjunto)

521 clusteres asignados al

BC (63) OTU 117 (unclassified)
LAE (66) v (25.514 secuencias)
LANAE (54)

5039 clusteres-OTUs asignados (sin ordenar)

Cribade
Suelos (OTUs no exclusivos) l Ordenacién de los OTUs

eliminando los repetidos
Control (S) (171)
Tratado con BC (B) (177) 633 clusteres-OTUs asignados

Tratado con LAE (A)  (174) (321.437 secuencias netas)
Tratado con LANAE (N) (184)

Figura 25. Esquema del procesamiento de las secuencias.
Las secuencias siguieron dos procedimientos en funcién del tipo de analisis:
Clasificacion taxonémica o la obtencién de OTUs.

Con este proceso de seleccién se logrd una reduccién considerable del numero
de OTUs, estimada en un 25-40 % de los OTUs de las enmiendas y cercana al 45 % de
los OTUs de las muestras de suelo. El nUmero de OTUs final que se manejo a partir de
entonces fue de 63, 66 y 54 para BC, LAE y LANAE, respectivamente, y de 171, 177, 174
y 184 para los suelos S, B, A y N, respectivamente, todos ellos presentes en las
muestras mencionadas, pero no de forma exclusiva, ya que pudieron formar parte de
varias muestras al mismo tiempo (Figura 25).
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4.4.5 Terminologia utilizada para el analisis de las secuencias y
de los OTUs

Alteracidn, cambio o diferencia: aquella cualidad taxondmica del suelo tratado
(B, A o N) (abundancia relativa, de una secuencia o de un OTU) cuyo valor difiere de
forma estadisticamente significativa (P<0,05) con respecto al valor de la misma
cualidad del suelo control de referencia (S). Las alteraciones pueden tener dos
tendencias: Incrementada, cuando el valor de la cualidad de la muestra tratada supera
al del suelo control, e inhibida cuando se encuentra por debajo de éste. En referencia
al momento en el que se manifiesta dicha alteracién puede ser temprana si lo hace
dentro de los primeros 4 muestreos (primer afio) y tardia si se manifiesta
posteriormente. Esta clasificacion temporal se basé en el analisis realizado a distintos
niveles taxondmicos, donde se observa que los cambios registrados en los primeros 4
muestreos (muestreos del 0 al 3) fueron los mdas importantes, porque a partir del
cuarto muestreo se produce una inflexion en el nimero de cambios totales en las
clases bacterianas (las cuales constituyen un nivel taxondmico suficientemente
sensible a los cambios, como se comprueba en la mayor parte de los estudios
taxondmicos publicados). Una razén adicional fue que con estos 4 muestreos se
cumple un afio desde la aplicacién de la enmienda (un ciclo hidrolégico con sus 4
estaciones climaticas).

Con respecto a su grado de aparicion la alteracion puede ser exclusiva, cuando
aparece en un solo tratamiento o comuin cuando aparece en mas de un suelo tratado.

Acidobacteria

Actinobacteria

Tabla 16. Asignacion de colores para los
distintos filos bacterianos.

Esta asignacion se utiliza durante todo el
trabajo para referirnos a los distintos filos

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes . . .
. . clases o taxones inferiores de bacterias
LR gue los integran, incluidos los OTUs.
Planctomycetes
Proteobacteria
Synergistetes

Verrucomicrobia

4.4.6 Tratamientos estadisticos

Los procedimientos estadisticos del andlisis se detallan en el apartado 2.4.7
Tratamientos estadisticos (Capitulo Il). Las matrices de correlacion se encuentran en el
ANEXO 4 (Tabla 60, Tabla 61 y Tabla 62)
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4.4.7 Validacion del esfuerzo de muestreo mediante curvas de
rarefaccion

En la Figura 26 se muestran las curvas de rarefaccion de los distintos
tratamientos (suelos B, A y N), del suelo control (suelo S) y de las enmiendas organicas
(BC, LAE y LANAE). En ellas se puede apreciar que se alcanzd practicamente una
asintota en las curvas, ya que la identificacion de géneros bacterianos nuevos no se
incrementd de manera significativa al incrementarse el numero de secuencias
analizadas. Esto significa que el nimero de secuencias observadas fue suficiente para
describir la diversidad de las muestras mediante el método empleado.
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control (S), suelos tratados
(B, A y N) y residuos
organicos (BC, LAE y LANAE),
respectivamente. Se muestra
el nimero de géneros de
bacterias distintos, descritos
tras la comparacion de las
secuencias obtenidas con las
bases de datos.




4.5 Resultados

En primer lugar, describimos las poblaciones bacterianas presentes en las
enmiendas antes de ser aplicadas al suelo. Posteriormente, mostramos el analisis de la
composicion bacteriana del suelo control (S) y de los tratados con enmiendas (B, Ay
N). Esta descripcidn se realizd a nivel de filo y de clase bacteriana. A partir de los
resultados mas generales, se representaron aquellos cuyos grupos bacterianos
mostraron los comportamientos mds destacables. Por ultimo, se analizaron los OTUs
mas relevantes presentes en las enmiendas.

4.5.1 Analisis microbioldgico de los residuos organicos

Los residuos organicos procedentes de la depuracion de las aguas residuales
urbanas o del compostaje de los residuos sélidos urbanos estdn compuestos por un
elevado numero de microorganismos. En este sentido, consideramos fundamental
conocer la composicion microbiana de las enmiendas afiadidas al suelo control, dado
que algunos de los microorganismos presentes en las mismas podrian indicar su uso en
el suelo.

4.5.1.1 Filos bacterianos presentes en las enmiendas

A partir de la identificacion de las secuencias obtenidas de las enmiendas
organicas, por comparacién con las bases de datos se obtuvo la composicién de los
filos presentes en la basura compostada (BC), en el lodo aerobio (LAE) y en el lodo

anaerobio (LANAE) (Tabla 17).
LANAE
0,06

Filo BC Filo LAE Filo
Acidobacteria 449 | 2,52 Acidobacteria

Actinobacteria 3,71 0,29 Actinobacteria RENREIKY Actinobacteria 1,57 |0,18
0,74 (0,05 5,46 |0,50
2,05 (0,32 16,50 |1,02

Deinococcus-Thermus _ _
1,23

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetes 2,77 | 1,51 Planctomycetes | | 0,57 |0,15 Planctomycetes 3,46 |0,63

Proteobacteria 23,13| 6,15 Proteobacteria | |30,68|1,16 Proteobacteria

Spirochaetes

Synergistetes Synergistetes

Verrucomicrobia 1,02 | 0,60 Verrucomicrobia
™7 0,05

Tabla 17. Composicion de los filos bacterianos presentes en las enmiendas organicas.
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual, representados con un
gradiente de color (de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar
medio se representa en la columna adyacente. BC, basura compostada, LAE, lodo
aerobio, LANAE, lodo anaerobio.
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La abundancia relativa de los filos Firmicutes y Proteobacteria supuso cerca de
tres cuartas partes de la abundancia total de cada una de las enmiendas. En el lodo
aerobio (LAE) no solo estos dos filos fueron los mdas importantes, sino que
Actinobacteria también mostré una abundancia relativa elevada (11,59 %). Por otro
lado, en la composicién del lodo anaerobio (LANAE), los filos Chloroflexi (16,50 %),
Planctomycetes (3,46 %) y Synergistetes (2,38 %) mostraron valores de abundancia
mas elevados que en el resto de los residuos. En cambio, en la basura compostada (BC)
los filos bacterianos Acidobacteria (4,49 %), Deinococcus-Thermus (3,69 %),
Gemmatimonadetes (1,27 %) y Nitrospira (0,08 %) mostraron una presencia exclusiva
en este tipo de enmienda (Tabla 17).

En la Figura 27 se agrupan los filos en varios conjuntos, en funcién de su
deteccidn en varias enmiendas al mismo tiempo (comunes) o no (exclusivos). Se
aprecia que los filos Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes,
Firmicutes y Chloroflexi se detectaron en las tres enmiendas (interseccién con valor 6),
mientras que los filos Acidobacteria y Verrucomicrobia fueron observados solamente
en BC y LANAE (interseccidon con valor 2). En cambio, el filo Synergistetes fue un filo
bacteriano tipico de lodos (LAE y LANAE) (interseccién con valor 1). Pero ademas, se
observaron filos especificos de algunas enmiendas, como los filos Deinococcus-
Thermus, Nitrospira y Gemmatimonadetes en BC (3), el filo TM7 en LAE (1) o el filo
Spirochaetes en LANAE (1).

BC LAE

Figura 27. Filos bacterianos comunes
y exclusivos presentes en las
distintas enmiendas utilizadas.

El diagrama de Venn se realizé con los
datos de la Tabla 17 usando la
aplicacion disponible en la pagina
web del instituto VIB (Gante, Bélgica)
http://bioinformatics.psb.ugent.be/w
ebtools/Venn/.
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4.5.1.2 Clases bacterianas presentes en las enmiendas

En la enmienda BC, la proporcion de bacterias de la clase Bacilli (52,34 % del
total de las clases) supuso casi la totalidad de la abundancia del filo Firmicutes (97,2 %
del total del filo). Sin embargo, en los lodos LAE y LANAE al contrario que en BC, la
clase Clostridia fue la que mostrd una abundancia relativa predominante,
especialmente en LANAE (48,13 %) donde apenas se detecté la clase Bacilli (0,12 %).
Otro aspecto destacable fue la ausencia de secuencias correspondientes a las bacterias
de las clases del filo Acidobacteria y Verrucomicrobia en LAE y casi indetectables en
LANAE, abundantes, sin embargo, en la enmienda BC. En el lodo LAE, la abundancia
relativa de las clases Actinobacteria (11,59 %) y Alphaproteobacteria (24,16 %) fue
especialmente superior. Mientras que en el caso del lodo LANAE, la presencia de las
clases Anaerolineae (18,01 %) y Deltaproteobacteria (12,76 %) fue caracteristica en su
composicion (Tabla 18).

Clase BC Clase LAE Clase LANAE
Gp18 0,01
Gp3 0,39 | 0,20 Gp3 0,02
Gp4 0,95 | 0,55
Gp6 2,72 | 1,54 0,04
Gp7 (0207 015 ] 0,17 [0.07
Actinobacteria 3,71 | 0,29 Actinobacteria 11,59/0,62 1,72 |0,18
4,22 | 0,95
] 0,63 |0,09 2,67 |038
1,27 | 0,60 0,01 0,28 [0,06
Deinococci 3,69 | 0,48
18,01 |1,02

[52,34] 10,39] 14,53 0,81
0,99 | 0,44 0,99
] 0,54 |0,15 0,87 |0,15
Gemmatimonadetes 0,74
Nitrospira - 0,05
Planctomycetacia 2,77 | 1,51 Planctomycetacia 0,57 |0,15 Planctomycetacia 3,79 |0,63
Alphaproteobacteria 7,72 | 3,22 Alphaproteobacteria 24,16(1,59 Alphaproteobacteria 4,67 (0,64
Betaproteobacteria 7,06 | 0,97 Betaproteobacteria 2,61 |0,31 Betaproteobacteria 2,61 (0,23
Deltaproteobacteria 0,88 | 0,46 Deltaproteobacteria 12,76 |0,73
Gammaproteobacteria | | 6,50 | 1,09 Gammaproteobacteria || 3,76 (0,32] | Gammaproteobacteria 0,53 (0,07
Spirochaetes -E
006 2,60 [033

Opitutae 0,08
Spartobacteria 0,13
Subdivision3 0,21 bd 0 0,18 0,10
bd 0 0,03
Verrucomicrobiae 0,14 e o obiae 0,03

Tabla 18. Composicion de las clases bacterianas presentes en las enmiendas
organicas.

Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual, representados con un
gradiente de color (de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar
medio se representa en la columna adyacente. Basura compostada (BC), lodo aerobio
(LAE) y lodo anaerobio (LANAE).
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Aunque sus proporciones fueron distintas, en cada tipo de enmienda se
detectaron ocho clases bacterianas comunes a todas las enmiendas (interseccién
central con 8 clases en la Figura 28): Alphaproteobacteria, Planctomycetacia,
Sphingobacteria,  Betaproteobacteria, Actinobacteria, Clostridia, Bacilli vy
Gammaproteobacteria.

BC LAE

Figura 28. Clases bacterianas
comunes o exclusivas presentes en
las distintas enmiendas utilizadas.

El diagrama de Venn se realizé con los
datos de la Tabla 18 usando Ia
aplicacion disponible en la pagina
web del instituto VIB (Gante, Bélgica)
http://bioinformatics.psb.ugent.be/w
ebtools/Venn/.

Entre las enmiendas BC y LANAE se detectaron 6 clases bacterianas en comun:
Gp7, Verrucomicrobiae, Deltaproteobacteria, Subdivision3, Gp3 y Gp6, varias de ellas
de los filos Acidobacteria y Verrucomicrobia. Y entre los dos tipos de lodos (LAE y
LANAE) se detectaron cuatro: Synergistia, Erysipelotrichi, Bacteroidia y Anaerolineae.
Por otro lado, existen clases bacterianas detectadas de forma exclusiva en cada
enmienda, siendo BC la que mayor nimero mostré (7): Gp4, Deinococci, Flavobacteria,
Spartobacteria, Nitrospira, Gemmatimonadetes y Opitutae. Por su parte, de manera
exclusiva, en los lodos se detectd la presencia de una clase en LAE: Thermomicrobia y 4
clases en LANAE: Subdivision5 (Verrucomicrobia), Cyanobacteria, Spirochaetes y Gp18.
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4.5.1.3 Descripcion de los OTUs bacterianos presentes en las enmiendas

Las secuencias fueron agrupadas en OTUs (Operational Taxonomic Units), los
cuales mostraron los organismos mas relevantes presentes en los residuos orgdanicos.
Como se puede observar en el listado de la Tabla 19, la abundancia relativa de los dos
primeros OTUs de cada enmienda representd entre un 25% y un 40% de la
abundancia relativa total. El resto de los OTUs mostrados, aproximadamente a partir
del tercer OTU mas abundante de cada enmienda, mostraron una abundancia por
debajo del 10 %, siendo éste el principal motivo por el cual se decidid presentar

solamente los nueve OTUs mas abundantes.

oTU BC OoTU LAE OoTU LANAE
Planococcaceae (Bacilli) | 32,17 Planococcaceae (Bacilli) 13,80 Anaerolineaceae (Chlor.) | 17,10
Bacillus 9,93 Rhodoplanes (Alphaprot.) | 13,42 Clostridia 17,04
1058 Planctomycetaceae 4,71 Peptostreptococcus (Clostri.) | 7,16 Clostridiales 9,70
1334 | Alcaligenaceae (Betap.) | 4,68 Actinomyces 6,17 Syntrophaceae (Deltapr.) | 7,33
Geobacillus (Bacilli) 4,51 Clostridium 6,14 Sporacetigenium (Clostri.)| 6,29
Truepera (D-Therm.) 4,46 Clostridiales 5,75 Anaerovorax (Clostri.) 5,85
Salinimicrobium (Bactero.)| 4,28 Rhodobacter (Alphapr.) 3,98 Eubacteriaceae (Clostri.) | 4,06
Oceanobacillus (Bacilli) 3,86 Anaerovorax (Clostridia) 3,64 Clostridium 3,25
136 Gp6 3,67 | 1157 Rhizobiales (Alphapr.) 3,64 | 1058 Planctomycetaceae 2,70
Total abundancia relativa 72,25 Total abundancia relativa 63,70 Total abundancia relativa 73,32
Tabla 19. OTUs con mayor abundancia relativa en las enmiendas.
Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual de los OTUs mas

abundantes de las tres enmiendas, ordenados de mayor a menor.

Aunque los OTUs predominantes correspondieron al filo Firmicutes, la
distribucion de los mismos fue diferente en cada enmienda. Asi, los OTUs de la clase
Bacilli (805 y 758) destacaron en BC. En cambio en LAE los OTUs fueron tanto de las
clases Bacilli como de Clostridia (805 y 876). Los OTUs de la clase Clostridia fueron
predominantes en LANAE (1017 y 969). Este resultado coincidid con el del analisis de
las clases bacterianas (Tabla 18). Por otra parte, los OTUs de las clases del filo
Proteobacteria también son abundantes pero con una distribucion diferente. Asi, en
BC se observé un OTU de la clase Betaproteobacteria (1334), en LAE varios de la clase
Alphaproteobacteria (1122, 1205 y 1157) y en LANAE de la clase Deltaproteobacteria
(1548). Ademas de estos dos grupos mas predominantes, el OTU 658 (familia
Anaerolineaceae; filo Chloroflexi) fue detectado en ambos lodos (LAE y LANAE), pero
con una mayor abundancia en el LANAE (17,10 %).

Ademads del anadlisis de los OTUs mas abundantes de cada una de las
enmiendas, se han determinado los OTUs comunes y exclusivos de los diferentes
residuos independientemente de su abundancia relativa (Figura 29). Mediante este
enfoque, de combinaciones de OTUs exclusivos y comunes, se observd la composicion
general de los OTUs en las diferentes enmiendas organicas. Se pudo destacar que los
OTUs de Proteobacteria estuvieron presentes en todas las combinaciones. Aparte de
Proteobacteria, en la combinacidon de las tres enmiendas se observaron OTUs de los
filos Actinobacteria, Firmicutes, Planctomycetes. Como se observd en el analisis de los
filos y las clases, los OTUs de Acidobacteria se detectaron en las enmiendas BC y
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LANAE. En los grupos de lodos (LAE/LANAE) se observaron OTUs del filo Synergistetes
(1879) y la presencia del OTU 658 Chloroflexi. También destacaron los OTUs 675 de
Deinococcus-Thermus y 1042 Gemmatimonadetes en BC. El rigor de los criterios de
seleccién de los OTUs contribuyd a que no aparecieran OTUs del filo Verrucomicrobia,
a pesar de haberse observado secuencias de este grupo de bacterias en el analisis de
los filos.

BC/LAE/LANAE

259

154

LANAE

BC/LANAE
1558
1626

Acidobacteria

Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes

o 1236

itrospira

Planctomycetes 1454

Proteobacteria 1594
1857

Verrucomicrobia

Figura 29. OTUs comunes o exclusivos en las enmiendas utilizadas.

Distribucion de los OTUs en funcién de su presencia en una o en varias enmiendas. El
diagrama de Venn se realizd con la aplicacion disponible en la web del instituto VIB
(Gante, Bélgica) http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

143



4.5.2 ¢Cual fue la variacion general de los grupos bacterianos?

Las secuencias obtenidas mediante pirosecuenciacidn permitieron describir
molecularmente la estructura de las poblaciones bacterianas de los suelos tratados
con residuos orgdnicos y, por tanto, cuantificar los cambios de abundancia relativa de
los distintos grupos taxondmicos a lo largo del tiempo. A partir de la abundancia
relativa porcentual, se determinaron las diferencias estadisticamente significativas de
cada uno de los filos y clases bacterianas entre los suelos enmendados (B, Ay N) y el
suelo control (S), a lo largo de 11 muestreos en el caso del suelo tratado con basura
compostada BC (Tabla 53 y Tabla 54) y de 9 muestreos en los suelos tratados con
lodos LAE (Tabla 55 y Tabla 56) y LANAE (Tabla 57 y Tabla 58). Los resultados
detallados se incluyen en el ANEXO 3.

Frente a la variabilidad encontrada en este andlisis, hemos preferido realizar un
analisis global promedio de la diferencia de la abundancia relativa de filos y clases con
el fin de hallar resultados mads relevantes que nos permitieran definir mejor los
cambios de las poblaciones a nivel general. Hay que tener en cuenta que al realizar el
andlisis de esta manera se pierde el componente temporal y los grandes cambios
ocurridos en algin periodo especifico del afio pudieron enmascarar algunas
alteraciones pequefias.

4.5.2.1 Variacion general de los filos bacterianos

Las diferencias porcentuales de las abundancias relativas en los suelos tratados
con respecto al suelo control (ratio %) indican que las poblaciones bacterianas variaron
en términos generales en los suelos tratados (Tabla 20). La abundancia relativa media
de algunos filos bacterianos como Acidobacteria, Actinobacteria y Planctomycetes
disminuyé en todos los suelos tratados. Por el contrario, la abundancia relativa media
de las bacterias del filo Deinococcus-Thermus, Nitrospira y Proteobacteria se
incrementd de forma general. El resto de los filos mostraron diferentes
comportamientos en funcion de la enmienda que se adiciond al suelo. Por ejemplo, la
abundancia del filo Bacteroidetes sufrid un incremento en el suelo B, mientras que
disminuyé en los suelos A y N. En cambio, la abundancia del filo Firmicutes descendio
en el suelo B y se incrementd cuando se afiadieron los lodos (suelos A y N). Por otro
lado, la abundancia media del filo Chloroflexi se redujo muy levemente en los suelos B
y A, mientras que en el suelo N se observé lo contrario, un aumento notable (128,9 %).
La abundancia media porcentual del filo Cyanobacteria disminuydé de forma muy
marcada en los suelos B (-87,6 %) y N (-79,8 %), mientras que se incrementé en el
suelo A. Las diferencias de los valores de abundancia relativa correspondientes al filo
Gemmatimonadetes fueron variables dependiendo del tipo de tratamiento, pero sin
mostrar variaciones muy destacables. La abundancia media del filo Verrucomicrobia se
incrementd especialmente en los suelos B, mientras que en el suelo A se produjo un
descenso moderado y en los suelos N apenas cambié. Se puede destacar la presencia
exclusiva de las bacterias del filo Synergistetes en los muestreos de suelo N.
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Suelo tratado con BC

Suelo tratado con LAE

Suelo tratado con LANAE

Filo S
Acidobacteria
Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes

Planctomycetes
Proteobacteria
Synergistetes
Verrucomicrobia

ratio %
-12,6
-15,3
41,2

-0,7

43,9
-24,9
9,0
47,0
-26,3
13,0
0,0

S

A

ratio %

-16,4

S

-6,7

78,5

46,5

12,4

-13,3

A
A

ratio %
-26,4
-20,9
-27,5

99,4

-26,6

8,5
100,0
3,3

Tabla 20. Abundancia media de los filos de los suelos enmendados en todos los

muestreos.

Abundancia relativa porcentual media de los filos bacterianos de los muestreos de
suelo control (S) y los suelos tratados (S-B, n=11; S-A, n=9; S-N, n=9) coloreadas en
funcién de si hubo un incremento o una disminucién. La columna “ratio %” contiene la
variacion porcentual del suelo tratado respecto del suelo control. Las variaciones
negativas se muestran en azul, las variaciones cercanas a cero en blanco y las
variaciones positivas en rojo. Las letras representan la inicial de cada filo bacteriano.
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4.5.2.2 Variacion general de las clases bacterianas

Aunque la abundancia media de todas las clases bacterianas sufrié alguna
modificacion en términos generales, solamente la abundancia relativa media de las
clases Alphaproteobacteria, Deinococci, Nitrospira y Verrucomicrobiae se incrementd
en mas de un 10 % en los tres suelos enmendados. También se pueden destacar otros
cambios relevantes no tan generales. Por ejemplo, en los suelos tratados B y A, se
detectd un incremento superior al 10% de la abundancia media de las clases
bacterianas Gp7 y Spartobacteria. Por otra parte, la presencia relativa de las clases
bacterianas Subdivision3 (del filo Verrucomicrobia) y Gp10 se incrementd en los suelos
B y N. En los suelos tratados con lodos, suelos A y N, se observé el incremento de las
clases bacterianas Erysipelotrichi, Clostridia, Gammaproteobacteria y Thermomicrobia.
La abundancia media de las clases Flavobacteria, Sphingobacteria, Betaproteobacteria,
Opitutae y Chloroflexi aumentd de forma exclusiva en los suelos B, mientras que la
abundancia de la clase Cyanobacteria lo hizo solamente en los suelos A. En el caso de
los suelos N, las clases cuya abundancia se incrementd de forma mas destacada fueron
Synergistia, Epsiloproteobacteria y Anaerolineae (Tabla 21).

Por el contrario, la abundancia relativa media de algunas clases bacterianas
como Caldilineae, Actinobacteria y varias del filo Acidobacteria (Gp1, Gp3, Gp5, Gp6,
Gp9y Gp17) disminuyd en mas de un 10 % cuando se afiadieron cualquiera de los tres
residuos organicos. La presencia de bacterias de la clase Anaerolineae en los suelos B y
A, Planctomycetacia y Cyanobacteria en los suelos B y N, y Deltaproteobacteria,
Flavobacteria, Sphingobacteria y Opitutae en los suelos tratados con lodos (A y N)
también disminuyd. De una manera exclusiva se observé un descenso superior al 10 %
de la abundancia de las clases bacterianas Clostridia en los suelos B, Subdivision3 (filo
Verrucomicrobia) en los suelos A y Gp4, Spartobacteria, Betaproteobacteria,
Gemmatimonadetes y Chloroflexi en los suelos N (Tabla 21).

En resumen, se puede decir que la mayor parte de las clases del filo
Acidobacteria sufrieron una disminucién general de su abundancia media cuando se
aplicaron las enmiendas en el suelo. La abundancia media de las clases Actinobacteria
y Planctomycetacia también disminuyd al igual que la abundancia media de sus
respectivos filos. En el nivel taxondmico de clase bacteriana se puede observar que
Bacilli y Deltaproteobacteria también sufrieron un descenso de su abundancia media
en los tres suelos tratados, aunque la abundancia de sus filos bacterianos no
disminuyera, lo que indica que algunos filos haya que estudiarlos en funcién de las
clases que lo componian. Por otro lado, la abundancia relativa media de las clases
Deinococci, Nitrospira, Alphaproteobacteria y Verrucomicrobiae se incrementd de
forma general en los tres suelos enmendados. La abundancia media de algunas clases
bacterianas a lo largo de todos los muestreos en los suelos tratados podria marcar el
uso de un determinado tratamiento en el suelo, por ejemplo, la de la clase Synergistia
en los suelos N o la clase Erysipelotrichi en los suelos tratados con lodos (suelos Ay N).
No obstante, para lograr una mayor precision, su estudio ha de realizarse muestreo a
muestreo.
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Suelo tratado con BC

Suelo tratado con LAE

Suelo tratado con LANAE

Clase
Gp1l
Gp10
Gpl17
Gp25
Gp3
Gp4
Gp5
Gp6

Actinobacteria

Deinococci

Gemmatimonadetes

Synergistia
Opitutae
Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae

ratio %

48,8

-43,2

37,5
6,6
52,8
-10,6
22,2
45,3
-16,8
100,4
32,1
36,8
-16,6
88,1

ratio %

-5,8
-19,4

-23,9

78,5
47,9

100,0

14,8

-4,8
-29,1

71,9

-11,4
25,2
-11,7
11,0

ratio %

-23,1
-1,7
-37,5

-45,2
567,0

134,4

100,0

-10,6
140,5
-26,6
33,4

100,0

23,7
100,0
-23,5
-19,9

32,5

59,8

Tabla 21. Abundancia media de las clases de los suelos enmendados en todos los

muestreos.

Abundancia relativa porcentual media de las clases de los muestreos de suelo control
(S) y los suelos tratados (S-B, n=11; S-A, n=9; S-N, n=9) coloreadas en funcidon de si se
incrementd o disminuyd. La columna “ratio %” contiene la variacidon porcentual del
suelo tratado respecto del suelo control. Las variaciones negativas se muestran en
azul, las variaciones cercanas a cero en blanco y las variaciones positivas en rojo. Las
letras representan la inicial de cada clase bacteriana.
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4.5.3 Analisis de las poblaciones bacterianas del suelo B

4.5.3.1 Filos bacterianos del suelo B

Los filos bacterianos que mayor numero de alteraciones mostraron tras la
aplicacion de BC fueron Acidobacteria (con 7 muestreos en los que mostraron
diferencias significativas), Bacteroidetes (8) y Proteobacteria (7). Por el contrario, el filo
Deinococcus-Thermus fue el que menos alteraciones mostré (1), y lo hizo un afio
después de la aplicacién de BC en el suelo (muestreo B7) (Tabla 22).

Filo bacteriano BO|B1(B2|B3(B4|B5(B6/B7(B8|B9(B10
Acidobacteria &+ ¥ S (4 4 9 ¥ |7
Actinobacteria 4 ¥ |§ 3
& [eE[eS] []s
ndn 3
4 Y| |[$$ 4
Deinococcus-Thermus ﬁ 1
S| ¥ ¥ |4 5
Gemmatimonadetes & 4149 4 5
Planctomycetes & & &4 4
Proteobacteria 4140 145 (4 & |4 1|7
omicrobia @ [4|4 44T 6
4171344141619 7|2
O|I|[P|JV|O]JI|[P|V|O]|]I|P

Tabla 22. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con BC a lo largo de los
muestreos.

Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) de la abundancia porcentual
de los distintos grupos entre el suelo tratado (B) y el control, para cada uno de los
muestreos (de BO a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha hacia arriba y
la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en funcién de si incrementa o
disminuye su presencia con respecto al control). En la columna con valores numéricos
y en la fila inferior se indican el nUmero total de alteraciones detectadas en cada grupo
bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del afio: otofio (O); invierno (l);
primavera (P); verano (V).

Paraddjicamente, el primero de los muestreos (BO) no fue el que registré el
mayor numero de alteraciones significativas (4 alteraciones), aspecto que si se pudo
contemplar en los siguientes muestreos B1 y B8 con 7 alteraciones cada uno. Los
muestreos que presentaron un menor numero de alteraciones fueron B2 (3, en
primavera) y, por otro lado, los dos ultimos muestreos B9 (2, invierno) y B10 (3,
primavera), donde se aprecia un descenso significativo del nimero de alteraciones. La
abundancia de la mayor parte de los filos (6 de 11) disminuyd cuando se afiadieron las
enmiendas. Solamente se incrementé la de los filos Gemmatimonadetes,
Proteobacteria y Verrucomicrobia (Tabla 22).

Practicamente todos los filos bacterianos mostraron alteraciones tempranas
(dentro de los primeros 4 muestreos). Unicamente los filos Actinobacteria y
Deinococcus-Thermus mostraron sus alteraciones de forma tardia ya que lo hicieron en
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los muestreos del segundo afio (B4 en adelante). En la Tabla 23 solo se muestran
aquellos que mostraron alteraciones tempranas.

Filo bacteriano B0O(B1({B2|B3|B4|B5(B6(B7|B8|B9|B10

Acidobacteria 5| & |44 & 417

S 4] e P (48

4 £ 3

¥ 4| ¥ 4

G| S| & 5

Gemmatimonadetes gighis 4|4 | 5

Planctomycetes & & b 4

Proteobacteria 4% 14 a ks 1 |7

Verrucomicrobia {} ﬁ {} ﬁ {} {} 6
7131414 (3(6|7]7]1
OllI'|P|V|O|I|P|V|O]|I

Tabla 23. Influencia de los factores tratamiento y muestreo sobre las alteraciones
tempranas de los filos en el suelo tratado con BC a lo largo de los muestreos.

Se muestran los filos cuyas alteraciones fueron tempranas. Los muestreos sombreados
indican que el factor tratamiento explicé una mayor parte de la varianza. Las celdas
bordeadas de forma mas intensa indican que no hubo interaccidon significativa entre
los factores. Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre la presencia
de los distintos grupos del suelo tratado (B) respecto del control, para cada uno de los
muestreos (de BO a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha hacia arriba y
la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en funcion de si se incrementa o se
inhibe su presencia con respecto al control). En la columna con valores numéricos y en
la fila inferior se indican el nimero total de alteraciones detectadas en cada grupo
bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del afio: otofio (O); invierno (I);
primavera (P) y verano (V).

Para estimar la influencia de los factores tratamiento y muestreo en las
poblaciones bacterianas del suelo se realizdé un ANOVA de dos factores de forma
andloga a la realizada en el caso del anadlisis metabdlico (3.5 Resultados del
Capitulo IIl). El primero de los factores se estudio a lo largo de dos niveles, suelo sin
tratar (S) y suelo tratado con basura compostada (B) y el segundo factor con un total
de once niveles (desde el muestreo 0 hasta el 10). Los resultados del ANOVA
(integrados en la Tabla 23) indicaron que, por regla general, las diferencias de la
abundancia relativa se podian explicar por la combinaciéon de ambos factores, debido a
gue en la mayor parte de los andlisis existia una interaccidn significativa entre ellos. No
obstante, a pesar de ello y con el objetivo de conocer cual de los dos factores tenia
mas peso, se utilizd la proporcién de la varianza que explica cada uno de ellos por
separado. Como se muestra en la Tabla 23, los unicos filos que mostraron una mayor
influencia por parte del factor tratamiento fueron Firmicutes (hasta el quinto
muestreo) y Planctomycetes (hasta el segundo). En estos casos, la abundancia relativa
de ambos valores disminuyé con la aplicacion de BC y este comportamiento se
manifesto a lo largo de diversos muestreos.

149



4.5.3.2 Clases bacterianas del suelo B

Las clases bacterianas que mostraron un mayor nimero de cambios a lo largo
del andlisis fueron Sphingobacteria (con 9 muestreos en los que aparecieron
alteraciones) y la clase Alphaproteobacteria (7), cuya abundancia se incrementd
significativamente de forma regular durante los ocho primeros muestreos (Tabla 24).

Al igual que en el estudio de los filos, en el primero de los muestreos (B0O) no
fue donde se registré el mayor niumero de alteraciones (10). Sin embargo, en el
segundo muestreo (B1) y en el tercero (B2) se observd un mayor nimero de
alteraciones (15, primavera). Posteriormente se detecté un descenso (7, invierno),
observdandose nuevamente un incremento en torno a los muestreos B6 y B7 (16,
verano) y tras los cuales se observd de nuevo un descenso en el nimero de
alteraciones en el ultimo de los muestreos (1, primavera).

A pesar del descenso significativo de la abundancia del filo Acidobacteria con
respecto el suelo control (como se comprobd en la Tabla 22), la composicion de las
clases de este filo presentd resultados diversos cuando se afiadid BC, ya que algunas se
incrementaron y otras disminuyeron con respecto al control (Tabla 24). En cambio, la
abundancia de las clases que componian el filo Firmicutes (Bacilli y Clostridia) si que
sufrié un descenso generalizado al compararse con su abundancia en el suelo control,
tal y como se observd en el analisis de los filos. La abundancia relativa de las clases de
Proteobacteria, excepto la de la clase Deltaproteobacteria, se vio incrementada. Por
otra parte, se pudo destacar que la abundancia de las clases del filo Verrucomicrobia se
incremento por regla general a lo largo de los muestreos del suelo B.

Desde el punto de vista de cudando se manifestaron las alteraciones, 22 clases
bacterianas, sobre un total de 28, mostraron alteraciones tempranas. Por el contrario,
las alteraciones de las clases Actinobacteria, Anaerolineae, Deinococci, Opitutae y
Subdivision3 se manifestaron después del cuarto muestreo, por lo que sus alteraciones
se consideraron como tardias (Tabla 24).
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Clase bacteriana BO|B1|B2|B3|B4|B5|B6|B7|B8|B9|B10
Gp1 F & 2
Gp3 S| || $¥] |$E 6
Gp4 & 4 2
Gp5 4 | & ¥ 3
Gpé6 @+ & 4| ¢ 6
Gp7 1 [f 'k 4
Gp9 b 1
Gp10 el I e ol O ol o R 6
Gp17 W | & 4
Actinobacteria 14 Ik e 3
@+ |4 @+ ¥ 4
il Il ol R RS 9
adhis 2
& 1
g 4| |$$ 4
Deinococci 1@ 1
1| & 4 |4 5
+4$ ¥ 5
Gemmatimonadetes & 4414 |¥ 5
Planctomycetacia ik 4 SR A
Alphaproteobacteria 4 (4 4[4 |2 | & 7
Betaproteobacteria 4 4 4141414 6
Gammaproteobacteria 1414 &4 4|4 5
Deltaproteobacteria |} |- |4} 544 6
Opitutae 4 14 1@ 3
Spartobacteria 4 4 4 3
Subdivision3 14 1
Verrucomicrobiae i i 4 4
15 10| 8| 7(13|16|12| 6| 1
OflI[P|IV]|]O] I |P|V|O]|I P

Tabla 24. Alteraciones de las clases en el suelo tratado con BC a lo largo de los

muestreos.

Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) de la abundancia porcentual
de los distintos grupos entre el suelo tratado (B) y el control, para cada uno de los
muestreos (de BO a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha hacia arriba y
la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en funcién de si incrementa o
disminuye su presencia con respecto al control). En la columna con valores numéricos
y en la fila inferior se indican el numero total de alteraciones detectadas en cada
grupo bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del ano: otofio (O);

invierno (l); primavera (P); verano (V).
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La influencia del factor tratamiento predomind sobre la evolucién de algunos
grupos bacterianos (por ejemplo Bacilli o Deltaproteobacteria) y, especialmente, a lo
largo de un elevado nimero de muestreos para la clase Spartobacteria. Se pudo
observar que para las clases Gp5 y Gp7 de Acidobacteria, la influencia del tratamiento
fue mas significativa ya que no interacciond con el factor muestreo (Tabla 25).

Clase bacteriana BO(B1|/B2(B3|B4|B5|B6|B7|B8|B9|B10
Gp3 Y| 4| |$E 6
Gp4 e 14 2
Gp5 L |4 ¥ 3
G & (44 |43 9
SRR ¥ |4 5
LR ¥ 5
Deltaproteobacteria |- |{: |4} 5|4 |4 6
Gp6 &4 $ @14 ¥ 6
Gp17 @+ && ¥ 4
Gemmatimonadetes RigiRie 4149 | 5
S0 (a4 (o] (8] e
¥ ¥ [$|¥ 4
4 ¥ $8[& s
@4 [ @4 ¥ 4
Alphaproteobacteria 414 4140 140 14 | 7
Betaproteobacteria it 5|44 14 6
Gammaproteobacteria 44 e &+ |4 5
Spartobacteria o 4 3
Verrucomicrobiae AR Ak Ak 4
Gp1 &+ &+ 2
Gp9 i 1
Gp7 1|4 4 4
total 10(15|15|1 9| 7| 6 |13(11(11| 4
OlI'|P|IV]|]O]I|P|[V|O]I

Tabla 25. Influencia de los factores tratamiento y muestreo sobre las alteraciones
tempranas de las clases en el suelo tratado con BC a lo largo de los muestreos.

Se muestran las alteraciones que fueron tempranas. Los muestreos sombreados
indican que el factor tratamiento explicé una mayor parte de la varianza. Las celdas
bordeadas de forma mas intensa indican que no hubo interaccion significativa entre
los factores. Las flechas indican las diferencias significativas (P<0,05) entre la
presencia de los distintos grupos del suelo tratado (B) respecto del control, para cada
uno de los muestreos (de BO a B10). La diferencia positiva se indica con una flecha
hacia arriba y la negativa se indica con una flecha hacia abajo (en funcién de si se
incrementa o se inhibe su presencia con respecto al control). En la columna con
valores numeéricos y en la fila inferior se indican el numero total de alteraciones
detectadas en cada grupo bacteriano o muestreo, respectivamente. Estaciones del
afo: otofio (O); invierno (l); primavera (P) y verano (V).
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4.5.4 Analisis de las poblaciones bacterianas del suelo A

4.5.4.1 Filos bacterianos del suelo A

Tras la adicidon del lodo aerobio (LAE) al suelo se pudo observar que los filos que
mostraron un mayor numero de alteraciones fueron Acidobacteria (con 7 muestreos
en los que se detectaron alteraciones), Bacteroidetes (7) y Planctomycetes (7),
mientras que los que menos alteraciones mostraron fueron Chloroflexi y Nitrospira
(con 2 cada uno de ellos) (Tabla 26). Como ocurrié en los suelos B, el muestreo con
mas alteraciones no fue el primero, A0 (6), sino el segundo, Al (10). El ultimo de los
muestreos, al cumplirse los dos afios de anadlisis (A8), indica que los perfiles de
composicidon se mantuvieron alterados incluso hasta el final del andlisis puesto que el
numero de alteraciones continud siendo elevado (7).

Filo bacteriano AO|A1{A2|A3|A4(A5|A6|A7|A8
Acidobacteria o4 4 || ¥ &7
Actinobacteria N dhidh's & |4 6]
9 4] [$EE7
4 @+ ]2
@ |4 [fre] [$s
Deinococcus-Thermus ‘l} ‘l} 4} 3
18] 4] (|45
Gemmatimonadetes 4 4 |9 4|4 5
Nitrospira 4 |4 2
Planctomycetes 334 4 b 4R 7
Proteobacteria 4 (3 1 |4 1 6]
0 OopIa @ ﬁ @ ﬁ 4

6110/ 8|18|4(4(8|4
PIV]|O[I[P|[V]|O]|I|P

Tabla 26. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con LAE a lo largo de los
muestreos.
La interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 22.

Todos los filos bacterianos que fueron analizados mostraron alteraciones de
caracter temprano (Tabla 26), lo que sefiala que el efecto de estos residuos generé un
conjunto de alteraciones significativas muy relevante en un periodo de tiempo
relativamente reducido (primeros cuatro muestreos). Entre ellos, los filos
Acidobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes y Verrucomicrobia sufrieron un descenso de
su abundancia relativa, mientras que la abundancia relativa del resto de los filos se
incrementa.
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El factor tratamiento influyé de forma predominante sobre los filos
Verrucomicrobia, Firmicutes, Gemmatimonadetes, Chloroflexi, Deinococcus-Thermus y
Nitrospira. Entre ellos, estos tres ultimos mostraron una influencia del factor
tratamiento sin interaccién con el muestreo. No obstante esta influencia predominante
del factor tratamiento no duré mas de un afo en ninguno de los filos analizados (Tabla
27).

Filo bacteriano AO|A1|A2(A3|A4|A5(A6|A7|A8
Acidobacteria L aE HE e N Y
Verrucomicrobia  EFAF | BiEE S L 5 4
Actinobacteria g dRidbidR s |4 [ 6]
ertconocna | #13 [4] [S15] [#]d
SRS o] 1805
21218 2] [S[S[S]F
L | |2
e r AL ATATgE
] 4] |f ] [F5
Deinococcus-Thermus 44 4 3
Zh B 2
Gemmatimonadetes RS 4|4 5

total 6 (10| 8| 8 418|147

VO[T |[P|IV|O]|I|P

Tabla 27. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de los filos en el
suelo tratado con LAE a lo largo de los muestreos.
La interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 23.

4.5.4.2 Clases bacterianas del suelo A

Las clases bacterianas cuya abundancia se alterd respecto del suelo control en
un mayor numero de muestreos fueron Gp6, Sphingobacteria, Planctomycetacia,
Betaproteobacteria y Gammaproteobacteria (con 7 a lo largo de los dos afios de
analisis). Al igual que en el analisis de los filos, en el de las clases, el primero de los
muestreos no fue el que mayor nimero de alteraciones mostré. Sin embargo, en el
segundo de los muestreos Al se aprecia un numero mas elevado (19, verano),
superado por el muestreo A2 (20, otoiio). En los ultimos muestreos, A7 y A8, se puede
observar que hay 9 clases con alteraciones por muestreo, siendo de los muestreos con
un menor numero de alteraciones, lo que podria significar un descenso del efecto de la
enmienda.

La abundancia relativa de las clases pertenecientes a los filos Acidobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria y Verrucomicrobia mostrd resultados muy diversos, sin
gue se pueda reseflar un comportamiento general de incremento o de disminucién
con respecto al suelo control. Sin embargo, los valores de abundancia de las clases
Deinococci, Nitrospira, Actinobacteria, y Firmicutes (Bacilli vy Clostridia) se
incrementaron tras la aplicacién de LAE (Tabla 28).
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Practicamente la totalidad de las clases bacterianas analizadas (28 de 29)
mostraron alteraciones tempranas en el tiempo como se puede comprobar en la Tabla
28. La unica clase que no mostré ese patron fue la clase Thermomicrobia del filo
Chloroflexi, debido a que la unica diferencia significativa que mostré entre el
tratamiento y el control fue en el muestreo A7.

Clase bacteriana AO|A1|A2|A3|A4|A5|A6|A7|A8 Tabla 28. Alteraciones de
Gp1 4 ik dhd 4 las clases en el suelo
Gp10 T[4 G| & [4[5] tratado con LAE a lo largo
Gpil @ 11 de los muestreos.
Gp17 ¥ ¥ 3 La interpretaciéon de esta
Gp25 v 1 tabla se realiza como se
03 ¥ S IS explica en la Tabla 24
Gpa R e 22 :
Gp5 b4 4 2
Gp6 S| 3] (@8] |97
Gp7 49 4 4
Actinobacteria 4} 4} ﬁ 4} ﬁ} 16
G4 ¥ 3
|8 (4] [$EE]7
& 1
14 1
S ] ] [$5
Deinococci ﬁ ﬁ} 4} 3
ANk 4
ekl ] [f[f]s
Gemmatimonadetes 4 14 |4 14 |3 5
Nitrospira 4 |4 2
Planctomycetacia &9 414 b dk's 1 7]
Alphaproteobacteria |4 |4+ |4+ |4 |4+ 1 | 6]
Betaproteobacteria v dhdRab AR AR R 7
Deltaproteobacteria | k'S 4
Gammaproteobacteria |4 |<F |48 |48 |1k 4 |4 7
Opitutae 14 1
partobacteria @ @ 2
bdivisio ¥ ¢ |4 3
10119(20|17( 8 |11(13| 9
plvio[iTrv]o[i]r

Como se muestra en la Tabla 29, un total de 8 clases bacterianas de todas las
que se consideraron con un comportamiento temprano (28) tuvieron una influencia
principalmente atribuible al factor tratamiento. Algunas clases, cuya abundancia se
incrementd, mostraron esa influencia solo en los dos primeros muestreos, como
fueron las clases Clostridia, Alphaproteobacteria, Spartobacteria (sin mostrar
interaccidn significativa), Gemmatimonadetes y Gp10. En cambio, el factor tratamiento
tuvo una influencia mas duradera sobre los incrementos de la abundancia de las clases
Deinococci (sin mostrar interaccidn significativa entre factores) y Nitrospira durante los
primeros cuatro muestreos. El incremento de la abundancia relativa de la clase
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Opitutae mostré una elevada influencia del factor tratamiento a lo largo de todos los
muestreos, con un especial peso estadistico en los dos primeros muestreos ya que no
se hallé una interaccidn significativa entre factores.

Se podria decir que la adicion de LAE al suelo provocé un elevado niumero de
cambios que se registraron de forma temprana, aunque no inmediatamente después
de la aplicacidn. Los clases bacterianas cuyas alteraciones estuvieron mas influidas por
el factor tratamiento mostraron un incremento de su abundancia, como fue el caso de
Clostridia, Alphaproteobacteria, Spartobacteria, Gemmatimonadetes y Gp10 durante
los dos primeros muestreos, mientras que las clases Deinococci, Nitrospira y Opitutae
durante un mayor nimero de muestreos.
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Tabla 29. Influencia de
los factores sobre las
alteraciones tempranas
de las clases en el suelo
tratado con LAE a lo
largo de los muestreos.
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tabla se realiza como se
explica en la Tabla 25.
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4.5.5 Analisis de las poblaciones bacterianas del suelo N

4.5.5.1 Filos bacterianos del suelo N

En los suelos N los filos que mostraron un mayor numero de alteraciones
fueron Acidobacteria (con 8 muestreos que mostraron alteracién), Firmicutes (7),
Proteobacteria (8). En cambio, los que menos alteraciones exhibieron fueron los filos
Chloroflexi (2), Verrucomicrobia (2) y Synergistetes, que mostré una Unica alteracion en
el primer muestreo (NO) (Tabla 30).

A diferencia de otros suelos tratados, se puede observar que en el primer
muestreo (NO) se detectd un elevado nimero de alteraciones (8, primavera). Aunque
seis meses después (en el muestreo N2) se registré6 un numero superior (10) que
disminuyd en N4 (8). Por otro lado, los muestreos con menos alteraciones fueron los
dos ultimos, N7 (4) y N8 (5).

Filo bacteriano NO|N1|N2[N3|N4|N5(N6|N7|N8
Acidobacteria W |94 A 48
Actinobacteria KL IR AR s & |45
S| e |[Hs
1@ 1@ 2
S| (S 4
) 0CO ﬁ} tl} ﬁ} 3
seleee] 2] 2]
atimonadetes KL IRIAA AR AR HA4 6
Nitrospira 1|4 @+ 3
Planctomycetes N dhdh ahaRal 6
Proteobacteria g G4 [ 4 48]
org 1
o obia I8 14 2
8(6|10(6 86745
PI{VIO|I|P|IV]|O|fI]|P

Tabla 30. Alteraciones de los filos en el suelo tratado con LANAE a lo largo de los
muestreos.
La interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 22.

Todos los filos analizados mostraron alteraciones tempranas, en las que se
pudo observar un incremento de la abundancia de los filos Chloroflexi,
Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Nitrospira, Proteobacteria y Synergistetes. De entre
todos los filos analizados, las variaciones de los filos bacterianos Acidobacteria,
Actinobacteria y Bacteroidetes no pudieron ser explicadas por ninguno de los factores
utilizados en el ANOVA de doble via (Tabla 31). Mientras que todas las alteraciones del
resto de filos estuvieron influidas por la combinacion de los factores tratamiento y
muestreo, aunque el factor que explicd6 una mayor parte de la varianza fue el
tratamiento, especialmente en el caso del filo Deinococcus-Thermus que se mantuvo
durante todo el ensayo. No obstante, la abundancia de los filos Synergistetes y
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Nitrospira estuvo influida exclusivamente por el tratamiento aunque solo durante los
dos primeros muestreos. Los resultados observados confieren al filo Synergistetes un
caracter marcador de la aplicacion de este tipo de lodos en el suelo (Tabla 31).

Filo bacteriano NO[N1|{N2|N3|N4[N5|N6|N7|NS8
" onaaete & ‘i} & /l} 1]} & 6
Acidobacteria W5 |4F |4 |4 [ 4 [ 418
Actinobacteria KU IR AN s |5
0 DDI0 & ‘Q 2
Proteobacteria 44 |4 |4 48]
1 @ 2
nkte a6t A R
0 s 1
vl (¢ 4
Planctomycetes R AR AR 6
Deinoco il it I s 3
S |4 |F]5
Nitrospira 1|4 @ 3
total 8| 6[10( 6 6|74
PIV|IO|]I]|P|V]O P

Tabla 31. Influencia de los factores sobre las alteraciones tempranas de los filos en el
suelo tratado con LANAE a lo largo de los muestreos.
La interpretacidon de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 23.

4.5.5.2 Clases bacterianas del suelo N

Entre las clases bacterianas analizadas, algunas mostraron alteraciones
significativas en un elevado nimero de muestreos como, por ejemplo, la clase Gp6 (en
7 muestreos), Clostridia (8) y Alphaproteobacteria (8). Entre las que menos podemos
destacar las clases Bacteroidia, Anaerolineae, Erysipelotrichi, y Synergistia que
mostraron una Unica alteracién, aunque de cardcter relevante ya que se localizé en el
primero de los muestreos, tras afiadir LANAE (Tabla 32). Cuando se analizan las
variaciones en cada uno de los muestreos, y como ya se pudo observar en el estudio
de los filos bacterianos, el primer muestreo (NO) fue el que mayor numero de
variaciones mostré (21 alteraciones, primavera). En cambio, el muestreo N7, casi dos
afos después de la aplicacion de LANAE, mostrd el que menos (8). Es mas, en los
ultimos tres muestreos (N6-N8) se observaron menos de la mitad de las alteraciones
encontradas en el primero de los muestreos (NO), lo que indica un descenso de
alteraciones en las poblaciones al final del analisis.
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Tabla 32. Alteraciones de las
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Una semana después de aplicarse LANAE, la mayor parte de las clases
bacterianas de los filos Proteobacteria y Firmicutes sufrié un aumento de su
abundancia, mientras que la de la clase Subdivision3 (del filo Verrucomicrobia) y las
clases bacterianas de los filos Acidobacteria, Gemmatimonadetes y Actinobacteria

disminuyé (Tabla 32).

Todas las alteraciones que se registraron en la abundancia relativa de las clases
fueron tempranas en el tiempo, excepto las alteraciones detectadas en las clases
Opitutae y Verrucomicrobiae, las cuales se manifestaron a partir del muestreo N7. De
las 31 clases que manifestaron una alteracién temprana, 14 de ellas tuvieron una
mayor influencia del factor tratamiento (Tabla 33). De entre estas 14 clases, 8
mostraron una influencia mas marcada por parte del factor tratamiento ya que no
existid interaccidn entre factores.
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En este sentido, la influencia del factor tratamiento fue destacable en los
primeros muestreos para los incrementos de las clases Bacteroidia, Erysipelotrichi,
Synergistia, Gp18 y Nitrospira, y para la disminucién de la abundancia de las clases
Gpl, Gemmatimonadetes y Subdivision3. También fue destacable que el factor
tratamiento mostrara una influencia mas duradera (a lo largo de los 9 muestreos) en el

caso del

Gemmatimonadetes (Tabla 33).

incremento de Clostridia y Deinococci,

Nitrospira o de

la clase

Tabla 33. Influencia de los
factores sobre las
alteraciones tempranas de
las clases en el suelo
tratado con LANAE a lo
largo de los muestreos.

La interpretaciéon de esta
tabla se realiza como se
explica en la Tabla 25.

Clase bacteriana NO|[N1|{N2|N3|N4|N5(N6|N7|N8
Alphaproteobacteria | { | 4+ |1 | 4 |4 |40 |1F 1|8
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Gp5 ¥ ¥ ¥ 3
Gp6 S (#]E] [$]7
obacteric S| [ wdhdE
4 & | ¥4
Gp1 b & 2
Gp4 4| |4 d 3
atimonadetes  IIERIES EEEANNINE
pdivisions 11 1 A EN Y IESIE
Betaproteobacteria |4} |\ |4} 4|4 416
Deltaproteobacteria |4} |4} |1 4 (4 I 6
Gammaproteobacteria |4} |} &[4 4
Gp7 2y T &3
4149 ($8] |$] |6
1 1
1@ 1
il il ol ol O el el e A
1 1
0 1
Synergistia 43 1
vl ¥ 4
Gp3 4| (@& 4
Planctomycetacia {F 49 4|3 5
g 1
Gp18 | & 1
peinoca RN ;
Nitrospira 4 4 3
Gp17 & & 2
Gp25 W+ &2
— 7 I} 2
21113(1415(11(14({9 (7|9
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160



4.5.6 (Qué rasgos bacterianos fueron mas relevantes tras la
adicion de las enmiendas organicas?

4.5.6.1 ;Con que rapidez se vieron afectadas las poblaciones del suelo?

De los filos y clases bacterianas que fueron analizadas, la mayoria mostraron
alteraciones tempranas cuando se aplicaron las enmiendas (es decir, dentro de los 4
primeros muestreos), salvo algunos grupos que mostraron un comportamiento tardio,
como ya se ha mencionado. Finalmente, se puede decir que los suelos tratados con BC
fueron los que mostraron un nimero menor de alteraciones tempranas en los grupos
bacterianos analizados (filos y clases), por lo que los lodos (LAE y LANAE) fueron los
gue causaron un mayor impacto en las poblaciones bacterianas durante los primeros
muestreos.

4.5.6.2 ;Qué grupos bacterianos estuvieron influidos de forma
predominante por el factor “tratamiento”?

Los resultados del ANOVA de dos factores indicaron que el filo Firmicutes
presentd una mayor influencia por parte del factor tratamiento en los tres tipos de
suelos enmendados (B, Ay N). Por otro lado, en los suelos tratados con lodos (A y N) se
observd que las variaciones en la abundancia de los filos Chloroflexi, Deinococcus-
Thermus, Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia y Nitrospira fueron debidas en
mayor medida al factor tratamiento, especialmente se hallé6 una influencia mas
significativa en las variaciones del filo Nitrospira. Por otra parte, con respecto a las
clases bacterianas se puede observar que aunque la interaccién con el factor muestreo
fue siempre significativa, el factor tratamiento explicé en mayor medida la varianza de
la abundancia de la clase Clostridia en los tres suelos enmendados (B, A y N). En
cambio, en los suelos tratados con lodos (A y N) estuvieron influidas por el factor
tratamiento las clases Deinococci, Nitrospira y Gemmatimonadetes.
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4.5.6.3 Resultados mads destacados.

La abundancia del filo Firmicutes disminuyd en los primeros muestreos de B
(como se observa en la Tabla 23). En cambio, en los suelos tratados con lodos de
depuradora se registré un incremento de su abundancia una semana después de su
aplicacién (Tabla 27 y Tabla 31), de una manera especial en los suelos N (color
morado, Figura 30). Posteriormente, en los ultimos muestreos del analisis, la
abundancia de este filo mostré resultados diversos que no siguieron la ténica inicial.
Esto se refuerza con los resultados observados en el ANOVA de dos factores, que
sefialan un mayor peso del factor tratamiento en los primeros 4 muestreos de cada
tipo de suelo.

%0 Filo Firmicutes

ES EB EA BEN

Abundancia relativa (%)

0(0) 1(1) 2(P) 3(v) 4(0) 5(1) 6(P) 7(V) 8(0) 9(I) 10(P)

Figura 30. Evolucion de la abundancia del filo Firmicutes.

Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual y el error medio en los
distintos suelos: control (S), tratado con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). Para la
numeracion de los muestreos se ha elegido la cronologia del suelo B. Otofio (O),
invierno (), primavera (P) y verano (V), son las estaciones del afio.

Si profundizamos en el estudio de las clases que componen el filo Firmicutes
encontramos que la evolucion de la clase Clostridia se incrementd en los muestreos de
suelos tratados con lodos (suelos A y N), mientras que en el suelo B la abundancia
disminuyd con respecto al suelo control (S). En el suelo N este incremento fue incluso
mas destacable (Figura 31), y se podria relacionar directamente con la aplicacion de
lodos de depuradora (Tabla 27 y Tabla 31) ya que, a pesar de que la interaccion entre
los factores tratamiento y muestreo siempre fue significativa para los resultados de
abundancia de Clostridia y Bacilli, la influencia del factor tratamiento perdurd para la
clase Clostridia durante todo el ensayo en los tres suelos tratados, a diferencia de la
clase Bacilli, donde hubo analisis en los que influyd mas el muestreo.

162



18

. Clase Clostridia
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0(0) 1(1) 2(P) 3(V) 4(0) 5(1) 6(P) 7(V) 8(0) 9(1) 10(P)

Figura 31. Evolucion de la abundancia de la clase Clostridia.

Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual y el error medio en los
distintos suelos: control (S), tratado con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). Para la
numeracion de los muestreos se ha elegido la cronologia del suelo B. Otofio (O),
invierno (1), primavera (P) y verano (V), son las estaciones del ano.

Por otra parte, la abundancia de la clase Erysipelotrichi (Firmicutes) se
incrementd exclusivamente en los primeros dos muestreos del suelo N, con valores de
abundancia relativa bajos (0,10-0,20 %), lo que podria encontrarse estrechamente
relacionado con la aplicacién de LANAE (Figura 32).

Clase Erysipelotrichi

0,35 Figura 32. Detalle de la evolucién de la
< 030 abundancia de la clase Erysipelotrichi.
s 7 T Valores medios (n=4) de la abundancia
S o025 relativa porcentual y el error medio en el
‘;E 0,20 - suelo tratado con LANAE (N). Para la
p EN numeracion de los muestreos se ha
S 015 - T elegido la cronologia del suelo B. Otofio
-‘é 0,10 - (O), invierno (I), primavera (P) y verano
3 (V), son las estaciones del afio.
< 0,05 -

0,00 - T T )

2(P) 3(v) 4(0)
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Analizando la evolucién de las clases del filo Proteobacteria los resultados mas
destacables se hallaron en las clases Deltaproteobacteria y Epsiloproteobacteria. Estas
clases son menos tipicas en el suelo en comparacién con el resto de clases lo que pudo
favorecer que los resultados fueran mas sobresalientes. Aunque se detectd algun
incremento de la abundancia de la clase Deltaproteobacteria en algin muestreo de los
suelos enmendados, en general, cuando se aplicaron las enmiendas se produjo una
disminucién de este tipo de bacterias, como se aprecia en la Figura 33.a y también en
la Tabla 25, Tabla 29 y Tabla 33. Esta disminucién se pudo observar en la mayor parte
de los muestreos de suelos tratados. No obstante, se puede destacar un incremento
en el primer muestreo del suelo N (2-P), posiblemente debido a que en la enmienda
LANAE existe una abundancia elevada de esta clase bacteriana. Sin embargo, su
desaparicion paulatina en subsiguientes muestreos parece mostrar una supervivencia
baja de estas bacterias en el suelo a lo largo del tiempo.

a
10 —
9
8
R 7
2 6
)
[1°}
o 5
.g 4
c
3 3
c
2 2
<
1
0
0(0) 1(1) 2(P) 3(v) 4(0) 5() e6(P) 7(v) 8(0) 9() 10(P)
b Figura 33. Evolucion de algunas clases
del filo Proteobacteria a lo largo de
todo el analisis.
(a) Evolucion de la abundancia de la
3,0 clase Deltaproteobacteria.
< T (b) Detalle de la evolucion de la clase
E 2,5 =N Epsilonproteobacteria.
= 2,0 - Valores medios (n=4) de la abundancia
o relativa porcentual y el error medio en
o 15 1 los distintos suelos: control (S), tratado
§ 1.0 | con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N).
T ’ Para la numeracion de los muestreos se
a3 0,5 - ha elegido la cronologia del suelo B.
< Otoio (0O), invierno (I), primavera (P
00 | im | (0), (), p (P) y

verano (V), son las estaciones del afio.
2(P) 3(V) 4(0) V),
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Al igual que en el caso de la clase bacteriana Erysipelotrichi, la clase
Epsilonproteobacteria mostré una tendencia muy similar en el suelo N (Figura 33.b).
Sin embargo, esta ultima clase presenta valores de abundancia superiores a los de
Erysipelotrichi y, por otra parte, su presencia no se registrdo en los analisis de las
enmiendas (Tabla 18), por lo que se podria sospechar que su presencia en el suelo
estaria relacionada con una estimulacion de su crecimiento debido a la composicidn de
LANAE.

Otro filo bacteriano con un comportamiento destacable debido a los resultados
estadisticos fue Verrucomicrobia. A pesar de que se trata de un filo con una
abundancia moderada, su abundancia se incrementd en los suelos tratados con BC
(suelo B) durante la mayor parte del estudio. En concreto, la abundancia de la clase
Spartobacteria fue la que mostré los resultados mas relevantes en el suelo B, en los
gue su abundancia fue mayor que en el resto de los suelos durante varios muestreos
(barras en negro, Figura 34).

2,0 _
1,8 _ Clase Spartobacteria
1,6

BES EB EA EN
1,4

1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

Abundancia relativa porcentual (%)

0(0) 1(1) 2(P) 3(vV) 4(0) 5(1) 6(P) 7(V) 8(0) 9(I) 10(P)

Figura 34. Evolucidn de la clase Spartobacteria a lo largo de todo el analisis.

Valores medios (n=4) de la abundancia relativa porcentual y el error medio en los
distintos suelos: control (S), tratado con BC (B), con LAE (A) y con LANAE (N). Para la
numeracion de los muestreos se ha elegido la cronologia del suelo B. Otofio (O),
invierno (1), primavera (P) y verano (V), son las estaciones del ano.
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Finalmente, destacaron una serie de grupos bacterianos cuya abundancia se
incrementd en varios de los muestreos al comienzo del andlisis. Todos ellos se
caracterizaron por detectarse en el andlisis de las enmiendas (Tabla 17 y Tabla 18) y
posteriormente en los suelos enmendados. En este sentido, tras la adicion de LANAE
se detectd un incremento de la abundancia relativa del filo Synergistetes, aunque sus
valores se encontraron por debajo de 1 % de la abundancia total (Figura 35.a).

a b
Filo Synergistetes Clase Bacteroidia
g 0,80 < 0,12
% 0,60 72.7 0,10
3 o N 5 008
g 0,40 s 0,06
5 S 0,04
o 0,20 S ’
2 _§ 0,02
< 0,00 . . < 0,00
2(P) 3(V) 2(P) 3(V)
C Figura 35. Detalle de la evolucion de
algunos  grupos de bacterias
Clase Anaerolineae detectados en los suelos A y N de
g 4,00 forma temprana.
g 3,50 (a) Filo Synergistetes.
& 3,00 (b) Clase Bacteroidia.
2 250 (c) Clase Anaerolineae.
S 2,00 Valores medios (n=4) de la abundancia
_r;; 1,50 relativa porcentual y el error medio en
S 100 el suelo tratado con LAE (A) y LANAE
2 0'50 (N). Para la numeracién de los
0:00 muestreos se ha elegido la cronologia

del suelo B. Otofio (O), invierno (l),
primavera (P) y verano (V), son las
estaciones del afio.

2(P) 3(v) 4(0)

Aunqgue también su abundancia fue baja, en los suelos tratados con lodos (A y
N) se aprecid un incremento de la abundancia relativa de la clase Bacteroidia en el
primero de los muestreos que solo perduré en el muestreo siguiente en el suelo N
(Figura 35.b). Por otro lado, en el primer muestreo del suelo N se pudo destacar un
incremento de la abundancia de las bacterias de la clase Anaerolineae, registrandose
un descenso en el segundo muestreo. Este grupo bacteriano también se podria
relacionar de forma directa con la aplicacién de la enmienda LANAE (Figura 35.c).
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4.5.7 OTUs marcadores del uso de las enmiendas

Como se explica en el apartado 4.4 Materiales y métodos, el elevado numero
de secuencias obtenidas se ordend en clusteres denominados OTUs, en funcién de la
similitud que guardaban las mismas con una secuencia representativa depositada en la
base de datos de Greengenes. La importancia del uso de los OTUs reside en que se
analizan las poblaciones a partir de una asignaciéon taxondmica muy concreta por
debajo del taxdn familia (a veces, incluso, género bacteriano), a la vez que
representativa, ya que se encuentran respaldados por un conjunto considerable de
secuencias similares. Una vez generados, estos OTUs fueron sometidos a un conjunto
de criterios de selecciéon, que denominamos criba, en los que se valoré la
representatividad y la abundancia en cada una de las muestras (proceso explicado en
el apartado 4.4.4.1 Procedimientos para la selecciéon de OTUs: criba). Con este
procedimiento, ademds de incrementar la rigurosidad y representatividad de los OTUs
seleccionados, se facilité el manejo de los mismos. El analisis de estos OTUs podria ser
util para la deteccion de marcadores microbianos especificos en un suelo, los cuales
indicarian que ha sido tratado con algun residuo, bien porque se encontré presente en
dicho residuo, o bien porque la aplicacién del residuo promovié la alteracion de un
OTU que ya se encontraba presente en el suelo (ya sea aumentando o disminuyendo).

4.5.7.1 ;Como se procesaron los OTUs?

Con el fin de seleccionar aquellos OTUs que permitieran describir los procesos
de cambio que habian sufrido las poblaciones bacterianas del suelo, se utilizaron una
serie de criterios descritos en los siguientes pasos:

e Paso 1. En primer lugar, se seleccionaron los OTUs que superaron el proceso de
criba establecido en el apartado 4.4.4.1.

e Paso 2. Se seleccionaron los OTUs cribados que cumplieron las siguientes
condiciones sucesivamente:

o Paso 2.1. OTUs que manifestaron en su abundancia diferencias
significativas (incremento o disminucidn) con el suelo control.

o Paso 2.2. OTUs que, ademas de reunir las condiciones anteriores,
tuvieron alteraciones consideradas como tempranas (dentro de los
primeros 4 muestreos) y que ademas mostraron una cierta regularidad
(total o parcialmente) en la tendencia de sus alteraciones.
Consideramos que una alteracion fue regular cuando mostrdé en su
tendencia un solo cambio o ninguno. Esta consideracidon aporta
fiabilidad al uso del OTU como descriptor de la alteracién producida.

e Paso 3. Los OTUs se ordenaron en funcidon de cdmo fueron sus alteraciones:

o Tipo 1 o de tendencia incrementada totalmente regular: todas las
alteraciones muestran incrementos respecto del suelo control.

o Tipo 2 o de tendencia incrementada parcialmente regular:
primeramente se observa uno o varios muestreos en los que el OTU
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O

muestra un incremento de su abundancia, seguido de una disminucién
(un solo cambio de tendencia), sin volver a encontrarse incrementado
en ningun otro muestreo posterior al cambio de tendencia.

Tipo 3 o de tendencia inhibida totalmente regular: todas las
alteraciones muestran disminuciones respecto del suelo control.

Tipo 4 o de tendencia inhibida parcialmente regular primeramente se
observa uno o varios muestreos en los que el OTU muestra una
disminucion de su abundancia, seguido de un incremento (un solo
cambio de tendencia), sin volver a encontrarse disminuido en ningun
otro muestreo posterior al cambio de tendencia.

e Paso 4. Agrupacion de como se comporté un mismo OTU en los distintos suelos
tratados. En funcion del tipo de alteracién (1, 2, 3 o 4), se hicieron 5 grupos
seglin como se combinaron los tipos de alteraciones en cada suelo (Tabla 34).

O

Grupo I: agrupa a aquellos OTUs que presentes en varios tipos de
suelos, solo presentaron alteracidén de tipo 1. Es decir, son OTUs que
muestran en todos los suelos un incremento de su abundancia de tipo 1
(Ejemplos: 1,101, 1, 1).

Grupo IlI: aquellos OTUs analizados en 2 o 3 tipos de suelo que
mostraron al menos una alteracién de tipo 2, pudiendo ser la otra/s de
tipo 1 0 2. En ningln caso de tipo 3 0 4 (Ejemplos: 1,2,1/2,1 02, 2).

Grupo IV: aquellos OTUs, que presentes en varios tipos de suelos, solo
presentan alteracion de tipo 3. Es un grupo andlogo al grupo |, pero que
trata de OTUs cuya presencia disminuyd con respecto al suelo control
en todos los suelos tratados (Ejemplos: 3,3 0 3, 3,3).

Grupo V: aquellos OTUs analizados en 2 o 3 tipos de suelo, que han
mostrado al menos una alteraciéon de tipo 4, pudiendo ser la otra/s de
tipo 3 0 4. En ningun caso de tipo 1 0 2 (Ejemplos: 3,4, 3;4,3 04, 4).

Grupo D (discrepantes): agrupa los OTUs que han mostrado
alteraciones contrarias. Es decir, que un OTU presente una alteracion
tipo 1 o 2 (incrementadas) en un suelo y en otro suelo presente una
alteracion 3 o 4 (inhibidas). Estos OTUs pueden ser utiles para
diferenciar el comportamiento de un OTU en distintos suelos.

Otra consideracidn a tener en cuenta cuando se valoran los OTUs es el nUmero
de veces en los que se repite un determinado comportamiento. En las tablas expuestas
a continuacion (Tabla 35 a Tabla 43), se detallan en varias columnas el niumero de
veces que se ha encontrado un comportamiento incrementado o inhibido en los
primeros 4 muestreos (OTUs tempranos), y otra columna en la que se detalla el
numero de muestreos totales en los que se ha encontrado ese OTU alterado (tanto
incrementado como inhibido).
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Criba Tipos de alteraciones Grupos
Paso 2.1y 2.2
Paso 1 Paso 3 Paso 4
o Incrementados | Incrementados
OTUs coincidentes totalmente totalmente
entreSy (B, Ao N) d q
OTUs con una alteracién Increr-nenta os " Increr.nenta os
sin (incrementada o parcialmente parcialmente
. OTUs
cribar . inhibida) temprana Inhibidos Inhibidos
cribados \}
y con un totalmente totalmente
comportamiento Inhibidos y Inhibidos
regular (total o parcialmente parcialmente
parcialmente) D | Discrepantes

Tabla 34. Esquema del procesamiento de los OTUs.

Los OTUs fueron cribados (Criba, paso 1), seleccionados segun distintas condiciones (Pasos 2.1
y 2.2), ordenados en funcidn del tipo de alteracién (paso 3) y comparados entre los distintos
tratamientos para formar grupos (paso 4).

4.5.7.2 ;De qué forma fueron categorizados?

Los OTUs que se detectaron en el suelo tratado se consideraron marcadores
generales si se detectaron también en el suelo control, y marcadores especificos si se
detectaron en la enmienda antes de aplicarse. Los primeros, a su vez, pueden ser
potenciados cuando se altera su presencia en el suelo, pero no se detecta en ninguna
de las enmiendas, o pueden ser ubicuos cuando se detectan tanto en las enmiendas
como en el suelo control. Por ultimo, los OTUs de origen indeterminado son aquellos
cuya presencia se incrementa en un suelo tratado sin estar presentes en las enmiendas
ni en el suelo control (Figura 36).

OTUs
OTUs marcadores Suelo control marcadores
generales ubicuos (S) generales
\ potenciados
::s:il;o Suelo tratado
e (B,A o N)
LANAE)
OTUs
marcadores / \OTUS deorigen
especificos indeterminado

Figura 36. Categorizacion de los OTUs.
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A continuacion, se describen los OTUs pertenecientes a las clasificaciones de
OTUs marcadores generales de caracter tanto ubicuo como potenciado (Tabla 35 a la
Tabla 42), los OTUs de origen indeterminado (Tabla 43) y los OTUs que se designaron
como OTUs marcadores especificos (Tabla 44).

4.5.7.3 OTUs comunes de los suelos B, Ay N

En este andlisis se detectaron OTUs cuyo comportamiento se hallé alterado con
respecto al suelo control en todos los tipos de suelos tratados (B, Ay N) (Tabla 35). Los
OTUs cuya presencia se hallé incrementada se clasificaron en los grupos | y Il. Entre
ellos, los OTUs correspondientes a los filos Nitrospira (1047) y al género Rhodopirellula
(1055) (Planctomycetes) se encontraron incrementados en todos los suelos
enmendados. También se observod que la presencia de un elevado numero de OTUs del
filo Proteobacteria, entre los que se puede destacar el OTU 1852
(Gammaproteobacteria), se incrementd en los tres tipos de suelos tratados en mas de
un Unico muestreo, pero especialmente en los suelos tratados con lodos (A y N). En los
suelos B también se detectaron OTUs cuya abundancia se incrementd de manera
especial, correspondientes a las clases Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria
(1068, 1115 y 1334). Entre ellos podemos destacar el comportamiento del OTU 1334
(familia Alcaligenaceae; Betaproteobacteria) que tras detectarse con una abundancia
elevada en la enmienda BC, su presencia quedo reflejada en 10 de los 11 muestreos
del suelo B. Los resultados reflejan que existidé una elevada variabilidad en la
distribucién de los distintos OTUs de Proteobacteria. Otro resultado destacable fue el
incremento de la abundancia del OTU 658 (filo Chloroflexi; familia Anaerolineaceae) en
los tres suelos tratados.

Por otra parte, los OTUs que experimentaron una disminucion de su
abundancia se clasificaron dentro de los grupos lll y IV, donde se hallaron distintas
combinaciones. En primer lugar, OTUs que mostraron el mismo comportamiento en las
tres enmiendas como los OTUs 130 (Acidobacteria), 421 y 428 (Actinobacteria) y 738
(Firmicutes). En cambio, si se hallaron OTUs cuya alteracidn fue mas relevante en algun
tipo de suelo enmendado. Por ejemplo, en las muestras de suelo By N el OTU 1515
(género Geobacter; Deltaproteobacteria), en los suelos B y A el OTU 1839
(Gammaproteobacteria), y en los suelos A y N el 1840 (familia Sinobacteraceae;
Gammaproteobacteria).

En el grupo D (discrepantes), se clasificaron aquellos OTUs que mostraron
resultados distintos en cada uno de los suelos enmendados. Cabe destacar que la
abundancia del OTU 675 (género Truepera; filo Deinococcus-Thermus), con una
elevada presencia en BC, disminuye en el suelo B y, en cambio, aumenta en los suelos
A y N. En este grupo también se clasifican otros OTUs que pudieron marcar una
presencia preferente en algun tipo de suelo enmendado. Por ejemplo, mostraron un
incremento exclusivo el OTU 1541 (familia Polyangiaceae; Deltaproteobacteria) en el
suelo B y el OTU 1017 (clase Clostridia) en el suelo N. En los suelos A, los OTU 507
(género  Haliscomenobacter;  Bacteroidetes), 1122 (género  Rhodoplanes;
Alphaproteobacteria) y 1286 (familia Rhodospirillaceae; Alphaproteobacteria) también
incrementaron su presencia, mientras que en los suelos B y N disminuyd su
abundancia.
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. . Lo . B A N
OoTU Nivel superior Nivel inferior T.A.|ﬁ|@| m T-A-W# T.A.|Q|G|# G B |A| N|
1047 Nitrospira Nitrospira 4 ulplp
1055 Planctomycetes Rhodopirellula 3 ujufu
1068 Alphaproteobacteria Phenylobacterium 6 lujule
1115 Alphaproteobacteria Devosia 2 ulpl|p
1334 Betaproteobacteria Alcaligenaceae 2 [u*{u]u
1852 Gammaproteobacteria Lysobacter E 7 ujulp
- Chloroflexi Anaerolineaceae 3 4 ulufu*
1099 Alphaproteobacteria Bosea 2 3[lHjufu|u
1258 Alphaproteobacteria Roseomonas B 6 ujufu
130 Acidobacteria_Gp25 Gp25 1 3 1|2 plp|p
421 Actinobacteria Rubrobacter 1 2 2(3 ulp|p
428 Actinobacteria Actinobacteria 3 5 314]l1fufu]u
Firmicutes.Bacilli Paenibacillus 3 3 2|4 ulplp
1840 Gammaproteobacteria Sinobacteraceae 4 4 2|4 plplp
1309 Alphaproteobacteria Sphingomonas 13| 4 3 3|4 ulplu
1515 Deltaproteobacteria Geobacter 415]| 4 3 214|IViu|ufu
1839 Gammaproteobacteria Steroidobacter 2( 2] 4 4 112 ujufu
118 Acidobacteria_Gp10 Gp10 4 |1{1] 2| 2 |1[1]3 1|1 ufulp
122 Acidobacteria_Gp17 Gpl7 2 2[3] 2 [1]1]3 2(3 ujulp
133 Acidobacteria_Gp3 Gp3 11 3| 4 2|16] 2 (13 ulp|p
296 Actinobacteria Micrococcineae 1 21 4 |1(1]12] 4 |1[{1]2 ulu|p
326 Actinobacteria Marmoricola 2 41 2 |2m3| 4 |2|1|4 ufufu
Bacteroidetes.Sphingobacteria | Haliscomenobacter 111 2 |1]1)2 1|1 plululu
675 Deinococcus-Thermus Truepera 1| 2 11 11 [u*p|u
Firmicutes.Clostridia Clostridia 111( 4 112 2 |1{1[{4]| |u|u]u*
1122 Alphaproteobacteria Rhodoplanes 111 2 |12 2|4 ufu*{u
1286 Alphaproteobacteria Rhodospirillaceae 1l 1 11 4 [2]|1]5 plplp
1396 Betaproteobacteria Massilia 5| 4 [1(1|5] 2 |13 ulpl|p
1541 Deltaproteobacteria Polyangiaceae 2 4 1|4 2[5 ulplp

Tabla 35. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a
los suelos B, Ay N respecto del suelo control.

La primera columna muestra el numero del OTU (colores segun el filo). Las columnas
segunda y tercera indican los niveles taxondmicos, de mas general a mas detallado. Las
siguientes columnas corresponden a los tipos de suelos (B, A y N), cada una de las cuales
se dividen en cuatro subcolumnas. La primera de ellas informa del tipo de alteracion (T.A.),
en donde los colores verdes son incrementos y los rojos son inhibiciones; la segunda de las
subcolumnas (flecha verde) indica el nimero de muestreos en los que aumenta su
presencia, mientras que la tercera (flecha roja) donde disminuye, ambas subcolumnas
contabilizan alteraciones tempranas; la cuarta subcolumna (#) indica el niumero de
muestreos totales (tempranos y tardios) en donde se ha encontrado alteracidon
(incremento o inhibicién), representados mediante un gradiente de amarillos y naranjas.
La columna “G” categoriza a los grupos de alteraciones en las cuales se incluyen los
distintos OTUs. Las tres ultimas columnas indican si fueron ubicuos (u) o potenciados (p) en
cada uno de los distintos tipos de tratamientos, mientras que los asteriscos (*) informan
de si esos OTUs se encuentran dentro de los 9 mas abundantes de las enmiendas
organicas (Tabla 19).
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4.5.7.4 OTUs comunes de los suelos By A

Tras la aplicacién de BC y LAE en el suelo se incrementd la presencia de OTUs
de los filos Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria 'y
Verrucomicrobia (grupo ). En cambio, los OTUs de los filos Acidobacteria vy
Planctomycetes disminuyeron su abundancia en los suelos tratados (grupo Il).

Dentro de los OTUs del grupo D, el OTU 763 (género Geobacillus; Firmicutes)
mostré una disminucién de su abundancia en los suelos B, mientras que se incrementé
en los suelos A, confirmando la tendencia habitual de este grupo de bacterias. Por otra
parte, los OTUs de Alphaproteobacteria (1205 y 1216) mostraron resultados diversos y
contrarios entre los distintos suelos tratados.

OTU Nivel superior Nivel inferior

B[A]
259 Actinobacteria Microbacterium u
1305 | Alphaproteobacteria | Novosphingobium u
1533 | Deltaproteobacteria Nannocystis p
yCriM  Verrucomicrobia Spartobacteria p
138 | Acidobacteria_Gp9 Gp9 p
1059 Planctomycetes Zavarzinella p
- Firmicutes.Bacilli Geobacillus p
1205 | Alphaproteobacteria Rhodobacter u*
1216 | Alphaproteobacteria | Rubellimicrobium p

Tabla 36. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a
los suelos By A.

La interpretacidon de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35.
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4.5.7.5 OTUs comunes de los suelos By N

Entre los OTUs cuya presencia se incrementa (grupo |) destacé el OTU 1851 que

lo hace en varios muestreos (Tabla 37). Por otro lado, entre los que disminuyeron
(grupos 1l y 1IV) encontramos diversos OTUs de Acidobacteria, Actinobacteria,
confirmandose un resultado habitual, pero también descendio la presencia de OTUs de
la clase Alphaproteobacteria. El OTU 969 (Clostridiales) disminuye su presencia en el
suelo B, mientras que en el suelo N se incrementa. En cambio, el resultado fue opuesto
en el caso de los OTUs 1859 (Gammaproteobacteria) y 1923 (Verrucomicrobia)

(grupo D).
OoTU Nivel superior Nivel inferior G
#| |B|N|
- Bacteroidetes.Sphingobacteria Cytophagaceae 3] |ulp
1454 Betaproteobacteria Shinella 2( 1 {u] u
1851 Gammaproteobacteria Luteimonas 8| (ulu
125 Acidobacteria_Gp1 Gpl 1|2 2| |plp
135 Acidobacteria_Gp5 Gp5 2|3 2| |ulp
396 Actinobacteria Actinomycetales 1|2 2 " ulu
425 Actinobacteria Solirubrobacterales 2|2 2| |ulp
1120 Alphaproteobacteria Pedomicrobium 1|1 2| |ulp
1123 Alphaproteobacteria Hyphomicrobiaceae 2|2 1| (u]u
1157 Alphaproteobacteria Rhizobiales 4 214 4 |1|1{7] (u|u
1217 Alphaproteobacteria Rubrimonas 1|11] 4 2(IVfu]| p
1315 Alphaproteobacteria Alphaproteobacteria | 4 314 4 3 |ulp
Firmicutes.Clostridia Clostridiales 1| |u|u*
1859 Gammaproteobacteria Xanthomonadaceae 2|Dlu| u
1923 Verrucomicrobia Subdivision3 4 |u

Tabla 37. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia en comunes
alos suelos By N.
La interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35.
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4.5.7.6 OTUs comunes de los suelos Ay N

Los OTUs cuya abundancia se incrementd en los suelos A y N (grupos | y Il)
pertenecieron a la clase Alphaproteobacteria y al filo Actinobacteria, principalmente
(Tabla 38). Los OTUs que mostraron una disminucion en su abundancia respecto del
suelo control (grupos lll y IV), también pertenecieron a los mismos filos bacterianos,
pero ademads se observé la disminucion de los OTUs 659 (Chloroflexi) y 1543 (orden
Myxococcales; Deltaproteobacteria) en ambos tipos de suelos enmendados.

El OTU 151 (subclase Acidimicrobidae; Actinobacteria) confirmdé el caracter
ambiguo de los OTUs de Actinobacteria, ya que se observaron resultados diferentes a
lo largo de este analisis (grupo D).

A N

OoTU Nivel superior Nivel inferior G
P T A O #|T. A [ 4| [A[N]
182 Actinobacteria Blastococcus 101 1M1l |p|p
335 Actinobacteria Microlunatus 11 11| |u|u
1265 | Alphaproteobacteria Azospirillum 22 12| | |p|p
1273 | Alphaproteobacteria | Oceanibaculum 11 14| |p|p
1274 | Alphaproteobacteria Pelagibius 11 1S5 |plp
|1169 | Alphaproteobacteria Amaricoccus 1| 2 |1 I |u | u|
422 Actinobacteria Conexibacter 1(1 1(1| (fufu
1300 | Alphaproteobacteria Erythrobacter 1(2 1(2(1{ufu
1543 | Deltaproteobacteria Myxococcales 112 214 |[plp
Chloroflexi Caldilinea 214 1(1 wlulP
1626 | Gammaproteobacteria | Acidithiobacillus 1121 4 1|12 u

u
151 Actinobacteria | Acidimicrobidae Emﬂ

Tabla 38. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia comunes a
los suelos Ay N.
La interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35.
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4.5.7.7 OTUs exclusivos del suelo B

Los OTUs 1066, 1393, 1264 (Proteobacteria) y 472 (Bacteroidetes)
constituyeron una serie de OTUs cuyo incremento fue significativo en al menos dos
muestreos. Entre los OTUs con alteracion de tipo 2 (incrementados parcialmente)
también se hallaron representantes del filo Bacteroidetes y el OTU 1531, de la clase
Deltaproteobacteria, también se incrementd en los primeros muestreos del suelo B.
Los OTUs pertenecientes al filo Planctomycetes (1050 y 1058) mostraron
comportamientos heterogéneos. En este tipo de suelo también fue destacable la
disminuciéon de varios OTUs del filo Firmicutes, tal y como se ha observado en
resultados previos.

. . . . B

OoTU Nivel superior Nivel inferior T A H}M m
1066 Alphaproteobacteria Brevundimonas 35| u
1393 Betaproteobacteria Herbaspirillum 35| u
1264 Alphaproteobacteria Acetobacteraceae 23| u
! Bacteroidetes.Sphingobacteria Ferruginibacter 22| u
137 Acidobacteria_Gp7 Gp7 13| u
1735 Gammaproteobacteria Methylobacter 13| u
9 Verrucomicrobia Verrucomicrobium 12| u
Bacteroidetes.Sphingobacteria | Sphingobacteriales 11| u
1531 Deltaproteobacteria Kofleria 2 (23| p
Bacteroidetes.Sphingobacteria | Chitinophagaceae | 2 |18 5| u
1050 Planctomycetes Blastopirellula 2 (12| u
1058 Planctomycetes Planctomycetaceae 27| u*

Firmicutes. Bacilli Tumebacillus 1|2
Firmicutes.Clostridia Schwartzia 12| p
Firmicutes. Bacilli Bacillus 1|1|u*

1287 Alphaproteobacteria Rhodospirillales 4 115
Firmicutes.Bacilli Cohnella 4 1|2| u

Tabla 39. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas
del suelo B.

OTUs cuya abundancia mostré una alteracion significativa y temprana respecto de S. La
primera columna muestra el nimero del OTU (colores segun el filo). Las columnas segunda y
tercera indican los niveles taxonémicos, de mas general a mas detallado. La columna cuarta
corresponde al suelo enmendado (B), que se divide en cuatro subcolumnas. La primera de
ellas informa del tipo de alteracién (T.A.), en donde los colores verdes son incrementos y los
rojos son inhibiciones; la segunda de las subcolumnas (flecha verde) indica el nimero de
muestreos en los que aumenta su presencia, mientras que la tercera (flecha roja) donde
disminuye, ambas subcolumnas contabilizan alteraciones tempranas; la cuarta subcolumna
(#) indica el nUmero de muestreos totales (tempranos y tardios) en donde se ha encontrado
alteracion (incremento o inhibicidn), representados mediante un gradiente de amarillos y
naranjas. La uUltima columna indica si fueron ubicuos (u) o potenciados (p), mientras que los
asteriscos (*) informan de si esos OTUs se encuentran dentro de los diez mas abundantes.
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4.5.7.8 OTUs exclusivos del suelo A

En el suelo A se pueden destacar algunos OTUs cuya abundancia se incrementé
(tipo 1 y 2) y otros en los que disminuyé (tipo 3 y 4) (Tabla 40). En primer lugar, se
observé un y incremento en la presencia del OTU 2000 (Cyanobacteria), siendo un
resultado caracteristico en este tipo de suelos enmendados. Ademas, entre otros,
también se observé el incremento puntual de un OTU del filo Verrucomicrobia (1912).

Entre los OTUs cuya abundancia disminuyd destacamos algunos OTUs
pertenecientes a varios grupos bacterianos (Planctomycetes, Gammaproteobacteria,
Actinobacteria y Bacteroidetes).

A
OoTU Nivel superior Nivel inferior

P T. A {Hlk #
Cyanobacteria Cyanobacteria 2|p
m Alphaproteobacteria Geminicoccus 1lp
1912 Verrucomicrobia Opitutus 1{p
149 Actinobacteria lamia 2 (1(1|2]u
Firmicutes.Clostridia Halocella 2 (12| p
1053 Planctomycetes Pirellula 2(3|u
Actinobacteria Nitriliruptor 1(2|p
Bacteroidetes.Sphingobacteria Terrimonas 1(1|p
1057 Planctomycetes Singulisphaera 4 |1|2[5|u
1857 Gammaproteobacteria Stenotrophomonas | 4 215]|u

424 Actinobacteria Solirubrobacter 4 1(2

Tabla 40. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas
del suelo A.
La interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 39.
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4.5.7.9 OTUs exclusivos del suelo N

Entre los OTUs cuya presencia se incrementd (tipo 1y 2) se pueden observar
distintos representantes de Actinobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Bacilli y Clostridia. Destaca en un mayor numero de muestreos el incremento de la
abundancia del OTU 805 (familia Planococcaceae) y el 1403 (orden Burkholderiales)
(Tabla 41). Los OTUs cuya abundancia disminuyé (tipo 3 y 4) también pertenecieron a
distintos grupos (Bacteroidetes, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Cyanobacteria, Actinobacteria y Planctomycetes). Nuevamente se aprecia la
diminuciéon de OTUs de Planctomycetes y de la clase Sphingobacteria, como en el
suelo A.

N
OoTU Nivel superior Nivel inferior
P T. Al #

Actinobacteria Micromonospora 1(p
1464 Deltaproteobacteria Bdellovibrio 1lp
1456 Betaproteobacteria Thauera 2 [1|1]|4]|u
Firmicutes.Bacilli Planococcaceae 2 |12 4|u
1403 Betaproteobacteria Burkholderiales 2 (23| p
Firmicutes.Clostridia Lachnospiraceae | 2 |12 |u
Bacteroidetes.Sphingobacteria | Flavisolibacter 1(3(p
Bacteroidetes.Sphingobacteria Niastella 1(2(p
1536 Deltaproteobacteria Nannocystineae 1(2|u
1594 Gammaproteobacteria Kluyvera 1[2|u
Cyanobacteria Cyanobacteria 1(2|u
Actinobacteria Acidimicrobineae 1(1(p
1281 Alphaproteobacteria Skermanella 4 |2|1{7|p
1054 Planctomycetes Planctomyces 4 |1|2(4|u
1378 Betaproteobacteria Polaromonas 4 .1 3|u

Tabla 41. OTUs que mostraron alteraciones tempranas en su abundancia exclusivas
del suelo N.
La interpretacidn de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 39.
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4.5.8 OTUs generales ubicuos, OTUs de origen indeterminado y
OTUs marcadores especificos

¢éQué OTUs, con una abundancia elevada en las enmiendas, se incrementaron
posteriormente en el suelo enmendado?

Una manera de determinar si hubo una influencia directa por parte de las
enmiendas, sobre la composicién de poblaciones del suelo, se obtiene observando
OTUs pertenecientes exclusivamente a las enmiendas que aparecieran en el suelo
enmendado. En la Tabla 42, se puede observar que los OTUs de la clase Clostridia
(1017 y 969) y de la familia Anaerolineaceae (658), con abundancia elevada en el lodo
LANAE (Tabla 19), se detectaron posteriormente con una abundancia también elevada
en el suelo tratado N. De forma similar ocurrié con el OTU 1122 (género Rhodoplanes)
en el suelo A, y con el OTU 1334 (Betaproteobacteria) (abundante en la enmienda BC)
cuya abundancia se detecté especialmente incrementada en el suelo B (durante los
primeros cuatro muestreos).

. . L . B A N
OoTU Nivel superior Nivel inferior
i # T A B|A|N
1334 | Betaproteobacteria | Alcaligenaceae n u*lufu
Chloroflexi Anaerolineaceae 14| 2 (1(113] 2 |3MM4| | u|u|u*
Firmicutes.Clostridia Clostridia 111] 4 112 1(114] | u u*

u
|1122 | Alphaproteobacteria | Rhodoplanes .. 1 “
- Firmicutes.Clostridia | Clostridiales _ E ﬂ

Tabla 42. OTUs generales ubicuos.

OTUs con una abundancia elevada en las enmiendas, segun la Tabla 19 (destacados
en amarillo) y cuya presencia se verifico en el respectivo suelo tratado. La
interpretacion de esta tabla se realiza como se explica en la Tabla 35.
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OTUs de origen indeterminado

Para este conjunto de OTUs, que no fueron detectados en el analisis de las
enmiendas, los que mostraron un resultado mas relevante fueron los OTUs 1447 y
1565 (ambos del filo Proteobacteria), los cuales marcaron el inicio de la aplicacion del
lodo LANAE en el suelo porque su abundancia disminuyo tras el primer y el segundo
muestreo (Tabla 43).

B Nivel superior Nivel inferior |BO|B1| B2 |B3(B4|B5|B6(B7|B8|B9(B10
Bacteroidetes.Sphingobacteria | Sporocytophaga |0 | 0| 1 [45/3|(1|(0|0|(0| 0| O

1067 Alphaproteobacteria Caulobacter 0|5 0|0 011]2 1
1269 Alphaproteobacteria Inquilinus 0j0|j1(0|0|0|0OJ12(0|1] 1
A0 |A1|A2|A3|A4|A5|A6|A7| A8

Firmicutes.Bacilli Lactobacillus o|o|O|OJ11j0|0]|0Of O

1269 Alphaproteobacteria Inquilinus O|14|2(1]|0|1]|2]|9]| 4
NO [N1|N2|N3|N4|N5[N6(N7| N8

Actinobacteria Dietzia O f21f2(of1f0of0f0Of O
Actinobacteria Actinomadura 0130|1623 |1]|]0] 1

1447 Betaproteobacteria Dechloromonas iI5/|o(o0|ofofofO0f0Of O
1565 Epsilonproteobacteria Sulfuricurvum 87|10/ 0|0 |(0OfOfOf0Of O

Tabla 43. OTUs de origen indeterminado.

OTUs ordenados segun el tipo de suelos enmendados. En la primera columna se
presentan la numeracién de los mismos. En la segunda y tercera columnas se detallan
la descripcidn taxonémica. En las columnas posteriores se presentan los muestreos y el
nimero de secuencias que se agruparon dentro de ese OTU, destacandose los
muestreos con mayor ndmero de secuencias.
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OTUs marcadores especificos

Este resultado destaca aquellos OTUs que podrian considerarse como
marcadores especificos del uso alguna/as enmiendas en concreto, debido a su posible
transmisién al suelo desde las enmiendas y, ademas, cuya presencia no se ha detectd
en ninguno de los muestreos de suelo control (Tabla 44). Se observa que este tipo de
OTUs aparecié uUnicamente en los suelos tratados con lodo anaerobio (suelo N),
aunque la procedencia de los mismos pudo ser atribuida a ambos tipos de lodos (LAE y
LANAE). Los que procedieron del lodo LANAE pertenecen a los filos Bacteroidetes y a la
clase Deltaproteobacteria, mientras que los que procedieron de ambos lodos (LAE/
LANAE) pertenecieron a los filos Actinobacteria y Firmicutes. En cualquier caso, todos
ellos fueron detectados principalmente en los primeros muestreos y su abundancia fue
disminuyendo a lo largo del analisis.

Numero de secuencias/
nimero de muestreo
Enmien.|S.T.| OTU Nivel superior Nivel inferior 0 2|3|4(5|6(7]|8
Bacteroidetes Petrimonas 8|2|0|j0|0|0|0OfO0O]O
Bacteroidetes Bacteroidales 38|(14|]0(0|J0[0|O|O0O]|O
Bacteroidetes Prolixibacter 21l 0|j0f0|JO0f2|0]0]|O
LANAE | N -
1484 | Deltaproteobacteria Desulfobulbus 431 0|0|0|]0]0]J0]|]0]O
1548* | Deltaproteobacteria | Syntrophaceae | 118 ojofo|jo|joOfo0O]O
1557 | Deltaproteobacteria | Syntrophorhabdus | 55| 1| 0| 0| 0|0 1| 0|0
154* Actinobacteria Actinomyces 48 (221 0(0|0|0]J0O|JO0O]|O
LAE / N Bacilli Ureibacillus 2|(6|0(0|0f[0|0]|O]|O
LANAE Clostridia Eubacterium 11 |15| 1(0|0|(0|(0| 0| O
Clostridia Eubacteriaceae |173|(56| 7| 0| 1| 0(0]| 0|0

Tabla 44. OTUs marcadores especificos.

OTUs presentes en las enmiendas y en los suelos tratados que no han sido detectados
en el suelo control. En la primera columna “Enmien.” se indica la enmienda o
enmiendas donde se detecta el OTU. Columna “S. T.” indica el suelo tratado en el que
se ha detectado el OTU. En la tercera, cuarta y quinta columnas se detallan la
numeracion y la descripcién taxondmica, remarcados con asterisco los que aparecen
como OTUs mas abundantes en las enmiendas (Tabla 19). En las columnas posteriores
se presentan los muestreos y el nUmero de secuencias que se agruparon dentro de ese
OTU destacandose los muestreos con mayor numero de secuencias.

180



4.6 Discusion

La aplicacién de los residuos organicos utilizados en este trabajo modificé la
estructura de las poblaciones microbianas del suelo, produciéndose el incremento
relativo de algunos grupos de bacterias y el descenso de otros. Varios estudios
similares registran también cambios en la estructura microbiana del suelo en un plazo
corto de tiempo tras la adicidén de diversos residuos organicos (Ros et al., 2006a; Ros et
al., 2011; Val-Moraes et al., 2011) e incluso a largo plazo, después de 25 afios (Bastida
et al., 2013). En nuestro trabajo, hemos utilizado tres tipos de enmiendas a dosis muy
elevadas lo que supuso la adicién de una gran cantidad de materia organica junto con
los propios microorganismos presentes en ellas, ademds de otros compuestos como
metales pesados y sales presentes también en las enmiendas orgdnicas (Smith, 2009).
De esta manera, cabe pensar que los cambios de la estructura de las poblaciones del
suelo se produjeron debido a los cambios quimicos y fisicos provocados en el suelo, asi
como a la introduccién de microorganismos procedentes de las propias enmiendas. A
partir de estos resultados también deberiamos ser capaces de poder indicar qué
cambios serian susceptibles de ser utilizados de manera sistematica tras la adicién de
enmiendas procedentes de residuos urbanos.

4.6.1 ;De qué manera influyeron las enmiendas sobre las
poblaciones bacterianas nativas del suelo?

El incremento de la materia organica y, concretamente, de los compuestos
labiles en los suelos enmendados pudo ser la causa principal del aumento de
determinados grupos bacterianos como, por ejemplo, el de los filos Bacteroidetes y
Proteobacteria. Este resultado podria justificarse debido a que, en general, se trata de
microorganismos mayoritariamente copiotrofos (Fierer et al., 2007; Fierer et al.,
2012a), por lo que su incremento, principalmente en los primeros muestreos, podria
deberse a la elevada presencia de sustancias (muchas de ellas facilmente degradables),
como se constata en mas investigaciones (Acosta-Martinez et al., 2008; Nemergut et
al., 2008; Cytryn et al., 2011; Poulsen et al., 2012; Curiel Yuste et al., 2012; Fierer et al.,
2012a; Bastida et al., 2013). En este sentido, nuestros resultados mostraron
correlaciones positivas entre la abundancia de la clase Bacteroidia (filo Bacteroidetes)
con el carbono orgénico (r=0,78; P<0,001), el fésforo disponible (r=0,78; P<0,001), el
nitrégeno total (r=0,81; P<0,001) y el amonio (r=0,87; P<0,001). De una forma similar,
la abundancia del filo Nitrospira, en los tres suelos enmendados, se correlaciond con la
concentracién del carbono labil (Lp1) (r=0,42; P<0,05) y de nitratos (r=0,49; P<0,01),
componentes que se incrementaron tras la adicion de las enmiendas. La relaciéon de la
abundancia de Nitrospira con la concentracién de compuestos de nitrégeno podria
explicarse dado que es un grupo que interviene en los procesos de oxidacion de nitrito
(Acosta-Martinez et al., 2008; Liicker et al., 2010; Wang et al., 2012a). El estudio de la
abundancia a nivel de filo bacteriano aporta bastante informacién pero, sin embargo,
el incremento medio de la abundancia relativa de algunas bacterias, como las del filo
Proteobacteria, no fue especialmente elevado (proximo al 10 %) (Tabla 20), por lo que
pensamos que realmente la alteracidn relevante sucedié en las proporciones de las
distintas clases bacterianas que componian dicho filo, apelando a su versatilidad
fisioldgica y metabdlica (Ros et al., 2011; He et al., 2012; Bastida et al., 2013). De este
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modo, pudimos comprobar que se produjo un incremento diferencial de la clase
Betaproteobacteria que ha sido detectado por otros investigadores, probablemente
debido a su comportamiento copiotrofo (Fierer et al., 2007; Curiel Yuste et al., 2012).
Ademas, en nuestro estudio hemos detectado que la presencia de algunos OTUs de
esta clase se incrementa como consecuencia directa de la adicidn de las enmiendas
(por ejemplo, el OTU 1334; familia Alcaligenaceae). Por otro lado, la abundancia de la
clase Gammaproteobacteria también se ha relacionado con la presencia de nutrientes
de diversa naturaleza (Poulsen et al., 2012; Chodak et al., 2014) como, por ejemplo, de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) (Niepceron et al., 2013), o tras la adicién
de enmiendas de nitrégeno inorganico (Campbell et al., 2010; Coolon et al., 2013). En
nuestro trabajo, la abundancia del OTU 1852 (genero Lysobacter; familia
Xanthomonadaceae; Gammaproteobacteria) aumenté de forma significativa en varios
muestreos de los tres tipos de suelos enmendados, lo que hace pensar que la
abundancia de este género se encontrd asociada a estas practicas agricolas, como ya
ha sido sugerido (Gondim-Porto, 2012). Por otra parte, el incremento de la abundancia
de la clase Alphaproteobacteria estuvo en consonancia con otros andlisis que
emplearon varios residuos similares a los nuestros (Val-Moraes et al., 2011; Poulsen et
al., 2012) e, incluso, por parte de algunas investigaciones, se llega a considerar como
un buen marcador del uso de enmiendas (Ros et al., 2011; Bastida et al., 2013). En
nuestro trabajo, las correlaciones positivas, aunque bajas, con el incremento de
determinadas fracciones del carbono organico, como la fraccion Iabil (Lpi) (r=0,33;
P<0,05), podrian relacionar el incremento de esta clase bacteriana con el uso de
enmiendas organicas, especialmente en los suelos A, como se desprende de los
ANOVA de dos factores (Tabla 29).

Sin embargo, el incremento de la abundancia de la clase Gammaproteobacteria
no es un buen marcador de la presencia de enmiendas orgdnicas puesto que en
nuestro trabajo hemos encontrado diversos ejemplos de OTUs cuya abundancia
disminuyé cuando se aplicaron las enmiendas (por ejemplo, 1594, 1626 o 1839) y
porque los resultados de la evolucidn de este filo fueron muy heterogéneos. Por otra
parte, observamos una disminucién generalizada de la abundancia de la clase
Deltaproteobacteria en los suelos enmendados (OTUs: 1515, 1536 y 1543) vy, de
hecho, ya se propuso la presencia de esta clase de bacterias como marcadora de un
suelo sin enmendar (Gondim-Porto, 2012). En nuestros analisis, existe una correlacion
negativa entre esta clase y la concentracidn de nitratos en el suelo (r=-0,42; P<0,05),
resultado que también presenté cierta consonancia con estudios previos en los que se
observd un descenso de esta clase bacteriana al enmendar el suelo con enmiendas de
nitrégeno inorgdanico (la correlacion en ese estudio fue significativa r=-0,44) (Fierer et
al., 2012a) o con lodos de depuradora (Val-Moraes et al., 2011). Sin embargo, también
hemos observado el incremento de la presencia de algunos OTUs de esta clase (1464,
1531 y 1533) en determinados muestreos, que pudiera ser justificado por su diverso
metabolismo (Castro et al., 2010; Val-Moraes et al., 2011). Por lo tanto, este seria un
ejemplo de la dificultad de asignar un comportamiento estricto a un grupo de
bacterias, ya que dentro del mismo taxén pueden hallarse diferentes fenotipos
metabodlicos. De esta manera, la variedad de resultados observados en las poblaciones
microbianas de suelos tratados con una elevada cantidad de nutrientes podria deberse
a su versatilidad metabdlica (Fierer et al., 2007; DeBruyn et al., 2011; Carbonetto et al.,
2014). Este es el caso también de Gemmatimonadetes y de Actinobacteria en
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nuestros resultados. La abundancia del filo Actinobacteria disminuyé cuando se
aplicaron las enmiendas, al igual que en trabajos previos (Kéberl et al., 2011; Gondim-
Porto, 2012; Bastida et al., 2013; Pezzolla et al., 2013), lo que justificaria la asociacidn
de este grupo de microorganismos con ambientes pobres en nutrientes (Fierer et al.,
2012a; Wang et al., 2012b). Por el contrario, nuestros resultados mostraron que la
abundancia de algunos OTUs de este filo se incrementd tras la adicion de materia
organica (149, 182, 259, 310, 335,...), como también se ha descrito anteriormente
(Singh et al., 2010; Nemergut et al., 2010). Por su parte, los resultados de la presencia
del filo Gemmatimonadetes fueron dificiles de interpretar aunque parece estar
influido por la aplicacién de las distintas enmiendas. Pese a que se trata de un grupo
relacionado con los sistemas de depuracidn de aguas (Zhang et al., 2003), su presencia
se ha detectado también en suelos agricolas de climas aridos y semiaridos (Acosta-
Martinez et al., 2008; Jangid et al., 2008; Siles et al., 2014), ya que en general se
adaptan bien a ambientes secos (DeBruyn et al., 2011), por lo que en nuestro caso
debido al caracter ambiguo observado, no propondriamos a este grupo bacteriano
como un indicador de la presencia de enmiendas orgdnicas.

Desde el punto de vista de la respuesta nutricional de los microorganismos, el
aumento de la materia organica podria disminuir la presencia de algunas bacterias
como, por ejemplo, Acidobacteria, ya que su desarrollo se asocia con suelos pobres en
nutrientes debido a su cardacter oligotrofo (Smit et al., 2001; Fierer et al., 2007;
Gondim-Porto, 2012). Su disminucidon se ha comprobado en suelos tratados con
enmiendas orgdnicas (Campbell et al., 2010; Ros et al., 2011) y nuestros resultados
también han corroborado este comportamiento donde, por ejemplo, pudimos
destacar la disminucién del OTU 130 (clase Gp25) en los tres suelos enmendados
durante los primeros muestreos. Los resultados de algunas correlaciones (negativas)
también podrian apoyar estos resultados como, por ejemplo, entre la abundancia de la
clase Gp1 y el carbono organico (r=-0,40; P<0,01), o de la clase Gp17 y el nitrégeno
total (r=-0,42; P<0,05), resultados similares a los hallados en otros trabajos en los que
se aplicaron enmiendas organicas (Nielsen et al., 2014) o enmiendas minerales con un
alto contenido en nitrégeno (Fierer et al., 2012a). Por el contrario, también hemos
hallado correlaciones positivas que asocian la concentracion de algunos nutrientes con
la abundancia de algunas de las clases de Acidobacteria como, por ejemplo, la
concentraciéon de nitrito con las clases Gp10 (r=0,35; P<0,05) y Gp25 (r=0,41; P<0,05),
puesto que, a juzgar por el analisis de su genoma, presentan genes implicados en la
reduccion de diversas especies de nitrogeno (Ward et al., 2009). Pero, ademas de los
factores fundamentalmente nutricionales, otros factores que podrian influir en la
abundancia de este filo se encuentran relacionados con las variaciones edaficas, como
las producidas en el pH o en la humedad del suelo (Lauber et al., 2008; Jones et al.,
2009; Campbell et al., 2010; Naether et al., 2012). De hecho, se han observado varios
muestreos en los que la abundancia de Acidobacteria se encuentra influida de forma
predominante por el factor muestreo, pese a la interaccién existente entre ambos
factores (Tabla 23, Tabla 27 y Tabla 31). En este sentido, se ha observado que en
suelos naturales y enmendados, donde disminuye el pH, se observa una mayor
abundancia del filo Acidobacteria (Lauber et al., 2008; Jones et al., 2009; Chaudhry et
al., 2012). Sin embargo, esta explicacién no seria valida en nuestro caso ya que, a pesar
de disminuir el pH del suelo, se ha observado un descenso general de la proporcion del
filo Acidobacteria, segun se ha comprobado también en otros suelos de caracter
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alcalino enmendados y sin enmendar (Rousk et al., 2010; Bastida et al., 2013; Siles et
al.,, 2014). Esta contradiccion podria hacernos pensar que en nuestro andlisis el
descenso de las acidobacterias tuvo una mayor relacion con el incremento de
nutrientes, como ya hemos comentado anteriormente. Coincidiendo con nuestros
resultados, Siles (2014) observé que en suelos enmendados donde desciende el pH,
junto con el incremento de los nutrientes, se favorece la disminucién de varios grupos
mayoritarios de este filo bacteriano (Siles et al., 2014). Algunas de las correlaciones
obtenidas en nuestro trabajo apoyarian esta ultima observacidon como, por ejemplo, el
descenso del pH y la disminucion de Gpl (r=0,39; P<0,05) o Gp5 (r=0,47; P<0,01).
Ademas del valor de pH del suelo, la humedad del suelo podria ser otro factor
importante sobre la abundancia de este tipo de bacterias (Castro et al., 2010), pero en
nuestro analisis no se hallaron evidencias que relacionaran el incremento de la
humedad con la variacién en la presencia de este filo bacteriano. Por lo tanto, pese a
los distintos factores que pueden influir sobre la abundancia de este filo, el incremento
de los nutrientes parece ser el factor comun y determinante a la hora de justificar la
disminucién de la abundancia de Acidobacteria en suelos enmendados.

En cambio, a diferencia de Acidobacteria, las bacterias del filo Cyanobacteria
parecieron encontrarse mas influidas por la humedad, ya que su presencia mostré una
correlacién negativa con la humedad del suelo (r=-0,33; P<0,05) que se incrementd con
la adicion de enmiendas. Pero, nuevamente, quiza la justificacion de este descenso
podria deberse mas bien al incremento de la materia orgdnica en el suelo, ya que se ha
comprobado la relacién negativa existente entre la abundancia de este grupo con el
incremento nutricional producido por las enmiendas (He et al., 2011; Gondim-Porto,
2012; Ramirez et al., 2012; Fierer et al., 2012a). En concreto, podria deberse a un
exceso de nitrégeno, tal y como sugiere el trabajo de Poulsen y colaboradores (Poulsen
et al.,, 2012), sin embargo, en nuestro trabajo no se han observado resultados
estadisticos que apoyaran este hecho. Otro grupo bacteriano que sufrid una
disminucion en su presencia tras la aplicacion de las enmiendas fue Planctomycetes.
Este resultado parece contradictorio, considerando que varios trabajos destacan que
estas bacterias son detectadas en lodos de depuradora (Snaidr et al., 1997; Chouari et
al., 2005; Fuerst y Sagulenko, 2011), como en los tres residuos organicos empleados en
nuestro estudio. Sin embargo, el descenso de la abundancia de las bacterias de este
filo al aplicar las tres enmiendas (OTUs 1053, 1057, 1058, 1059,...), como también se
ha comprobado en suelos enmendados con altas dosis de lodos de depuradora (Val-
Moraes et al., 2011), posiblemente fue debido a que no lograron adaptarse a las
condiciones del suelo. En la bibliografia consultada no se han hallado conclusiones que
definan de forma clara el comportamiento de este grupo de bacterias, las cuales se
encuentran comodas tanto en condiciones de sequia (Sheik et al., 2011; Niederberger
et al., 2015), como en regimenes nutricionalmente pobres (Jenkins et al., 2002), pero
de forma contraria, también se detectan en las propias enmiendas (con alto contenido
de agua y de nutrientes) (Briée et al., 2007; Chiellini et al., 2013), por lo que su
comportamiento deberia comprobarse de forma mas profunda.

Aparte de las poblaciones cuya presencia se vio influida por los cambios que se
producian en el suelo, como el incremento de la materia organica, el incremento de la
humedad o la variacién del pH, existieron otras poblaciones cuyo incremento pudo
deberse directamente a la aplicacion de las enmiendas ya que fueron detectadas en el
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andlisis de residuos en un primer momento y posteriormente pudieron transmitirse al
suelo.

4.6.2 (Es posible definir marcadores microbianos que delaten el
uso de las enmiendas en el suelo?

Uno de los objetivos de este capitulo es el de buscar y definir de la forma mas
clara posible qué variaciones de la presencia de los microorganismos o grupos de
microorganismos pueden utilizarse como marcadores que permitan sefalar el uso de
residuos urbanos en suelos agricolas. Como se ha comentado anteriormente, por una
parte, el efecto de las enmiendas contribuye a que algunos grupos proliferen mientras
que otros no. Y por otra parte, algunos grupos bacterianos presentes en las enmiendas
podrian transmitirse al suelo y prosperar en él tras su aplicacion. Pues bien, a partir de
este estudio se podrian proponer algunas poblaciones determinadas u OTUs cuyo
comportamiento permitiese definir marcadores de la utilizacidn de estos residuos en el
suelo.

4.6.2.1 ;Se transmitieron y mantuvieron en el suelo las poblaciones
presentes en las enmiendas orgdnicas?

La abundancia de algunas poblaciones bacterianas en los suelos enmendados
pudo haberse incrementado porque formaban parte de la composicién original de las
enmiendas aplicadas. Este podria ser el caso de algunas bacterias de los filos
Verrucomicrobia, Firmicutes, Synergistetes, Bacteroidetes y Chloroflexi. De esta forma,
el hecho de producirse una transmisién de las bacterias presentes en las enmiendas al
suelo podria ser un indicador directo de que se han llevado a cabo estas practicas
agricolas. Asi, a partir de nuestros resultados podriamos tener dos tipos de dindmicas:
la primera, que el grupo bacteriano en cuestion se encontrara en pequefa proporcién
en la enmienda y prosperara en el suelo enmendado, o que, en segundo lugar, se
encontrara en gran proporcion en la enmienda y se mantuviera en proporciones
elevadas en el suelo tratado durante al menos los primeros muestreos.

Un ejemplo de la primera de las circunstancias podria ser la presencia del filo
Verrucomicrobia, el cual ha sido relacionado con un grado de complejidad quimica
elevado en las enmiendas (Martinez-Garcia et al., 2012; Vasileiadis et al., 2013; Fierer
et al., 2013). Esta asociacién indicaria la posible presencia de enmiendas similares a BC
(enmiendas compostadas) en el suelo, las cuales contienen una mayor proporciéon de
compuestos recalcitrantes. De hecho, la correlacidn entre la clase Spartobacteria (filo
Verrucomicrobia) y el carbono recalcitrante fue positiva (r=0,38; P<0,05) v,
recientemente, se han estudiado las hidrolasas especificas presentes en el genoma de
estas bacterias para la degradacion de hidratos de carbono complejos (Herlemann et
al.,, 2013). El incremento de Verrucomicrobia se pudo observar en los primeros
muestreos de los suelos tratados B (OTU 1935), pese a que este tipo de bacterias no
fue detectado con una abundancia especialmente elevada (1,02 %) en el andlisis de la
enmienda BC (Tabla 17). Por el contrario, en los suelos tratados con lodos (A y N) no se
produjo este aumento de su abundancia, que podria justificarse por la concentracién
elevada de algunos nutrientes mas labiles en los lodos y, de hecho, segun otros
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autores, Verrucomicrobia se considera un grupo de bacterias con un comportamiento
fundamentalmente oligotréfico (da Rocha et al., 2010; Senechkin et al., 2010), puesto
que disminuye su abundancia en otros suelos enmendados (Bergmann et al., 2011;
Ramirez et al., 2012).

Para el segundo tipo de dinamica, grupos bacterianos que mostraron una
elevada proporcion en las enmiendas, tenemos el caso del filo Firmicutes (cuya
abundancia en los residuos fue préxima al 50 % de la abundancia total), como también
se ha comprobado previamente en otros lodos de depuradora (Matches et al., 1974;
Riviere et al., 2009; Gondim-Porto, 2012). Salvo en el caso del suelo B, se produce un
aumento de la abundancia relativa de este filo en el suelo tras la adicién de los lodos,
lo que nos permitiria distinguir si se usé un tipo de enmienda u otro. Este aumento de
Firmicutes en los suelos A y N podria deberse al caracter copiotrofo de estas bacterias
(Nemergut et al., 2010; Ramirez et al., 2012), resultado que ha sido publicado
previamente tras la adicién de residuos organicos e inorganicos (Ge et al., 2008;
Poulsen et al., 2012), e incluso a dosis menores que las que hemos utilizado en nuestro
estudio (Val-Moraes et al., 2011). En cambio, en los suelos B su abundancia relativa es
menor al comienzo del ensayo (Figura 30), lo que podria significar que las bacterias de
este filo no se adaptaron a las condiciones del suelo con este tipo de enmiendas
compostadas, de manera similar a lo descrito por otros autores (Kramer y Gleixner,
2008; Pezzolla et al., 2013). Por tanto, la razéon de estas diferencias podria encontrarse
en la distinta composiciéon quimica de cada enmienda. Este resultado se encontrd
respaldado por la influencia predominante del factor tratamiento sobre la que ejercié
el factor muestreo en la evolucién del filo Firmicutes y la clase Clostridia
principalmente. Al igual que en el caso del filo Proteobacteria, la descripcidn
desglosada del filo Firmicutes en clases bacterianas permite distinguir mejor los
cambios producidos por cada tipo de enmienda. Asi, en los suelos tratados con lodos
de depuradora, al comienzo del ensayo la presencia de la clase Clostridia se
incrementd notablemente respecto del suelo control, sugiriendo que su procedencia
seria a partir de los propios lodos, puesto que en LAE y LANAE se detectd una
abundancia predominante de las bacterias de la clase Clostridia (entre 38-48 % de la
abundancia total de bacterias), mientras que en BC no llegd al 1 %. Un dato muy
interesante es que los OTUs de la clase Clostridia detectados en los lodos se
incrementaron en el suelo A (por ejemplo, el OTU 1000) y, especialmente en el suelo N
(OTUs 874, 969, 1017), coincidiendo con parte de los OTUs previamente observados en
mas suelos enmendados (Gondim-Porto, 2012). Este resultado podria apoyar la
transmisién de este tipo de bacterias desde los lodos a los suelos tratados, aunque
también esos mismos OTUs fueron detectados en alguno de los muestreos del suelo
control, por lo que el origen podria ser dual. Sin embargo, al contrario que ocurrié con
Clostridia, a pesar de que en BC se hallé una proporcion elevada de bacterias de la
clase Bacilli (52 % de la abundancia total de bacterias), se observa una menor
presencia de bacterias de esta clase en los primeros muestreos del suelo B en
comparacion con el suelo control (S) (véase mas adelante en la Figura 37). La
explicacion de este resultado podria deberse bien a razones metodoldgicas, o bien a
razones de competiciéon ecoldgica con otras bacterias como las Gram negativas. La
presencia de Firmicutes podria estar subestimada en este tipo de estudios basados en
el analisis del DNA presente en el suelo (Janssen, 2006) debido a la extraordinaria
resistencia de las endosporas que forman estos microorganismos que podria dificultar
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la extraccién de su material genético y su posterior amplificacién (Araujo et al., 2012).
Sin embargo, fue posible detectar gran cantidad de OTUs de Bacilli y de Clostridia
capaces de producir endosporas en las distintas enmiendas, por lo que consideramos
que no deberia haber razén alguna que impidiera extraer el DNA de este tipo de
estructuras presentes en los suelos tratados y no de las presentes en las enmiendas.
Respecto a los procesos de competicidn entre los microorganismos, se ha comprobado
qgue las bacterias Gram negativas son capaces de crecer mds rapido en suelos con
compuestos labiles de carbono (Griffiths et al., 1998; Kramer y Gleixner, 2008),
haciendo disminuir la proporcién de bacterias Gram positivas como las del filo
Firmicutes. Sin embargo, la proporcién de carbono |abil en todos los suelos tratados
fue similar a lo largo del tiempo, por lo que esta razéon tampoco seria util para explicar
los resultados del suelo B. Por tanto, pese a que los resultados del ANOVA indicaron
gue la disminucién de la presencia de este grupo de bacterias estuvo muy influida por
el factor tratamiento no encontramos una justificacién estadistica completa para este
resultado en el suelo B.
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Figura 37. Evolucidn del filo Firmicutes y sus clases bacterianas mas abundantes en
el suelo B.

Aunque a una escala menor, por tener una abundancia relativa mas baja,
dentro del segundo tipo de dinamica propuesto se encontraria también el incremento
de la abundancia de las bacterias de la clase Erysipelotrichi del filo Firmicutes en los
primeros muestreos (Figura 32). Este aumento podria atribuirse de una forma mas
clara que el resto de las clases bacterianas de este filo a una transmisidon desde las
enmiendas, puesto que constituye una fraccidon pequefia pero relevante de los lodos
(Tabla 18). Su presencia ha sido descrita en otros trabajos que estudian suelos tratados
con lodo procedente de la depuracion de aguas urbanas (Han et al., 2011; Gondim-
Porto, 2012; Poulsen et al., 2012), y también en suelos tratados con desechos fecales
porcinos, por lo que esta clase de bacterias podria considerarse como marcadora de
contaminacién fecal tras el uso de estas enmiendas organicas (Han et al., 2011; Hong
etal., 2013).
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Con un comportamiento similar a Erysipelotrichi, algunas bacterias del filo
Synergistetes, presentes en LANAE (Figura 35), incrementan su presencia en el suelo
en el primer muestreo, al igual que en trabajos similares (Riber et al., 2014). En
nuestro caso podria tratarse de un indicador candidato para ser usado como marcador
de la aplicacion de LANAE ya que se detectdé en los suelos N, especialmente al
comienzo. Su presencia, descrita en digestores anaerobios (Riviére et al., 2009) y, mas
recientemente, en lodos obtenidos mediante procesos anaerobios (Qiao et al., 2013; Li
et al., 2014), podria apoyar esta ultima consideracion.

La deteccion de secuencias de estos dos udltimos grupos bacterianos
(Erysipelotrichi y Synergistetes) como marcadoras del uso de lodos, podria tener un
significado clinico puesto que Erysipelotrichi pertenece a un grupo de patégenos
oportunistas en humanos y en animales (Hong et al., 2013), mientras que, algunos
autores asocian a Synergistetes con la microbiota del tracto intestinal de animales con
patologias entéricas o con periodontitis en el caso de humanos (do Cabo Fernandes et
al., 2014; Park et al., 2014). Debido a que su presencia parece estar relacionada con un
origen animal, estas bacterias tienen una abundancia baja tanto en el andlisis de las
enmiendas como en el de los suelos. De esta forma, no hemos hallado OTUs que
pudiéramos proponer como posibles marcadores fecales. No obstante, por las razones
sanitarias previamente expuestas, pensamos que su andlisis ha de ser también
considerado cuando se analizan suelos tratados con este tipo de enmiendas.

Dentro de este mismo grupo de bacterias con presencia en los lodos y que se
mantiene con una abundancia destacable durante un cierto tiempo en los suelos
tratados, se encuentran algunos taxones de los filos Bacteroidetes y Chloroflexi. Estas
bacterias, pertenecientes a la clase Bacteroidia y al filo Chloroflexi y descritas en el
andlisis de los lodos de depuradora (LAE y LANAE; Tabla 18), estan implicadas en la
degradacion de diversos compuestos orgdnicos (Chouari et al., 2005; Miura et al.,
2007; Riviere et al., 2009; Kallistova et al., 2014). De manera particular, en el presente
trabajo hemos observado una elevada abundancia de bacterias de la clase
Anaerolineae (OTU 658; filo Chloroflexi) en LANAE (17,10 %) y también en el suelo N,
coincidiendo con estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Gondim-Porto,
2012). No obstante, su supervivencia en el suelo no fue prolongada, posiblemente
debido a que nutricionalmente se trata de un filo bacteriano de requerimientos muy
especificos y que precisa valores elevados de humedad para su crecimiento (Janssen,
2006; Yoon et al., 2010; Fierer et al., 2012a; Ding et al., 2013), por lo que su adaptacién
al suelo pudo verse comprometida a lo largo del tiempo. Por estas razones, el uso de
estas bacterias como indicadores tempranos de la presencia de algunos lodos de
depuradora podria ser de utilidad.

4.6.2.2 ;El incremento de algunos grupos poco abundantes en el suelo
podria servir como indicativo de la presencia de las enmiendas?

La abundancia de algunos grupos bacterianos presentes en el suelo control que
son poco habituales y cuya abundancia en las enmiendas fue baja o nula, se potencié
tras la aplicacién de las enmiendas en el suelo (OTUs potenciados). Por otra parte,
hubo otras bacterias que hemos catalogado como de origen indeterminado en el

188



apartado de resultados (Tabla 43), ya que su presencia no se pudo detectar ni en la
enmienda, ni en el suelo control. Ambos grupos de bacterias (potenciadas e
indeterminadas) podrian indicar el uso de las enmiendas de una manera indirecta, ya
que su presencia aumentaria en el suelo tratado, muy probablemente por motivos
relacionados con los cambios quimicos de los suelos enmendados.

Dentro del primer grupo de bacterias (potenciadas) nos encontramos con el filo
Deinococcus-Thermus (clase Deinococci; OTU 675), que se considera como un filo poco
frecuente en los suelos (Janssen, 2006) pero que incrementa su presencia en suelos
gue presentan condiciones extremas como, por ejemplo, los de climas desérticos
(Elshahed et al., 2008; Theodorakopoulos et al., 2013; Schwartz et al., 2014). Este tipo
de bacterias se detectd en la enmienda BC con una proporcidn relativamente elevada
(3 %) posiblemente debido a su caracter termdfilo (Partanen et al., 2010), pero no en
las enmiendas LAE y LANAE, aunque ha sido encontrado previamente en el lodo
activado de una depuradora de agua marina (Sanchez et al., 2011). Pero,
curiosamente, tras la aplicacion de las enmiendas, su presencia se incrementé
especialmente en los suelos A y N, al igual que en un experimento precedente
(Gondim-Porto, 2012). ¢ Cual podria ser la razén de que a pesar de no encontrarse en la
enmienda aplicada aparezca en el suelo tratado? Una explicacidon podria ser que a
pesar de haber realizado un rastreo exhaustivo (Figura 26. Curvas de rarefaccion del
suelo control (S), suelos enmendados (B, A y N) y residuos orgdnicos.), no es posible
detectar todos los microorganismos presentes en una muestra. Otra explicacién podria
ser que la maxima “Everything is everywhere, but, environment selects” de Lourens
Baas-Becking se aplica perfectamente en un medio como es el suelo (De Wit y Bouvier,
2006). Estas bacterias se encontrarian en el suelo previamente al tratamiento pero a
tan baja concentracién que fueron muy dificiles de detectar, incluso con esta
metodologia. Tras la adiciéon de los lodos es cuando se producen las condiciones
apropiadas para el crecimiento de esos microorganismos. Posteriormente, al cambiar
las condiciones ambientales, la presencia de éstos declina hasta hacerse practicamente
testimonial. Esas condiciones apropiadas que permiten el crecimiento de este grupo de
microorganismos podrian ser el incremento en el contenido en sales de los suelos
enmendados. Precisamente los analisis quimicos de los suelos A y N confirmaron un
incremento de la conductividad eléctrica en estos suelos (salinidad), a diferencia del
suelo tratado con BC, lo que podria favorecer el incremento de la presencia de este
tipo de bacterias en estos suelos enmendados y explicaria la correlacidon encontrada
entre la conductividad eléctrica y su presencia (r=0,44; P<0,05), puesto que se trata de
un grupo bacteriano que ha sido detectado en suelos ricos en sales (Theodorakopoulos
et al., 2013). Algo parecido sucede también con Nitrospira, filo detectado con una baja
abundancia solamente en el andlisis de BC, pero que posteriormente se pudo
confirmar el incremento de su abundancia en los tres suelos enmendados (OTU 1047).
Como se comenta anteriormente (apartado 4.6.1), este aumento podria deberse al
incremento de los nutrientes ldbiles y algunas especies de nitrégeno en los suelos
enmendados.

Por otra parte, las bacterias de la clase Epsilonproteobacteria fueron
consideradas como de origen indeterminado ya que no fueron detectadas en el suelo
control y, aunque su presencia si se observa en el anadlisis de otros lodos de
depuradora (Snaidr et al., 1997; Stampi et al., 1999; Kodama y Watanabe, 2004), en el
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andlisis de los residuos organicos empleados en nuestro trabajo no se han hallado
secuencias correspondientes a este grupo. En suelos naturales se trata de un grupo
bacteriano extremadamente atipico (Spain et al., 2009) y su habitat natural mads
frecuente son los fondos marinos que presentan condiciones de presion selectiva mas
extremas (Briée et al., 2007). No obstante, en nuestro trabajo, fueron detectadas en
los suelos N, aunque por un corto periodo de tiempo, al igual que en otro estudio
realizado en suelos de Brasil (Val-Moraes et al., 2011). Concretamente, el OTU 1565
(género Sulfuricurvum; Epsiloproteobacteria) fue observado en los primeros dos
muestreos de los suelos N. Otros estudios también han observado su presencia en
suelos tratados con heces porcinas (Hong et al., 2013). Recientemente, se ha publicado
el andlisis de su genoma en el que se han hallado genes de resistencia que
presumiblemente aumentan la supervivencia de este género en presencia de altas
concentraciones de metales, ademas de atribuirsele cierta similitud genética con
patégenos de la misma clase bacteriana (Handley et al., 2014). Por lo tanto, la
presencia de este tipo de bacterias en el suelo tratado podria favorecerse por las
condiciones selectivas que ejercen las enmiendas durante los primeros muestreos en
el suelo.

4.6.2.3 ;Podrian proponerse algunos OTUs como marcadores del uso de
las enmiendas orgdnicas?

En la literatura cientifica consultada no se han hallado referencias que definan
grupos microbianos especificos (incluso OTUs) como marcadores del uso de las
enmiendas organicas en el suelo. Pese a ello, en los trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio por la Dra. Gondim-Porto se describieron OTUs marcadores en los
suelos contiguos de la misma finca agraria tratados con lodos de depuradora de
digestion aerobia y anaerobia (Gondim-Porto, 2012). Apoyandonos en este trabajo
(analisis previo), en el analisis actual hemos pretendido establecer si algunos de los
OTUs considerados como de origen indeterminado (es decir, que no fueron
detectados ni en las enmiendas ni en el suelo control, Tabla 43), como ubicuos y
potenciados (es decir, que formaran parte del suelo control, aparte de proceder o no
de las enmiendas, Tabla 42) y como especificos de las enmiendas (que se
transmitieran de la enmienda al suelo y no se hallaran en el suelo control, Tabla 44)
pueden ser utilizados como marcadores. Se pueden observar algunas coincidencias,
pero en cualquier caso, no hemos sido capaces de detectar ningiin marcador especifico
exclusivo que permitiera detectar la aplicacion de enmiendas compostadas (tipo
suelo B).

Con la comparacién del primer grupo de OTUs (de origen indeterminado) se
hallaron algunas coincidencias entre ambos experimentos. Por ejemplo: algunos OTUs
descritos en los suelos B (analisis actual) coincidieron solamente con los destacados en
los suelos tratados con lodo aerobio (a. previo), como 528 (género Sporocytophaga;
Bacteroidetes) y 1269 (género Inquilinus; Alphaproteobacteria), por lo que su
deteccion, ademas de relacionarse con los lodos aerobios, podria ampliarse también a
enmiendas similares a BC. En cambio, el OTU 1067 (género Caulobacter;
Alphaproteobacteria), detectado en el suelo B (a. actual), coincidid con los suelos
tratados con ambos tratamientos, lodos aerobios y anaerobios (a. previo), asi que su
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deteccion podria relacionarse con el uso general de enmiendas organicas. Otras
coincidencias fueron las de los OTUs 391 (género Actinomadura; Actinobacteria) y
1447 (género Dechloromonas; Betaproteobacteria), detectados en los suelos N
(a. actual), con los mismos OTUs hallados en los suelos tratados con lodo aerobio y
anaerobio en el trabajo de Gondim-Porto (a. previo), por lo que la observacién
conjunta de ambos experimentos propondria a este OTU como marcador general de
lodos en el suelo. Las coincidencias de estos resultados confirman la utilidad de
algunos OTUs como marcadores de la presencia de la enmienda.

Por otra parte, los OTUs ubicuos o potenciados (cuya abundancia en el suelo se
incremento tras la aplicacion de las enmiendas; Tabla 35 a Tabla 41), fueron también
reevaluados comparandolos con el anadlisis previo (Gondim-Porto, 2012), como se
muestra en la Figura 38.

OoTuU
1099

OTu
1265

Figura 38. Analisis comparativo entre OTUs marcadores.

Mediante un diagrama de Venn se comparan los OTUs detectados como marcadores en el
analisis previo de Gondim-Porto (designados como AE_OTUs, suelos enmendados con lodos
aerobios, y ANAE_OTUs, suelos enmendados con lodos anaerobios) (Gondim-Porto, 2012) con
los OTUs detectados en el andlisis actual (N_OTUs, B_OTUs y A_OTUs).

En ambos ensayos, el OTU 1122 (género Rhodoplanes; Alphaproteobacteria),
presente en el suelo sin enmendar, mostré un incremento de su abundancia en los
suelos enmendados con lodos aerobios (Figura 38). Se trata de un género bacteriano
que fuimos capaces de hallar en el suelo control pero que también se ha descrito en
lodos de depuradora (Hiraishi y Ueda, 1994), y se ha definido como un tipo de
bacterias capaz de reducir las especies oxidadas de nitrégeno en el proceso de
desnitrificacion (Okamura et al., 2009). Por otra parte, el OTU 1265 (género
Azospirillum, Alphaproteobacteria), que previamente fue considerado como un
marcador exclusivo de la enmienda ANAE (suelos tratados con lodo anaerobio del
analisis previo), se ha detectado en los suelos tratados con ambos tipos de lodos (A'y
N) en el trabajo actual. Por lo tanto, tras esta segunda prueba, no se puede confirmar
su caracter como marcador exclusivo de lodo anaerobio, pero si podriamos
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presentarlo como un marcador general del uso de lodos. De una forma similar, el OTU
1099 (género Bosea, Alphaproteobacteria) podriamos considerarlo como un marcador
general del uso de enmiendas organicas (suelos B, A y N), puesto que previamente
habia sido identificado en el trabajo de Gondim-Porto aunque entonces fue designado
como marcador exclusivo del uso de lodo anaerobio (ANAE) (Gondim-Porto, 2012).
Varios autores han detectado este OTU en digestores con diferentes tipos de
tratamientos para la depuracion de aguas (Ouattara et al., 2003; Sharma vy Philip,
2015).

Finalmente, se realizé la comparacién de los OTUs que en el andlisis actual
fueron designados como OTUs marcadores especificos (Tabla 44) con los observados
en el andlisis previo de Gondim-Porto en el que fueron designados como marcadores
exclusivos de la aplicacion de una enmienda concreta. De esta manera, hemos
comprobado que algunos OTUs propuestos en el andlisis actual como marcadores
exclusivos de la enmienda LANAE, en realidad se trataria de marcadores de lodos en
general, ya que se consideraron en el andlisis previo como OTUs caracteristicos del
lodo aerobio o de ambos. Este fue el caso de algunos OTUs del filo Bacteroidetes como
454 y 469. El OTU 454 (género Petrimonas) fue designado previamente como
marcador del uso del lodo aerobio mientras que el OTU 469 (orden Bacteroidales)
anteriormente fue propuesto como marcador general de lodos (lodo aerobio vy
anaerobio). Con estas comparaciones solo podemos sugerir un caracter general para
estos dos OTUs como marcador del uso de lodos (de cualquier tipo) en el suelo. Otro
ejemplo de marcador general para el uso de lodos en el suelo seria el OTU 1557 (clase
Deltaproteobacteria) que fue detectado en suelos tratados con LANAE (a. actual) pero
que en el andlisis previo aparecié en suelos tratados con ambos tipos de lodo.
También, a partir de los resultados del analisis actual, proponemos otros marcadores
generales del uso de LAE y LANAE indistintamente, como los OTUs 154 (género
Actinomyces, filo Actinobacteria), 790 (Clase Bacilli, filo Firmicutes), 843 y 846 (clase
Clostridia, filo Firmicutes), de los cuales el unico que coincidié con el andlisis previo fue
el primero de ellos. En cualquier caso, después del estudio de los datos presentados
aqui, proponemos a los OTUs 542 (género Prolixibacter; Bacteroidetes), 1484 y 1548
(clase Deltaproteobacteria) como marcadores exclusivos del uso de las enmiendas
anaerobias que no han sido observados en el andlisis previo.
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OTU/s
propuesto/s para A ...N ...A/N ...B/A | ...B/A/N
suelos tratados...

1122 1067
1269 1099
Verificados en
ambos trabajos
1265
1447
1557

Propuestos por

. 1484
primera vez

1548

Tabla 45. Resumen de los OTUs verificados previamente o propuestos en el analisis
actual por primera vez.

En “verificado en ambos trabajos” se recogen los OTUs propuestos en analisis previos
(Gondim-Porto, 2012) y que posteriormente fueron observados en el trabajo
presente. Los OTUs propuestos como marcadores de suelo tratado “B” han sido
observados Unicamente en el trabajo presente bajo esas condiciones, ya que en el
analisis previo no se aplicé BC. En “Propuestos por primera vez” se recogen los OTUs
qgue han sido propuestos exclusivamente en el trabajo presente.

Tras esta comparativa de dos experimentos similares se podria concluir que
establecer marcadores del uso de estos residuos en los suelos enmendados es una
tarea compleja, puesto que las metodologias de obtencion de unos u otros residuos
son diferentes y que auin asumiendo que pudieran existir los mismos microorganismos,
el crecimiento durante el proceso de produccion de las enmiendas puede estimular a
unos y no a otros. Ademas, la materia prima de origen de lodos y productos
compostados puede ser muy distinta en funcién del tamafio y los tipos de poblaciones
humanas que residen en las ciudades de procedencia (Newton et al., 2015). Por todo
ello, los resultados aqui descritos muestran que los OTUs que pudieran indicar la
presencia o uso de los distintos tipos de enmiendas han de ser revisados con mucha
cautela si se quieren proponer como marcadores especificos.
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4.7 Conclusiones

1. La adicién de residuos orgdnicos influyd de forma significativa sobre la
estructura de las poblaciones microbianas del suelo modificando su
composicion durante un periodo prolongado de tiempo.

2. El incremento de la materia organica y, en especial, de los compuestos labiles
presumiblemente favorecié el desarrollo de algunos grupos bacterianos
oportunistas del suelo (como Proteobacteria y Bacteroidetes) y la disminucion
relativa de otros con un metabolismo oligotréfico (como Acidobacteria vy
Cyanobacteria) en los suelos enmendados.

3. Algunos elementos de los filos Actinobacteria, Gemmatimonadetes vy
Planctomycetes mostraron alteraciones en su abundancia durante todo el
ensayo aunque la influencia de las enmiendas en su presencia no es clara.

4. Los cambios que produce en el suelo la adicion de las enmiendas podrian
estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos poco abundantes del
suelo como Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus o Nitrospira.

5. La aplicacion del lodo anaerobio produjo los cambios mas importantes en el
suelo como el incremento de la abundancia de las bacterias de los filos
Firmicutes (clases Clostridia y Erysipelotrichi), Synergistetes, Chloroflexi (clase
Anaerolineae) y Bacteroidetes (clase Bacteroidia) durante los primeros
muestreos.

6. Pese a la complejidad del andlisis se pueden proponer algunos OTUs antes no
propuestos, que podrian ser usados para detectar de forma exclusiva la
aplicacion de lodos anaerobios en el suelo: 542 (Bacteroidetes), 1484 y 1548
(Deltaproteobacteria), o bien para la deteccion de ambos tipos de lodos
(aerobio y anaerobio): 790, 843 y 846 (Clostridia). Sin embargo, en el presente
trabajo no hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de
lodos aerobios ni para el uso de basura compostada.

7. Confirmamos el uso del OTU 1122 (Alphaproteobacteria) como marcador
especifico de lodo aerobio, con respecto a experimentos previos.

8. Por otra parte, también proponemos la deteccién de otros OTUs para la
determinacién de la presencia de diferentes enmiendas en suelos tratados con:
a. lodos (aerobio y anaerobio): 154 y 391 (Actinobacteria), 454 y 469
(Bacteroidetes), 1265, 1447 y 1557 (Proteobacteria).
b. basura compostada y lodo aerobio: 528 (Bacteroidetes) y 1269
(Proteobacteria).
c. los tres tipos de enmiendas: 1067 y 1099 (Proteobacteria).
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Capitulo V

5 Reflexion final
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5.1 ;Como es el impacto microbioldgico en el suelo tras la
adicion de enmiendas organicas? Resistencia y
resiliencia

En el analisis realizado hemos podido comprobar que los parametros
microbianos estudiados son sensibles a las perturbaciones que causa la aplicacion de
enmiendas orgdnicas en el suelo, es decir, que las poblaciones microbianas nativas no
fueron resistentes a los cambios. Esta observacidn esta en consonancia con la revisién
de trabajos similares realizada por Allison y Martiny (2008) en la que se observd que
mas del 80 % de los suelos enmendados con residuos orgdnicos mostraban sensibilidad
frente a las perturbaciones causadas por estos productos (Allison y Martiny, 2008). No
obstante, pese a esta ausencia de resistencia, se pudieron observar diferentes grados
de alteracion en los tres tipos de suelos enmendados. Concretamente, al poco tiempo
de afadirse las enmiendas, en el suelo tratado con lodo anaerobio fue donde se
registrd6 un mayor nimero de cambios, tanto a nivel de la respiracién basal y de la
biomasa, como de los perfiles metabdlicos o taxondmicos. Gracias a ello también se
pudieron definir un mayor nimero de caracteres o marcadores relacionados con la
aplicacion de estas enmiendas.

Puesto que en todos los suelos se hallaron alteraciones significativas, quiza lo
interesante seria valorar hasta qué momento persistieron dichas alteraciones. En este
sentido se ha comprobado que tras dos afios de estudio siguieron registrandose
diferencias significativas en todas las caracteristicas analizadas en los tres suelos
tratados, por lo que no podemos determinar claramente qué tratamiento indujo
efectos menos duraderos, o dicho de otra manera, qué suelo mostrd poblaciones con
una mayor resiliencia a los cambios. Este hecho es habitual ya que en un elevado
numero de trabajos similares las perturbaciones duraron varios anos (Allison vy
Martiny, 2008; Bastida et al., 2013). Posiblemente, las dosis tan elevadas de
enmiendas, que mantuvieron sus efectos quimicos y fisicos hasta el final del analisis,
promovieron la persistencia de los cambios microbianos en el suelo durante el periodo
de analisis.

Un aspecto interesante relacionado con la resistencia y la resiliencia de las
poblaciones microbianas en los mismos suelos consistiria en determinar el efecto que
se produciria en ellas tras una nueva aplicacién del mismo tipo de enmiendas afios
después del presente analisis. En ese hipotético caso, ¢mostrarian el mismo nivel de
alteraciones que el estudio actual? Diversos trabajos hablan del concepto de tolerancia
comunitaria inducida por estrés o “entrenamiento” que pueden adquirir los
microorganismos tras ser sometidos previamente a condiciones similares como, por
ejemplo, estados de sequia severos que incrementan la resiliencia de las poblaciones
frente a nuevas condiciones de sequia (Schimel et al., 2007a; Berard et al., 2012). En
nuestro caso particular, las poblaciones de los suelos previamente tratados podrian
estar mas preparadas para amortiguar el incremento masivo y repentino de la materia
organica, sin sufrir tantas variaciones en su patréon metabdlico ni taxondmico como ha
sucedido en el presente trabajo. Otro aspecto interesante que tener en cuenta en el
suelo tratado con enmiendas orgdnicas consiste en su nivel de diversidad microbiana.
El mantenimiento de niveles elevados de diversidad microbiana en el suelo juega un
papel importante en la resistencia frente a las perturbaciones, al ser capaces las
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poblaciones de desarrollar un mayor numero de funciones (Gardi y Jeffery, 2009;
Bardgett y van der Putten, 2014). Una situacion en la que no se produciria una
disminucién del nimero de funciones sucederia cuando organismos diferentes son
capaces de realizar procesos metabdlicos similares en el suelo. Este hecho se
denomina redundancia funcional y gracias a él las poblaciones del suelo podrian
sobreponerse a los cambios que inducen las perturbaciones sin reducir el nimero
original de funciones, obviamente si su sensibilidad a estas perturbaciones es distinta.
En nuestro trabajo, el estudio de los perfiles metabdlicos tras la aplicacién de
enmiendas parece sefialar un aumento de la diversidad funcional, el cual puede
encontrarse muy relacionado con el aumento a nivel de la diversidad taxondmica vy,
por ende, la aplicacién de enmiendas en el suelo podria favorecer la capacidad de
resistencia del suelo.

5.2 Entonces, ;qué residuo es mas conveniente para su
uso en agricultura y cual es su influencia en el medio
ambiente?

Pese a las modificaciones de indole general que se producen en los suelos
enmendados de nuestro trabajo, existen modificaciones mas especificas que dependen
del tipo de enmienda que se afiada al suelo (Bastida et al., 2008b; Bowles et al., 2014).
En funcién de los resultados observados, a nivel tanto edafico como microbiano, se
podria recomendar el uso de enmiendas compostadas para ser utilizadas en una sola
aplicaciéon durante el plazo de al menos dos afios.

A nivel quimico, consideramos que el uso de enmiendas compostadas es mas
favorable debido a la mayor proporcién de carbono recalcitrante que se aflade con
estos residuos (junto con el carbono labil que de por si se afiade). Este tipo de carbono
complejo permitiria el mantenimiento de la materia orgdanica en el suelo durante un
periodo prolongado de tiempo. Por el contrario, los lodos de depuradora aplicados
aportan una mayor proporcién de carbono labil en el suelo que promueve el
incremento de su mineralizacion (en forma de CO;) en vez de permanecer en el suelo.
Desde la perspectiva de las caracteristicas fisicas del suelo, la estabilidad de los
agregados formados en el suelo B es mayor, lo que significa un punto a favor adicional
en términos de salud del suelo. Desde un enfoque mas sanitario, quimicamente las
enmiendas compostadas son menos nocivas que los lodos sin compostar debido al
tratamiento térmico que sufren en su elaboracion. En estos términos existen diversos
trabajos que también muestran preferencia por el uso de residuos organicos
compostados (Diacono y Montemurro, 2010; Tarrasén et al., 2010; Jorge-Mardomingo
etal., 2013; Sciubba et al., 2014).

Desde el punto de vista microbiano, este tipo de enmienda parece ser la que
causd menos impacto sobre las poblaciones microbianas del suelo. En primer lugar, a
nivel fisioldgico, ya que a pesar de que se incrementaron la respiracién y la biomasa
tras la aplicacion de la enmienda en el suelo B, se alcanzdé una estabilidad en el
cociente metabdlico (qCO,) a lo largo del segundo afio, el cual fue incluso mas bajo que
el observado en el suelo control. Por otra parte, aunque ocurrié especialmente en los
primeros muestreos, los resultados de los perfiles de consumo de sustratos (CLPPs)
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mostraron un aumento de la diversidad funcional con respecto al resto de suelos
enmendados, por lo que esto podria ser positivo en términos de resistencia, como
hemos comentado anteriormente. En segundo lugar, a nivel taxonédmico, podriamos
resaltar que con estas enmiendas no se introdujeron microorganismos potencialmente
patdgenos, por lo que desde un punto de vista sanitario este tipo de enmiendas ofrece
mayores garantias.

5.3 ;(Qué relacion existe entre las modificaciones en el
perfil metabolico y los cambios poblacionales?

Establecer la relacion entre la estructura de las poblaciones microbianas y su
perfil metabdlico en el suelo (estructura-funcionalidad) permitiria comprender de
forma mas profunda los cambios que suceden en éste ante diversas perturbaciones, tal
y como sugieren algunas investigaciones (Zak et al., 2003; Allison y Martiny, 2008;
Bastida et al., 2013). Sin embargo, se trata de una tarea de extrema complejidad
(Achenbach y Coates, 2000; Nielsen et al., 2011) y, en muchas ocasiones, solamente se
llegan a definir unos pocos marcadores que ayudan a esclarecer dicha relacién (Fierer
et al., 2007; Allison y Martiny, 2008). Es mas, incluso el verdadero problema no
acabaria ahi ya que las técnicas empleadas presentan varias limitaciones. Una de ellas
reside en la escala de trabajo utilizada en los ensayos in vitro, puesto que las pequefias
cantidades de suelo usadas habitualmente en estos analisis en realidad representan
una parte pequefia del ecosistema (Treseder et al., 2012) que, en muchas ocasiones, se
intenta compensar con el nimero de muestras analizadas. Otras de las limitaciones
serian los factores espacial y temporal, ya que las poblaciones microbianas son
distintas en funcién de las diferentes condiciones de cada punto de muestreo y de
cada momento (Fierer y Jackson, 2006; Philippot et al., 2009; Bardgett y van der
Putten, 2014). Por todas estas razones describir la ecologia del suelo sigue siendo una
tarea compleja y, por ello, en diversos estudios se intentan utilizar modelos que
ayuden a extrapolar los datos obtenidos a pequeia escala (Wieder et al., 2013;
Cederlund et al., 2014; Powell et al., 2015).

Una de las formas de establecer nuevos modelos se basa en el uso de
marcadores microbianos que caractericen las poblaciones microbianas en funcién de
su atributos bioldgicos (e. g. fisiolégicos, como la respiracién o la biomasa) (Webb et
al., 2010) para, posteriormente, intentar comprender el comportamiento de los
microorganismos con el medio que los rodea (McGill et al., 2006; Allison, 2012). Estos
modelos permitirian predecir qué procesos fisiolégicos se producirian y de qué
manera, asi como la presencia/ausencia o la proporcién de las especies a lo largo de
diferentes condiciones del suelo (Webb et al., 2010; Allison, 2012). En este sentido,
existen diversos trabajos que intentan definir atributos microbianos en suelos que
sufren alteraciones climatoldgicas, como pueden ser la sequia o las precipitaciones
(Schimel et al., 1999; Allison y Martiny, 2008; Allison y Treseder, 2008; Castro et al.,
2010). En nuestro caso, hemos intentado encontrar indicadores, y correlaciones entre
ellos, que permitieran alimentar modelos publicados que intentan predecir el
comportamiento del suelo en funcion de las actividades microbianas (Manzoni et al.,
2014) con el fin de definir lo que ocurriria en suelos tratados con enmiendas organicas.
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El incremento de la respiracion basal y de la biomasa microbiana, inducido por
la presencia de la materia orgdnica (segun se explica en el capitulo Il), se correlacioné
positivamente con los valores de las tasas de consumo de la alanina (aminodcido) y de
la fructosa y la glucosa (azucares), y de forma negativa con las tasas de consumo de
algunos acidos organicos como el acido citrico y el acido mdlico (Tabla 46). Asumimos
qgue los microorganismos responsables de esos incrementos de respiracion y biomasa
son copiotrofos y oportunistas, por lo que sugerimos la posible relacidon entre estas
poblaciones y el incremento del consumo de algunos azlcares y aminodcidos junto con
la disminucién del metabolismo de algunos acidos orgdnicos.

A. citrico|A. malico|Alanina| Fructosa|Glucosa
Respiracion basal -0,34 0,33 0,50 0,39
Biomasa microbiana] -0,43 -0,49 0,34 0,47 0,41

Tabla 46. Correlaciones significativas (P<0,05) entre las variables fisiologicas y las
tasas de consumo de algunos sustratos.
Las correlaciones positivas se colorean en azul y las negativas en rosa.

Estas correlaciones refuerzan el posible uso de la glucosa como un marcador
importante de la aplicacion de enmiendas organicas (Tabla 46). Debido al
comportamiento observado en el andlisis de CLPPs, este sustrato ya habia sido
sugerido previamente como marcador (tardio) de suelos tratados con residuos
orgdnicos (capitulo 1) y, ademas, se correlaciona de forma individual pero significativa
con algunos OTUs bacterianos como se muestra a continuacién en la Tabla 47. Estos
OTUs pertenecen fundamentalmente a Proteobacteria, filo en el que una gran parte de
microorganismos que lo integran presentan una nutricién copiotrofa. Asi, en futuros
ensayos de suelos tratados con enmiendas orgdnicas podriamos asociar un incremento
en el uso de este sustrato con un incremento en la proporcién de determinados OTUs
de las clases Beta y Gammaproteobacteria. Aparte del caso de la glucosa, la
abundancia relativa de varios OTUs de Proteobacteria o de la familia Planococcaceae
(OTU 805, filo Firmicutes) mostré una correlacion positiva con la evolucion de las tasas
de consumo de otro azucar como la arabinosa o con aminodcidos como la lisina y el
GABA (Tabla 47). Entre estas correlaciones se puede resaltar la del consumo de lisina
con el OTU 805, debido a que fue observada de forma exclusiva.

También nos resultd muy interesante el comportamiento de los OTUs de la
clase Deltaproteobacteria. Por regla general, la presencia de las bacterias de esta clase
disminuyé cuando se aplicaron las enmiendas, y de hecho las correlaciones que se
hallaron entre este grupo bacteriano y algunos nutrientes anadidos con las enmiendas
(Nitratos: r=-0,42; P<0,05) u otras propiedades (conductividad r=-0,36; P<0,05 o
humedad del suelo r=- 0,33; P<0,05) fueron negativas, aunque no especialmente altas.
Sin embargo, a nivel de estructura-funcionalidad se observé que la abundancia de
algunos OTUs de esta clase (1522 y 1536) se correlaciond de forma positiva con el
consumo de algunos azlcares y aminoacidos (Tabla 47). Por esta razén se sugiere
prestar una atencion mayor al analisis concreto de estas bacterias en suelos
enmendados.
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Tasa de consumo de...
Lisina GABA Glucosa Arabinosa
Grupo microbiano / OTU
Bacilli
d Planococcaceae 0,53
Alphaproteobacteria
1121 Prosthecomicrobium 0,67 | 0,56
1216 Rubellimicrobium 0,51
Betaproteobacteria
1391 Collimonas 0,54 | 0,54
1393 Herbaspirillum 0,56
1396 Massilia 0,73
1454 Shinella 0,65
Deltaproteobacteria
1522 Cystobacter 0,5
1536 Nannocystineae 0,51
Gammaproteobacteria
1839 Steroidobacter 0,53
1857 Stenotrophomonas | 0,56 |

Tabla 47.Correlaciones significativas (P<0,001) entre OTUs y tasas de consumo de
algunos sustratos.
Todas las correlaciones fueron positivas.

Haciendo referencia al poder discriminatorio de los 4cidos organicos
destacados en el capitulo Ill, hemos encontrado una serie de correlaciones
(significativas aungque no especialmente fuertes) entre sus tasas de consumo y algunos
grupos bacterianos, que refuerzan el uso como marcador de alguno de estos
compuestos (Tabla 48). De esta forma, se aprecia que las tasas de consumo del acido
protocatéquico, sustrato de dificil degradacidn, se correlacionan de forma negativa con
varios taxones y OTUs del filo Proteobacteria, correspondientes principalmente a
organismos copiotrofos y oportunistas. Por el contrario, esas tasas se correlacionan de
forma positiva con la abundancia de Acidobacteria (y algunos OTUs concretos de ese
filo y clases y algunos pertenecientes a filos distintos), el cual presenta un metabolismo
oligotrofo. Aunque somos conscientes de que esta ultima observaciéon no implica
necesariamente que la degradacion de este sustrato complejo sea llevada a cabo por
Acidobacteria, se puede decir que la disminuciéon de la abundancia de este grupo
bacteriano, que ocurre cuando se afiaden enmiendas, coincide con la disminucién
relativa de la degradacion del acido protocatéquico. Por esta razon, el uso del acido
protocatéquico en el ensayo de CLPPs es importante ya que muestra un numero de
correlaciones significativas relevante (Tabla 48), probablemente debido a que es un
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compuesto dificil de degradar, mas préximo a las ligninas y compuestos analogos que
se encuentran de manera natural en el suelo.

De la misma manera, las correlaciones obtenidas entre el uso del acido citrico y
la abundancia de diversos grupos microbianos indican que se trata de un buen
marcador. El consumo de acido citrico se correlaciona negativamente con una serie de
OTUs, sin coincidir con los que se correlacionaron con el consumo del acido
protocatéquico, con lo que podemos hallar diferencias discriminatorias entre el
consumo de las poblaciones del suelo (Tabla 48). Estos resultados confirman la bondad
de este marcador puesto que ya nos permitié diferenciar entre los patrones de
consumo de las poblaciones asociadas a los diferentes suelos tratados (capitulo IIl). En
cambio, el andlisis de otros acidos orgdanicos, como el oxdlico o el malico, no nos
reporté tanta informacion como para considerarlos tan determinantes de los cambios
sufridos en el suelo.

Tasa de... Tasa de... Tasa de...
A. prot.|A. cit. A. prot.|A. cit. A. prot.| A. cit.
Acidobac. 0,37 134 0,37 1069 a 0,39
Actino. -0,34 135 | 0,37 1115| a -0,32
(Lulultiqlils i< 0,33 136 0,33 1117 a 0,34
Proteobac. -0,40 0,32 1205 a -0,35
Gp2 0,82 0,43 1305| a -0,35
Gp4 0,35 0,45 1309 | « -0,34
Gp5 0,36 -0,38| | 1334 B -0,40
Gp6 0,35 -0,36| | 1393 B -0,38
Actino. -0,34 -0,35 1454 B -0,32
-0,43 -0,39| | 1456 B -0,34
(Aulultiglili< 0,31 0,39 1522 é -0,38
Betaprot. -0,33 1531 ) 0,38
1558 | & | 0,49**

Tabla 48. Correlaciones entre grupos bacterianos u OTUs y tasas de consumo de
acido protocatéquico y citrico.

Las correlaciones positivas se colorean en azul y las negativas en rosa. Todas
mostraron una significacion de P<0,05, excepto **, cuya significacion fue de P<0,01.

Consideramos que estos datos contribuirian a dilucidar la relacién estructura-
funcionalidad de las poblaciones microbianas del suelo mediante su introduccion en
modelos del tipo previamente indicado. Es mas, seglun la bibliografia que hemos
consultado, creemos que estos datos son los primeros publicados que permiten
relacionar el consumo de determinados sustratos con grupos concretos de
microorganismos (mucho de ellos géneros bacterianos) en suelos tratados con
enmiendas orgdnicas procedentes del tratamiento de residuos urbanos. No obstante,
Nielsen y colaboradores fueron capaces de correlacionar la presencia/abundancia de
determinados OTUs con algunas caracteristicas eddficas y microbianas en suelos
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enmendados con biochar (una especie de carbdén vegetal). Sin embargo, éste y muchos
otros trabajos publicados, solo realizan un analisis al final del ensayo (Poulsen et al.,
2013; Nielsen et al., 2014; Torres et al., 2015). En nuestro trabajo, en cambio, se
realiza un seguimiento trimestral a lo largo de dos afios, lo que proporciona un elevado
numero de datos que concede un rigor estadistico significativo a nuestros resultados.

54 ;De qué manera podrian aplicarse los hallazgos
encontrados?

En el trabajo aqui expuesto proponemos la determinacién de un conjunto de
marcadores caracteristicos de una o varias enmiendas que permitirian detectar de
forma répida la presencia de éstas en el suelo, indicar la calidad de un suelo tras la
utilizacidon de dichas enmiendas (posibles patdgenos, indices fisioldgicos, diversidad
funcional) y, como hemos comentado, ayudar a establecer relaciones entre la
estructura de las poblaciones y su funcionalidad. Estos marcadores son de caracter
metabdlico o de caracter taxondmico.

Para determinar el primer tipo de marcadores proponemos el uso de un
dispositivo con un fundamento similar al de MicroResp™, basado en unas
modificaciones recientemente sugeridas (Swallow y Quideau, 2015). En el trabajo de
Swallow se propone realizar el ensayo en una placa de incubacién con un menor
numero de pocillos (24 en vez de 96) de mayor tamaio. La introduccién de esta mejora
salvaria los problemas que conlleva el uso de pequeias cantidades de suelo, ademas
de la perturbacidn que supone su tamizacion. A partir de nuestros resultados,
sugerimos el uso de un nimero reducido de sustratos como, por ejemplo, la glucosa, la
arginina, el acido protocatéquico y el acido citrico que consideramos que presentan
cierta relevancia en la identificacién de diferencias metabdlicas entre las poblaciones,
aunque podrian usarse otros mas especializados en funcidn de las enmiendas aplicadas
gue se comentan posteriormente. De la misma manera se determinaria la respiraciéon
basal y la biomasa microbiana a lo largo de 4 horas. Todas estas determinaciones
metabdlicas podrian llevarse a cabo en un solo dia, permitiendo describir en el suelo
analizado la diversidad funcional, la respiracién, la biomasa y los indices fisioldgicos.

Para determinar el segundo conjunto de marcadores, podriamos utilizar la
técnica de la PCR cuantitativa (QPCR) usando cebadores especificos para la deteccion
selectiva de los grupos bacterianos y OTUs propuestos en este trabajo. Mediante esta
metodologia se podria cuantificar en el plazo de pocas horas la presencia de
microorganismos concretos o de grupos de microorganismos, lo que ayudaria a
describir la estructura de las poblaciones microbianas presentes en el suelo asi como la
presencia de posibles patdgenos tras la aplicacién de enmiendas.

Desde nuestro punto de vista, también consideramos que el nimero y tipo de
sustratos empleados en el ensayo de CLPPs podria adecuarse a ensayos mas
especificos, ya que no todos los sustratos fueron lo suficiente informativos. En este
sentido se han realizado modificaciones de MicroResp™ en las que Unicamente el
consumo de glucosa es suficiente para evaluar el efecto tdxico de metales en el suelo
(Wakelin et al., 2013). Por tanto, se podrian proponer nuevos juegos de sustratos
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basandonos en que en los suelos expuestos a un tipo de enmienda determinado se
seleccionan poblaciones microbianas que degradan mejor los sustratos presentes en
ese tipo de enmienda. Cabe recordar que los sustratos que recomienda MicroResp™
son compuestos quimicos de caracter general que secretan las raices (Campbell et al.,
2003), por lo que quizd esta metodologia no estaria bien adaptada al ensayo de suelos
tratados con enmiendas organicas. Asi, si se adaptaran los sustratos a sustratos
similares a los de las enmiendas se podrian determinar con una mayor exactitud si hay
diferencias metabdlicas entre las poblaciones de los suelos tratados con enmiendas
compostadas o sin compostar, por ejemplo.

Ademads de para mejorar la deteccion del tipo de enmienda aplicada, también
sugerimos el uso de sustratos especificos para otro tipo de experimentos. Por ejemplo
sustratos basados en compuestos contaminantes del suelo, como herbicidas, metales
o derivados farmacéuticos con el fin de disefiar nuevos experimentos sobre suelos
previamente enmendados con residuos organicos. Concretamente, proponemos la
evaluacion de la respuesta de las poblaciones del suelo frente a la presencia de
compuestos derivados de herbicidas. Estos compuestos son utilizados de forma
habitual en agricultura, pero su uso inapropiado puede ser una amenaza para la
microbiota del suelo (Tejada, 2009; Bacmaga et al., 2015). Considerando este
problema, proponemos evaluar si los suelos previamente enmendados son mads
resistentes a la presencia de herbicidas (como diflufenican, mesosulfuron-metil,...). En
funcién de los resultados que se obtuvieran en dicho experimento, se podria valorar
un posible efecto beneficioso adicional del uso de las enmiendas organicas en el suelo.
En caso de que las poblaciones de los suelos enmendados presentasen una mayor
degradacion de estos herbicidas, se podrian seleccionar dichas poblaciones con el fin
de ser estudiadas para conocer los procesos de biorremediacion de suelos
contaminados con un exceso de agroquimicos (Singh y Singh, 2014). Estableciendo un
paralelismo con la anterior propuesta, esta metodologia también se podria aplicar al
estudio de la degradacién de disruptores endocrinos, compuestos recalcitrantes que
causan efectos graves en especies animales, que ya estan siendo detectados en suelos
tratados con lodos de depuradora urbana (Rhind et al., 2013).

5.5 Reflexion final

En nuestro trabajo se han detallado una serie de modificaciones relacionadas
con el uso de tres tipos de enmiendas orgdnicas procedentes de residuos urbanos, las
cuales indican que existen diferencias en la microbiota del suelo a partir de diversos
indicadores fisiolégicos y metabdlicos de las poblaciones microbianas, asi como en la
composicion de las poblaciones bacterianas que lo forman. Ademas, la influencia de
cada enmienda en el suelo fue diferente segun el indicador que se midié. Es decir, para
las variables de respiracién y biomasa y para los perfiles de consumo se observé una
influencia mayor de la aplicacién de BC en el suelo, por el contrario, los suelos tratados
con lodos de depuradora presentaron un mayor numero de alteraciones en la
estructura de sus poblaciones bacterianas. A pesar de ello, consideramos que todos los
indicadores han de tenerse en cuenta de una forma integradora, ya que son
complementarios entre si. A pesar de que este trabajo se basa en el estudio del
comportamiento de las poblaciones microbianas en el suelo tras una aplicacién de
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enmiendas organicas, muchos de los datos obtenidos podrian extrapolarse a otras
situaciones del suelo, por lo que podemos decir que se contribuye al conocimiento de
la microbiologia del suelo en general.

A lo largo de dos aifios hemos comprobado que el suelo sufre alteraciones de
forma casi inmediata que van disminuyendo, pero sin dejar de manifestarse hasta en el
ultimo de los muestreos. Esas alteraciones se deben a la “explosion bioldgica” del
crecimiento de las poblaciones microbianas y su metabolismo, originada por la adicién
de una gran cantidad de compuestos presentes en las enmiendas y las modificaciones
fisicas producidas por éstas en el suelo. Algunos de los indicadores estudiados desde el
punto de vista de la salud del suelo resultaron positivos a lo largo del tiempo como en
el caso del cociente metabdlico (qCO,) de los suelos tratados con basura compostada
(BC). Asi, el valor de este indice fisiolégico fue mejor que el del suelo control, aunque
hubo notables alteraciones en la estructura de las poblaciones y en sus perfiles
metabdlicos. La cuestion seria la siguiente, équé son mas relevantes en términos de
salud del suelo, los indicadores fisiolégicos o los relacionados con estructura-
funcionalidad? Segun la definicion de salud de suelo de Doran (Doran y Zeiss, 2000;
Doran, 2002), los mas importante para ésta parecen ser los factores relativos a la
fisiologia de las poblaciones, mientras que la estructura de esas poblaciones se
contempla solamente en términos de diversidad sin importar qué microorganismos
concretos la conforman. En esta definiciéon, por la que apuestan también otros
investigadores (Bran Nogueira Cardoso et al., 2013), lo importante es que el suelo siga
siendo un recurso natural al servicio de los seres humanos, independientemente de
qué seres bioldgicos lo integren. Pero quizd la definicion de salud del suelo sea
demasiado antropocéntrica todavia. Desde el punto de vista de nuestro trabajo,
microbioldgico, esto nos hace reflexionar sobre la importancia que existe en
profundizar de forma mas global en los tipos de indicadores microbianos, es decir, en
busca de qué es lo que hacen y quiénes son los microorganismos que se encuentran en
el suelo. Con estudios similares al presente deberiamos ser capaces de establecer
cuales son aquellos mds apropiados en términos de informacidn, versatilidad, rapidez y
coste para ser utilizados en la descripcion de la salud del suelo.
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6 Conclusiones
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6.1 Conclusiones

10.

11.

La respiraciéon basal de los suelos enmendados fue superior a la del suelo
control durante el primer afio tras la adicién de las enmiendas. Este incremento
dependié especialmente de los nutrientes mas facilmente degradables (Iabiles).

La respiracién basal durante el segundo afio de ensayo fue superior a la del
suelo control solo en el caso de los suelos tratados con lodos de depuradora, lo
gue indica que la naturaleza quimica de las mismas es determinante en cuanto
a la respuesta microbiana que se produce.

La biomasa microbiana se incrementé en los suelos enmendados durante todo
el ensayo, independientemente del tipo de tratamiento. En particular, el
aumento de la humedad y el de la cantidad de algunos compuestos de
nitrégeno parecen regular este incremento.

Las poblaciones de los distintos suelos provocaron un incremento considerable
del valor de qCO,, en algunos casos presumiblemente achacable al incremento
de la actividad de una parte de la poblacién, pero en otros casos como una
respuesta al estrés que supone la presencia de algunas enmiendas.

La aplicacién de la enmienda compostada (BC) produjo un incremento en
términos globales de la materia organica del suelo y disminuyd la produccién
de CO,, suponiendo un impacto mas moderado sobre las poblaciones del suelo.

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

Por regla general, el consumo de azlcares y aminodcidos se incremento,
mientras que el de acidos organicos disminuyd, probablemente por el
desarrollo de poblaciones oportunistas en el suelo que presentan un consumo
preferente por los primeros.

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

El andlisis del numero de alteraciones significativas totales del consumo y de los
valores de qCO, de los sustratos permitié comprobar que los efectos de la
aplicaciéon de enmiendas perduraron mas de dos afios, lo que indica que la
repercusiéon metabdlica de las dosis aplicadas ha de medirse en plazos de
tiempo superiores a los dos afios.

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

La adicion de residuos organicos influyd de forma significativa sobre la
estructura de las poblaciones microbianas del suelo modificando su
composicion durante un periodo prolongado de tiempo.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

El incremento de la materia organica y, en especial, de los compuestos labiles
presumiblemente favorecid el desarrollo de algunos grupos bacterianos
oportunistas del suelo (como Proteobacteria y Bacteroidetes) y la disminucidon
relativa de otros con un metabolismo oligotréfico (como Acidobacteria y
Cyanobacteria) en los suelos enmendados.

Algunos elementos de los filos Actinobacteria, Gemmatimonadetes y
Planctomycetes mostraron alteraciones en su abundancia durante todo el
ensayo aunque la influencia de las enmiendas en su presencia no es clara.

Los cambios que produce en el suelo la adicién de las enmiendas podrian
estimular el crecimiento de algunos grupos bacterianos poco abundantes del
suelo como Epsiloproteobacteria, Deinococcus-Thermus o Nitrospira.

La aplicacidon del lodo anaerobio produjo los cambios mds importantes en el
suelo como el incremento de la abundancia de las bacterias de los filos
Firmicutes (clases Clostridia y Erysipelotrichi), Synergistetes, Chloroflexi (clase
Anaerolineae) y Bacteroidetes (clase Bacteroidia) durante los primeros
muestreos.

Pese a la complejidad del andlisis se pueden proponer algunos OTUs antes no
propuestos, que podrian ser usados para detectar de forma exclusiva la
aplicacién de lodos anaerobios en el suelo: 542 (Bacteroidetes), 1484 y 1548
(Deltaproteobacteria), o bien para la deteccion de ambos tipos de lodos
(aerobio y anaerobio): 790, 843 y 846 (Clostridia). Sin embargo, en el presente
trabajo no hemos podido detectar marcadores nuevos exclusivos para el uso de
lodos aerobios ni para el uso de basura compostada.

Confirmamos el uso del OTU 1122 (Alphaproteobacteria) como marcador
especifico de lodo aerobio, con respecto a experimentos previos.

Por otra parte, también proponemos la deteccién de otros OTUs para la
determinacién de la presencia de diferentes enmiendas en suelos tratados con:
a. lodos (aerobio y anaerobio): 154 y 391 (Actinobacteria), 454 y 469
(Bacteroidetes), 1265, 1447 y 1557 (Proteobacteria).
b. basura compostada y lodo aerobio: 528 (Bacteroidetes) y 1269
(Proteobacteria).
c. lostres tipos de enmiendas: 1067y 1099 (Proteobacteria).
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ANEXO 1. Evolucion detallada de los factores climaticos.

Temperatura y precipitacion en "La Isla" (Arganda del Rey)
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Tabla 49. Datos climaticos de las parcelas durante el periodo de estudio.

Los datos se obtuvieron de la propia estacion meteoroldgica de la finca experimental (cddigo 3195, dependiente de la AEMET). Las flechas
sefialan el nUmero de muestreo y la estacidn del afo.
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ANEXO 2. Perfiles metabolicos.

SO BO
A.Cit 6,20 | 0,35 | 8,01 | 0,92
A.Mal| * [14,93| 1,23 | 10,66 0,19
A.Oxa| ~ |12,80| 0,34 | 8,82 | 0,57
A.pro | = [14,78| 0,63 | 2,77 | 0,15
Ala | * [ 675|054 | 841 | 0,24
Arg | * | 3,18 | 037 6,92 | 0,57
GABA 3,88 | 0,44 4,93 | 0,16
Lys - 0,24 - 0,19
Ara | * [ 4,99 [ 024]| 6,65 | 0,46
Fru * 16,86 |025| 873 | 040
Gal 7,25 | 0,22 | 8,19 | 0,34
Glu | * | 529 | 030|929 | 039
NAG 5,14 | 0,29 | 6,92 | 0,66
A Treh | * | 6,73 | 0,23 | 8,29 | 0,40
S4 B4
Acit| * |10,67| 029 | 7,75 | 0,76
AMmal| * 13,41 1,08 | 10,37] 0,18
A.Oxa 10,30| 0,55 | 8,95 | 0,34
APro| * | 698 | 060 | 3,11 | 0,20
Ala 7,69 | 0,30 | 8,50 | 0,12
Arg 7,47 | 0,34 6,90 | 0,47
GABA 5,27 | 035 | 4,98 | 0,23
Lys | = [ 4,75 | 043 (148 0,19
Ara 5,82 | 036 | 6,74 | 0,48
Fru | | 5,20 | 0,45 | 9,30 | 0,11
Gal * [ 708|029 841 | 0,21
Glu | ™ - 0,01 | 9,49 | 0,43
NAG | * | 817 | 0,23 | 5,79 | 0,47
EL_Treh 9,19 | 0,35 8,26 | 0,44

S1 Bl S2 B2
A.Cit 12,36 0,57 | 12,51 0,35 A.cit | ~ [18,54| 1,11 [ 11,94] 0,28
A.mal | = | 18,63| 0,73 | 8,96 | 0,41 A.mal| * |19,54] 064 | 10,72 2,03
A.0xa 16,70| 0,57 | 17,13 0,97 A.0xa 13,05( 0,45 | 14,99 0,97
A.pro | ™ [26,03| 0,77 | 9,74 | 0,18 A.Pro| > [12,77]| 0,32 | 9,31 | 0,39
Ala 4,69 | 032 7,61 | 1,12 Ala 4,32 | 0,18 | 7,87 | 1,60
Arg 1,80 | 0,03 | 3,33 | 1,52 Arg 2,79 | 0,23 ]| 4,46 | 0,56
GABA| * 0,10 | 2,67 | 0,49 GABA 0,14 | 2,56 | 0,53
lys | ~ [ 1,81 00z [0,88] 0.10 ys | = [4,76 ] o0 [0,88] 011
Ara * 0,10 | 4,20 | 0,62 Ara | ™ 0,21 | 4,00 | 0,46
Fru 2,40 | 0,12 | 4,36 | 1,32 Fru * 13,55 | 012 4,77 | 0,25
Gal * 282026783 164 Gal 6,86 | 0,66 | 7,55 | 0,18
Glu | =~ | 3,46 [ 036 | 6,68 | 0,17 Glu | ~ | 4,39 | 0,27 | 6,08 | 0,15
NAG 4,95 | 0,06 [ 5,45 | 0,80 NAG 6,94 | 0,14 | 6,70 | 0,33
BLTreh | = | 365]035]| 864|038 Treh 6,75 | 0,36 | 8,21 | 0,56
S5 B5 S6 B6

Acit| * | 841|056 | 578 | 0,18 A.cit | * | 16,40| 1,02 | 6,41 | 0,51
A.mal | =~ |17,35] 0,63 |11,24| 0,58 A.Mmal | * | 24,55 0,39 | 4,26 | 0,36
Aoxa| * |12,84| 0,73 | 9,72 | 0,42 A.Oxa| *|16,14| 0,71 0,46
A.Pro | * [11,17| 0,68 | 4,90 | 0,21 A.Pro 5,94 | 0,06 | 6,03 | 0,58
Ala | * | 537 | 024 | 7,97 | 0,26 Ala 4,68 | 1,53 | 4,96 | 0,86
Arg | ™ [[1,51 | 0,10 | 7,27 | 0,26 Arg | ™ 0,05 [ 10,31 0,36
GABA| ™ | 1,97 | 0,44 | 4,97 | 0,27 GABA 8,20 | 8,07 | 10,89 0,61
Lys - 0,16 - 0,09 Lys 2,10 | 1,59 [ 5,28 | 0,68
Ara | * [ 4,28 | 0,63 | 6,97 | 0,15 Ara 8,18 | 7,68 | 8,83 | 0,63
Fru 7,27 | 1,05 | 8,20 | 0,20 Fru * 0,28 | 4,70 | 0,81
Gal 7,58 | 0,84 ] 9,51 | 0,40 Gal 6,36 | 0,35 | 7,81 | 1,26
Glu | *| 721 |052] 938|014 Glu | * | 4,22 | 101]| 9,87 | 0,58
NAG | * | 6,76 | 0,25 | 5,22 | 0,40 NAG | * | 2,25 | 0,29 0,57
F Treh 7,68 | 0,48 | 8,14 | 0,23 Treh | * | 5,85 | 1,30 [12,47| 1,17

S3 B3
Acit | * [11,63| 0,56 | 7,72 | 0,78
A.mal 9,95 | 0,43 [10,33] 0,19
A.0xa 8,23 [ 0,45 | 8,92 | 0,38
A.Pro 4,65 | 062 | 3,20 | 0,19
Ala | * | 7,36 [ 0,16 | 8,47 | 0,15
Arg 7,01 | 0,74 | 6,88 | 0,49
GABA 5,20 | 0,31 | 5,34 | 0,21
Lys | - 0,15 - 0,18
Ara 5,67 | 0,09 | 6,71 | 0,46
Fru *1655]|034| 871 | 044
Gal 8,10 | 0,24 | 8,38 | 0,19
Glu | *| 736 (040|933 029
NAG 6,18 | 0,34 | 6,48 | 0,50
Treh 8,01 [ 0,12 | 8,19 | 0,39
S7 B7
A.cit | =~ [17,40| 165 | 7,16 | 0,53
A.mal 16,78| 1,94 | 11,75| 2,53
A.0xa 13,73 | 1,27 | 13,05 2,67
A.Pro 8,81 | 2,04 [14,55| 1,45
Ala 5,73 | 092 6,48 | 0,16
Arg - 0,16 0,40
GABA| = | 558 [ 0,24 0,20
Lys 2,86 | 0,66 [ 2,52 | 0,35
Ara 4,48 | 1,09 6,33 | 0,31
Fru 6,71 | 0,11 | 6,90 | 0,98
Gal 581|035 582 | 047
Glu | * | 0,82 0,27 | 13,86 2,41
NAG 544 | 1,22 | 2,64 | 1,42
Treh 7,01 | 0,06 | 6,53 | 0,90




S8 B8
A.Cit 13,78 2,90 | 9,48 | 0,45
A.Mal | ~ |31,94| 3,94 | 5,68 | 0,67
A.0xa 15,46| 4,12 | 4,05 | 0,23
A.Pro 6,77 | 1,11 | 4,39 | 0,36
Ala 7,53 | 1,59 | 7,11 | 1,68
Arg 3,85 | 0,51 -E
GABA 4,67 | 1,65 | 8,44 | 0,55
Lys * - 0,07 [ 419 | 0,71
Ara | * | 3,82 | 1,16 | 16,92 1,71
Fru 3,27 | 1,23 ] 5,38 | 0,24
Gal 10,40| 2,24 | 6,53 | 0,15
Glu | * | 242|049 6,75 | 1,35
NAG | ™ [ 2,27 | 0,36 | 10,08| 1,44
Treh 8,65 | 213| 9,36 | 1,36

S9 B9 S10 B10
A.cit | = [25,57| 2,07 | 1,87 | 0,58 A.Cit 13,73 | 2,84 | 20,38] 1,39
A.Mal| = |29,47| 2,19 | 8,55 | 1,29 A.Mmal 20,87 2,20 [18,06| 0,63
A.Oxa| = | 855 | 035 0,27 A.0xa 17,33 0,05 | 12,19 1,84
APro| * | 7,24 | 070 3,09 | 043 A.Pro| = [20,24] 1,49 | 8,56 | 0,56
Ala | = [ 2,04 (007 9,01 | 113 Ala 5,73 [ 0,79 | 5,08 | 0,10
Arg | * 0,21 | 11,21 1,42 Arg 1,66 | 0,25 | 5,11 | 1,28
GABA 0,11 | 6,06 | 2,58 GABA 2,16 | 0,39 0,65
lys |~ [1,37] 020 [13,02] 0,84 Lys [ 0,06 | 021
Ara | * | 2,44 | 012 3,55 | 0,31 Ara 2,84 1036 | 3,06 | 0,61
Fru 3,55 | 0,08 [ 3,37 | 0,16 Fru | * | 6,27 [ 044 | 3,09 | 0,58
Gal | * | 516 | 029 9,04 | 0,46 Gal 6,13 | 0,18 | 5,66 | 0,59
Glu 4,48 | 0,09 | 6,66 | 1,00 Glu | | 540 | 0,59 0,23
NAG 7,48 | 1,09 | 9,96 | 0,45 NAG | **| 3,95 | 037 | 7,93 | 0,20
Treh | = | 7,97 | 0,97 [ 13,58 0,69 KL Treh | = | 571 [028] 803 | 0,15
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Tabla 50. Perfiles metabdlicos de
suelo control (suelos S) y suelo
tratado con basura compostada
(suelos B).

Cada tabla corresponde a un
muestreo, del 0 al 10, donde se
presentan las medias (n=3) de las
tasas porcentuales de consumo
con un gradiente de color (de
menor a mayor: azules, amarillos
y rojos). El error estandar se
representa en las columnas
adyacentes (color blanco). Los
grados de significacion de las
diferencias entre las tasas
porcentuales de consumo se
indican con asteriscos (*, **, ***)
correspondientes a P<0,05;
P<0,01; P<0,001;
respectivamente.




S2 AO S3 Al
A.cit | ~ [18,54]| 1,11 | 10,02 0,40 A.Cit 11,63 0,56 | 9,09 | 1,52
A.mal | =~ 19,54 0,64 [11,40( 0,31 A.Mal 9,95 | 0,43 | 12,50| 1,07
A.Ooxa| * |13,05| 0,45 [11,06( 0,19 A.0xa 8,23 | 0,45 | 9,55 | 0,24
A.Pro| *|12,77| 032 | 5,76 | 0,15 A.Pro| * | 4,65 | 0,62 [14,08] 0,94
Ala | * | 432018 6,86 | 0,38 Ala 7,36 | 0,16 | 7,38 | 0,21
Arg 2,79 | 0,23 | 3,36 | 0,33 Arg | * | 7,01 (074 | 4,84 | 0,17
GABA| * 0,14 | 4,64 | 0,86 GABA 5,20 | 0,31 | 4,75 | 0,53
Lys 1,76 | 0,10 - 0,86 Lys | ™ 0,15 - 0,07
Ara | * 0,21 | 4,06 | 0,42 Ara 5,67 | 0,09 | 5,22 | 0,62
Fru | ™| 3,55 | 0,12 | 7,48 | 0,28 Fru 6,55 | 0,34 | 5,59 | 0,13
Gal 6,86 | 0,66 | 7,57 | 0,27 Gal 8,10 | 0,24 | 6,84 | 1,23
Glu |~ [ 439027975 | 050 Glu 7,36 | 0,40 | 6,11 | 0,77
NAG 6,94 | 0,14 | 7,54 | 0,22 NAG 6,18 | 0,34 | 5,33 | 0,56
Treh | * | 6,75 | 0,36 | 844 | 0,19 B Treh 8,01 (012 7,74 | 0,70
S6 A4 S7 A5
A.Cit 16,40| 1,02 | 14,90 0,78 A.cit | = [17,40| 165 | 5,94 | 161
A.Mal | = [24,55] 0,89 | 8,25 | 1,37 A.Mal 16,78 | 1,94 | 19,44 | 4,39
A.Oxa| = | 16,14 0,71 0,51 A.Ooxa| * |13,73| 1,27 | 7,52 | 0,51
APro| * | 594 | 006 [12,21] 1,02 A.Pro 8,81 | 2,04 | 3,41 | 0,85
Ala 468 | 1,53 ] 9,83 | 1,40 Ala 5,73 [ 092 3,74 | 1,36
Arg - 0,05 | 3,02 1,18 Arg | © - 0,16 - 0,13
GABA 8,20 | 8,07 | 7,78 | 1,22 GABA| ™ | 558 | 0,24 | 3,04 | 0,40
Lys 2,10 | 159 [ 252 037 Lys 2,86 | 0,66 [ 227 | 1.32
Ara 8,18 | 7,68 | 9,11 | 1,44 Ara 4,48 | 1,09 | 2,84 | 1,31
Fru | = 201 028 7,04 | 0,59 Fru 6,71 | 0,11 | 6,52 | 2,24
Gal 6,36 | 0,35 | 5,96 | 0,73 Gal 5,81 | 0,35 | 16,94 5,47
Glu 4,22 | 1,01 | 7,89 | 2,32 Glu 0,82 | 0,27 | 8,23 | 2,85
NAG | * [ 2,25 | 029 3,94 | 0,39 NAG 544 | 1,22 | 3,36 | 1,42
Treh 5,85 | 1,30 | 5,24 | 0,98 F Treh | * | 7,01 | 0,06 | 14,82 1,66

S4 A2 S5 A3
A.cit 10,67 | 0,29 [ 10,60| 0,65 Acit | = | 8,41 | 0,56 | 11,86 0,24
A.mal 13,41 1,08 [12,35] 1,26 A.mal| * |17,35| 0,63 |13,85] 0,62
A.0xa 10,30 0,55 | 8,80 | 0,15 A.0xa 12,84 0,73 | 10,73 | 0,22
A.Pro 6,98 | 0,60 | 831 | 0,73 A.Pro| * |11,17| 0,68 | 8,25 | 0,32
Ala | * | 7,69 [030( 6,51 | 0,18 Ala | * | 537 | 024 8,74 | 0,34
Arg 7,47 [ 0,34 | 597 | 0,33 Arg | * [ 1,51 | 0,10 | 3,03 | 0,51
GABA 5,27 | 0,35 | 3,96 | 0,36 GABA 1,97 | 0,44 | 3,79 | 0,54
Lys | * [ 475|043 - 0,78 Lys | * - 0,16 - 0,48
Ara 5,82 | 036 | 5,76 | 0,27 Ara 4,28 | 0,63 | 4,01 | 0,39
Fru 5,20 | 0,45 | 6,33 | 0,12 Fru 7,27 | 1,05 | 5,64 | 0,20
Gal 7,08 [ 029 7,43 | 0,51 Gal 7,58 | 0,84 5,39 | 0,30
Glu | =~ - 0,01 | 5,86 | 0,40 Glu 7,21 | 0,52 | 7,06 | 0,87
NAG 8,17 | 0,23 | 7,53 | 0,22 NAG 6,76 | 0,25 | 6,59 | 0,54
Treh 9,19 | 0,35 | 8,66 | 0,41 Treh 7,68 | 0,48 | 8,45 | 0,53
S8 A6 S9 A7
Acit 13,78 2,90 | 8,20 | 2,98 Acit | = | 25,57 2,07 | 9,28 | 2,12
A.mMal| * [31,94] 3,94 [15,56] 2,79 A.mal | ~ [29,47| 2,19 | 9,80 | 0,85
A.0xa 15,46 | 4,12 | 13,14 | 4,56 A.0xa 8,55 | 0,35 | 5,10 | 1,37
APro| * | 677 | L11 - 0,78 A.Pro 7,24 | 0,70 | 3,98 | 1,52
Ala 7,53 [ 1,59 | 5,36 | 1,29 Ala | * | 2,04 | 007 | 5,84 | 1,34
Arg 3,85 [ 0,51 | 6,40 | 1,29 Arg 0,82 | 0,21 | 3,72 | 1,18
GABA 4,67 | 1,65| 6,32 | 0,38 GABA | * 0,11 | 12,74 1,34
Lys - 0,07 | 4,29 | 1,05 Lys 1,37 | 0,20 | 5,62 | 1,67
Ara 3,82 | 1,16 | 5,02 | 1,02 Ara 2,44 | 0,12 [ 12,33 4,06
Fru 3,27 | 1,23 | 7,79 | 3,53 Fru 3,55 [ 0,08 [ 6,54 | 1,45
Gal 10,40 2,24 | 4,38 | 0,52 Gal 5,16 | 0,29 | 6,43 | 1,58
Glu | *| 2,42 | 049 9,29 | 0,51 Glu | * | 448 |009( 892|083
NAG 2,27 | 0,36 | 5,19 | 2,41 NAG 7,48 | 1,09 | 6,22 | 2,18
Treh 8,65 | 2,13 | 6,22 | 1,95 Treh | * | 7,97 | 0,97 - 0,86




S10 A8
ACit 13,73 | 2,84 |17,28] 1,61
A.Mal| * [20,87] 2,20 | 13,19] 1,21
A.Oxa 17,33| 0,05 | 10,80 2,94
A-Pro| ° 20,24 1,49 | 9,69 | 219 Tabla 51. Perfiles metabdlicos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con LAE (suelo A).
Ala 573|079 6,12 | 1,79 ]
Arg 166 [ 0.25 - 0.3 Cada tabla corresponfje a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo contrql corresponde a S2, donde
GABA| = | 2,16 | 039 | 5,04 |03 se presentan las medias (n=3) de las tasas porcentuales de consumo con un gradiente de color (de menor a
Lys | - - 006 | 3,46 | 034 mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar se representa en las columnas adyacentes (color blanco).
Ara 2,84 | 0,36 | 4,57 | 0,59 Los grados de significacion de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se indican con
Fru | * | 6,27 | 044 | 3,83 | 0,32 asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente.
Gal |~ | 613|018 7,38 | 0,11
Glu 5,40 | 059 | 6,04 | 1,08
NAG 3,95 | 0,37 | 3,58 | 1,63
Treh 5,71 [ 0,28 | 7,17 | 0,97
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S2 NO S3 N1
A.cit | = | 18,54 1,11 10,04 0,29 A.cit | ~ [11,63] 0,56 | 8,16 | 0,13
A.mal| = [ 19,54 0,64 [ 9,90 | 0,16 A.Mal 9,95 (0,43 (9,43 | 0,40
A.0xa| = [13,05| 0,45 8,50 | 0,11 A.0xa 8,23 045 8,54 | 0,27
A.Pro| * | 12,77 0,32| 5,88 | 0,34 A.Pro 4,65 | 0,62| 5,31 | 0,58
Ala | ™ | 4,32 |0,18| 7,76 | 0,06 Ala | * | 7,36 |0,16| 8,62 | 0,34
Arg | ** | 2,79 |0,23| 4,91 | 0,07 Arg 7,01 (0,74| 8,33 [ 0,18
GABA| ™ 0,14| 5,64 | 0,55 GABA 5,20 (031| 6,13 | 0,37
Lys | ™ | 1,76 0,10-0,06 Lys | * -0,15 5,62 | 0,30
Ara | ™ 0,21| 6,52 | 0,23 Ara 5,67 | 0,09 5,99 | 0,31
Fru | = | 3,55 | 0,12 7,56 | 0,28 Fru 6,55 | 0,34 6,55 | 0,39
Gal 6,86 [0,66| 7,38 | 0,22 Gal 8,10 | 0,24 7,46 | 0,11
Glu | * | 439 [027] 7,49 0,77 Glu | * [ 7,36 [040 13068 073
NAG | ™ | 6,94 |0,14| 7,96 | 0,04 NAG | * | 6,18 |0,34| 7,76 | 0,33
Treh 6,75 [0,36| 7,20 | 0,25 B Treh | = | 8,01 |0,12| 8,48 | 0,05
S6 N4 S7 N5
Acit | ~ |16,40| 1,02| 6,71 | 139 Acit 17,40| 1,65 | 8,02 | 3,94
A.Mal| = [24,55( 0,89 | 4,96 | 1,37 Amal| * [16,78] 1,94 7,72 | 0,82
A.0xa| * | 16,14|0,71| 3,45 | 0,45 A.oxa| * [13,73|1.27] 6,53 | 1,87
A.Pro 5,94 | 0,06| 5,49 | 1,01 A.Pro 8,81 |2,04| 9,64 | 226
Ala | * | 468 |1,53]|11,54| 1,26 Ala | * | 573 |0,92112,99] 0,97
Arg 0,05| 4,47 | 0,66 Arg | * -0,16 2,62 | 0,43
GABA 8,20 | 8,07 1,39 | 1,11 GABA 5,58 | 0,24| 5,73 | 1,20
Lys 2,10 | 1,59 - 0,14 Lys 2,86 | 0,66 - 0,44
Ara 8,18 | 7,68 | 4,08 | 1,03 Ara 4,48 |1 1,09| 8,10 | 2,35
Fru | - [[200] 028 9,23 [ 208 Fru 6,71 | 0,11 8,52 | 2,19
Gal | * | 636 |035| 877 [045 Gal 581 [035] 891 257
Glu | ™ | 4,22 | 1,01|26,84( 3,77 Glu | * [10,82 (027 5,89 |0,92
NAG 2,25 | 0,29 4,00 | 0,66 NAG 5,44 | 1,22| 3,32 | 0,83
Treh 5,85 | 1,30| 8,10 | 2,89 F Treh 7,01 | 0,06| 10,76 3,32

sS4 N2 S5 N3
A.cCit 10,67 | 0,29 | 13,09] 1,35 A.Cit 841 |0,56| 8,25 | 0,25
A.mal 13,41 1,08 | 11,15 2,02 A.mal| =~ [17,35| 0,63|13,17| 0,24
A.0xa 10,30 0,55 | 10,17 | 1,24 A.0xa 12,84|0,73| 11,33 | 0,33
A.Pro 6,98 |0,60| 8,23 | 1,49 A.Pro| * [11,17|068| 7,71 | 0,16
Ala 7,69 [030( 6,67 | 0,58 Ala | * | 537 [024| 6,56 | 0,25
Arg | ™ | 7,47 | 0,34 4,68 | 0,28 Arg | * | 1,51 |0,10( 4,51 | 0,34
GABA 5,27 | 0,35| 4,45 | 0,66 GABA| * | 1,97 [ 0,44| 4,19 | 0,11
Lys 4,75 | 0,43 0,43 Lys * -0,16- 0,48
Ara | * | 582 |036| 4,67 | 0,10 Ara 4,28 | 0,63| 5,18 | 0,13
Fru 5,20 (045( 6,46 | 0,37 Fru 7,27 [ 105( 7,89 | 0,51
Gal 7,08 [0,29( 7,08 | 0,43 Gal 7,58 (084 6,96 | 0,26
Glu | ~ 073 001|486 |01 Glu 7,21 [052] 8,03 [ 020
NAG | * | 817 |0,23| 6,95 |0,22 NAG 6,76 | 0,25| 6,18 | 0,12
Treh 9,19 | 0,35| 7,61 | 0,79 Treh 7,68 | 0,48| 7,64 | 0,28
S8 N6 S9 N7
A.Cit 13,78 2,90 [ 19,15 2,92 A.cit | = | 25,57| 2,07| 7,83 | 0,80
A.mal 31,94 3,94 21,37| 2,10 A.mal| = [29,47| 2,19| 9,47 | 0,50
A.Oxa 15,46 | 4,12 [ 11,12 | 2,04 A.0xa 8,55 | 035 7,87 | 1,13
A.Pro 6,77 | 1,11| 3,89 | 1,07 A.Pro 7,24 |0,70| 8,81 | 1,15
Ala 7,53 [1,59] 3,82 | 051 Ala | * | 2,04 |007]| 7,71 | 0,90
Arg | © Arg 0,82 | 0,21| 7,97 | 2,70
GABA GABA 0,11 10,58 0.23
Lys Lys 1,37 | 0,20 2,05 | 0,65
Ara 3,82 1,16 3,41 | 0,99 Ara 2,44 (0,12 2,75 | 1,27
Fru 3,27 (1,23 7,76 | 1,71 Fru 3,55 (0,08 2,20 | 0,88
Gal 10,40 2,24| 5,81 | 1,07 Gal | * | 516 |029[12,10]| 1,12
Glu | * | 242 |049]| 8,22 | 1,30 Glu 4,48 | 0,09| 2,16 | 0,83
NAG 2,27 | 036 3,17 | 0,73 NAG | * | 7,48 | 1,09| 13,01 0,56
Treh 8,65 |2,13| 8,07 | 0,50 Treh | * | 7,97 | 0,97 [ 15,50] 1,63




Tabla 52. Perfiles metabodlicos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con LANAE (suelo N).

Cada tabla corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2,
donde se presentan las medias (n=3) de las tasas porcentuales de consumo con un gradiente de color (de
menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estdndar se representa en las columnas adyacentes
(color blanco). Los grados de significaciéon de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se
indican con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente.

S10 N8
A.Cit 13,73 | 2,84 | 17,49 2,32
A.Mal| ~ | 20,87 2,20| 5,50 | 0,64
A.0xa| * [17,33]|0,05| 6,85 | 0,91
A.pro| * |20,24| 1,49| 6,79 |3,75
Ala 5,73 |0,79] 2,95 | 0,66
Arg | = | 1,66 | 0,25 17,61 2,05
GABA 2,16 | 039 2,34 | 1,15
Lys * 0,06 | 3,57 | 0,98
Ara 2,84 | 0,36 0,38
Fru 6,27 (0,44 2,94 | 1,19
Gal 6,13 | 0,18| 6,10 | 3,22
Glu 5,40 |0,59] 3,32 | 1,03
NAG | ™| 3,95 | 0,37 (15,04 1,12
Treh 5,71 | 0,28| 8,10 | 2,06
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ANEXO 3. Composicion de las poblaciones bacterianas.

A B C
[ Filo Filo s1 B1 Filo s2 B2 Filo s3 B3

Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteria 13,80 [1,69| 14,83 |0.56
Actinobacteria Actinobacteria Actinobacteria Actinobacteria 6,46 |0.24]| 5,36 |0,53
*#* | 307 |057| 9,87 073
0,11 0,04
0,19 0,21
Deinococcus-Thermus Deinococcus-Thermus [ 0co 0,05 0,20
* 7,11 |113| 2,87 0,33
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes a onad 2,01 |057| 2,26 [0,17
Nitrospira Nitrospira Nitrospira Nitrospira 0,05 0,02
Planctomycetes 3,64 |037] 4,86 [069 Planctomycetes *kk Planctomycetes 1,86 Planctomycetes 13,47 [1.44| 10,74 |0.74
Proteobacteria 31,66 |1.26| 31,49 |0.62 Proteobacteria *okk Proteobacteria *** | 39,11 Proteobacteria * 0,40 0,41
Verrucomicrobia 1,67 |o41| 1,20 |0,36 * 3,66 0 obia ** | 168 |037| 3,53 [032

E F G

Filo S4 B4 Filo S5 B5 Filo S6 B6 Filo S7 B7

Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteria *** | 8,74 |051 16,58 |0.54
Actinobacteria Actinobacteria Actinobacteria A obacteria ** | 6,72 |075[ 3,13 (0,27
dokk 012 5,16 [074
* 0,13 0,06
*¥*x 12,71 |o11 0,02
Deinococcus-Thermus Deinococcus-Thermus 0co * 0,00 0,04
7,22 |047| 6,26 |038
Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes atimonad Fkk 0,14 1,60 [0,12
Nitrospira Nitrospira Nitrospira Nitrospira 0,01 0,08
Planctomycetes Planctomycetes Planctomycetes Planctomycetes 14,40 |0,91| 16,08 |0.29
Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria Proteobacteria Hokok 0,39[ 47,93 [1,01
Verrucomicrobia Verrucomicrobia 0 obia ** 0,11| 2,59 |o,51
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Filo

B8

Filo

Filo

Acidobacteria

Actinobacteria

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetes

Proteobacteria

Verrucomicrobia

Acidobacteria

Nitrospira

Planctomycetes

Proteobacteria
Verrucomicrobia

Acidobacteria

Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes
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Nitrospira 3 ,
Planctomycetes 1,68 |021]| 2,18 [0,38
Proteobacteria * | 32,85 [0,53| 37,09 [1,06
1,64 [o017| 2,53 |o,46

Tabla 53. Composicion de los filos
bacterianos de suelo control
(sueloS) y suelo tratado con
basura compostada (suelo B) en
cada uno de los muestreos.

Cada tabla (A-K) corresponde a un
muestreo, del 0 al 10, donde se
presentan las medias (n=4) de los
valores de abundancia porcentual
con un gradiente de color (de
menor a mayor: azules, amarillos y

rojos). El error estandar se
representa en las columnas
adyacentes (color blanco). Los

grados de significacién de las
diferencias entre las tasas
porcentuales de consumo se
indican con asteriscos (*, **, ***)
correspondientes a P<0,05;
P<0,01; P<0,001; respectivamente.




A B C D
Clase SO BO Clase S1 B1 Clase S2 B2
Gp1 0,48 | 0,12| 0,29 | 0,11 Gpl 0,23 | 0,12| 0,14 | 0,09 Gp1 ** 1076 |0,12] 0,29 | 0,07
Gp10 Gp10 Gp10
Gpil [ 0,00] Gpil Gp15
Gp16 [ 0,00 Gp15 Gpl7 *
Gp17 3,08 [0.22 Gp17 Gpi18
Gpi8 [ 0,00] Gp18 Gp21
Gp19 Gp19 Gp22
Gp2 Gp2 Gp25
Gp22 Gp22 Gp3 * 10,60 [016] 1,16 | 0,09
Gp25 0,34 | 0,15| 0,25 | 0,07 Gp25 Gp4 4,82 | 0,68 4,94 | 0,58
Gp3 * 11,45 |026] 0,46 | 0,11 Gp3 0,34 0,10 Gp5 0,15| 0,40 [ 0,10
Gp4 ** | 376 [0,38( 0,89 | 0,29 Gp4 3,72 {023 Gp6 1,76 | 14,64 | 0,28 Actinobacteria
Gp5 * Gp5 0,53 | 0,05
Gp6 * Gp6 9,72 | 0,37
Gp7 1,50 0,24 0,99 | 0,15 Gp7 1,46 10,29] 0,87 | 0,24 Actinobacteria

Actinobacteria

Deinococci 0,19 | 0,05

0,65] 0,22 | 0,02

0,29 0,82 | 0,16

Gemmatimonadetes 0,541 13,891 0,39
Nitrospira 0,65 [ 0,16 0,33 | 0,09
Planctomycetacia 3,64 (0,37 4,86 [ 0,69
Alphaproteobacteria 22,85( 1,31 23,88( 0,30
Betaproteobacteria 3,17 (0,11 3,32 [ 0,39
Deltaproteobacteria | ** | 1,64 [0,13]| 0,94 [ 0,13
Gammaproteobacteria 1,74 [0,24] 1,07 | 0,29
Opitutae 0,33 | 0,09| 0,19 | 0,09
Spartobacteria 0,28 | 0,15 0,06
Subdivision3 0,92 | 0,27| 0,68 | 0,13

Actinobacteria

Deinococci

Gemmatimonadetes

Nitrospira 0,16 | 0,06 | 0,21 | 0,03
Planctomycetacia

Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria ** | 2,78 |0,35(10,54| 1,26
Deltaproteobacteria | ***| 2,55 | 0,15]| 0,79 | 0,13
Gammaproteobacteria 5,30 | 0,61
Opitutae 0,88 | 0,37
Spartobacteria 1,10 0,13
Subdivision3 0,72 | 0,16
Verrucomicrobiae 1,23 | 0,16

Deinococci

Deinococci

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetacia
Gemmatimonadetes Alphaproteobacteria ,

Nitrospira 0,36 | 0,20 0,25 | 0,10|| Betaproteobacteria 13,98 0,74 [ 14,84 1,15
Planctomycetacia 1,86 | 0,46 Deltaproteobacteria 5,96 | 0,56 | 4,18 | 0,68
Alphaproteobacteria | * |31,59]0,28 Gammaproteobacteria 6,92 | 1,19
Betaproteobacteria ** | 247 [044| 6,79 | 0,86 Opitutae 0,63 | 0,15
Deltaproteobacteria * 11,51 (024| 2,53 | 0,29 Spartobacteria 0,51 | 0,11
Gammaproteobacteria 0,21| 3,24 | 0,53 Subdivision3 1,76 [ 0,28

Opitutae 0,48( 1,31 | 0,30 Verrucomicrobiae 0,27 | 0,05

Spartobacteria 0,11] 1,33 | 0,45

Subdivision3 0,30 1,66 | 0,52

Verrucomicrobiae 0,04( 1,11 | 0,16
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Actinobacteria

Clase Clase Clase S6 B6
Gpl Gpl ** 0,27 0,00 Gpl 0,25 [0,08] 0,41 | 0,03
Gp10 * Gp10 0,26 0,22 Gp10
Gp17 Gpl1l Gpl5
Gp25 Gp16 Gpl7
Gp3 **%| 293 |0,29( 0,78 [ 0,20 Gp17 * Gp18
Gp4 1,02 Gp18 Gp25
Gp5 0,22 Gp2 Gp3 **%(749 |048| 2,41 [0,37
Gp6 5,79 [0,77| 6,45 | 0,71 Gp22 Gp4 ***k[ 063|011 2,11 | 0,17
Gp25 0,78 | 0,24] 0,16 | 0,13
Gp3 1,13 | 037 Actinobacteria
Actinobacteria - Gp4 4,87 (0,70
N [ 0,00] ] Gp5 0,28 |01
- 0,55 Gp6 13,36 2,82 Actinobacteria
0,06
||
|
|

Deinococci

Deinococci -
0,09]| 0,25 | 0,07 Deinococci Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes 0,16 2,00 | 0,22 Nitrospira
Nitrospira 0,02 0,18 | 0,09 Deinococci Planctomycetacia 14,40
Planctomycetacia **% (25,47 0,96 Gemmatimonadetes Alphaproteobacteria |***| 17,44
Alphaproteobacteria | ** | 18,10| 1,07 Nitrospira 0,14 |0,20| 0,17 | 0,05 Betaproteobacteria | ***| 17,77 0,42| 10,38 0,93
Betaproteobacteria 10,13 0,34 12,83 1,09 Gemmatimonadetes Planctomycetacia Deltaproteobacteria * | 8,67 |061| 6,77 | 0,40
Deltaproteobacteria 4,75 (0,59 3,62 | 0,72 Nitrospira Alphaproteobacteria Gammaproteobacteria 0,69| 5,13 | 0,59
Gammaproteobacteria 0,40| 5,62 [ 0,58 Planctomycetacia Betaproteobacteria , Opitutae n 0,02 0,62 | 0,17
Opitutae 0,03| 0,60 | 0,17 Alphaproteobacteria | * , Deltaproteobacteria * | 6,75 |0,27| 5,36 [ 0,39 Spartobacteria - 0,17
Spartobacteria 0,03| 0,52 | 0,13 Betaproteobacteria 8,65 |0,63] 9,30 | 2,04 Gammaproteobacteria 7,83 |033] 7,71 | 0,41 Subdivision3 W
Subdivision3 - 0,20| 0,67 | 0,19 Deltaproteobacteria 3,16 | 0,57| 4,26 | 0,99 Opitutae 0,22 Verrucomicrobiae
Verrucomicrobiae 0,02| 0,35 | 0,07 Gammaproteobacteria 7,38 [ 235 Spartobacteria 0,12
Opitutae 0,99 [0,33 Subdivision3 0,41
Spartobacteria 0,53 | 0,10 Verrucomicrobiae 0,10
Subdivision3 1,60 | 0,46
Verrucomicrobiae 0,44 | 0,16
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| K
Clase S8 B8 Clase Clase S10 B10
Gp1 0,31 [011] 0,22 | 0,08 Gpl Gp1 0,13 [ 0,06 | 0,15 | 0,04
Gpl0 1,66 |0,14| 2,16 [ 0,24 Gp10 * Gp10 0,53 |0,15| 0,91 | 0,38
Gp15 0,01 0,00 Gpi1 Gp17
Gp16 0,00 0,01 Gpl6 Gpi3
Gpl7 0,45 | 0,06| 0,35 [ 0,18 Gpl7 Gp2
Gp2 0,01 0,00 Gp25 Gp25
Gp25 0.12 1005 0% P S 0,26 SRR 0.3 Gp3 1,02 [016] 2,70 | 073
Gp3 0,81 |011] 2,10 (0,72 Gp4 1,39 | 023 1,41 | o025 Gpd RN 007 AR o5
Gp4 2,36 [0,14] 2,23 [ 0,11 Gp5 0,20 z 4 2 4
Gp5 0,52 |011] 0,31 [ 0,09 Gp6 11,91
Gp6 *rk 0,62|12,67| 0,38
Gp7 1,01 [o14] 1,48 | 031
Gp9 0,01 0,01 Actinobacteria
A obacteria 2,03 |0,48| 2,50 | 0,39 Actinobacteria
* 0,01 0,00
#*x| 330 |0,09] 0,23 | 0,08
*x 0,00| 0,11 | 0,02
0,03 0,07 e
0,00 001 Deinococci
0.00 001 Deinococci
0,03 0,00
2€IN0ocG vy g’;: 2::2 7 2:(7)2 Gemmatimonadetes
ok 1'93 017 0'13 004 Gemmtimoadetes Nitrospira 0,55 | 0,16| 0,59 | 0,11
atimonaa * 6:87 0,49 4117 0,94 Nitrospira _ 013 |011] 0,22 | 0,08 Planctomycetacia * | 1,44 |0,05] 2,42 |0,26
Nitrospira 0,34 | 0,04] 0,45 | 0,09 Planctomycetacla. * Alphaproteobacteria 18,76 0,58 21,36 1,25
Planctomycetacia 0:83]| 2,05 | 0,18 Alphap roteobactef:a - Betaproteobacteria 6,75 |040] 7,32 085
Alphaproteobacteria 1,27[29,52] 1,21 g:’lt:’;’;';‘:‘;:‘::e’:; g'ii 12 140235;0 ;‘7’; Deltaproteobacteria 2,41 |045] 2,97 |055
Betaproteobacteria | ***| 1,41 | 0,11 13,70/ 1,08 - . . L ’ Gammaproteobacteria 0,47 2,89 0,69
Deltaproteobacteria | ** | 2,20 | 0,47 5,79 | 0,47 Gammaprteobactena Opitutae 0,11| 0,82 | 0,22
Gammaproteobacteria | ***| 0,83 | 0,14| 6,86 | 0,44 Op'tuwe' Spartobacteria - 0,02 0,18 | 0,06
Opitutae 1,05 | 0,39 sp arto.bfzc.terla Subdivision3 -
Spartobacteria 0,32 | 0,12 Subdlw'smn.‘-»j -m 0,83 Verrucomicrobiae -
Subdivision3 1,37 [0,20] 1,31 | 0,07 Verrucomicrobioe [l
Verrucomicrobiae 0,18 | 0,10| 0,15 | 0,09
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Tabla 54. Composicion
de las clases
bacterianas del suelo
control (suelo S) y suelo

tratado con basura
compostada (suelo B)
en cada uno de los
muestreos.

Cada tabla (A-K)
corresponde a un
muestreo, del 0 al 10,
donde se presentan las
medias (n=4) de los
valores de abundancia
porcentual con un
gradiente de color (de

menor a mayor: azules,
amarillos y rojos). El error
estdndar se representa en
las columnas adyacentes
(color blanco). Los grados
de significacion de las
diferencias entre las tasas
porcentuales de consumo
se indican con asteriscos
(*' **' ***)
correspondientes a
P<0,05; P<0,01; P<0,001;
respectivamente.




Filo
Acidobacteria
Actinobacteria

A0 Filo S3 Al Filo S4
Acidobacteria * 113,80( 1,69 | 20,04 1,20 Acidobacteria
Actinobacteria

Filo S5 A3

Acidobacteria ***13195]0,78| 1,56 | 0,20
Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Deinococcus-Thermus -

* 14,94
Gemmatimonadetes |ukid:%:7)
Nitrospira
Planctomycetes ***| 536|048
Proteobacteria *¥%147,55( 1,17

Gemmatimonadetes
Nitrospira
Planctomycetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia

Gemmatimonadetes
Nitrospira
Planctomycetes 1,86 | 046 0,66
Proteobacteria ***13911( 0,59

*] 366 [oso[ 1,08 01

Nitrospira
Planctomycetes
Proteobacteria
Verrucomicrobia 0,81 |0,17| 1,38

Filo S6 Al Filo S7 A5 Filo S8 A6 Filo S9 A7

Acidobacteria Acidobacteria 8,74 (051 11,35 1,36 Acidobacteria **¥129,28| 0,60 22,55 0,65 Acidobacteria 19,06 2,81 19,32| 0,36
Actinobacteria

Actinobacteria

Actinobacteria

Deinococcus-Thermus Deinococcus-Thermus

. - Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes
I Nitrospira Nitrospira Nitrospira
Glonciollyseies Planctomycetes 0,91] 15,72 1,13 Planctomycetes , Planctomycetes

Proteobacteria
Verrucomicrobia

Proteobacteria 0,39 48,70 0,88 Proteobacteria Proteobacteria
Verrucomicrobia 0,11] 1,22 | 0,17 Verrucomicrobia 1,26 | 0,33| 1,86 | 0,10

258



Filo

A8

Acidobacteria
Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetes 1,68 | 0,21 4,45 | 0,76
Proteobacteria 32,85|0,53|41,61| 1,04
Verrucomicrobia 1,64 (017 1,93 | 038

Tabla 55. Composicion de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo aerobio
(suelo A) en cada uno de los muestreos.

Cada tabla (A-l) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2,
donde se presentan las medias (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de color (de
menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar se representa en las columnas adyacentes (color
blanco). Los grados de significaciéon de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se indican
con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente.
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Clase S2 AO Clase Clase
Gpl ** 10,76 | 0,12 0,06 Gpl Gpl
Gp10 0,90 |0,12| 0,58 | 0,07 Gp10 Gpl10
Gp15 Gpl1
Gpl6 Gp17
Gp17 Gp18
Gp22 Gp19
Gp25 Gp22
Gp3 * 13,62 |083]| 0,68 [0,18 Gp25
Gp4 Gp3 ***1 293 |029| 0,79 [017
Gp5 , Gp4 ***1 1,02 [012] 4,61 | 047
Actinobacteria Gp6 * 17,82 (111]12,21| 0,64 Gp5 0,22 |0,16| 0,48 | 0,12
Gp6 ***| 579 |0,77| 27,44 0,96
Gp7 ** 10,39 [013] 1,75 [021

Actinobacteria

Actinobacteria

Deinococci
Deinococci

Gemmatimonadetes , Deinococci

Nitrospira 0,36 | 0,10 0,50 | 0,24
Planctomycetacia Gemmatimonadetes
Alphaproteobacteria Nitrospira Gemmatimonadetes
Betaproteobacteria 2,47 | 0,44] 3,69 | 0,60 Planctomycetacia **x(13 47 Nitrospira
Deltaproteobacteria 1,51 (0,24] 1,64 | 0,34 Alphaproteobacteria |***| 19,02 o, Planctomycetacia
Gammaproteobacteria | * | 1,20 | 0,21 3,23 | 0,56 Betaproteobacteria | ***| 13,98 0,74 2,48 | 0,36 Alphaproteobacteria :

Opitutae Deltaproteobacteria | ***| 5,96 [ 0,56| 1,46 [ 0,23 Betaproteobacteria | ***|10,13|0,34| 2,46 [ 0,53
Spartobacteria - Gammaproteobacteria 0,30 Deltaproteobacteria | ** | 4,75 (0,59 1,72 | 0,23
Subdivision3 m Opitutae 0,07 Gammaproteobacteria | ** | 5,83 | 0,40| 2,01 [ 0,26
Verrucomicrobiae - m Spartobacteria 0,12 Opitutae 0,03 0,24 | 0,05

Subdivision3
Verrucomicrobiae
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Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae

Actinobacteria

Deinococci

Gemmatimonadetes

Planctomycetacia **x| 536 |0,48|16,90| 0,38
Alphaproteobacteria | ** | 14,09|0,84| 8,71 [ 0,53
Betaproteobacteria |***| 8,65 [0,63| 14,95 0,63
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Opitutae
Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae




Actinobacteria

Deinococci

Clase Clase S7 A5
Gpl * Gpl 0,02| 0,10 | 0,05
Gp10 Gp10 0,31 |0,12| 0,61 | 0,18
Gpl1 Gpl7
Gp17 Gp25 )
Gpl8 Gp3 ** 1524 [049] 2,04 0,39
Gp25
Gp3 **%|749 (048] 2,79 | 0,34
Gp4 0,63 |0,11]| 0,75 [ 0,28
Gp5 0,45 | 0,09| 0,24 | 0,11
Gp6 4,83 [0,50] 3,80 0,18

Actinobacteria Actinobacteria

Deinococci

Actinobacteria

Deinococci

Gemmatimonadetes

Gemmatimonadetes Nitrospira Gemmatimonadetes

Nitrospira Planctomycetacia Nitrospira Gemmatimonadetes
Planctomycetacia el ) , Alphaproteobacteria Planctomycetacia Nitrospira
Alphaproteobacteria 14,58 1,24 11,39( 0,64 Betaproteobacteria , ) Alphaproteobacteria Planctomycetacia
Betaproteobacteria ** [18,75] 0,64 | 13,56 | 0,60 Deltaproteobacteria | ** | 8,67 [0,61| 518 | 0,51 Betaproteobacteria | ***| 1,41 | 0,11]| 13,62 1,14 Alphaproteobacteria
Deltaproteobacteria 6,75 | 027 5,36 | 0,71 Gammaproteobacteria Deltaproteobacteria | * | 2,20 [0,47| 5,15 [ 0,68 Betaproteobacteria
Gammaproteobacteria Opitutae Gammaproteobacteria Deltaproteobacteria

Opitutae
Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae

Spartobacteria
Subdivision3
Subdivision5

Verrucomicrobiae
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Opitutae
Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae

Gammaproteobacteria
Opitutae
Spartobacteria

Subdivision3
Subdivision5
Verrucomicrobiae




Tabla 56. Composicion de las clases bacterianas de suelo control
(suelo S) y suelo tratado con lodo aerobio (suelo A) en cada uno de
los muestreos.

Cada tabla (A-1) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el
Clel s ' 331 primer suelo control corresponde a S2, donde se presentan las medias

|| 000} , a . .
| (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de
N 0| color (de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar

se representa en las columnas adyacentes (color blanco). Los grados
de significacién de las diferencias entre las tasas porcentuales de
consumo se indican con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a

Deinococci

Gemmatimonadetes

Nitrospira 046 [012] 0,26 [012| P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente.
Planctomycetacia * | 1,68 [0,21] 4,45 | 0,76
Alphaproteobacteria |***| 18,92 0,72| 27,54 0,62
Betaproteobacteria 6,91 [037] 6,62 | 067
Deltaproteobacteria 2,16 |0,45| 1,90 | 0,36
Gammaproteobacteria

Opitutae

Spartobacteria -

Subdivision3
Verrucomicrobiae
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A

Filos s2 NO Filos S3 N1 Filos sS4 N2 Filos S5 N3
Acidobacteria Acidobacteria ** |13,80] 169 | 6,07 | 052 Acidobacteria 20,55 Acidobacteria **+ (37 95| 0,78 | 10,47 0,73
Actinobacteria Actinobacteria Actinobacteria 3,22 Actinobacteria **%| 134 | 017 | 4,95 | 0,52

2,12 [ 080 | 2,06 | 0,24

0,09 0,12

0,14 0,02

Deinococcus-Thermus Deinococcus-Thermus 0,62 | 0,06 Deinoco 0,04 0,05

Gemmatimonadetes 091 116,53 1,06 " [ 494 ] 046] 636 | 032

Nitrospira Nitrospira Gemmatimonadetes 0,16 | 4,34 | 0,76 e atimonadete * | 487 [052] 226|053

Planctomycetes 1,86 e Nitrospira 0,02 | 1,08 | 0,35 Nitrospira * 0,00 0,03

Proteobacteria 39,11 Proteobacteria Planctomycetes **% 2547 0,96 | 2,16 | 0,30 Planctomycetes ***| 5,36 | 0,48 | 27,67 2,05

Synergistetes Synergistetes Proteobacteria 41,62 1,39 HE Proteobacteria 1,17 1,17

Verrucomicrobia Verrucomicrobia 0,81 | 0,17 | 1,56 | 0,29 0 obia 1,30 | 0,40 | 0,80 | 0,16
E F G H

Filos S6 N4 Filos S7 N5 Filos S8 N6 Filos S9 N7
Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteria Acidobacteria 19,06 | 2,81 | 24,00| 1,47

Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetes **%110,51| 0,50
Proteobacteria *** 52,911 1,45
048 [ or

Actinobacteria

[ 000

Deinococcus-Thermus -

| [722]

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetes

Proteobacteria
Verrucomicrobia

Actinobacteria

Nitrospira

Planctomycetes ** 17,33
Proteobacteria *¥*%142,48

Actinobacteria

Deinococcus-Thermus

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Planctomycetes
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Proteobacteria
Verrucomicrobia




Filos N8

Acidobacteria | *** 043 |3630| 05| Tabla 57. Composicion de los filos bacterianos de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo
Actinobacteria 001133 1%V gnaerobio (suelo N) en cada uno de los muestreos.
.
| Cada tabla (A-l) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2,
| donde se presentan las medias (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de color (de
Deinococcus-Thermus -

menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar se representa en las columnas adyacentes (color
blanco). Los grados de significacion de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se indican
con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente.

Gemmatimonadetes
Nitrospira
Planctomycetes 1,68 | 0,21
Proteobacteria **%132,85| 0,53

Verrucomicrobia 1,64 | 0,17
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Clase S2 NO Clase S3 N1 Clase S5
Gp1 ** 10,76 | 0,12 0,05 Gp10 Gpl ** 11,15 [ 0,27
Gp10 *x | 0,90 | 0,12 | 0,24 | 0,11 Gp17 Gp10 0,26 0,08
Gpl7 1,43 [ 0,00] Gpll
Gp25 0,35 1 1,13 [ 044 0,33 | Gp17 *
Gp3 0,60 | 0,16 | 0,69 | 0,14 [ 0,06 ] Gp18
Gp4 ** 1482 |068| 1,22 |06 Gp2
Actinobacteria Gp22
Gp25 *
Actinobacteria Gp3 ** 10,41 |013]| 1,66 | 0,25
Gp4 ***1 427 1038| 1,03 [ 0,21
Actinobacteria Deinococci Gp5 **k | 218 [ 0,30 | 0,19 | 0,08
Gp6 **k 11951 1,14 | 6,49 | 0,93

Deinococci

Deinococci

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Alphaproteobacteria

18,10

Betaproteobacteria

10,13

15,00
0,00 [ 0,23 | 0,05 Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes 0,86 | 2,32 | 0,26 Nitrospira
Nitrospira 0,36 | 0,10 | 0,25 | 0,14 Planctomycetacia
Planctomycetacia 1,86 [ 0,46 | 1,00 | 0,28 Alphapr bacteria
Alphaproteobacteria | *** 0,28 |23,33| 1,21 Betaproteobacteria
Betapr bacteria | ***| 2,47 | 0,44 |11,58]| 1,17 Deltapr bacteria
Deltaproteobacteria | ** 0,24 | 3,51 | 0,45 Epsilonp bacteria
Epsilonproteobacteria 0,00 | 2,37 | 0,37 Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria 0,21 | 8,48 | 0,38 Spartobacteria
Synergistia 0,72 Subdivision3
Opitutae 0,32 Subdivision5

Spartobacteria

Subdivision3
Verrucomicrobiae

*

Deltaproteobacteria
Spartobacteria

4,75

Actinobacteria

Deinococci

Gemmatimonadetes

Nitrospira
Planctomycetacia
Alphaproteobacteria * 114,09| 0,84 | 17,97 0,67
Betaproteobacteria 8,65 | 063 8,19 | 0,75
Deltapr bacteria 3,16 | 0,57 | 3,58 | 0,12

Gammaproteobacteria
Opitutae
Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae




Clase S6 N4 Clase S8 Clase
Gpl 0,25 | 008 [ 0,22 ] 008 Gpl 0,31 [ 011 Gpl [ 0,04]
Gp10 Gp10 0,14 Gp10
Gpi1 Gpl7 ok 0,06 Gpl5 [ 0,00]
Gpl7 Gp25 Gpl7
Gp18 Gp3 0,81 | 0,11 1,69 | 0,58 Gp25
Gp25 Gp4 2,36 Gp3 1,28 [ 026 | 1,43 | 032
Gp3 #xx| 749 | 048 | 1,06 [ 0,14 Gp5 * | 0,52 Gp4 1,39 [ 023 2,01 | 0,22
Gp4 0,63 | 011 0,82 | 0,31 Gp6 ***121,70| 0,62 | 15,20( 0,17 Gp5 0,20 | 0,07 [ 0,30 | 0,10
Gp5 0,45 | 0,09 | 0,21 | 0,06 Gp6 11,91 2,42 | 15,78 1,06
Gp6 4,83 | 050 5,23 | 0,60
Gp7 0,35 | 0,13 | 0,13 | 0,08 Actinobacteria
Actinobacteria Actinobacteria
Actinobacteria

Deinococci

Deinococci

Gemmatimonadetes
Nitrospira

Deinococci

Gemmatimonadetes

Deinococci

Gemmatimonadetes Planctomycetacia ** 114,40 Nitrospira 0,34 [ 0,04 | 0,37 | 0,18 Gemmatimonadetes

Nitrospira Alphaproteobacteria | ** | 17,44 Planctomycetacia ** 17,33 Nitrospira
Planctomycetacia Betaptr bacteria | ***[17,77] 0,42 | 8,36 | 0,27 Alphaproteobacteria | ** | 36,25 Planctomycetacia
Alphaproteobacteria Deltapr bacteria | ***| 8,67 [ 0,61 | 3,49 | 0,40 Betaproteobacteria 1,41 | 011 | 2,20 | 0,70 Alphapr teria
Betaproteobacteria Gammaproteobacteria 10,53 Deltaproteobacteria 2,20 | 047 | 2,15 | 0,30 Betaproteobacteria 4,82 | 1,21 2,97 | 067
Deltaproteobacteria Opitutae Gammaproteobacteria Deltapr teria 6,52 | 1,81 | 1,90 | 0,27
Gammaproteobacteria Spartobacteria Opitutae Gammaproteobacteria

Opitutae
Spartobacteria

Subdivision3
Verrucomicrobiae

Subdivision3
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Spartobacteria
Subdivision3
Verrucomicrobiae

Opitutae
Spartobacteria

Subdivision3
Verrucomicrobiae




Clase

Gp1

Gp10 039
Gpl11 [ 0,00]

Gp17 0,44 0,18
Gp18

Gp2 [ 0.0 |

Gp22

Gp25 *

Gp3 1,38 [ 038 0,86 [ 0,14
Gp4 5,13 | 0,82 | 3,66 | 0,24

Actinobacteria

Tabla 58. Composicion de las clases bacterianas de suelo control (suelo S) y suelo tratado con lodo
anaerobio (suelo N) en cada uno de los muestreos.

Cada tabla (A-I) corresponde a un muestreo, del 0 al 8 en el que el primer suelo control corresponde a S2,
donde se presentan las medias (n=4) de los valores de abundancia porcentual con un gradiente de color
(de menor a mayor: azules, amarillos y rojos). El error estandar se representa en las columnas adyacentes
(color blanco). Los grados de significacion de las diferencias entre las tasas porcentuales de consumo se
indican con asteriscos (*, **, ***) correspondientes a P<0,05; P<0,01; P<0,001; respectivamente.

Deinococci
Gemmatimonadetes )
Nitrospira 0,46 | 0,12| 0,28 | 0,09
Planctomycetacia 1,68 [ 0,21 2,04 | 0,38
Alphapr bacteria | ***|18,92| 0,72 [ 34,10( 0,95
Betaproteobacteria | ***| 6,91 | 0,37 | 2,56 | 0,59
Deltaproteobacteria 2,16 [ 045| 1,29 | 0,22
Gammaproteobacteria 1,91 | 0,17
Opitutae 1,16 | 0,23
Spartobacteria 0,16 | 0,15
Subdivision3 0,79 | 0,36
Verrucomicrobiae 0,24 | 0,15
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ANEXO 4. Analisis de correlaciones

. . . Estabilidad ) Humedad | Temp. Humedad .
Cog [Pl [Lp2 | R | Cy |P pH |Conductividad|N Total |Amonio | Nitrito Porosidad [WHC . .. Precipitacion
agregado suelo media | atmosférica

A. protocatéquico|-0,40(-0,38|-0,40]|-0,28| -0,16 [-0,13| 0,23 -0,18 -0,24 -0,03 -0,12 -0,37 -0,69 [-0,20 0,22 0,01 0,12 0,02
A. citrico -0,32(-0,32(-0,32(-0,32| -0,23|-0,13| 0,26 -0,16 -0,41 -0,17 | -0,04 -0,33 -0,20 |0,32 -0,02 0,02 0,12 0,10
A. oxélico -0,26(-0,20(-0,13(-0,18| -0,04|-0,08| 0,13 -0,10 -0,16 0,03 0,01 -0,49 -0,63 | 0,01 0,09 0,03 0,03 0,16
A. mélico -0,51]-0,23|-0,36(-0,44| -0,27|-0,16| 0,39 -0,20 -0,42 -0,12 | 0,09 -0,62 -053 [-0,07| -0,14 -0,06 0,01 -0,03
Arginina 0,2810,11]0,05| 0,20 0,10 | 0,04 -0,22 0,19 0,16 -0,08 -0,21 0,51 0,49 0,44 0,21 -0,09 0,09 -0,08
Alanina 0,271 0,10 0,25| 0,31 0,25 | 0,15 (-0,21 0,16 0,30 0,08 -0,06 0,23 0,33 -0,29 -0,04 0,11 -0,15 -0,02
GABA 0,07|0,12|0,12| 0,01| 0,02 | 0,10| 0,01 0,07 0,09 0,03 0,04 0,10 039 [-0,23] -0,16 0,09 -0,13 -0,11
Lisina 0,05|0,07) 0,00 0,02]-0,09| 0,04 [-0,04 0,14 0,04 -0,08 | -0,05 0,15 0,29 0,03 0,05 -0,08 0,08 -0,09
Trehalosa 0,26(0,34( 0,27|0,20| 0,07 | 0,07 [-0,23 0,07 0,15 0,00 0,09 0,59 0,53 0,21 -0,08 -0,01 -0,05 -0,08
NAG 0,141 0,14 0,07| 0,13 [-0,03| 0,12 -0,24 0,17 0,15 0,05 -0,04 0,21 0,20 0,52 0,39 -0,34 0,38 0,14
Galactosa 0,17/ 0,22/ 0,21| 0,12 | 0,06 | 0,07 |-0,16 0,04 0,06 0,06 0,02 0,12 0,44 0,03 -0,11 0,08 -0,11 -0,01
Arabinosa 0,28]0,26|0,24(0,19] 0,13 | 0,01 |-0,05 0,10 0,19 0,02 0,33 0,22 047 |-0,28] -0,29 0,10 -0,21 -0,16
Fructosa 0,34 0,26(0,41|0,30| 0,37 | 0,17 [-0,34 0,23 0,31 0,24 0,07 0,12 0,44 -0,09 -0,21 0,14 -0,32 -0,01
Glucosa 0,37] 0,06 0,22|0,29| 0,15 | 0,08 | 0,01 -0,07 0,22 0,12 -0,03 0,19 0,38 -0,25 -0,13 0,06 -0,11 0,01
RB 0,47|0,29| 0,48 0,43 | 0,48 | 0,36 |-0,53 0,28 0,55 0,51 | -0,04 0,09 0,44 0,01 0,14 0,02 0,18 0,41
Biomasa 0,64] 0,37 (0,62 | 0,65]| 0,48 | 0,40 |-0,64 0,32 0,78 0,59 | -0,18 0,26 0,40 |-0,13 0,32 -0,08 0,22 0,46

Tabla 59. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a las tasas de consumo, respiracion basal y
biomasa microbiana.
Coeficientes r de Pearson, el nivel de significacién P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja.
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. . . .| Humedad C
Cog | LP1| C | P pH |Conductividad | C/N |N Total [Amonio | Nitrato | WHC|T. media , . | Precipitacion
atmosférica
Acidobacteria -0,16(-0,11| 0,09 |-0,20( 0,26 -0,07 0,14( -0,20 0,00 0,00 (052 -0,23 0,43 0,14
Actinobacteria 0,04 (-0,06( 0,07 | 0,26 (-0,20 0,21 0,11 0,04 -0,01 0,04 (-0,43| 0,25 -0,28 -0,08
Bacteroidetes 0,28 0,01 -0,01 | 0,24|-0,11 -0,04 -0,15| 0,21 0,05 0,02 (-0,19| 0,43 -0,47 -0,11
Chloroflexi 0,22 (0,07 | 0,10 | 0,14 |-0,35 0,06 -0,06| 0,26 0,34 -0,11 |-0,01| 0,14 0,02 0,38
Cyanobacteria -0,18/-0,02| -0,11 |-0,06|-0,05 -0,11 0,02 -0,24 -0,05 -0,05 |-0,31| 0,20 -0,33 -0,15
Deinococcus-Thermus |-0,02| 0,14 | 0,08 | 0,12 |-0,43 0,44 0,40 0,17 -0,01 0,55 (0,39 -0,04 0,14 0,02
Firmicutes 0,10(-0,01| 0,12 | 0,44 (-0,38 0,60 0,48 0,32 0,29 0,43 |(0,05| 0,05 0,01 0,09
Gemmatimonadetes |-0,10| 0,09| 0,43 | 0,03| 0,04 0,20 0,20 0,14 0,21 0,33 |0,17| -0,11 0,30 0,10
Nitrospira 0,020,421 0,05 | 0,18 |-0,35 0,26 0,23 0,23 0,23 0,50 (0,58 0,10 -0,14 -0,08
Planctomycetes -0,11(-0,08( -0,15 |-0,15| 0,07 -0,25 -0,25| -0,19 -0,19 -0,25 |-0,47| 0,11 -0,42 -0,27
Proteobacteria 0,15 0,15 | -0,20 |-0,02|-0,02 -0,18 -0,35| 0,07 -0,11 -0,21 |-0,31( 0,03 -0,15 -0,06
Synergistetes 0,73 | 0,00( 0,26 | 0,45|-0,39 -0,07 -0,241 0,74 0,98 -0,15 |-0,26( 0,00 0,50

Verrucomicrobia 0,28 0,15 -0,06 |-0,11|-0,07 -0,14 -0,21| 0,20 -0,13 -0,11 |0,02( 0,00 0,20 0,29

Tabla 60. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a la abundancia relativa de los filos bacterianos.
Coeficientes r de Pearson, el nivel de significacion P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja.
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- ) _ ) Estabilidad . Humedad . | Humedad .
Corg | Lp1 | Lp2 R Csol | P pH [ Conductividad [ C/N |N Total |[Amonio | Nitrito | Nitrato Porosidad | WHC T. media . . | Precipitacion
agregado suelo atmosférica
Gpl |-0,40(-0,18]-0,33|-0,25| 0,04 |-0,09]| 0,39 -0,03 0,17 -0,23 0,03 0,06 0,12 -0,55 -0,50 -0,25 0,07 -0,07 0,11 0,22
Gp10] 0,20 {0,241 0,05| 0,10 | -0,01 |-0,08|-0,08 -0,02 0,01 0,04 -0,09 0,35 -0,06 0,18 0,00 0,53 -0,27 0,06 0,02 -0,09
Gp17 |-0,43|-0,12]-0,22]-0,39| 0,38 |-0,40] 0,35 -0,03 -0,01| -0,42 -0,07 -0,12 -0,22 -0,67 -0,24 |-0,24 0,23 -0,40 0,52 0,06
Gp11|-0,26|-0,15|-0,18(-0,41| 0,65 [-0,28 0,31 0,45 0,44 -0,45 -0,12 0,19 0,32 -0,22 0,56 -0,18 -0,07 -0,29 0,37 -0,16
Gp16 |-0,25| 0,21 |-0,12|-0,27( -0,41 |-0,11| 0,37 -0,21 0,01 -041 0,03 0,32 0,13 0,10 -0,49 0,10 -0,19
Gp17 | 0,35 [-0,36|-0,09|-0,03| 0,26 | 0,23 |-0,01 0,53 0,62 0,12 0,35 0,36 0,37 -1,00 -0,77 0,93 0,47 -0,22 0,59 0,32
Gp18 |-0,10(-0,10(-0,04]-0,04| 0,00 | 0,26 [-0,05 0,10 0,04 0,07 0,25 -0,18 -0,02 -0,33 0,13 0,24 0,31 -0,18 0,37 0,27
Gp19 |-0,48|0,17 | 0,29 |-0,50( 0,84 |-0,53| 0,22 0,58 -0,04 |-0,32 0,12 -0,23 0,48 -0,15
Gp2 |-0,06(0,14 |-0,24] 0,23 | -0,10 (-0,10| 0,06 -0,14 -0,10| -0,39 -0,37 -0,10 -0,01 0,32 0,02 0,92 0,15 0,00 0,09 -0,12
Gp22 |-0,32|-0,22]-0,18(-0,33| 0,53 [-0,14| 0,26 0,41 0,65 -0,48 -0,03 0,11 0,38 -0,59 0,13 0,34 0,01 -0,13 0,22 -0,16
Gp25 |-0,22(-0,16|-0,30|-0,36| 0,09 |-0,07|-0,06 0,19 0,44 -0,22 0,13 0,41 0,35 -0,70 -0,05 0,28 0,04 -0,16 0,20 -0,01
Gp3 |-0,18(-0,18|-0,20]-0,27| -0,30 (-0,19] 0,29 -0,23 -0,16| -0,31 -0,28 -0,06 -0,25 -0,06 0,09 -0,17| -0,33 0,21 -0,24 -0,22
Gp4 | 0,09]0,04|0,06]|0,09]-0,11]0,12 (0,01 -0,10 0,01 0,16 0,27 0,15 0,08 -0,15 -0,37 0,29 0,29 -0,15 0,27 0,35
Gp5 |-0,42(-0,13]-0,36]-0,30| -0,10 (-0,23| 0,47 -0,20 -0,02| -0,24 -0,05 -0,03 -0,08 -0,49 -0,76  |-0,39 0,27 -0,33 0,31 0,13
Gp6 |-0,12(-0,09|-0,22]-0,18| 0,15 |-0,22] 0,22 -0,02 0,17 -0,19 -0,03 0,16 0,03 -0,13 -0,07 0,55 0,13 -0,24 0,42 0,09
Gp7 | 0,19]0,03|/0,08]0,23] 0,07 |0,19 |-0,11 -0,06 -0,06 0,31 0,35 0,09 0,00 -0,02 -0,13 0,39 0,27 -0,09 0,46 0,51
Gp9 |-0,11/0,04|0,01]-0,15| 0,54 [-0,12]0,10 0,14 0,18 -0,18 0,17 0,02 0,07 -0,49 0,31 0,33 0,13 -0,24 0,46 0,05

Tabla 61. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a la abundancia relativa de las clases bacterianas

).

Coeficientes r de Pearson, el nivel de significacién P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja.
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. ) 5 Estabilidad ) Humedad . | Humedad .
Corg | Lp1 | Lp2 R Csol | P pH | Conductividad | C/N |N Total |Amonio | Nitrato Porosidad | WHC T. media ., . _|Precipitacion
agregado suelo atmosférica

Actinobacteria 0,07 1-0,04]0,15] 0,06 | 0,09 |0,25 |-0,21 0,21 0,10 0,06 -0,01 0,04 -0,20 0,18 -0,42 -0,11 0,25 -0,28 -0,08
Bacteroidia 0,78 | 0,01 }0,73 ] 0,67 | 0,38 ['0,78]-0,46 0,23 -0,06 | 0,81 0,87 -0,02 -0,36 -0,09 [-0,11 0,45 0,08 0,41 0,95
Flavobacteria 0,34 1-0,13]0,14|0,18 | -0,09 |-0,08] 0,13 -0,23 -0,33| 0,12 -0,15 -0,18 0,39 -0,30 [-0,74 0,19 0,05 -0,14 -0,10
Sphingobacteria 0,211-0,03]0,03]0,22]-0,05(0,19 |[-0,06 -0,06 -0,10 0,12 -0,01 0,03 -0,01 -0,01 -0,08 -0,11 0,45 -0,46 -0,15
Anaerolineae 0,21]-0,08|0,13 (0,32 0,13 | 0,22 |-0,35 0,08 -0,04| 0,37 0,47 -0,03 -0,09 -0,02  [-0,04 0,23 0,04 0,20 0,53
Chloroflexi 0,02 10,13 ]0,08|0,08|-0,11-0,19] 0,00 -0,15 -0,19| 0,07 -0,21 -0,15 0,34 -0,45 [-0,16 0,23 -0,17 0,43 0,32
Thermomicrobia -0,15]0,241-0,02|-0,15] -0,13 {-0,29( 0,17 -0,10 0,00 -0,21 -0,23 -0,14 -0,56 0,01 -0,09 -0,17
Cyanobacteria -0,181-0,02-0,01(-0,26( -0,11 |-0,06|-0,05 -0,11 0,02 -0,24 -0,05 -0,05 -0,23 0,01 -0,31 -0,24 0,20 -0,33 -0,15
Deinococci -0,01]0,14 [-0,10{ 0,16 | 0,08 | 0,12 |-0,43 0,44 0,39| 0,18 -0,01 0,54 0,37 0,11 0,38 0,21 -0,04 0,15 0,02
Bacilli -0,01]-0,10{0,01 (0,09 | 0,00 | 0,31 |-0,08 0,40 0,35| 0,11 0,02 0,28 -0,28 -0,10 [-0,21 0,08 0,02 -0,09 -0,11
Clostridia 0,20(0,12]0,14]0,30 | 0,19 | 0,36 |-0,53 0,51 0,36 0,39 0,41 0,36 -0,04 0,12 0,25 0,16 0,05 0,11 0,27
Erysipelotrichi 0,75 [-0,18]| 0,74 | 0,91 0,64 [ 0,84 |-0,54 0,37 0,21) 0,84 0,91 0,26 -0,93 -0,95 [-0,26 0,39 0,33 0,16 0,82
Gemmatimonadetes |-0,08]|0,10 | 0,05 [0,07 | 0,44 | 0,03 [ 0,03 0,20 0,19| 0,15 0,20 0,33 -0,17 -0,08 0,17 0,14 -0,11 0,30 0,10
Nitrospira 0,0310,42]0,15(0,22 | 0,06 | 0,18 |-0,35 0,26 0,22 0,23 0,22 0,49 -0,10 0,11 0,58 -0,02 0,10 -0,14 -0,08
Planctomycetacia -0,09]-0,07(-0,05(-0,20| -0,14 |-0,15| 0,06 -0,25 -0,26| -0,18 -0,19 -0,25 0,12 0,14 -0,47| -0,17 0,12 -0,42 -0,27
Alphaproteobacteria | 0,19 [0,33 0,22 0,24 | 0,13 (0,10 |-0,31 0,25 0,23| 0,28 0,19 0,27 -0,01 -0,26 0,09 0,04 -0,06 0,32 0,19
Betaproteobacteria 0,171]-0,13]0,07 0,091 -0,15 |-0,07| 0,19 -0,26 -0,36| -0,05 -0,20 -0,33 0,27 0,34 -0,26 -0,19 0,20 -0,31 -0,16
Deltaproteobacteria | 0,02 |-0,03] 0,03 |-0,13| -0,30 |[-0,18] 0,22 -0,36 -0,33| -0,22 -0,23 -0,42 0,18 0,21 -0,26| -0,37 0,22 -0,33 -0,21
Epsilonproteobacteria | 0,73 | 0,00 | 0,60 | 0,62 | 0,25 [ 0,45 |-0,38 -0,07 -0,24| 0,73 0,98 -0,16 -0,93 -0,95 [-0,26 0,43 -0,01 0,51 1,00
Gammaproteobacteria |-0,08 [-0,04| 0,01 [-0,04] -0,17 |-0,02] 0,09 -0,21 -0,29| -0,06 -0,13 -0,15 0,32 0,34 -0,35 0,02 -0,08 -0,29 -0,14
Synergistia 0,73/0,00]0,61]0,62| 0,26 [0,45|-0,39 -0,07 -0,24| 0,74 0,98 -0,15 -0,93 -0,95 [-0,26 0,44 0,00 0,50 1,00
Opitutae 0,26 | 0,200,15|0,13 | -0,29 |-0,16] 0,15 -0,41 -0,37| -0,01 -0,16 -0,39 0,40 -0,34 0,47 0,19 -0,12 0,35 0,21
Spartobacteria 0,3410,200,36 0,38 | 0,01 | 0,00 |-0,19 -0,14 -0,25 0,37 0,00 -0,06 0,35 -0,45 -0,12 0,21 0,10 0,15 0,37
Subdivision 5 0,70 |-0,24]1 0,68 | 0,95 | 0,70 [ 0,92 |-0,55 0,53 0,39 0,82 0,81 0,42 -0,93 -0,95 -0,26 0,39 0,38 0,07 0,70
Verrucomicrobiae 0,15]0,05]0,15|0,11 | -0,12 |-0,19] 0,04 -0,26 -0,31| 0,08 -0,23 -0,24 0,33 -0,58 [-0,09 0,36 -0,19 0,37 0,25

Tabla 62. Matriz de correlaciones de Pearson de las variables edaficas y ambientales frente a la abundancia relativa de las clases bacterianas

(11).

Coeficientes r de Pearson, el nivel de significacién P<0,05; P<0,01 y P<0,001; se representan respectivamente en verde, amarillo y naranja.
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ANEXO 5. Cebadores.

| Nombre

Cebador reverso

Hibridacion con 16S

| V5R-454

CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG

CCGTCAATTYYTTTRAGTTT

| Nombre Cebador lider MID Hibridacién con 16S
V4f-S0 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGAGTGCGT  AYTGGGYDTAAAGNG MID1
Vaf-S1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGACGCACTC  AYTGGGYDTAAAGNG MID3
Vaf-S2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCACTGTAG  AYTGGGYDTAAAGNG MiID4
V4f£-S3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATATCGCGAG  AYTGGGYDTAAAGNG MID6
Vaf-s4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGTGTCTCTA AYTGGGYDTAAAGNG MID7
V4f£-S5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTCTATGCG AYTGGGYDTAAAGNG  MID10
V4f-S6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CATAGTAGTG  AYTGGGYDTAAAGNG  MID13
Vaf-S7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCACGTACTA AYTGGGYDTAAAGNG  MID16
V4f-S8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCTACGTAGC AYTGGGYDTAAAGNG MID18
V4f£-S9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCACGCGAGA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID66
V4f-510  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGATAGTGA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID67
V4f-B0O  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGTACTCAGA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID59
V4f-B1  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGCTCACGTA  AYTGGGYDTAAAGNG MID51
V4f-B2  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTGAGTAGT AYTGGGYDTAAAGNG  MID47
V4f-B3  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGATCGTATA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID55
V4f-B4  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTGCTACGA  AYTGGGYDTAAAGNG MID54
V4f-B5  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TAGTCGCATA  AYTGGGYDTAAAGNG MID63
V4f-B6  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGCACTAGT  AYTGGGYDTAAAGNG  MID43
V4f-B7  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGCGTATACA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID57
V4f-B8  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTATACATA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID52
V4f-B9  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TATATATACA AYTGGGYDTAAAGNG  MID64
V4f-B10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG AGTCGAGAGA AYTGGGYDTAAAGNG MID53
V4f-A0  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATACGACGTA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID15
V4f-A1l  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGTACTACTC AYTGGGYDTAAAGNG  MID19
V4f-A2  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGACTACAG AYTGGGYDTAAAGNG  MID20
V4f-A3  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGAGTATG  AYTGGGYDTAAAGNG  MID22
V4f-A4  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACTCTCGTG AYTGGGYDTAAAGNG  MID23
V4f-A5  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGTCGCTCG AYTGGGYDTAAAGNG  MID25
V4f-A6  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACATACGCGT  AYTGGGYDTAAAGNG MID26
V4f-A7  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTACTATGT  AYTGGGYDTAAAGNG  MID28
V4f-A8  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGTACAGTCA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID58
V4f-NO  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ATAGAGTACT AYTGGGYDTAAAGNG MID33
V4f-N1  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CACGCTACGT AYTGGGYDTAAAGNG MID34
V4f-N2  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TACGCTGTCT AYTGGGYDTAAAGNG  MID40
V4f-N3  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TCGATCACGT  AYTGGGYDTAAAGNG MID42
V4f-N4  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTGTACAGT  AYTGGGYDTAAAGNG  MID29
V4f-N5  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG TGACGTATGT AYTGGGYDTAAAGNG  MID46
V4f-N6  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CGCAGTACGA  AYTGGGYDTAAAGNG MID56
V4f-N7  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACAGTATATA  AYTGGGYDTAAAGNG MID48
V4f-N8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACGCGATCGA AYTGGGYDTAAAGNG MID49
V4f-LAE CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG ACTAGCAGTA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID50
VAf-LANAE CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTACGCTCTA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID60
V4f-BC  CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG CTATAGCGTA  AYTGGGYDTAAAGNG  MID61

Tabla 63. Cebadores utilizados en la pirosecuenciacion.
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