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1. RESUMEN

La agricultura cada vez precisa de practicas mas responsables con el medio
ambiente, buscando darle nuevas salidas a diferentes tipos de residuos a través del
compostaje. De aqui nace la necesidad de conocer el potencial de una nueva
técnica de compostaje conocida como Effective Microorganisms (EM), la cual se
constituye como una enmienda capaz de favorecer la proliferacion de la microbiota,
incrementandose en el medio para buscar la movilizacion de determinados
nutrientes en formas poco degradables. A partir de estas premisas, este estudio
contrasta el efecto de diferentes enmiendas (mantillos de encinar y pinar,
Microorganismos de Montafia sélidos de encinar, compost de alperujo y humus de
lombriz) para comparar el crecimiento de plantulas en microcosmos y el papel de la
diversidad microbiana mediante la identificacion de los grupos funcionales de mayor
valor degradativo, aplicando de forma adicional posos de café (Spent Coffee
Grounds, SCG) como fuente de materia organica poco degradable (compuestos
lignoceluloliticos). La enmienda preparada de EM y humus de lombriz muestran
respectivamente los mayores beneficios tanto en la degradacién in situ de SCG y
crecimiento vegetal con respecto a los controles. En términos de grupos funcionales
microbianos, destacan MMse por la gran presencia de hongos lignoceluloliticos, y HL

destaca por la gran abundancia de actinobacterias.

ABSTRACT

Agriculture increasingly requires more responsible practices with the environment,
seeking to give new outlets to different types of waste through composting. Hence
the need to know the potential of a new composting technique known as Effective
Microorganisms (EM), which is constituted as an amendment capable of favoring the
proliferation of the microbiota, increasing in the medium to seek the mobilization of
certain nutrients. in slightly degradable forms. Based on these premises, this study
contrasts the effect of different amendments (holm and pine mulches, solid mountain
holm-oak microorganisms, alperujo compost and worm humus) to compare the
growth of seedlings in microcosm and the role of diversity. microbial by identifying the
functional groups with the highest degradative value, additionally applying coffee
grounds (Spent Coffee Grounds, SCG) as a source of poorly degradable organic

matter (lignocellulolytic compounds). The amendment prepared from EM and
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vermicompost show respectively the highest benefits both in the in situ degradation
of SCG and plant growth with respect to the controls. In terms of microbial functional
groups, MMse stands out for the great presence of lignocellulolytic fungi, and HL

stands out for the great abundance of actinobacteria.

2. INTRODUCCION
2.1. Antecedentes

En las ultimas décadas, los problemas de pérdida de fertilidad, contaminacién por
fitosanitarios en suelos de caracter agricola y deterioro de sus ecosistemas, se han
acrecentado de manera sin igual debido en gran medida, a las malas préacticas
agricolas (Rosenstein et al. (2007)) ya sean por desconocimiento, precariedad
econdémica o simple desinterés. A todo esto se le suma el hecho de que la
demanda de alimentos aumenta, ya sea para alimentar el ganado a nivel mundial u
otros factores que afectan al crecimiento demografico humano. Como solucién para
paliar este problema contamos con una técnica en consonancia con la agricultura
de conservacibn y ecolégica conocida como Effective Microorganism
(microorganismos efectivos), que consiste en la inoculacion de microbiota obtenida
de un ecosistema terrestre maduro, principalmente de bosques bien consolidados.
Dicha inoculacion se realiza mediante la preparacién de un sustrato donde prolifera
ésta microbiota, y su posterior mezcla con el suelo a tratar en forma de enmienda
organica que incrementa la tasa de descomposicion de la materia organica
presente en la zona considerada, incrementando de esta manera, la cantidad de
nutrientes en forma mineralizada, los cuales son asimilados por las plantas y
dando por tanto, un aumento neto de la produccion primaria. El potencial de los EM
también se extiende al ambito de la degradacion de residuos organicos derivados
de las actividades humanas como son los restos de comida (Sekeran et al. (2017)),

entre otros.

Utilizamos el término "microorganismos eficaces" o EM, para denotar cultivos
mixtos especificos de microorganismos conocidos y beneficiosos que se utilizan
eficazmente como inoculantes microbianos. Este material (EM), una vez que ha
sido tratado apropiadamente en el laboratorio, se puede utilizar sélo, como té,
aplicandolo al compost, a estiércol animal u otros tipos de materiales organicos de
tipo “raw” con destino el suelo de cultivo, e incrementar su biodegradabilidad y



liberacién de nutrientes esenciales.

En términos generales, los EM se pueden dividir en cinco grandes grupos
(Tanya Morocho & Leiva-Mora, (2019)):

1. Bacterias de &cido lactico (BAL) — organismos anaerobios, aerotolerantes
que se caracterizan por liberar acido lactico como metabolito secundario
de la fermentacion de carbohidratos (Souza et al. (2015)). Ademas, se
desarrollan en un amplio rango de pH (Soto et al. (2017)).

2. Bacterias fotosintéticas — organismos autoétrofos que obtienen C a partir
de exudados de la raiz y como fuente de energia emplean la radiacion

solar o el calor del suelo donde se encuentra (Su et al. (2017))

3. Levaduras— organismos mas generalistas en cuanto a la fuente de
energia. Presentan ciertas sinergias con las bacterias fotosintéticas y
BAL debido a que la cadena metabdlica que forman da lugar a la
formacion de compuestos organicos con propiedades antifiUngicas y

antimicrobianas (Meena & Meena (2017)).

4. Actinomicetos — organismos con un cierto parecido a los hongos, de
gran utilidad en compostaje debido a su capacidad para solubilizar
estructuras vegetales, fungicas o exoesqueletos de insectos. Ademas,
géneros como Streptomyces, se caracterizan por liberar compuestos
organicos que impiden el crecimiento micelial de ciertos fitopatégenos
(hongos) (Chaurasia et al. (2017)).

Hongos fermentadores — organismos que se asocian a un incremento del
contenido en nutrientes minerales del suelo por su gran actividad
descomponedora. Resultan, ademas, ser antagonistas de un gran namero
de fitopatégenos. Destacan el género Penicilum, en la degradacion de la
lignina y la celulosa, la capacidad de secretar enzimas extracelulares,
tolerantes a pH &cidos y su rapido crecimiento, por lo qgue son comunes en
micro-ecosistemas tropicales (El-Gendy et al. (2017)); y por otro lado el
género Trichoderma por su papel como agentes biocontroladores por
competencia 0 microparasitismo entre otros mecanismos de feedback
negativo (Horwath (2017)).



Se ha demostrado que la inoculacién de los cultivos con EM al ecosistema
suelo/planta puede mejorar la calidad y la salud del suelo, asi como el crecimiento,
el rendimiento y calidad de los cultivos (Olle & Williams (2013)). Por otro lado, la
aplicacion foliar de estos EM puede incrementar la produccion de biomasa neta
producida (Bzdyk et al. (2018)).

Esta microbiota desempefia un papel fundamental en el suelo inoculado, como, por
ejemplo, favorecer la degradacion de compuestos organicos y solubilizaciéon de
nutrientes inorganicos, actuar como un supresor de posibles enfermedades
(fitopatdgenos) y por ultimo la inoculacién da lugar a un crecimiento exorbitante de
las poblaciones de microorganismos fotosintéticos y fijadores de nitrégeno
aumentando la eficiencia del cultivo (Higa & Wididana (1991)). Especificamente
sobre los cultivos agricolas se ha constatado una notoria mejora en la germinacion
de semillas, la floracién, el crecimiento y desarrollo de los frutos, la produccion
bruta biomasa y éxito de reproduccion. La inoculacién también supone un
incremento en la tasa de respiracion del suelo (Shin et al. (2017)). Este efecto de
EM junto con la aplicacion de las cantidades correspondientes de NPK para el
cultivo, muestra mayores desarrollos vegetativos, en comparacion con la aplicaciéon
de los fertilizantes NPK sin EM (Javaid & Bajwa (2011)). Otros estudios se centran
en la capacidad de los EM para reducir o aliviar el estrés ambiental al que estan

sometidas las plantas en su entorno natural (Iriti et al. (2019)).

La diversidad presente en un preparado de EM compartird ciertos grupos
funcionales microbiolégicos y diferird en otros, en comparacién con otros

preparados de EM o compost de cualquier indole (Santos et al. (2020)).

Todos estos beneficios de la microbiota aplicada se traducen indudablemente en
ahorro econémico, una disminucion de la contaminacién de suelos y aguas por
agroquimicos, y por supuesto, un incremento de la produccion de alimentos

destinados tanto al consumo humano como a la ganaderia.

2.2. Justificacion

De acuerdo con lo anterior, este trabajo se sustenta en base a la necesidad de
conocer el potencial de los EM como enmienda organica en comparacién con
sustratos organicos y minerales de diversa indole. A todo esto, se le suma el deseo

de encontrar formas alternativas para la degradaciéon de ciertos compuestos



organicos, limitado en su biodegradabilidad, como puede ser el caso de los posos 0
residuos de SCG, todo ello por accion de la microbiota existente en la enmienda.

De este modo, se le da un nuevo uso a un residuo que es reservorio de nutrientes
que, tras algun proceso de transformacion, se hallan disponibles para su posterior
absorcion por las plantas. Estos posos (Spent Coffee Grounds, SCG) aplicados
directamente al suelo mejoran la fertilidad fisica del suelo y la concentracion de
materia organica (Comino et al. (2020)). La fitotoxicidad del medio aumenta
proporcionalmente a la concentracion de SCG por lo que otro objetivo a lograr es
determinar la presencia de potenciales organismos descomponedores de este
material recalcitrante, pues de este modo disminuye la fitotoxicidad y aumenta la
disponibilidad de nutrientes (Vela-Cano (2019)). Todo ello podria suponer no sélo la
conversion de residuos en otros productos comercializables en el @&mbito agricola,
sino, ademas, una puerta hacia un nuevo campo de investigacién enfocado en la
restauracion de paisajes, concretamente destinado a la recuperacion del microbiota
potencial de la zona en su estado ideal, potenciando de este modo la recuperacion
de ecosistemas y agrosistemas degradados.

2.3. Hipotesis de trabajo y Objetivos

La hip6tesis que aqui se plantea trata de demostrar que el crecimiento vegetal se ve
afectado por la biodiversidad microbiana en el suelo, como consecuencia de su
capacidad para degradar residuos recalcitrantes como los SCG, y de forma mas

eficiente frente a otro tipo de enmiendas organicas.
Objetivos secundarios:

1. Biodegradar SCG de modo que puedan ser transformados en
nutrientes asimilables por las plantas.

2. Estudiar el potencial de degradacibn de los EM sobre residuos
recalcitrantes con escasa biodegradabilidad.

3. Confirmar el papel beneficioso de los EM sobre el suelo y los cultivos

4. Conocer con mas detalle el papel de la biodiversidad microbiana en los

cultivos.



3. MATERIAL Y METODOS

Debido al amplio rango de areas de conocimiento que son requeridas para abordar

este estudio, éste se divide en una parte edafologica, mas centrada en el poder de

las enmiendas como biofertilizante; y otra parte microbiologica, cuyo objetivo gira

en torno a conocer la biodiversidad microbiana presente en cada una de las

siguientes enmiendas.

3.1. Fuentes de variacion

a) Sustratos o enmiendas. Para la realizacion del experimento se ha

b)

contado con 5 sustratos de naturaleza variada; compost de alperujo
(CA), humus de lombriz (HL), mantillo procedente de un encinar maduro
localizado en los alrededores del pantano del Quiebrajano (Me), mantillo
extraido de los pinares situados en el Parque Periurbano de la Cafada
de la Hazadillas, y por ultimo, una enmienda del mismo encinar
empleada como biofertilizante a partir de la técnica de EM (Effective
Microorganims) o MM (Microorganismos de Montafia) de acuerdo al
manual de Abonos Organicos y Biofermentos del Instituto Agro-Eco
Louis Bolk de Africa Oriental (Kalema & Chacén (2010)). En sintesis,
éste biofermento sélido de encinar (MMse) se obtuvo mezclando 3 kg de
mantillo fresco de encinar (capa O del horizonte Ecto-organico del suelo
de encinar bien conservado), 2,5 kg de salvado de trigo, 0,25 L de
melaza ecoldgica sin conservantes y 0,75 L de agua destilada. El
producto resultante consta de dos partes o tratamientos; uno aerobico,
que se deposita en un recipiente donde se revuelve la mezcla hasta la
pérdida completa de calor; y otro anaerobico, el cual se mantuvo en un
recipiente hermético durante 30 dias para que alcance la anaerobiosis
total. Una vez transcurrido este tiempo, se realiza una mezcla de ambos
tratamientos en proporcion 2 (MMse anaeroébico): 1 (MMse aerobico). La

dosis de enmienda fresca a afiadir se ajusta a un gramo de C.

Especie fisiol6gicamente contrastada: Guisante (Pisum sativum
L.) obtenido en una tienda especializada en la venta de
semillas. Esta especie ha sido seleccionada por su rapido
crecimiento y metabolismo contrastado, empleando su

crecimiento en biomasa radicular y aérea con el fin de



determinar la funcion de las enmiendas como biofertilizante. El
guisante pertenece a la familia botanica
Fabaceae/Leguminosae, perteneciendo ademas al grupo de las
herbaceas, por lo que precisan de una buena exposicion a la luz
solar y proliferan en ambientes prominentemente frios vy
hiamedos. Como requisitos prefieren suelos sueltos, con un

drenaje adecuado.

c) Posos de SCG (SCG): empleados en distintas concentraciones
en funcion del peso de la enmienda y la vermiculita (sustrato
mineral inerte) de modo que el peso final a afiadir a la maceta
sea de 40 g. Concentraciones empleadas: 0%, 5% y 10%;
equivalentes a0, 2y 4 g de (SCG) respectivamente.

3.2. Nivel de replicacion y unidades experimentales

3.2.1. Cultivo plantas de guisante

El ndmero de réplicas realizadas por combinacion de niveles de cada
fuente de variacion es 3 a excepcion del mantillo de encinar que solo
tendra las tres réplicas correspondientes a sustrato para una concentracion
de SCG del 0%. De modo que si el nUmero de unidades experimentales es
de 5 niveles de la fuente de variacion Sustratos o enmiendas x 1 nivel de la
fuente especie fisiol6gicamente contrastada x 3 niveles de la fuente de
variacion SCG x 3 réplicas = 45 unidades experimentales, menos las antes
mencionadas para el sustrato de pinar = 45 - 6 = 39. A esto hay que
sumarle tres blancos con diferentes concentraciones de SCG, lo que nos

da un total de 41 unidades experimentales.

3.2.2. Parte microbiologica

Para este caso, Unicamente se cuenta con los niveles de la fuente de
variacion enmiendas organicas y SCG, de modo, con un numero de
replicacion de 3, al que hay que afadirle los 5 niveles de replicacion del
factor de dilucion. De este modo tenemos que 5 niveles de la fuente de
variacion enmiendas organicas x 3 niveles de la fuente de variacion SCG x
niveles de la fuente de variacion factor de dilucion x 3 réplicas = 225

unidades experimentales.
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3.3. Procedimiento

3.3.1. Incubacién de las muestras

3.3.1.1. Preparacion de las semillas

Previamente a la introduccion de las semillas en los microcosmos, éstas
fueron sometidas a un pretratamiento consistente en la humectacion de
las semillas extendiéndose sobre un papel secante saturado con agua
destilada colado en una bandeja y cubiertas por otro papel igualmente

humedecido. De este modo favorecemos su germinacion.

Fighfa 3.1 Fotos del proceso de germinacion

de las semillas de guisante.

3.3.1.2. Obtencidn de la cantidad de enmienda y de SCG a afiadir

Existen diferentes criterios en funcion del material a afiadir en las macetas:
Para el caso de las enmiendas orgéanicas, se ha establecido como criterio
la cantidad de carbono. En la siguiente tabla pueden observarse los
valores correspondientes a los distintos sustratos. En primer lugar,
tenemos el tanto por ciento de humedad gracias al cual se puede obtener
el peso seco en porcentaje y luego en tanto por uno (peso seco por gramo
de material fresco). A continuacion, el porcentaje de C permite obtener los
g de C presentes en un g de material fresco, lo cual nos permite ajustar la

dosis de enmienda a un g de C.

- Para el caso de los SCG se consider6é como criterio el peso total de
la mezcla de la enmienda, el propio SCG y la vermiculita, que es de

40 g. De este modo se le aplican porcentajes de 0, 5y 10, que
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corresponden con 0, 2,y 4 g de este residuo.

Por ultimo, la vermiculita se afiade junto con cada enmienda y

porcentaje de SCG correspondiente hasta alcanzar los 40 g.

Dichas cantidades se pesaron con balanza de precision y se mezclaron

durante unos 30 segundos para mezclar de forma homogénea todos los

componentes de la mezcla como forma de garantizar la representatividad

de éstas.

3.3.1.3. Montaje experimental

Ya obtenidas las dosis de enmienda y SCG, y germinadas las semillas

tras el pretratamiento se procede al ensamblaje del disefio experimental:

1)

2)

3)

Suspender entre los dos focos un termometro por encima de las
macetas para conocer la temperatura, pudiendo de este modo
colocar los focos de cultivo de 300W en soportes a una altura

adecuada que permita mantener una temperatura de 25°C.

Preparacion de las macetas con las distintas cantidades de
enmienda, SCG y vermiculita. A las macetas se les afiade una
rejilla en el interior con el fin de evitar pérdidas de material por los

orificios inferiores de la maceta.

Implementacion de las semillas en las macetas: una vez obtenidas
las macetas con la mezcla, se plantan 3 semillas por maceta
haciendo un triangulo de modo que se maximice la distancia entre
las semillas. Cada una de ella se introduce de forma delicada
haciendo un agujero en el material seco. Una vez implantadas en la
maceta, se procede a regar las macetas con 100 ml de agua
destilada para evitar la desecacion de la plantula y favorecer la
formacion de una estructura edafica favorable. EI agua ha de
afiadirse cuidadosamente para evitar el surgimiento del SCG en
superficie, formando costras superficiales debido a su
hidrofobicidad.
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4) Colocaciéon de las macetas bajo los focos atendiendo al volumen
gue ocupan en la maceta, de modo que aquellas en las que el
borde de la misma estaba por encima del material, se colocan en
zonas centrales para evitar la aparicion de zonas de sombra.
Mientras que aquellas macetas en las que el borde de la mismay la
superficie del material se encontraban a la misma altura se
posicionan en zonas periféricas, ya que estas no van a presentar

zonas de sombra.

3.3.1.4. Condiciones de incubacién
Las macetas son posicionadas bajo los focos de cultivo hasta que alcancen
un desarrollo considerable (en torno a un mes). Las condiciones de cultivo

fueron:

% Fotoperiodo de 8 horas de luz foco + luz ambiental, 8 horas luz
ambiental y 8 horas de oscuridad.
% Temperatura en torno a los 25 °C y un 63 % de humedad relativa.
Durante el periodo de incubacion cada maceta recibid semanalmente 300

ml de agua destilada.

Figura 3.2 Imagenes del montaje experimental y macetas.

3.3.2. Parte Microbioldgica

3.3.2.1. Preparacion de los medios de cultivo

En primer lugar, se lleva a cabo la preparacion de los medios de cultivo de agar-
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agar, para ello se pesan g de agar y se procede a su solubilizaciéon en 1 L. de
agua destilada. Para los medios de cultivo que llevan SCG al 5y 10 % se pesaron
los gramos que equivalen a dichos porcentajes en peso sobre el total junto con el
agar-agar y a continuacion se procede a su disolucién en 1 L de agua destilada.
Una vez obtenidas las 3 preparaciones, se llevan al autoclave. Ya finalizado el
autoclavado, el siguiente paso es verter cuidadosamente cada preparacion en las
placas correspondientes atendiendo a evitar cualquier tipo de contaminacién
realizando el vertido a las placas cerca de un mechero bunsen. Acto seguido, las
placas se almacenan en una camara frigorifica para evitar cualquier

contaminacion en la medida de lo posible.

Para la preparacion de los medios selectivos: en el caso de los hongos y
levaduras, se preparan por un lado medios con Rosa de Bengala (RB), y otros con
Cloranfenicol (CL); para las actinobacterias se preparan medios con distintas sales
(NaNO3;, K;HPO,4, KCI, MgS0O,4) con extracto de levadura (ACT) y para las BAL, se
preparan medios de cultivo MRS.

Figura 3.3 Fotografia de la placas de Petri para los medios selectivos.

3.3.2.2. Obtencién de los extractos

Factor de dilucién: se realizaran 5 diluciones consecutivas partiendo de un
extracto de cada enmienda para su posterior cuantificacion. Para inocular las
placas con la microbiota presente en las distintas enmiendas, en primer lugar, se
pesa 1 g de suelo y se introduce en un tubo de ensayo con 9 ml de solucién salina
y agitar, de modo que la concentracion es de 1:10 , por lo que podemos
considerarla como la primera dilucion. A continuacioén, se extrae 0,5 ml de la

primera dilucion y se afiaden a un segundo tubo con 4,5 ml de solucién salina,
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obteniendo de este modo la segunda dilucion y asi sucesivamente.

Figura 3.4 Imagenes de las diluciones y extractos de las enmiendas
3.3.2.3. Siembra de la microbiota

Ya obtenidas las diluciones de los extractos, se toman 0,1 ml de cada dilucidon y se
afladen a las placas correspondientes extendiéndose con una espatula de
Drigalsky esterilizada con alcohol flameado en la llama del mechero. Tras la
inoculacion de la microbiota, las placas se introducen en un estufa donde seran
incubadas a 30°C durante 72 h.

3.3.2.4. Conteo de las placas

Una vez finalizada la incubacion, se extraen las placas del horno y se procede a la
seleccién de aquellas placas que presenten un niumero de colonias observables
entre 50 y 200, una placa por cada tratamiento realizado a las diferentes
enmiendas independientemente de la dilucién que sea, para obtener las unidades

formadoras de colonias en base a la siguiente formula:

n? colonias

UFC(g) = VmD)

Donde Fd es el factor de dilucion, y V, el volumen en ml del extracto de siembra.

Figura 3.5 Fotografias de los cultivos microbianos para
medios de Rosa de Bengala, SCG y Actinobacterias.
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3.3.2.5. Morfologia celular y de la colonia

Para los medios de cultivo selectivos, se han seleccionado colonias diferentes, de
cada placa, con el fin observar al microscopio la morfologia celular, disposicion y tipo
de Gram (+,-), ademas de la morfologia de la colonia. Para la tincién, se extrae parte
de la colonia con una de siembra y se extiende sobre un portaobjetos con una gota
de agua destilada, luego se seca y fija sobre un mechero bunsen. A continuacion, se
le aflade cristal violeta y se deja reposar 2 min, seguidamente se limpia con agua
destilada y se afiade Lugol, dejandolo 2 minutos, acto seguido se limpia y afiade
etanol, con el fin de destefiir las membranas celulares, de modo que las gram +
mantienen el tinte de cristal violeta y las gram - lo han perdido. A continuacion, se
adiciona safranina para tefiir las gram- de color rojo. Para la descripcion de la
morfologia de la colonia se tuvo en cuenta el brillo, elevacién, borde y color de la

misma.

o
53

Figura 3.6 Imagenes a microscopio de colonias correspondientes
a bacterias Gram + (azul) y Gram — (rojo).

3.4. Ensayos de laboratorio
3.4.1. Nitrégeno potencialmente mineralizable
La tasa neta de mineralizacion del nitrdgeno nos permite comparar el

comportamiento de las enmiendas mediante la determinacion del nitrégeno
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gue se muestra disponible a corto plazo.
Método del azul-indofenol: Para conocer el potencial de suministro de N de
cada una de las enmiendas organicas, éste se determina siguiendo el
método propuesto por Kandeler (1995).
1) Tomar seis veces dos gramos de cada fuente de materia organica
y ponerlos en tubos Falcon. A 3 tubos se les aflade 15 ml de agua

destilada, luego agitar y congelar.

2) A otros 3 tubos se les aflade 15 ml de agua destilada, agitar y

luego incubar a 40°C con agitacién (100 rpm) durante una semana.

3) Descongelar los tubos, afiadir 15 ml de KCI 2M, agitar en la mesa
durante una hora, filtrar y analizar la concentracién de amonio tras

el tratamiento previo con reactivos.

Figura 3.7 Fotografias de los extractos de las muestras,
su filtrado, y medida final en espectrofotometro.

3.4.2. Test de fitotoxicidad

Con el fin de evaluar la posible toxicidad para las semillas de las distintas
enmiendas se emplea un indice de germinacién (Zucconi et al. (1981)).
El procedimiento seguido para la realizacion del test de fitotoxicidad

consistio en:
1) Humedecer el material (60 %) y reposo (30 minutos)
2) Afnadir 13,5 ml de agua destilada por gramo de muestra seca.
3) Agitar durante 30 minutos.
4) Centrifugacion (4000 rpm, 10 minutos).
5) Filtrar con papel de 0,45 um mediante vacio.

6) Colocar 10 semillas en placas de Petri con papel de filtro y afiadir 1 ml de
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extracto acuoso (10 repeticiones).

7) Introducir las placas de Petri envueltas en papel de aluminio en la estufa (2
dias a 28°C).

8) Anfadir 1 ml de la mezcla de etanol y agua.

9) Cuantificaciébn niumero de semillas germinadas y longitud de las raices

por placa.

G%:-L%

10) Aplicar la formula: GI% = 00

Donde G, es el porcentaje de germinacion de las semillas y L el
porcentaje de elongacion de las raices.

.
—
Figura 3.8 Imagenes de la semillas en placas de Petri antes y
después de la incubacion para su posterior medida.
3.4.3. Contenidos en carbono y nitrdgeno en la biomasa cosechada
Una vez finalizado la fase de crecimiento de las plantulas, se procede a la
extraccidon de las mismas de las macetas, para ello, se extrae todo el contenido de
la maceta cuidadosamente, y se procede a lavar la zona radicular hasta eliminar
cualquier parte de sustrato que se haya quedado adherido a las raices. Acto
seguido se procede a la separacion de la parte aérea de la parte radicular de la
planta, para su posterior pesaje en balanza de precision. A continuacion, las partes
se las plantulas se depositan de forma individual en recipientes de aluminio y se
introducen en una estufa a 60°C durante 3 dias. Una vez transcurrido ese tiempo
se repite la pesada de las muestras para obtener el porcentaje de humedad previo
al tratamiento térmico de desecacion. De este modo. la diferencia de pesadas nos
da el valor de humedad en tanto por ciento. Una vez pesadas, las muestras ya
desecadas son pulverizadas con un mortero de acero, a continuacion, se lleva a
CNHS usando un LECO-TruSpec-CHN 620-100-400 analyser (Servicios Técnicos-

SCAIl de la UJA).
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Figura 3.9 Fotografias de las plantas tras el lavado de
raices y preparacion para su pesada.

3.4.4. Valores de pH y conductividad eléctrica

Se pesan 2.5 g de muestra de material en la balanza de 2 decimales y se

introducen en un vaso de precipitado. Se afiaden 25 ml de agua destilada, en

proporcién de material-agua 1:10 (w/v). Se agita la suspension con la varilla a

intervalos regulares durante 1 hora. Antes de medir el pH se agita enérgicamente

la suspension.

La extraccion se hace en proporcion de muestra-agua 1:10 (w/v), con la misma

suspension utilizada para medir el pH, pero la suspension se filtra con embudo de

vidrio y papel de filtro. El liquido obtenido debe estar limpio de elementos en

suspension, de no ser asi, debera filtrarse tantas veces como sea necesario a un

bote pequefio y largo de plastico, empleando nuevamente el embudo de vidrio y

papel de filtro. Medir la conductividad eléctrica con el conductivimetro.

-
~'
e
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Figura 3.10 Fotografias de las muestras durante el proceso de
agitacion y posterior medida con conductivimetro y medidor de pH.

3.5. Analisis estadistico
Los anadlisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statgraphics
Centurion XVI (Stat Point Technologies, Inc.) para Windows. Los datos se

expresan como medias aritméticas y se acompafian de su desviacion
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estandar. En primer lugar, se determind el tipo de distribucién de las series de
datos por medio de la prueba de Kormogorov-Smirnov. La existencia de
diferencias significativas debidas a los tratamientos con las diferentes
enmiendas organicas sobre la biomasa aérea y radicular de las plantas, asi
como para los contenidos en C, N y C/N de las mismas; y UFC/g para el
estudio microbiol6gico, se comprobd utilizando un ANOVA de una via y el test
a posteriori de Fisher y se utilizé un nivel de significacion < = 0.05 para
distribuciones normales. Para las distribuciones no normales se utilizd la
prueba de Kruskal-Wallis. Por ultimo, se realizé un andlisis de componentes

principales para todas las variables del ensayo.

4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacion fisico-quimica de las enmiendas organicas

Con los datos obtenidos en la tabla inferior (Tabla 4.1), a partir de los anteriores
métodos, podemos observar los valores de N y C expresados en % de las distintas
enmiendas organicas y posos SCG; su pH y conductividad eléctrica. De modo que
basandonos en la relacion C/N como criterio para su caracterizacion obtenemos
gue enmiendas como el Compost de Alperujo presentan valores comparables a
suelos equilibrados con un equilibrio adecuado en la liberacién de nitrégeno y el
contenido de carbono en el suelo; mientras que el resto de las enmiendas y el SCG
presentan valores muy elevados de este indice, o que asocia con suelos con un
exceso de C en forma de biomasa en el suelo y por tanto un exceso de energia.
Este tipo de suelo corresponde con los lugares de muestreo de los mantillos de
encinar y pinar, los cuales presentan un importante volumen de biomasa
potencialmente biodegradable. Por el contrario, el CA y MMse presentan valores
ligeramente superiores al valor estimado como 6ptimo (entre 8,5y 11,5) por lo que
presentan un mayor control en la liberacion de nitrdgeno mineral. Estas enmiendas
son apropiadas para aquellos suelos que presenten una baja relacion C/N, a
diferencia del CA que puede emplearse en suelos que requieran una mayor
liberacion de nitrégeno. De modo que en términos de pH, SCG presenta valores de
pH fuertemente &cidos, seguidos de valores medianamente &cidos de MMse, lo
gue lo cataloga como una enmienda propicia para rebajar el pH de suelos muy
alcalinos. Luego , Mp es neutro, seguido por Me y HL presentan valores basicos

mientras que por otro lado CA es un sustrato alcalino, propio para enmiendas
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destinadas a aumentar el pH del suelo.

En términos de conductividad eléctrica (CE) se confirma que ambos mantillos y
SCG presentan valores propios de suelos no salinos cuyos efectos sobre el cultivo
seran nulos, mientras que CA, MMse y HL se pueden asociar a suelos ligeramente
salinos que pueden repercutir negativamente sobre el rendimiento de cultivos
sensibles, concretamente CA es el que presenta mayor valor, coincidiendo con
Gallart-Martinez (2018).

Tabla 4.1 Contenidos en N, C y relaciéon C/N; valores de pH y conductividad
eléctrica de las enmiendas y SCG.

CE dS/m

Sustrato % N % C C/N pH 1:10 1:10
Me 1,601 31,482 19,665 7,38 0,15
Mp 1,425 41,166 28,884 7,17 0,16
MMse 2,7 37,438 13,868 5,64 2,93
CA 3,256 38,904 11,948 9,27 3,39
HL 1,129 15,586 13,81 7,93 2,61
SCG 2,318 48,988 21,135 5,14 0,19

4.2. Analisis de la fitotoxicidad de las enmiendas y SCG

A partir del procedimiento anteriormente explicado se comparan los valores
obtenidos del extracto acuoso de las enmiendas con los controles de agua destilada
correspondientes a la longitud de las semillas, los cuales, junto con el porcentaje de
germinacion nos permiten obtener el indice de Germinacién (Gl). Como criterio
clasificatorio se estima que valores de Gl < 50% representan un medio con una
elevada presencia de sustancias con accion fitotoxica. Por el contrario, valores de
Gl > 80% suponen una escasa presencia de estas sustancias, para finalizar,
valores comprendidos entre 50 y 80% corresponden a medios con una existencia
media de dichas sustancias (Zucconi et al. (1981)).De acuerdo con lo anterior, y
aplicado a los datos de la Tabla 4.2 se observa que Unicamente el compost de
alperujo junto con el SCG muestran valores de Gl propios de concentraciones
tolerables para no interferir en el crecimiento de las plantulas. Por el contrario, todas
las deméas enmiendas consideradas en este estudio presentan una capacidad de
favorecer el crecimiento de las plantulas, siendo las mas notorias el humus de
lombriz, seguido del mantillo de pinar. Podemos concluir con que ninguno de los

sustratos empleados en este estudio tiene algun tipo de efecto fitotdxico.
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Tabla 4.2 indice de Germinacién medido a mano,
con ImageJ y promedio de ambas medidas

Gl Gl Gl
Muestra (Manual) (Programa) Promedio Interpretacion
CA 0,78 0,71 0,74 Normal
SCG 0,7 0,71 0,7 Normal
HL 1,62 1,69 1,65 Favorece Crecimiento
Me 1,29 1,28 1,28 Favorece Crecimiento
MP 1,52 1,55 1,54 Favorece Crecimiento
MMse 1,1 1,09 1,1 Favorece Crecimiento

4.3. Andlisis del N potencialmente mineralizable de las enmiendas

Después de los analisis realizados obtenemos tras medir en un espectrofotbmetro
la absorbancia de las distintas enmiendas y SCG, que tras sustituir el valor de la
absorbancia en la ecuacion de la recta patrébn, nos permite conocer la
concentracion de N tanto en las muestras incubadas, como en las congeladas.
Durante la medida de las muestras incubadas debido a la elevada concentracion
de N que presentaban algunas de ellas se les realiz6 una dilucién 1:10 para ajustar
la medida correctamente, de modo que se obtienen nuevos valores de
absorbancias para las muestras diluidas. La diferencia de N entre las muestras
incubadas y congeladas, representa el liberado por la acciéon de los organismos
descomponedores expresado en microgramos de N por grado de enmienda, y en
la siguiente columna, expresado en tanto por ciento, para finalmente expresar el N
potencialmente mineralizable de la enmienda a través del cociente entre este
porcentaje y el porcentaje de N en la enmienda (Tabla 4.3). Dicho N esta
disponible para las plantas a corto plazo y al tratarse de un recurso limitante, el
criterio escogido es que a mayor porcentaje de liberacién a corto plazo mayor es el

potencial biofertilizante de la enmienda correspondiente para su uso agricola.

De acuerdo con lo anterior mencionado, son Mp y CA los que muestran valores
superiores, lo cual es atribuible a que los micro-ecosistemas existentes en estos
suelos muestran una alta capacidad de descomposicion de la materia organica, es
decir, su mineralizacion y consecuente biodisponibilidad de esta materia para las
plantas. A continuacion, se encuentra MMse con un valor algo inferior. Por ultimo,
aparecen valores practicamente infimos para HL y SCG. En lo referente a HL sus
valores de liberacion en ambas muestras incubadas y congeladas son similares.
Por el contrario, Me presenta valores elevados de liberacion per se, no comparable

a Mp o CA pero si representan buena liberacion de N.
22



Tabla 4.3 Determinacion del N potencialmente mineralizable.

[0) 0,
Muestra Hg N % N /9 3 - N. Ret
enmienda min
Me 218,5476 0,0219 1,601 1,3651

Mp 310,6152  0,0311 1,4252 2,1794
Mmse 218,062 0,0218 2,6997 0,8077

CA 604,8 0,0605 3,2561 1,86
HL 0,624 0,0001 1,1286 0,01
SCG 60,43 0,006 2,3179 0,26

4.4. Contenido de Carbono y Nitrégeno en la biomasa cosechada
En este apartado se tratan los valores relacionados con el disefio experimental de

los microcosmos distinguiendo por un lado valores de C, N y C/N y por otro lado
los distintos valores de biomasa para la parte aérea de la planta (hoja), parte
subterrdnea (raiz) y total (hoja+raiz) para las distintas enmiendas empleadas en
funcién de la cantidad de SCG afadida.

En primer lugar, hablando en términos de biomasa, para el caso de la parte aérea
(Tabla 4.4), se observan en el tratamiento de 0% SCG, diferencias significativas
tanto para la biomasa humeda, como seca y para la humedad, lo que nos indica la
heterogeneidad presente en las distintas enmiendas empleadas. En este caso los
mayores valores de biomasa se dan en HL y Me, mientras que el porcentaje de
humedad presenta mayores valores para MMse, lo que puede ser indicativo de
una mayor capacidad de retencion de agua y por tanto mayor resistencia al estrés
hidrico. Bacelar et al. (2006), relaciona este indice con la capacidad que tiene el
olivo para adaptarse al déficit hidrico. Por tanto, hay una mayor eficiencia en la
gestion del agua, un aspecto muy importante desde el punto de vista de un mas
que probable escenario de cambio climatico y de gestién hidrica de los cultivos.
Para el tratamiento de 5% SCG se observa que, aunque siguen existiendo
diferencias significativas entre grupos, éstas son relativamente menores al caso
anterior. En este caso, los mayores valores de biomasa son para Me y MMse
respectivamente y los de humedad para MMse. Seguidamente, el tratamiento de
10% SCG muestra la pérdida de diferencias significativas entre los grupos a

excepcion de la humedad, liderados por MMse de nuevo y HL respectivamente.

Luego para el caso de la parte radicular (Tabla 4.4) en términos de biomasa y
humedad, se observa a 0% SCG diferencias significativas en biomasa pero no en

humedad, encontrando en primer lugar a MMse seguido de HL tanto en biomasa
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himeda como seca. Al incrementar la concentracion de SCG al 5% se observa
una perdida notoria de la significacion de las diferencias entre grupos, encontrando
los mayores valores en CA. Por ultimo, para una concentracion de SCG del 10%,
se da la misma tendencia que al 5% de SCG para la biomasa, liderada por CA. Sin
embargo, vuelven a aparecer diferencias significativas en la humedad,
concretamente todos presentan valores similares a excepcion de HL que son

relativamente menores.

Para el Ratio de biomasa aérea/biomasa radicular (Tabla 4.5), se observa que a
0% SCG existen diferencias notorias para cada enmienda, presentando Me los
valores mas altos tanto para biomasa hiumeda como seca, seguido de MMse. Para
una concentracion del 5% de SCG se pierde la significacién de la diferencias entre
grupos, por lo que presentas valores muy similares. Del mismo modo ocurre para
una concentracion del 10% de SCG, los mayores valores en todos dos casos son
para Me, HL y MMse.

Para finalizar, con la parte concerniente a la biomasa cosechada, seguimos con los
datos de biomasa total (Tabla 4.5). Para el tratamiento de 0% SCG existen
diferencia notablemente significativas tanto en biomasa como en humedad,
mostrandose los mayores valores de biomasa para MMse, HL y Me
respectivamente y mayores valores de humedad para CA y MMse. AL incrementar
la concentracion de SCG se observa de nuevo la perdida de diferencias
significativas para la biomasa y humedad aunque existe una ligera tendencia para
esta Ultima de posibles diferencias entre grupos. Valores Me, HL y MMse para 5%;

CA y HL para 10%, todo ello en relacion a la biomasa.

Para el caso de los contenidos de C, N y C/N, en relacion con el tratamiento 0%
SCG, se observan diferencias significativas en la parte aérea (Tabla 4.6), para el
N, los mayores valores se muestran con Me y MMse, para el C, serian Me, HL y
MMse; la relacion C/N, presenta valores mas elevados para HL y CA. Al
incrementar la concentracion de SCG al 5% se pierde cierta significacion
estadistica de las diferencias, encontrando los mayores valores de N para MMse y
CA, de C para Me y HL; Y C/N para CA y HL. Por ultimo, con una concentracion de
10% de SCG se pierde por completo la significacion estadistica para el caso de N
y C, sin embargo, se conservan para C/N, el cual contiene los valores mas altos

para CA y HL de nuevo.
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Para el caso de la parte radicular (Tabla 4.7), en relacion con el tratamiento de 0%
SCG, se observan diferencias significativas para N, con valores superiores para
MMse, Me y HL; del mismo modo para C, con mayores valores en MMse, HL Me; y
CIN, para HL y Mp. El incremento de la concentracion de SCG al 5% supone la
pérdida total de significacion para N y C. Por el contrario, C/N presenta una
significacién notable, mostrando mayores valores para CA y Me. Por ultimo para el
caso de 10% SCG se da la misma situacion de pérdida total de significacion

estadistica. C/N muestra mayores valores para CA y Me de nuevo.

Finalmente, en la biomasa total (Tabla 4.8), se observa para el 0% de SCG
diferencias significativas para N y C, pero no para C/N. N muestra los mayores
valores para MMse y Me; C para Me, HL y MMse. Para el 5% de SCG se pierde la
significacién estadistica aunque existe una ligera tendencia para N y C. Los
mayores valores de C/N se dan en CA y HL. Para finalizar, el tratamiento de 10%
SCG, presenta la misma tesitura que el caso anterior pero alin mas acrecentada.

C/N presenta mayores valores en CA 'y HL.
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Tabla 4.4 Datos de biomasa de hoja y raiz para 0, 5y 10% SCG

Hoja Raiz
Muestra .
Biomasa himeda Biomasa seca %Humedad i Biomasa seca %Humedad
Bl 3,219+0a 0,670+0b 792+0a 3,2873+0a 029+0a 912+0a
Me 5592+0,716 b 0,969 £0,108c 82,63+0,451b |7,828+0,954bc 0,726 +0,016 bc 90,6 +0,961a
Mp 3,651 +0,307 a 0,631+£0,025b 82,7+12b 6,021 £0,371ab 0,52+0,002ab 91,3+0,493a
Mmse 5,587 +0,718b 0,843 +£0,09¢c 84,9+0,361c 9,278+2,613¢c 0,847+0,289¢ 91+0,529 a
CA 2,504 +0,343 a 0,429 +£0,062a 82,87+1,332bc |6,676+2,754bc 0,521 +0,158ab 91,8+1,453a
HL 5,869+1,429b 0,911+0,107c 84,17+2212bc |8,816+0,884bc 0,84+0,212¢C 90,6 £1,504 a
p-Value 0,0003 0 0,0014 0,0083 0,0068 0,6609
F-Ratio 11,56 20,74 8,22 5,32 5,61 0,66
B2 4,321 +0ab 0,760 £0 ab 824+0a 6,282+0a 0,536 +0a 91,5+0ab
Me5% 5,729+ 1,447b 0,983 £0,223 b 82,8+ 0,577 a 7805+1,192a 0,767+0,123a 90,2+0,7a
Mmse5% 4,423 £ 0,528 ab 0,676 £0,074 a 84,7+0,153b 7616+0583a 0,631+£0,05a 91,7+£0,1b
CA5% 3,355+ 0,167 a 0,562 +£0,037a 82,23+1,007ab | 8,055+2,055a 0,652+0,107a 91,7+1,124b
HL5% 4523 +1,227 ab 0,765+ 0,15 ab 829+136la 7,458+353a 0,668+0,343a 91+1,012ab
P Value 0,0893 0,0244 0,0458 0,8162 0,61 0,1402
F Ratio 2,74 4,51 3,6 0,38 0,7 2,22
B3 3421+0ab 0,613+0a 82,1+0a 6,741 +0ab 0,587+0a 91,3+0b
Mel0% 3,118+0,731a 0,506 £0,111a 83,7+£0,289b 6,06+1,048a 0517+0069a 914+0,361b
MMsel0% | 3,348 + 0,445 ab 0,513 +£0,093a 84,8+0,833¢ 6,78+1,117ab 0577+0,118a 91,5%+0,551b
CA10% 3,964 £ 0,513 ab 0,648 0,097 a 83,7+0,551b 9,462+1,072b 0,79%0,152a 91,7+£0,85b
HL10% 4,113+ 0,565 b 0,633+0,102a 84,7+0,416¢c |7,269+3,125ab 0,771+0,36a 89,6 +0,603 a
P Value 0,161 0,2246 0,0005 0,1837 0,3216 0,0049
F Ratio 2,06 1,71 13,75 1,92 1,34 7,38
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Tabla 4.5 Datos de biomasa total para 0, 5y 10% SCG

Biomasa Total
Muestra iigrr::f;éﬂﬁgelgf Azirzg}?aa dsiceLfIZr Biomasa hiimeda Biomasa seca Humedad %
B1 0,9790c 2,309+0d 6,506+ 0a 0,96t0a 85,246 0a
Me 0,729+0,183b  1,337£0,176c | 13,421+0,241b 1,694%0,093b  87,4+0,917 b
Mp 0,606 £0,015ab 1,214 +0,048bc | 9,672+0,675a  1,15+0,024a 88,140,698 bc
Mmse 0,619+0,097ab  1,047+0,236ab | 14,865+3,26b  1,69%0,363b 88,6 0,083 bc
CA 0,419+0,16 a 0,859+0,178 a 9,183,044 0,95+ 0,217 a 89,3+£1,481 ¢
HL 0,662+0,109b  1,11+0,154abc | 14,685+221b  1,751+0,319b  88,1%0,667 bc
p-Value 0,0021 0 0,0013 0,0008 0,01
F-Ratio 7,54 32,93 8,36 9,25 8,97
B2 0,688+0a 1,418+0a 10,6040 a 1,297 +0ab 87,7+0ab
Me5% 0,735+0,172a  1,278+0,181a | 13,534+2,26a 1,75+0,32b 87,1£0,65a
Mmse5% 0,58 0,039 a 1,072+£0,047a | 12,039+1,07a 1,308+0,122ab  89,1%0,121b
CA5% 0,443+0,154a  0,885+0,207a | 11,41+191a  1,215+0,071a  89,2+1,343 b
HL5% 0698+0,348a  1,337+0,667a | 11,981+4,43a 1,433+0,46ab  87,8+1,635ab
P Value 0,3667 0,3178 0,68 0,174 0,0961
F Ratio 1,21 1,35 0,59 1,98 2,65
B3 0,507+0a 1,046+0a 10,163 +0 ab 1,2+0ab 88,2:0b
Mel0% 0,511+0,033a  0,972+0,089a | 9,178+1,78a  1,023+0,178a  88,8+0,225¢
MMsel0% 0,508+0,138a  0,931+0,322a | 10,129+0,96ab  1,09+0,08ab 89,2 +0,292 cd
CA10% 0,42+0,043 a 0,84+0,186a | 13,426+1,44b  1,438%0,179b  89,3+0,295d
HL10% 0,646 £ 0,281 a 0,967+0,47a | 11,328+3,55ab 1,404%0,428ab  87,6+0,146 a
P Value 0,4635 0,916 0,1507 0,169 0
F Ratio 0,97 0,23 2,14 2,01 30,71
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Tabla 4.6 Datos de N, C y C/N de hoja para 0, 5y 10% SCG

Hoja
Muestra
N% N(g) C(g) CIN
Bl 2,387+0b 0,016 = 0 cd 0,288+ 0b 18+0a
Me 1,955+0,188ab 0,019+0,003 cd 0,423+0,043d 22,5+ 2,489 abc
Mp 1,81+0,195a 0,011+0,00lab 0,272+0,014b 23,9+ 1,825 bc
Mmse 2316+0,16ab 0019+0,000d  0,369+0,033¢ 19+1,01ab
CA 1,81 40,206 a 0,008+0a 0,186 + 0,024 a 242 +2307¢c
HL 1579+0,359a 0,015+0,005bc 0,385+ 0,04 cd 27,7+596¢
p-Value 0,0035 0,0006 0 0,015
F-Ratio 6,62 9,9 25,44 4,52
B2 2,2317+0b 0,017 =0 bc 0,325+0 a 192+0a
Me5% 2,018+0,106 b 0,02 +0,006 ¢ 0,431+0,103b 21,7+0,839 ab
Mmse5% 2,072+0,201b 0,014 0,002 abc 0,291 + 0,034 a 20,8 +2,086 a
CA5% 1666+021a 0009+0002a 0242+0018a  26,1+3,163 bc
HL5% 1,626 £0,247a 0,013+0,004ab 0,322 +0,059 a 26,3+4,001¢
P Value 0,0068 0,0305 0,0232 0,0176
F Ratio 6,73 4,17 4,58 5,02
B3 1,811+0b 0011+0a 0,261+0a 235+0a
Me10% 1,79+0,112b  0,009+0,002a 0,218 +0,047 a 24,1+1,635ab
MMsel0% 2036+0,119¢c  0,01+0,002a 0,22+0,041a 21+1361la
CA10% 151+0,177a 001+0a 0,277 +0,04 a 285+344c
HL10% 1522+0,099a 0,01+0,001a 0,261 +0,041a 27,1+1,801 be
P Value 0,001 0,4427 0,2843 0,0065
F Ratio 10,8 1,02 1,46 6,82
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Tabla 4.7 Datos de N, C y C/N de raiz para 0, 5y 10% SCG

Raiz
Muestra
N% N(g) C(9) C/N
Bl 2,469 +0b 0,007 +0a 0,109+0a 153+0a
Me 2,236 +0,129ab 0,016 £0,001cd 0,269 + 0,009 c 16,7 1,313 ab
Mp 2,282+0256ab 0,012+0,001b 0,201 +0,006b 17,1+ 1,364 ab
Mmse 2,366 +£0,747ab 0,019 + 0,001 d 0,279+0,023 ¢ 15+1,621a
CA 2,346 +037ab  0,012+0,002b  0,191+0,053 b 16 +1,596 a
HL 1,777+0258a 0,015+0,003bc  0,272+0,05¢ 18,6 +1,358 b
p-Value 0,3426 0 0,0002 0,0592
F-Ratio 1,26 17,96 13,14 2,93
B2 2,112+0a 0,011+0a 0,2+0a 17,7+0b
Me5% 2,229+0,156a 0,017 +0,002 b 0,275+0,03 a 16,2+ 0,672 ab
Mmse5% 2,543+0,118a 0,016+0,001b  0,244+0,021a 15,2+0,783 a
CA5% 2,184+0346a 0,014+0,00lab 0,227+0,022 a 16,2 +0,236 a
HL5% 2,298+0526a 0014+0526ab  0,221+0,084a 15,3+1,444 a
P Value 0,477 0,0868 0,3237 0,0231
F Ratio 0,95 2,78 1,33 4,59
B3 1,835+0a 0,011+0a 0,204 + 0 ab 19+0b
Me10% 2,399+0,118ab 0,012 +0,002 a 0,2+0,02a 16,2+ 1,299 a
MMsel10% 2,529+0,17b 0,014 £0,002a 0,211 +0,035ab 14,6 +0,693 a
CA10% 2,084+0323ab 0,016+0,004a  0,274+0,039b 17+1,917 ab
HL10% 2,009+0607ab 014+0006a 0,216 + 0,066 ab 15,4+2,119a
P Value 0,121 0,3554 0,203 0,0328
F Ratio 2,38 1,24 1,81 4,07
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Tabla 4.8 Datos de N, C y C/N totales para 0, 5y 10% SCG

Total
Muestra
N (g) C(g) C/N
Bl 0,023 +0ab 0,397 +0a 17,15+0a
Me 0,035 + 0,002 cd 0,692 +0,041 b 19,73 +1,725 ab
Mp 0,023 + 002 ab 0,473 +0,017 a 20,41 + 1,426 bc
Mmse 0,038  0,0005 d 0,648 + 0,057 b 17+1,282 a
CA 0,02+0,002a 0,377 +0,077 a 19,18 + 1,574 ab
HL 0,029 + 0,007 bc 0,657 +0,089 b 22,91+2,901 ¢
p-Value 0,0002 0 0,108
F-Ratio 12,72 18,57 4,96
B2 0,028 0 ab 0,525+0a 18,56 + 0 ab
Me5% 0,037 £0,006 b 0,706 £0,124 b 19,1 + 0,389 bc
Mmse5% 0,03 + 0,002 ab 0,534 0,054 a 17,58 0,79 a
CA5% 0,023+0,002 a 0,469 + 0,028 a 20,04 +0,727 cd
HL5% 0,027 + 0,008 a 0,543 +0,128 a 20,44 + 1,156 d
P Value 0,0683 0,0561 0,0068
F Ratio 3,07 3,33 6,73
B3 0,022+0a 0,465 + 0 ab 21,28+0b
Mel10% 0,022 40,004 a 0,418+ 0,067 a 19,54 +1,155 b
MMsel0% 0,025+ 0,001 a 0,431 +0,043 ab 17,27+1,04a
CA10% 0,026 + 0,004 a 0,551+ 0,069 b 21,2+1,57b
HL10% 0,024 + 0,006 a 0,476 + 0,104 ab 20,14+1,31b
P Value 0,6165 0,2016 0,0097
F Ratio 0,69 1,82 6,05

4.6. Analisis de componentes principales ACP

Debido a la gran cantidad de variables empleadas en el ensayo de los microcosmos,
se lleva a cabo un ACP para obtener un numero reducido de componentes que
contienen dichas variables, facilitando asi la comprension de los resultados. En
primer lugar se muestra la tabla del andlisis en la que basandonos en el porcentaje
de varianza, se escogen un numero de componentes hasta que se alcanza mas de
la mitad de este porcentaje (Tabla 4.10). En nuestro caso un poco mas de dos

tercios de la variabilidad son explicados con solo dos componentes.
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Una vez obtenido el analisis se obtiene la tabla de pesos de los componentes (Tabla

4.9), la cual nos permite entender la correlacion de las distintas variables con los

componentes principales. Estos pesos se pueden observar en el grafico mostrado a

continuacion (Figura 4.1) donde se representa el componente 1 frente al 2,

obteniendo una manera mas visual de entender el andlisis empleado. Los

eigenvalues del ACP producen dos componentes principales que representan el
67,6% de la varianza total de los datos (PC1: 41,71%; PC2: 25,86%). El PC1, se

trataria de un componente relacionado con el estatus hidrico, el secuestro de C y la

fijacion de N. Por su parte, el PC2 es un componente relacionado principalmente con

la calidad de la materia organica vegetal y su contenido hidrico

Tabla 4.9 Pesos de los componentes.

Variable Comp 1 Comp 2
Phu Hoja 0,281592 | -0,146306
Pse hoja 0,248286 | -0,208227
H hoja 0,150577 | 0,168254
N% hoja | -0,0070538 | -0,304687
C% hoja | -0,0105014 [ -0,159468
N(g) hoja 0,193696 | -0,306025
C(g) hoja 0,244235 | -0,216898
C/N hoja |0,00639232| 0,284104
Phu raiz 0,259501 | 0,197305
Pse raiz 0,288517 | 0,131535
H raiz -0,132514 | 0,126931
N% raiz -0,152685 | -0,164658
C% raiz -0,17029 | -0,144254
N(qg) raiz 0,255976 | 0,0638736
C(g) raiz 0,288297 | 0,0983902
C/N raiz 0,0598858 | 0,105258
Pse alr -0,113537 | -0,328148
Phu a/r -0,0323928 | -0,346204
Phu total 0,305071 | 0,0805427
Pse total 0,311774 |-0,0332169
H total 0,0332327 | 0,317875
N (g) total 0,269904 -0,1771
C (g) total 0,295705 | -0,101535
C/N total | 0,0270406 [ 0,210479
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Tabla 4.10 Analisis de componentes principales

Comp n® [ Eigenvalor | % de Var | % Acum

1 10,0107 41,711 41,711

2 6,20575 25,857 67,568

3 3,02909 12,621 80,19

4 1,83024 7,626 87,816

5 1,38778 5,782 93,598

6 0,616018 2,567 96,165

7 0,551749 2,299 98,464
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Figura 4.1 Grafica dispersion de las variables sobre los componentes 1y 2.

4.7. Determinacion del numero de colonias para medios con SCG
A continuacion se muestran los datos correspondientes al niumero de Unidades

Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de enmienda (Tabla 4.11). Se observa
que, UFC es mucho mayor para aquellas muestras correspondientes a TSA, de
modo que los medios de cultivo de café constituyen un medio selectivo para
microorganismos capaces de alimentarse de él y ser tolerantes a sus
caracteristicas recalcitrantes. Entre los medios con café se observa que a mayor
concentracion de éste, mas decrece el numero de colonias surgentes.

MMse presenta los valores mas elevados de colonias en TSA, en los medios de
café no era posible realizar el conteo de colonias, debido a que estaba cubierta en
su totalidad por un cuerpo micelial. Con respecto al resto de las enmiendas, CA
presenta un valor en TSA muy elevado, pero el numero de colonias en los medios
de café es de los mas bajos en comparacion con Mp que presenta el mayor nimero
de colonias en medios de cultivo con café, lo que indica una mayor presencia de
microorganismos capaces de consumir eficientemente este residuo de café. La

microbiota presente en HL se ha visto mas perjudicada al incrementar la
32



concentracion de café en el medio, decreciendo en un orden de magnitud desde el
5% al 10%. Por ultimo, Me presenta valores elevados para TSA, muy superiores a
Mp, pero en medios con café tienen valores relativamente bajos en comparacion

con el resto de grupos.

Tabla 4.11 Determinacién de las unidades formadoras
de colonias de cada enmienda.

Factor

Muestra [ Tratamiento dilucion Colonias n UFCl/g
5% 100 48 4,8-10"

Me 10% 100 37 3,7-10*
TSA 100000 92 9,2-10’

5% 1000 55 5,5-10°

Mp 10% 1000 48 4,8-10°
TSA 10000 153 1,53-10’

5% Indet Indet Indet

Mmse 10% Indet Indet Indet
TSA 100000 182 1,82-10°
5% 100 35 3,5-10"
CA 10% 100 36 3,6-10*
TSA 100000 147 1,47-10°
5% 100 42 4,2.10"

HL 10% 10 48 4,8-10°
TSA 100000 41 4,110’

4.8. Determinacion del numero de colonias para medios selectivos.
En este apartado se tratan los conteos de los medios selectivos mostrandose en la

tabla inferior los valores de UFC/g para los medios selectivos (Tabla 4.12) de Rosa
de Bengala (RB) y Cloranfenicol (CL) para la contabilizacion de hongos, para los
cuales también se recogieron datos de numero de especies de hongos distintas o
‘riqueza especifica” (Tabla 4.13); “Actinomicetos”, que es un medio conformado por

distintas sales; y MRS, para bacterias del acido lactico

Para todos los medios empleados se han detectado diferencias significativas
notorias. Para el caso MMse posee la mayor cantidad de UFC/g en todos los medios
de cultivo empleados a excepcion del medio de Act, por lo que se puede decir que

tiene una comunidad microbiolégica con gran potencial de crecimiento.

Para RB se muestran valores inferiores que para CL, por lo que siendo ambos para
la determinacion de hongos, CL es un medio mas propicio para su correcto

crecimiento. Sin embargo, los datos de riqueza especifica para RB y CL indican que
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RB es un medio donde a pesar de aparecer un menor nimero de UFC, pueden
proliferar un mayor nimero de especies de hongos diferentes. Para ambos medios,
los valores mas bajos de UFC/g se han dado para HL y CA. Los mayores valores de
riqueza especifica se dan para ambos mantillos, mientras que MMse tiene los peores
datos, debido a la presencia de una Unica especie muy dominante que se hace con
toda la placa impidiendo la proliferacién de los deméas hongos.

El medio de sales para la determinacion de actinobacterias, presenta valores
superiores de UFC para HL, seguido de MMse y CA cuenta con los valores mas

bajos.

El medio MRS empleado para el conteo de bacterias del acido lactico, muestra
valores relativamente inferiores al resto de medios, por lo que se trata de un grupo
funcional reducido. Los mayores valores de UFC se dan para MMse seguido de Mp.
Me y HL presentan valores muy bajos en comparaciébn con el resto de las

enmiendas.
Tabla 4.12 Datos de UFC/g para los medios selectivos
Muestra RB cL | ACT MRS
Me 41-10°+2510°a 4,410°+4510°bc  5,6-10°+22.10°a 8-10°+1,5-10° a
Mp 4.10°4+1,2.10° b 6,7-10°+1,1.10°b  5,7.10°+1,5-10° a 4,2.10°+1,5-10"b
Mmse | 2,4-10°+3,7.10°c  3,7-10°+5.10° ¢ 2.10'+0b 5.10°+5,7-10° a
CA 52.10°+3,7-10°a 5,3.10°+3.10° ab 3,410°+25-10°a 1,7-10*+6-10°a
HL 22.10°+5.10°a 1,5-10°+45.10°a  4,6:10"+1-10" ¢ 7-10°+4-10°a
P-Value 0 0 0 0,0126
F-Ratio 96,55 135,48 39,7 Dist no normal

Tabla 4.13. Datos de riqueza especifica para los medios
selectivos para hongos.

Riqueza especifica
Muestra RB CL
Me 5 3
Mp 6 3
Mmse 1 1
CA 3 2
HL 4 2
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4.9. Resultados de la tinciéon de Gram
Seguidamente, como andlisis de interés cualitativo sobre la identificacion de los

organismos presenten en las distintas enmiendas (Tabla 4.14 y Tabla 4.15), se

realizd una tincion Gram para poder caracterizar a escala microscopica la morfologia

de distintas colonias seleccionadas entre las distintas enmiendas. Por otro lado se

describe del mismo modo la morfologia de la colonia a simple vista sobre la placa

Petri.
Tabla 4.14 Morfologia celular y morfologia de las colonias para el medio MRS
Muestra Morfologia de la colonia Gram (+,-)| Morfologia Disposicion
Mate, convexa, borde liso, color bllanco .
Me ) + Bacilo No
sucio
Mate, elevada, borde rugoso, color blanco .
Me + Bacilo No
claro
Brillo, convexa, borde liso, color rosa- .
Me . - Bacilo No
anaranjado
Pequefio tamafio, mate, convexa, borde .
Me . + Coco En racimos
liso, color blanco
Translucida, con elevaciones pequefias, .
HL ! P q. + Bacilo corto No
borde rugoso, color blanquecino
HL Transparente, brillo, convexa, borde liso + Bcilo corto No
Mate, elevada, borde rugoso, color blanco . .
CA + Bacilo corto En parejas
claro
CA Billo, convexa, borde liso, color blanco + Bacilo No
Brillo, concavo, borde rugoso, . . o
Mmse - Bacilo largo |Agrupaciones ramificadas
transparente
Brillo, convexa, borde liso, amarillo .
Mp . + Bacilo largo En cadenas largas
oscurecido
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Tabla 4.15 Morfologia células y morfologia de las colonias para el medio Act.

Muestra Morfologia de la colonia Gram (+,-)| Morfologia Disposicion

CA Brillo, convexa, borde liso, color blanco - Bacilo corto En parejas

Brillo, convexa, borde liso, color blanco- .
CA . + Bacilo No
amarillo

Brillo, convexa, pequeiia, borde liso, color .
CA . + Bacilo No
amarillo-blanco

HL Mate, céncavo, liso, blanco sucio + Bacilo corto No
Mate, convexa, borde liso, color blanco .
HL . + Coco En parejas
intenso
Brillo, convexa, borde liso,color amarillo- . .
Mp . - Bacilo corto Masificados
naranja
Mate,convexa, borde liso, color amarillo .
Mp ! ’ o ’ + Bacilo corto No
pequefio

Partimos del hecho de que los residuos con caracter recalcitrante (poco
biodegradables) y fitotoxicos, como los SCG, y que podrian ser utilizados como
enmienda organica en agricultura, son capaces de incrementar de forma positiva
numerosas propiedades fisicas y fisicoquimicas del suelo, relacionadas con un gran
namero de variables de la calidad del suelo (Cervera-Mata et al. (2021)). Sin
embargo, seguin Vela-Cano et al. (2019), la adicion de SCG es capaz de cambiar la
estructura de la comunidad bacteriana del suelo y, por lo tanto, podriamos plantear
la hipbtesis de que la actividad biolégica podria interrumpirse debido a la toxicidad
de SCG. De modo que, enriqueciendo la enmienda con microorganismos extraidos
de suelos de ecosistemas naturales bien conservados, como por ejemplo, el encinar,
seriamos capaces de incrementar la biodegradacion del material recalcitrante
aportado como enmienda, estimular la liberacion de nutrientes al medio y potenciar
el desarrollo vegetativo del cultivo.

A partir del estudio de los microcosmos se observa que, en términos de biomasa y
contenidos de N y C, tanto para la parte aérea, radicular y total, existe una tendencia
entre el incremento de la concentracion de SCG y la pérdida de diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos establecidos por las distintas
enmiendas organicas empleadas. Por tanto, los ensayos realizados con un 0% SCG
muestran diferencias significativas estadisticamente en practicamente todas las

variables consideradas, y esta diferencia va perdiéndose a medida que se
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incrementa el contenido en SCG hasta el 10%. Por lo que SCG, pese a ser un
material organico no considerado como fitotoxico (a partir del indice de germinacion,
test de fitotoxicidad), y de acuerdo con Cervera-Mata et al. (2020), presenta rasgos
que limitan el crecimiento vegetal en funcion de su concentracion. De este modo, se
puede afirmar que SCG presenta un efecto negativo sobre el crecimiento de las
plantas, siendo este efecto proporcional a la concentracion de SCG en el medio
empleado, tal y como explica Hardgrove & Livesley (2016).

De modo que SCG es un limitante para el desarrollo tanto vegetal como microbiano,
si se considera su aplicacion directa sin transformacion previa (Comino et al. (2017)).
Por otro lado, la presencia de diversas colonias en los medios de cultivo con SCG,
indica la existencia de microorganismos capaces de subsistir a partir de estos
residuos, biodegradandolos, y aportando nutrientes para otros microorganismos
presentes en el medio o las propias plantas.

Otra alternativa a la aplicacién directa de SCG, seria idear algin proceso de
compostaje previo de los SCG, para obtener un producto final que pudiese aplicarse
directamente al suelo en forma de enmienda como fuente de nutrientes disponibles a
corto plazo o de forma inmediata tras su aplicacién, como podria ser la mezcla de
SCG con Green Wastes para la elaboracién de compost (Zhang & Sun (2017)).

Los medios de cultivo microbianos con SCG indican, de igual modo, la tendencia
antes mencionada, mostrando valores superiores de UFC en los medios TSA sin
SCG, y observandose una clara reduccion para 5% y méas aun para 10% SCG.
MMse presenta los mayores valores de UFC tanto en TSA como en medios con
SCQG, lo cual es indicativo de que esta enmienda tiene un fuerte caracter degradativo
de materia organica de diversa indole, en contraposicion con estudios como
Mupambwa et al. (2016), que muestran la necesidad de crear sinergias con otros
microorganismos para obtener un mayor potencial biodegradativo. La surgencia de
los cuerpos miceliares en los medios con SCG que cubren toda la placa de Petri, son
indicativo de que esta enmienda es la mas adecuada para la degradacion de
compuestos recalcitrantes, pues muestra una adaptabilidad total para su utilizacién
como alimento. CA por su parte, también cuenta con un valor muy elevado en TSA,
sin embargo, el numero de UFC decae hasta cuatro 6rdenes de magnitud cuando se
exponen a SCG, indicando de esta manera que no es una enmienda muy propicia
para mezclar junto con este tipo de residuos, pues una parte considerable de su

microbiota se ve afectada gravemente bien por la presencia de determinadas
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sustancias de caracter toxicolégico para ella, o por la imposibilidad de la misma para
utilizar SCG como fuente de alimento. Seguida a esta enmienda se encontrarian
respectivamente Me, HL y Mp. Dichas enmiendas presentan un comportamiento
similar a CA. En términos generales, se puede afirmar que la adiciéon de SCG a las
diferentes enmiendas empleadas produce una proliferacion de hongos
lignoceluloliticos, los cuales muestran una importante resistencia a polifenoles. Este
grupo de microorganismos presenta la capacidad de degradar los diferentes
constituyentes de las paredes celulares vegetales (celulosa, hemicelulosa y lignina)
en consonancia con Dashtban et al. (2010), mediante la produccion de diferentes
enzimas lignoceluldsicas y procesos clave (Lépez et al. (2019)). Este grupo funcional
de organismos transforma una importante proporcion de materiales organicos, en
recursos de gran importancia agregada para la produccién primaria, por lo que son
una importante herramienta en bioingenieria aplicada a la degradacién de residuos
agroindustriales de acuerdo con Kumla et al. (2020); permitiendo la liberacién de
nutrientes indispensables como puede ser el N de acuerdo con Pellitier & Zak
(2015). Otro grupo de organismos con ciertas caracteristicas similares a estos
hongos son los actinomicetos, muy caracteristicos en suelos con una elevada
proporcién de sustancias hamicas, consagrandose como organismos reductores de
humus (Kulikova & Perminova (2021)), sino que ademas se posicionan como
importantes productores de enzimas lignoceluloliticas para la degradacién de SCG u
otros residuos con el mismo caracter recalcitrante (Saini et al. (2015)).

Por otro lado, partiendo del estudio realizado con los medios de cultivo para la
determinacién de los grupos considerados como de gran importancia (BAL, actinos,
hongos, levaduras y bacterias fotosintéticas) para una enmienda de EM o enmienda
microbiolégica, se observa que BAL no destaca en ninguna de las enmiendas
empleadas, ya que se no existe un aumento notable de su poblacion. Por el
contrario, si se observa un importante decrecimiento de estos en Me con respecto a
su homoélogo tratado como enmienda plenamente microbiol6gica, MMse, lo que es
un claro indicativo que tratar Me de este modo produce un crecimiento sin
precedentes de la microbiota general de la enmienda. Como sustratos de mayor
capacidad para sostener una microbiota mas abundante encontramos, por tanto, a
MMse como fuente de microbiota lignocelulolitica, y por otro lado, HL como fuente de
actinomicetos. De modo que ambas enmiendas pueden afadirse de forma

combinada para obtener un mayor efecto potenciador de la degradacion de residuos
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tipo como SCG combinados con otros compost en consonancia con Emmanuel et al.
(2017).

El tratamiento de 0% SCG representaria una comparacion directa del poder de las
enmiendas para el desarrollo y crecimiento vegetal, puesto que no existe el efecto
limitante de SCG. Por consiguiente, en base a los resultados para 0% SCG, queda
constatado el potencial como enmienda organica, por si sola, de los MMse, tanto en
términos de produccion neta de biomasa y asimilacion de C. Ambos grupos de
pardmetros nos indican que hay una mas apropiada liberacion de N, que es el
nutriente mas limitante para el crecimiento vegetativo (Smill (1999); Blumenthal et al.
(2008)). Esta premisa queda contrastada a partir de los datos de relacion C/N,
menores para MMse, lo que implica una mayor asimilacion, por parte de las plantas,
de N fijado por determinados microorganismos presentes en el medio edafico y por
tanto menor limitacion al crecimiento observada en los resultados.
Comparativamente, MMse sobrepasa en gran medida a CA y Mp, concretamente el
empleo de MMse supone un incremento en la asimilacion de N en la planta de un
47% respecto a CA y un 39% respecto a Mp para 0% SCG; y por tanto también en la
produccién de biomasa en un 44% respecto CA y 32% respecto Mp. Sin embargo,
es necesario resaltar que la C/N en todos los casos se encuentra por encima de los
valores oOptimos (entre 10-14) propios de una mineralizacion y ruptura rapida de
materia organica fresca (Lezcano et al. (2018)).

Mp y CA serian las enmiendas con peores resultados, en la practica totalidad de las
variables estudiadas (biomasa, humedad y C, N). En primer lugar, se puede
observar que a partir de la caracterizaciéon fisico-quimica de estas enmiendas, Mp
presenta la mayor relaciéon C/N, indicativo de que se trata de un material con una
gran acumulacién de restos organicos ricos en C (exceso de energia) sin
mineralizar, y por tanto, relativamente pobres en N, lo que podria explicar su escaso
rendimiento observado en los microcosmos. Por otro lado, CA es totalmente opuesto
a Mp en relacion a C/N, es decir, se corresponde con enmiendas organicas con una
excelente mineralizacion de la materia organica presente, por lo que existe una
mayor presencia de N en formas biodisponibles por las plantas, y por tanto, con
mayor calidad. En términos de pH, Mp presenta valores proximos a la neutralidad,
posiblemente debido a que las aciculas y demas restos vegetales del pino ain no se
han descompuesto, y al ser ricos en acidos organicos, acidificando el medio. En

contraposicion, CA presenta valores de pH medianamente basicos o alcalinos. Por
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otro lado, a partir del analisis de la fitotoxicidad, observamos que Mp deberia
favorecer el crecimiento de manera notable en contraposicién con los resultados
obtenidos en los microcosmos; y por el contrario CA, que posee valores que indican
la presencia normal de sustancias fitotoxicas, similares a SCG, por lo que podria
servir para explicar el bajo rendimiento general que existe en el ensayo con
guisantes.

Se ha observado un aumento en la tasa de asimilacion de CO, (parametro
subrogado a partir del aumento del contenido de carbono en las muestras vegetales,
y por tanto, del incremento en la tasa de fotosintesis) especialmente en los
microcosmos con Me, HL y MMse. Por consiguiente, si este tipo de residuos
organicos, y sus respectivos activadores de biodegradacion, se incorporan al suelo
en forma de enmienda, supondria un incremento neto en la tasa de secuestro de
carbono. MMse supera con creces a CA y Mp en la fijacion de C (respiracion);
concretamente un 42% mas respecto a CA y un 27% respecto a Mp para 0% de
SCG. Por otro lado, se ha observado claramente un menor déficit hidrico en las
hojas en aquellas plantas bajo manejo organico con incorporacion de estas
enmiendas (MMse y HL). MMse disminuye el déficit hidrico foliar (mayor retencion de
humedad en los tejidos de la planta) con respecto a Mp en un 3% y HI con respecto
a Mp un 2%. Coincidiendo con Calero et al. (2013), seria un aspecto de gran
importancia en un ambiente y agro-sistemas tendentes a la aridez, en un mas que
probable escenario de cambio climatico cada vez mas acusado. La misma tendencia
se aprecia también para la biomasa de la raiz, porque la raiz de la planta, en la
cosecha, se quedaria en el suelo de cultivo, fijando carbono directamente. Otro
aspecto interesante, es que el carbono cosechado de las plantas de guisante, se
encontraba principalmente almacenado en la parte aérea de las mismas, frente a la
parte radicular que cuenta con valores inferiores; en concreto, dicha localizacion
diferencial de carbono entre ambas partes de la planta es de un 31% mas en la parte
aérea que en la radicular. Coincidiendo de este modo con la teoria de Bloom et al.
(1985), en concreto a lo postulado en su cuarto teorema sobre la asignacion de
recursos en el interior de la planta. Dicho teorema afirma que la asignacion optima
de dichos recursos como puede ser el C se dara en base a las necesidades de
recursos para los distintos procesos que tienen lugar en la planta, y cémo los
procesos de mayor requerimiento de C se dan en la parte aérea (crecimiento

primario, secundario y respiracion), frente a los procesos acontecidos en la rizosfera
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(absorcion de nutrientes y agua, liberacion de exudados...); sera en la parte aérea

de la planta donde se acumule una mayor concentracion de C.

Por otro lado, la capacidad de retencion de agua, medida a partir del % de humedad
de la biomasa vegetal, se ha visto afectada por las distintas mezclas de enmiendas
organicas con el sustrato mineral inerte (vermiculita). Concretamente, estas
diferencias se dan para el analisis de la parte aérea, siendo MMse la enmienda
donde las plantas presentan una mayor cantidad de agua retenida. Este indice es
relacionado por diferentes autores, como Bacelar et al. (2006), con la capacidad de
adaptacién de las plantas al déficit hidrico, de modo que mayores valores de este
indice con respecto a los controles, indican una mayor capacidad en la gestion y uso
del recurso hidrico disponible por las plantas. Dicha adaptabilidad se constituye
como un aspecto fundamental en la explotacion agricola dentro de un escenario de
cambio climatico, como se mencion6 anteriormente, enfocado en un aumento
paulatino de la sequia y estrés hidrico de las especies vegetales, tanto nativas como
cultivadas. Cuanto mayor es el déficit hidrico, mayor es la fuerza de succién que
deberan realizar las plantas para obtener agua y, por tanto, tendran un mayor
consumo de energia (Miner (1994)). El empleo de diferentes enmiendas orgénicas
mezcladas con suelo, por tanto, reduce las pérdidas de agua por evaporacion en los
cultivos (Mormeneo et al. (2009)), y que también hemos demostrado en nuestro
ensayo en microcosmos. El manejo agricola con enmiendas organicas supone un
incremento en la tasa de asimilacién de carbono y un menor déficit hidrico en las
partes aéreas de la planta, lo que implica una gran ventaja en la gestion integrada de

los suelos de uso agricola en ambientes semiaridos (Calero et al. (2013)).
6. CONCLUSIONES

e SCG es un residuo que puede ser degradado por la micriobiota de las
diferentes enmiendas organicas empleadas en el estudio, concretamente por
los grupos conocidos como hongos lignoceluloliticos y actinobacterias. Su
concentracion en el medio condiciona su accion como agente fitotoxico.

e Las enmiendas con mayor “biodiversidad” microbiana provocan un mayor
crecimiento vegetativo de las especies cultivadas de guisante.

e Los EM quedan consagrados como una enmienda de gran calidad, capaz de

competir con enmiendas de diferente tipologia, algunas de ellas muy
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consolidadas en el mercado como HL. Ademas, la mayor riqueza
microbiologica presente en EM la hace una gran herramienta de
biodegradacion de compuestos organicos recalcitrantes como SCG,
transformandolos en nutrientes disponibles para la vegetacion presente.

Mp y CA son las enmiendas peor paradas en términos de crecimiento vegetal
y liberacién de nutrientes (mineralizacién inferior de la materia orgénica.

Se requiere un estudio en mayor profundidad sobre la diversidad
microbiolégica de las diferentes enmiendas, riqueza especifica, abundancias

relativas, grupos funcionales, interacciones y redes tréficas.
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