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JUSTIFICACION

Las actividades humanas llegan a degradar y contaminar el suelo, lo que produce la pérdida de sus
funciones y servicios ecosistémicos subyacentes, esenciales para la conservacién del medio ambiente y
la salud humana. La fitogestién de espacios degradados/contaminados permite recuperar (incluso
ampliar) las funciones y servicios ecosistémicos dafiados, cuyo alcance puede ser evaluado a través del
seguimiento de las propiedades edaficas y bioldgicas del lugar.

Durante el proyecto PhytoSUDOE se establecio una red de emplazamientos degradados/contaminados
y fitogestionados que cubre una amplia gama de condiciones edafoclimaticas, tipos de degradaciéon y
opciones de fitogestién, a lo largo de la region SUDOE. Ya que los procesos del suelo son especificos del
sitio y cambian con el tiempo, para evaluar el éxito y sostenibilidad de las estrategias de fitogestion, es
esencial obtener informacién precisa a lo largo del tiempo en cada emplazamiento. Para ello, en el
proyecto Phy2SUDOE se disefié un Plan de Monitorizacién y se selecciond un grupo de indicadores de
control (edaficos y bioldgicos) que proporcionan la informacidn necesaria para evaluar la evolucion a
largo plazo de los emplazamientos fitogestionados.

En esta guia se presenta un breve resumen de la metodologia utilizada para la evaluacién inicial de los
emplazamientos degradados/contaminados de la red PhytoSUDOQE y se detalla el Plan de Monitorizacién
y los indicadores de control seleccionados para evaluar el éxito de las estrategias de fitogestion
implementadas en cada uno de ellos.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 1
European Regional Development Fund (ERDF).
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1. Introduccion

1.1 ¢:Qué es la fitogestion?

La fitogestidn es una fitotecnologia, surgida a partir de la fitorremediacién, que utiliza la combinacién
de diversas plantas y microorganismos, asistida, si es necesario, por enmiendas del suelo, para controlar
el riesgo asociado a la presencia de contaminantes en emplazamientos degradados, a la vez que
produce una biomasa de alto valor y/o de interés ecoldgico, y mejora las funciones ecoldgicas del suelo
y los servicios ecosistémicos subyacentes. Es una opcién de restauraciéon ambiental menos invasiva y
costosa que la excavacion y el vertido, y, ademads, es mas respetuosa con el medio ambiente y esta
integrada en la bioeconomia.

La fitogestion promueve el uso de opciones blandas de remediacién (siglas en inglés GRO, de Gentle
Remediation Options por su denominacion en inglés) dentro de una soluciéon integrada de gestion de
riesgos para espacios degradados o contaminados abandonados. El uso de fitotecnologias se considera
una alternativa a los métodos tradicionales de ingenieria civil, respetuosa con el medio ambiente,
estética y econdmicamente viable. Ademas, la fitogestion tiene la ventaja adicional de que puede ser
aplicada in situ y a gran escala.

Mientras que la fitorremediaciéon tiene como objetivo la reduccion del riesgo asociado a los
contaminantes, la fitogestién promueve el uso de los GROs como parte de una gestién integrada del
emplazamiento, en la que, junto con la reduccién del riesgo, se tiene en cuenta la obtencién de
beneficios econdmicos, sociales y medioambientales (Figura 1).

PHYTOREMEDIATION
+

SUSTAINABLE SITE MANAGEMENT

PHYTOREMEDIATION

PHYTOMANAGEMENT
M LS =
. { S -~ ¥
-;7 S 0 \\Q\\k Generation of wider site
RSN R BENEFITS
270 I § (} [
RN
Economic Environmental Social
*Material and renewable *Provision of green space *Amenity and leisure
energy generation -Carbon sequestration ‘Landscape preservation
*Recovery of land value *Greenhouse gas mitigation with cultural value

“Water flow management
*Water resource improvement
*Soil erosion prevention
‘Reduction of soil surface area

Figura 1. Representacion conceptual del proceso de fitogestion (Burges et al., 2018).
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Las GROs fueron desarrolladas como alternativas ecoldgicas a los métodos tradicionales de ingenieria
civil de rehabilitacion de suelos (Kidd et al. 2015). Estas opciones incluyen técnicas de estabilizacion in
situ (inactivacién) y técnicas basadas en especies vegetales (generalmente denominadas
fitorremediacién), y tienen como objetivo disminuir el contenido total y/o de formas labiles
(biodisponibles) de distintos tipos de contaminantes (Cundy et al., 2016). Las principales opciones de
fitogestion son las siguientes:

La fitoestabilizacién utiliza especies vegetales tolerantes con un fenotipo de
exclusién para establecer una cubierta vegetal y estabilizar y/o reducir
progresivamente la disponibilidad de los contaminantes del suelo (Mench et al.
2006, Ruttens et al. 2006a, 2006b, Vangronsveld et al. 2009, Dary et al. 2010).
La incorporacién de enmiendas en el suelo o el uso de la inoculacion microbiana
(fitostabilizacién asistida) (Mench et al. 2010) puede disminuir aun mas la
biodisponibilidad y la fitotoxicidad de los contaminantes en la zona de la raiz, al

i tiempo que mejora el establecimiento de la planta. La fitoestabilizacion no
conduce a la eliminacion real de los contaminantes, pero reduce su
biodisponibilidad y transferencia a otros compartimentos ambientales. La
accion mecanica de las raices de las plantas reduce la erosion y el transporte de
particulas del suelo a través de agentes naturales, mientras que la
evapotranspiracion minimiza la lixiviacion durante la temporada de crecimiento
y, por lo tanto, la diseminacién de contaminantes. Ademas, la adsorcién, la
precipitacion y la acumulacién de contaminantes en la rizosfera (en
colaboracién con microorganismos asociados con las raices de las plantas)
conllevan su inmovilizacién (Mench et al. 2010).

La fitoextraccidn se basa en el uso de plantas tolerantes que absorben
determinados contaminantes (en general, dos o tres metal(oid)es, rara vez
mas) del suelo y los acumulan en su biomasa aérea cosechable en cantidades
superiores a sus concentraciones normales (Vangronsveld et al. 2009). La
fitoextraccién puede ser ayudada por enmiendas, agentes quimicos y
o microorganismos del suelo (fitoextraccion asistida). Cuando los elementos traza

(ET) con valor econdmico (como Ni, Au, etc.) se recuperan de la biomasa vegetal
(bio-minerales), se la conoce como fitomineria (Chaney et al. 2007).

La fitovolatilizacidon aprovecha la capacidad de las plantas para transformar los
contaminantes en compuestos volatiles ya sea fuera o dentro de algunas partes
de la planta, después de su absorcidn, o absorber y transportar compuestos
M volatiles desde el suelo a la biomasa aérea, donde pueden liberarse a la
atmosfera (Wenzel 2009). Cuando el contaminante se transforma y se libera
directamente del suelo que rodea las raices de las plantas (rizosfera),

volatilization

generalmente se denomina rizovolatilizacion (Zhang y Frankenberger 2000).

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 3
European Regional Development Fund (ERDF).
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La fitodegradacion o fitotransformacion utiliza plantas (y sus microorganismos
asociados) para degradar los contaminantes organicos a metabolitos que
tienen a sus concentraciones un efecto toxico menor o nulo (Weyens et al.
2009). Cuando la degradacion tiene lugar en la rizosfera de las plantas (debido
7N a la actividad microbiana o la liberacion de enzimas de las plantas), los términos
degradation como fitoestimulacion o rizodegradacién son mas correctos (Becerra-Castro et
al. 2013).

Dentro del proyecto Phy2SUDOE, se han aplicado distintas técnicas para la mejora de la fitogestion,
como la aplicacion de enmiendas edaficas, la bioinoculacién o distintos patrones de cultivo:

Las enmiendas son compuestos que se afiaden al suelo para mejorar sus

propiedades fisicas, quimicas y/o bioldgicas, favoreciendo el crecimiento de las

, plantas (por ejemplo: enmienda de materia orgdnica a través de la adicién de
° compost).

[
Enmiendas

El bioaumento consiste en la inoculacion de plantas con microorganismos que

P puedan potenciar el crecimiento vegetal o la tolerancia a los contaminantes, o
influir en la acumulacién de elementos traza o la degradacion de contaminantes

{ orgdnicos. En el caso de Phy2SUDOE se han usado indculos bacterianos
(endofitos y rizésfericos) y hongos (para formar micorrizas).

Bioaumentacién

Sistemas

Cultivos agroforestales

Plantacion .
agricolas

forestal

Se han cultivado arboles
con probada capacidad
fitorremediadora como
chopos y sauces (entre
otras especies).
En general, se han
utilizado especies de

En algunas de las parcelas
de Phy2SUDOE se han
cultivado especies
herbaceas (colza,
gramineas, etc.) o de
elevada biomasa (girasol,
tabaco) en sistemas de

Para potenciar la
fitorremediacion, en algunas
parcelas se han intercalado
plantaciones forestales con
cultivos agricolas, o se han
establecido policultivos de
especies arbdreas, que incluyen

rapido crecimiento y rotacion. leguminosas, o plantas que se
tolerantes a la asocian con microorganismos
contaminacion. fijadores de nitrogeno (p.ej.
Salix/Populus con Alnus).
Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 4
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1.2 El proyecto Phy2SUDOE

El proyecto Phy2SUDOE tiene como objetivo principal la gestién sostenible de emplazamientos
contaminados en la regidon Interreg SUDOE, mediante la aplicacion de estrategias de fitogestion
encaminadas a la minimizacion del riesgo asociado a la presencia de los contaminantes, a la vez que se
generan beneficios, en términos de productos y servicios ecosistémicos, y se protege y promueve la
biodiversidad, a través de la cooperacién de todos los agentes involucrados en este campo
(investigadores, administraciones, gestores y empresas). Phy2SUDOE surge como continuacién del
proyecto PhytoSUDOE (SOE1/P5/E0189, 12 convocatoria Interreg SUDOE; finalizado el 21/10/2018), en
el que se detectd la necesidad de continuar y complementar los estudios realizados.

Durante la ejecucién de PhySUDOE se estableci6 una red de emplazamientos
degradados/contaminados y fitogestionados (PhytoSUDOE Network); el proyecto Phy2SUDOE, que
como vya se dijo, es continuacion de PhytoSUDOE pretende: i) consolidar la red de emplazamientos
fitogestionados (GT1), ii) ampliarla con nuevas casuisticas de contaminacién y estrategias de fitogestion
(GT2), vy iii) potenciar la conservacion de la biodiversidad endémica de interés ambiental vy
biotecnoldgico (GT3).

El GT1 se centra en el mantenimiento de los emplazamientos de la red PhytoSUDOE, asi como en
implementar estrategias de monitorizacién a largo plazo para el seguimiento de los beneficios
aportados por la fitogestiéon. Los emplazamientos de la red PhytoSUDOE (Tabla 1) cubren una gran
variedad de condiciones edafo-climaticas, tipos de degradacién y alternativas de fitogestion.

Tabla 1. Emplazamientos de trabajo del GT1 del proyecto Phy2SUDOE (procedentes de la red
emplazamientos establecidos en el provecto PhytoSUDOE).

Site Location Partners Type of degraded soil Contaminant/stress
St Médard d’Eyrans ) o
S1 ) INRA Abandoned industrial area Cu/PAH
(Gironde, FR)
Chaban-Del tal(loid)s/PAH
S2 apan-ueimas INRA Abandoned industrial area r.ne y .( oid)s/PAHs/
(Gironde, FR) aliphatic hydrocarbons
Borralha .
S3 UCP-CRP, LNEG Mine site Ag, W, Cu, Pb
(Montalegre, PT)
Arifiez ) .
S5a/S5b UPV, NEIKER, CEA| Abandoned zone in peri-urban area| As/Pb/PCB/PAH/HCs
(Basque Country, ES)
Mendigurentxo . .
S6 UPV, NEIKER, CEA Peri-urban used for dumping Trace elements

(Basque Country, ES)
Pedrafita do Cebreiro

S7 . CSIC, UsC Mine tailing Cd, Pb, Zn
(Galicia, SP)
Touro . - . .
S8 . CSIC, USC Mine tailing Cu, acid drainages
(Galicia, SP)

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 5
European Regional Development Fund (ERDF).
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2. Evaluacion inicial de los emplazamientos

Hacer una evaluacion inicial de los emplazamientos contaminados y/o degradados es el primer paso
necesario para: i) desarrollar el modelo conceptual de los riesgos de exposicidn y transferencia de los
contaminantes, ii) proponer los protocolos de fitogestion mas adecuados vy iii) disefiar un plan de
monitorizacién que permita evaluar su éxito a lo largo del tiempo, o detectar los retrocesos e
implementar las correcciones pertinentes de forma temprana.

A partir de la evaluacioén inicial se pretende comprender la naturaleza, las propiedades, la dindmicay las
funciones del ecosistema. Para ello, es necesario abordar el estudio de los factores ambientales de la
zona, la obtencién de informacién in situ mediante observacion y descripcion en el campo, asi como
caracterizacion de las propiedades fisicas, fisico-quimicas y bioldgicas del suelo. Las fotos o dibujos que
muestren el estado del emplazamiento seran de gran utilidad para una interpretacion adecuada de los
de los resultados.

Toda la informacidn recogida es especialmente relevante para definir las acciones de fitogestién
necesarias. Asi, se definirdn las necesidades de fertilizacién del suelo, riego (periddico, sistemético, ...),
especies vegetales mas adecuadas para el emplazamiento (nativas o nuevas) y sistemas de cultivo
(agricolas/forestales, rotacién/permanente, mono-/policultivo,...).

En la figura 2 se presenta un modelo conceptual del procedimiento seguido para realizar la evaluacion
inicial de los emplazamientos fitogestionados de la red PhytoSUDOE y en la tabla 2 se incluye de forma
detallada la informacién obtenida en el procedimiento.

EVALUACION INICIAL

FACTORES OBSERVACION DE LA PROPIEDADES
AMBIENTALES ZONA DE ESTUDIO DEL SUELO

) Pardametros
Necesidades de Eleccion de

. . monitorizables
fertilizacion especies
/abono/riego vegetales a

plantar y/o

conservar

Figura 2. Modelo conceptual para realizar una evolucion inicial de un espacio
contaminado/degradado.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 6
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Tabla 2. Procedimiento general para abordar la evaluacion inicial de un emplazamiento.

Fecha de observacion

Autores

Ubicacion Localizacion y coordenddas

Altitud Metros sobre el nivel del mar (msnm)

Condiciones atmosféricas actuales
Clima y condiciones atmosféricas

Condiciones climaticas pasadas/precipitaciones

Regimenes climaticos del suelo

Geoforma principal (morfologia del pdisdje)

Forma del terreno Y topograﬁa (relieve) Posicion del sitio dentro del paisaje

Pendiente: forma, gradiente y orientacion

Uso de la tierra

Cultivos
Uso del suelo y vegetacion

Vegetacion

Influencia humana/evidencids de contaminacion

Material de Po\ftida\ Origen y naturaleza

Edad del paisaje

Hidrologia Cursos de dqud, arroyos, lagunas, escorrentia,...

Afloramientos rocosos % superficie cubierta, dureza, distancia entre afloramientos

Pedregosido\o( % superficie cubiertd, tamafo

No evidencia/erosion por dqua y/o viento

tipo de deslizamientos

IR % drea afectada

Grado (Iigero, moderado, severo, extremo)
Encostramiento dnchura y consistencia de la costra superficial
Grietas su[oevficiolles Anchurd, distancia entre grietas, profundidad
Drenadje

Condiciones de humedad del suelo

Matriz
Color del suelo (clave Munsell)

Moteados: color, abundancia, forma, tamafo,......

Estructura del suelo Prismatica, columnar, bloques, laminar, granular o migajosa
Consistencia Friabilidad, plasticidad, adhesividad, resistencia a la compresion
Textura Método de campo (comportamiento de una muestra de mano)

Perfil

Capa superficial

Vege‘to\cién

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 7
European Regional Development Fund (ERDF).
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Muestras hiimedas  |Condiciones de conservacion

Muestras secas Secado, tamizado (suelos)/triturado (vegetacion), conservacion de las muestras

Propiedades fisico-quimicas del suelo

Textura

Estructura

Densidad

Capacidad de retencion hidrica

pH (en agua y cloruro Po‘té\sico)

Potencial redox

CIC al pH del suelo

Cantidad y disponibilidad de nutrientes (N, P, K)

P extraible (Olsen )

CyN totales

Carbonatos

Elementos traza y contaminantes

Elementos traza bioo(isloonibles

Elementos traza totales

Contaminantes orgdnicos

Propiedao{es biolégicas y bioquimicas

Actividades enzimaticas

CLPP (Ecoplo\tes Biolog ™)

Resloimcién

Comunidades microbianas

Test de ecotoxidad

Fauna presente en el suelo

Analisis de plan’co\s

Pardmetros biométricos

Pardmetros fisiologicos y pigmentarios

Nutrientes

Concentracion de elementos traza

Factores de bioconcentracion y translocacion de elementos traza

Concentracion de contaminantes orgdnicos

- Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 8
European Regional Development Fund (ERDF).
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3. Plan de monitorizacion de los espacios
fitogestionados

3.1 Seleccion de los indicadores de control

Cuantificar el grado de recuperacion y/o ampliacion de las funciones y servicios ecosistémicos de un
suelo durante o después de la fitogestion es clave para evaluar el éxito de las distintas alternativas y
escalar las mds adecuadas. Si tenemos en cuenta que las funciones del suelo son propiedades integrales
gue surgen de interacciones complejas entre los procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, en funcion de
multiples factores, podemos entender que su evaluacién y cuantificacién es una tarea dificil. Las
funciones del suelo y los servicios aportados no pueden medirse directamente, por lo que se recurre a
la medida de propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo para cuantificar el cumplimiento de las
funciones del suelo relacionadas con objetivos especificos. Estas propiedades son utilizadas como
indicadores (directos o indirectos) de la funcién del suelo y cladsicamente se agrupan bajo el término de
indicadores de calidad del suelo. La seleccién de los indicadores de calidad del suelo adecuados es uno
de los pasos mas importantes para evaluar el éxito de las estrategias de fitogestion.

Para evaluar la calidad del suelo, lo ideal seria tener valores de referencia objetivo, que fueran
universales. Sin embargo, esto no es posible, ya que el material de partida del suelo, el clima, la
topografia, la hidrologia, la actividad bioldgica y el tiempo, entre otros factores, influyen directamente
en las propiedades del suelo y su evolucién.

También debemos tener en cuenta que las condiciones climaticas plantean una limitacion crucial y obvia
para el éxito de la fitogestion. La temperatura controla la transpiracion, la quimica del agua, el
crecimiento y el metabolismo de las plantas y, por tanto, afecta directamente la absorcién de
contaminantes y a su destino dentro de la planta y otros compartimentos del ecosistema (Bhargava et
al., 2012). La humedad del suelo afecta tanto al crecimiento vegetal como el transporte de
contaminantes en el suelo. La sequia prolongada induce el estrés, lo que aumenta la sensibilidad de las
plantas a los patdgenos o herbivoros y, lo que es mas importante, reduce el crecimiento de las plantas,
con implicaciones negativas en el éxito de la fitorremediacidn. Otros problemas especificos del sitio se
refieren a dreas de mineria y suelos arenosos donde los suelos a menudo se caracterizan por una baja
capacidad de retencion de agua (Kidd et al., 2015).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de cada emplazamiento, en Phy2SUDOE se disefid un Plan de
Monitorizacién de los parametros edaficos y bioldgicos que permite evaluar la evolucién del
emplazamiento y los beneficios aportados por la fitogestion a lo largo del tiempo, asi como corregir las
desviaciones detectadas (Tabla 3 y Tabla 4).

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 9
European Regional Development Fund (ERDF).
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Tabla 3. Parametros edaficos y bioldgicos seleccionados para la monitorizacion de los distintos
emplazamientos.

S1 S2 S3 [ S5b | S7 S8
Soil pH (1:2.5 soil:water; or 1M KCI) X X X X P
) = Cobaltihexamine method X X X X X
= 1M NH,CI AAS/ICP-OES X X
% Extractable P (Olsen's NaHCO;method) X X X X X X
o |Phosphorus speciation/fractionation X
ng Total C and N (Combustion, LECO analyzer) X X X X X X
o SOM fractionation X X
-GC': Carbonates (Gravimetry, Schleiber method) X X X X
kS Fe/Al oxi(hidroxi)des X X
_% Bulk density X X
& Soil moisture X X X X
Water-holding capacity X X X
= *:co NH,Cl X o
g = Bioavalable TE NH,NO; X X X X X X
2 £ (epTA H20,.) H,0 X | X
£ g EDTA X[
%j t_j Total TE (H,0,/3:1 HCI:HNO3, microwave) X X X X X X
% §0 Soil metal fractionation (modified BCR protocol) X X
= S |Total PAH (Hexane extraction, GC-MS determination) X
@ Enzymatic activities X X X
) E CLPP (Ecoplates Biolog ™) X
% ‘ Respiration X
Tg 2 Microbial communities X
%0 E Ecotoxicity test (germination, microtox...) germination X X
’ GE) el invertebrates | invertebrates
5 nematodes nematodes
g Metabarcoding (16S, ITS, 18S and COlI) M X X X X
Biometric parameters X X X X X X
TE concentration X X X X
Physiological and pigment parameters Chlfr:gz:y” X X X X
Nutrients X X X X X
TEs bioconcentration and translocation factors X X X X
Soil Health Cards (TSAE) X

European Regional Development Fund (ERDF).

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the

10




interreg - Guia técnica avanzada de herramientas para la
SUdoe monitorizacion a largo plazo de espacios fitogestionados

9 Phy2SUDOE

Tabla 4. Plan de monitorizacion en los distintos emplazamientos de la red Phy2SUDOE.

Soil sampling . . .
Plant sampling Plant mortality Replanting
Metabarcoding
Site Times | When? Times When? Times When? Times When? Times When?
12/2020 10 & 11/2021
03/2021 germination (Oct.), (Eucalyptus instead
sl i || ey = 03 2 10/2022 | A/¥ear |3, 67 &12/2001 || 2/year harvest (June) i of diedinon
3, 68&11/2022 mycorhizal poplars)
S2 il 04/2022 2 02 2/year TR e not relevant not
03/2022 v 06 & 11/2022 relevant
1 per year .
S3 a 04/2022 il 09/2021 i 09/2021 (2021/2022) Spring Yes October
Spring 2022
S5a No No No 1 per year Autum 1 (hstime)
1 (phy/chem+TE) 04/2022
S5b 1 04/2022 1 per year spring 1 per year Spring No
2 (soil cards) | 05 & 10/2022
Spring 2022
S6 No No No 1 per year Autum it (Iast time)
S7. No il 07/10/2021 1 07/10/2021 il 07/10/2021 No
Salix & Agrostis plots N 3 22/09/2021 | 1 per year 22/09/2021 1 per year 22/09/2021 o
(established in 2011) ° 04/11/2022 |(2021/2022) 04/11/2022 (2021/2022) 04/11/2022 °
S8
Poplar plots
(established in 2017) 1 04/2022 il 28/04/2022 1 28/04/2022 a 28/04/2022 No

m Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 11
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.2 Toma de muestras

Para una monitorizacion éptima, las distintas campafias de observacién y muestreo se realizaran en las
mismas condiciones ambientales y en la misma parcela control. Se evitaran los dias excesivamente
calurosos, frios o lluviosos, y las medidas se realizardn antes o después del laboreo del suelo, dejando

tiempo para que el suelo se estabilice.

De forma general, se realizara el estudio de todo el perfil del suelo para una correcta caracterizacion
inicial de un emplazamiento, mientras que la monitorizacion a lo largo del tiempo se realizard
especificamente en la “capa arable”, mds afectada por las actuaciones de la fitogestion. En cualquier
caso, previamente a la toma de muestras, se realizara una completa descripcion de la zona de estudio
(ver puntos 1, 2y 3 enlaTabla 2).

3.2.1 Muestreo del perfil del suelo

El perfil de un suelo es un corte vertical del terreno que permite estudiar todos los horizontes del suelo,
desde la superficie hasta el material original. Para poder estudiarlo podemos excavar una calicata en el
terreno, suficientemente grande para permitir la observacion del perfil completo. También podemos
utilizar antiguos cortes del terreno, por ejemplo, en caminos o carreteras, pero después retirar
suficiente material para exponer el suelo fresco. En primer lugar, anotamos las caracteristicas de la
superficie del terreno y después, hacemos la descripcién del suelo horizonte a horizonte, empezando
por el mas superficial. Debemos completar la descripcion en el campo tanto como sea posible siguiendo
el listado de la Tabla 2 (puntos 1 a 3). Para informacion detallada ver Guia para la descripcion de suelos,
4th Ed. (FAO, 2006).

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 12
European Regional Development Fund (ERDF).
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Realizacion del muestreo de cada horizonte:

- Se debe realizar empezando por la base
del perfil, para no contaminar las
muestras siguientes.

- Las muestras no deben cogerse en los
limites de los horizontes.

- El peso de cada muestra debe de ser en
tornoa1kg.

- Las muestras deben guardarse en bolsas
debidamente etiquetadas, evitando la

contaminacién o perdida de muestra.

3.2.2 Muestreo de la capa arable del suelo

- La toma de muestras de la capa superficial o de la capa arable se realiza en los 20 cm
superficiales (0-20 cm), o menos si la profundidad del suelo es menor de 20 cm.

- Deben retirarse las plantas y hojarasca fresca de la superficie.

- La muestra consistird en una combinacion de, al menos, 5 submuestras de volimenes similares
(aproximadamente 0.5-1 kg de suelo) que se mezclan y homogenizan para formar una muestra
compuesta.

- Se recomienda seguir un patrén sistematico (cuadricula, zig-zag, diagonal, ...) para la eleccion
de los puntos de recogida de las submuestras.

[T T R e ] (0] o
[l (4] (a ] [} 1l il (%] (a] el
olololole a
(%] o L4l (4] L&} 1] il (4] (8] el
O 0| oo 0 o (8]

Cuadrienla Fig - Tag Diagromal Himuosa

- Cuando se realizan muestreos en terrenos plantados, la toma de muestras de suelos debe
realizarse entre las hileras de cultivo, o si es necesario, en caso de plantaciones forestales, en
el suelo proximo a las raices.

RECORDAR: El objetivo es obtener una muestra lo
mas representativa posible del suelo.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 13
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.2.3 Toma de muestras de vegetacion

En el caso de la vegetacion hay algunas medidas que se deben hacer en campo, como son las medidas

de los pardmetros biométricos vy fisioldgicos.
Para la toma de muestras para llevar al laboratorio:

- Debemos tomar una muestra representativa, para lo cual si es posible se debe hacer una
composicidon de, al menos, 5 plantas diferentes y, en el caso de los analisis que requieran solo
una hoja debemos coger hojas siempre de la misma orientacion y posicidn, y si es posible coger

al menos 3 réplicas.

- Las muestras deben etiquetarse correctamente y en caso necesario conservarlas en las

condiciones adecuadas para su traslado al laboratorio.

- Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 14
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.3 Preparacion de muestras
Las muestras de suelo y plantas que se necesiten frescas deben guardarse adecuadamente en camara
fria (a 4 C) o en congelador (a -20 o0 -80 2C) seglin sea necesario.

Las muestras de suelo que no requieren conservacion en fresco se extienden y se secan al aire en el
laboratorio (alternativamente, se pueden secar en un horno de aire forzado, a menos de 30 2C).

A continuacion, las muestras de suelo se tamizan (malla 2 mm) y se pesa la fraccion mayor de 2 mm. La
fraccion menor de 2 mm (fraccidn tierra fina) se homogeniza y se guarda una alicuota de 500 g para su
posterior andlisis. Los elementos gruesos son los mayores de 2 mm (gravilla: 0.2 a 0.6 cm; grava: 0.6 a
6 cm; cantos: 6 a 25 cm vy bloques: 25 a 60 cm y mayores) vy la tierra fina son los menores de 2 mm
(arcilla: menores de 2 um; limo: 2 a 50 py arena: 50 i a 2m). En el laboratorio la textura del suelo se
mide realizando un analisis granulométrico de la fraccién menor de 2mm.

Las muestras de vegetacién que no requieren conservacion en fresco se lavan y se secan, mejor en
horno de aire forzado (entre 30 y 60 eC) para evitar que se estropeen. A continuacién, se trituran o
muelen y se guardan bien etiquetadas en un lugar fresco y seco para su posterior analisis.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 15
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.4 Propiedades fisicas y fisico-quimicas del suelo

El proyecto PhytoSUDOE establecié un paquete bdsico de indicadores fisico y fisico-quimicos para
obtener una base de datos armonizada que permitiera comparar los resultados en los distintos
emplazamientos fitogestionados en el territorio Interreg SUDOE a lo largo del tiempo. Para ello se
utilizaron métodos estandar (AFNOR/DIN/ISO/UNE) y procedimientos recomendados en el proyecto
GREENLAND (KBBE.2010.3.5-01, Gentle remediation of trace element contaminated land. UE, 2015),
incluyendo: textura, estructura, densidad aparente, capacidad de retencion de agua, pH, salinidad, C
orgdnico e inorgdnico, contenido total de N, P disponible, CIC, cationes de cambio, contenido total y
biodisponible de elementos traza (Tabla 3).

3.4.1 Textura

El suelo estd formado por particulas de distintos tamafios, cuyos limites pueden variar en funcién del
sistema utilizado. Generalmente, se distingue la fraccion gruesa del suelo (>2 mm) de la fraccion fraccion
tierra fina (particulas < 2 mm). La primera forma el esqueleto del suelo e incluye gravilla (0.2 a 0.6 cm),
grava (0.6 a 6 cm), cantos (6 a 25 cm) y blogues (25 a 60 cm y mayores). La fraccion tierra fina incluye
arcilla (<2 um); limo (2 a 50 um) y arena (50 pLa 2 mm). La textura se refiere a la distribucidn de particulas
minerales de diferentes tamafios (arena, limo y arcilla) en la fraccion tierra fina y es uno de los atributos
mas estables del suelo, dificilmente modificable. La organizacion de particulas primarias en agregados
permite el desarrollo de la estructura del suelo que define el espacio poroso del suelo.

Informacion que proporciona

La textura del suelo afecta al comportamiento frente al laboreo, a la capacidad de retencion de agua
disponible para las plantas, a la erosionabilidad, al rendimiento de los cultivos y a la disponibilidad de
nutrientes (baja en horizontes arenosos). En horizontes muy arcillosos existe riesgo de compacidad, que
supone dificultad para el desarrollo de las raices.

Procedimiento
1 Pesar 20 gramos de suelo previamente secado al aire y tamizado a 2 mm.

2 Eliminacion de la materia orgdnica: Afiadir 20 ml de agua destilada y se va afiadiendo peréxido

de hidrogeno poco a poco, primero en frio y después calentando (a menos de 60 2C), hasta eliminar
por completo la materia organica (hasta que deje que formar espuma). Afiadir unos 150 ml de agua
destilada.

3 Dispersién: Trasvasar a una botella de 1 L, afiadir agua hasta la mitad y afiadir 10 ml de
dispersante CALGON (35,7 gr de hexametafosfato sédico + 7,94 gr de carbonato sédico/ 1000 ml),
tapar y agitar en agitador rotatorio durante 16 h.

4 Sedimentacién: Pasar la suspension por un tamiz de 50 p recogiendo las aguas de lavado, lavar
cuidadosamente con la menor cantidad de agua posible. Recoger las particulas que quedan en el
tamiz y secar a 105 9C, dejar enfriar y pesar, obteniéndose asi la fraccidon arena. Pasar las aguas de
lavado a una probeta de un litro, enrasar con agua destilada y agitar con una varilla "ad hoc" para
uniformizar. A partir del momento en que cesa la agitacién, se deja reposar durante menos de 30
seg y se toman 20 ml de muestra, con una pipeta Robinson introducida 10 cm en la suspensién. El
contenido de la pipeta y el agua de lavado de ésta se introducen en una capsula tarada y se seca a

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 16
European Regional Development Fund (ERDF).
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105 9C. Después de enfriar, se pesa, obteniendo asi la fraccién arcilla + limo. A las 8 h de agitacion

se toma otra muestra con la pipeta Robinson usando el mismo procedimiento. Después de

evaporar a sequedad se pesa, obteniéndose la fraccion arcilla.

Los resultados se expresan en porcentaje. Con ayuda de un tridngulo de texturas, como el presentado

a continuacion, se determina la clase textural.

100, O

(¥
'§ 60 Arcillosa 40
€ B
of 50 Arcillo 50 (/
Arcillo limosa %
40 / arenosa 60
Feades Fra nco
30 Franco arcillosa ﬁ:xf:ﬂin 70
arcill
25/ \)
Franca
/. Franc
10 francd imosy 90
Limosa
0 100
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
% Arena

La textura de un suelo puede estimarse también en campo a través de pruebas simples y sintiendo

los constituyentes del suelo (descripcidn del comportamiento de una muestra en la mano), aunque

la determinacidn en laboratorio da un resultado mas preciso.

Ademas, del método de laboratorio aqui descrito (método de la pipeta), para la determinacién de

clase textural hay otros métodos (ej. método del densimetro o analisis mecanico, en el que se usan

una serie de tamices con mallas de diversos tamafios).

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.4.2 Estructura

La estructura hace referencia a la organizacién de las particulas individuales de un horizonte de un suelo
en unidades estructurales compuestas o agregados, relativamente estables (Porta et al. 2013).

La estructura del suelo se describe en términos de grado, tipo y tamafio de los agregados siguiendo una
observacion sistematica. La descripcidn se realizard in situ con el suelo seco o ligeramente humedo,
tomando un terrén de suelo grande, de varias partes del horizonte.

Cuando un horizonte contenga agregados de mas de un grado, tipo o tamafio, los diferentes tipos de
agregados se deben describir por separado e indicar sus relaciones.

Informacién que proporciona

A diferencia de la textura, la estructura es una propiedad dindmica, muy sensible a las practicas de
manejo del suelo, lo que significa que puede cambiar a corto plazo, en funcion de la actividad bioldgica
y de las practicas de cultivo. El mantenimiento de una buena estructura incide positivamente en el
comportamiento y las funciones del suelo. La estructura condiciona: las relaciones suelo-agua, la
aireacién, la resistencia mecanica, las relaciones suelo-planta, el riesgo de erosion y las relaciones suelo-
organismos vivos. En el caso de suelos de regadio, es muy importante que estén bien estructurados y
tengan una tasa de infiltracion elevada, para evitar que se forme una costra superficial. Con ello
disminuye el agua de escorrentia superficial y el riesgo de erosion, al tiempo que aumenta el agua
disponible para las plantas, asi como que pueda haber un excedente de agua que drene y evite la
acumulacién de sales en el suelo.

Tipos de estructura del suelo

Particulas individuales de arena, limoy
Granular y migajosa arcilla agrupadas en granos pequefios casi
esféricos.

Las particulas de suelo se agrupan en
bloques casi cuadrados o angulares con los
bordes mds o menos pronunciados.

En bloques o bloques
subangulares

Las particulas de suelo han formado
columnas o pilares verticales separados por
fisuras verticales diminutas, pero definidas.

Prismaticas y
columnares

Se compone de particulas de suelo
Laminar agregadas en ldminas o capas finas que se
acumulan horizontalmente una sobre otra.

“ Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 18
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.4.3 Capacidad de retencion hidrica

La capacidad de retencién hidrica se usa para determinar la cantidad maxima de agua que queda
retenida en el suelo bajo presidén atmosférica (humedad maxima del suelo).

Procedimiento

1 - Se coloca en el fondo de un recipiente con orificios en su base una malla de nylon (para evitar la
pérdida de suelo) y se pesan unos 150 g de suelo seco.

2 - El recipiente se coloca en una bandeja y se aflade agua destilada en ella para que el suelo se sature

desde su base por capilaridad.

3 - Una vez saturado el suelo, transcurridas unas horas, se tapa la superficie con un vidrio de reloj o
similar (para evitar el secado superficial) y se deja drenar durante aproximadamente 12 horas.

4 - Se pesa y se determina la humedad retenida por diferencia de pesadas.

Donde:
- P1:peso del recipiente + malla sin el suelo.
- P2:peso del recipiente + malla + suelo antes de saturacién.

- P3:peso del conjunto tras su drenaje.

La retencidn de agua del suelo es una propiedad basica, necesaria para el estudio del agua disponible
para la planta, infiltracién, drenaje, estrés hidrico sobre las plantas y movimiento de solutos.

En general, cuanto mayor es el tamafio de las particulas menor es el agua retenida por los suelos (los
suelos arenosos son mas permeables y retienen menos agua que los arcillosos) y cuanto mayor es el
contenido en materia organica mas aumenta el agua retenida por el suelo.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 19
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.4.4 Densidad aparente

La densidad aparente es la relaciéon entre una masa de suelo seca y el volumen total que ocupa la
muestra inalterada. Este volumen incluye tanto sélidos como el espacio poroso, por lo que la densidad
aparente refleja la porosidad total del suelo. La densidad es una medida indirecta de la estructura y el
grado de compactacién del suelo.

Informacion que proporciona

La densidad aparente es un parametro importante para la descripcion de la calidad del suelo y la funcién
del ecosistema. Valores de densidad aparente altos indican un ambiente pobre para el crecimiento de
raices, aireaciéon reducida, y cambios indeseables en la funcion hidrolégica, como la reduccién de la
infiltracion del agua. Valores de densidad aparente bajos (generalmente por debajo de 1,3 kg dm?)
indican generalmente una condicién porosa del suelo.

Procedimiento

1 - En el campo se coge un volumen conocido
de suelo, con un cilindro metdlico de
dimensiones (y por consiguiente volumen)
conocidas vy, se tapan los dos lados del
cilindro para evitar pérdida de la muestra.

2 - En el laboratorio se seca la muestra de
suelo del interior del cilindro a 105 °C.

3 - Se determina la masa seca de suelo.

4 - Se expresa el resultado en kg m de suelo.

El valor de la densidad aparente se puede utilizar como un indicador de la compacidad, si bien no se
han establecido valores umbral que faciliten la interpretacién de los resultados.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 20
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.4.5 pH
Propiedad que hace referencia al grado de acidez o alcalinidad de un suelo. Afecta a la movilidad y
disponibilidad de elementos traza y nutrientes, asi como a la actividad biolégica y la alteracién mineral.

Informacion que proporciona

El pH afecta a numerosos procesos y reacciones quimicas y es una medida relativamente facil de
analizar. El pH es un buen indicador de: la presencia o ausencia de determinados constituyentes (en
especial de carbonato calcico que es inestable a pH acidos), los cationes que previsiblemente habra en
el complejo de cambio (ausencia de aluminio biodisponible a pH superiores a 5,5), la disponibilidad de
nutrientes para las plantas, la movilidad de elementos contaminantes, la actividad bioldgica del suelo,
la conveniencia de actuar para corregir una acidez excesiva y de otras funciones potenciales del suelo.

Procedimiento

1 - Pesar 10 gramos de suelo previamente secado al aire y tamizado a 2 mm.
2 - Afiadir 25 ml de agua destilada y agitar unos segundos.

3 -Dejar la suspension suelo-agua 10 minutos en reposo.

4 - Medir el pH de la suspensién con un electrodo combinado de pH.

Resulta util medir también el pH en KCl 1 M. Esta medida se realiza del mismo modo que la medida de
pH en agua, pero en este caso en lugar de afiadir 25 ml de agua se afiaden 25 ml de una disolucién 1 M
de KCI, se agita y se espera 2 horas antes de medir el pH con el electrodo (agitando cada 15 minutos).
El pH en KCl es un buen inducador de la acidez intercambiable o acidez potencial.

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 21
European Regional Development Fund (ERDF).
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3.4.6 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) es una medida de la propiedad que poseen las disoluciones acuosas para
conducir la corriente eléctrica, que depende de la presencia de iones, su concentracion, movilidad y
valencia, asi como de la temperatura de medicion. Es un indicador de la concentracion idnica total que

posee una disolucion.
Informacion que proporciona

La medida de CE de un suelo informa sobre la cantidad de cationes y aniones (sales) en disolucion y, por
tanto, es un buen indicador de su salinidad. Todos los suelos contienen de sales, muchas de las cuales
son esenciales para el crecimiento de las plantas. Sin embargo, un exceso de sales inhibe el crecimiento
de las plantas al afectar el equilibrio suelo-agua-raiz. Un exceso de sales puede derivar de procesos
naturales o bien del manejo inapropiado del suelo. Cuanto mayor es la cantidad de sales, mayor es la
lectura de la conductividad eléctrica.

Procedimiento

La conductividad eléctrica del suelo se mide en un extracto acuoso de suelo, utilizando una relacion

suelo:agua de 1:5 (p:v).

1 - Pesar 20 gramos de suelo previamente secado a 105 2C y tamizado a 2mm.
2 - Afiadir 100 ml de agua destilada.

3 -Agitar durante 2 horas.

4 - Centrifugar y filtrar el extracto obtenido.

5 - Medir la conductividad eléctrica del extracto acuoso usando un conductimetro.

Valores de referencia de CE (extracto acuoso 1:5, p:v)

CEendSm? | Salinidad Influencia en los cultivos
0-2 No salino Despreciable para la mayoria de los cultivos.
2-4 Ligeramente salino Disminuye el rendimiento de los cultivos muy sensibles
4-8 Moderadamente salinos | Disminuye el rendimiento de la mayoria de los cultivos.
. Sélo los cultivos tolerantes dan rendimiento
8-16 Fuertemente salinos _ .
satisfactorio.
516 Muy fuertemente Sélo algunos cultivos muy tolerantes dan rendimiento
salinos satisfactorio.

La unidad de medida de la CE en el Sistema Internacional (SI) es el Siemens (S) por unidad de
longitud, a 25 °C. Con los suelos generalmente se usan decisiemens por metro (dSm™) y se refiere a
25 °C.
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Phy2SUDOE

3.4.7 Contenido total de Cy N
Medida del carbono (Cy) y nitrégeno (N+) totales presentes en una muestra de suelo.
Informacion que proporciona

El C total del suelo incluye tanto la materia orgdnica del suelo como el carbono inorganico, en forma de
carbonatos (un suelo con pH entre 7,5 y 8,5 indica presencia de carbonatos). En los suelos sin
carbonatos, el Cr puede considerarse equivalente al C organico. El Nt se corresponde con la suma del
contenido de N de nitratos, nitritos, nitrégeno organico y nitrégeno amoniacal.

La relacién C/N es el resultado del cociente entre el C organico total y el Nrdel suelo, y nos da una idea
de la tasa de mineralizacion de la materia orgénica del suelo (MOS).

Procedimiento
1 —Se pesa 100 mg de suelo seco y molido en una capsula de estafio.

2 — La cantidad de Cry Nt se obtiene por combustidn en un analizador elemental.

La relacion C/N es un indicador de la tasa de N disponible para las plantas y puede usarse como indicador
de la calidad de la materia organica del suelo (MOS).

Valores altos de la relacién C/N (C/N >25-30) indican MOS descompuesta. En suelos de cultivo, la MOS
se estabiliza en valores C/N de 10 a 14.
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3.4.8 Capacidad de intercambio cationico

La capacidad de intercambio catidnico (CIC) expresa la concentracién maxima de cationes
intercambiables que pueden ser desplazados de los grupos funcionales existentes en las superficies de
las particulas coloidales (del suelo en su conjunto, de los minerales de la arcilla, de componentes
organicos o de otro cambiador) por cationes de una fase liquida desplazante a un pH determinado. el
término complejo de cambio hace referencia al conjunto de componentes coloidales del suelo
(minerales arcilla y componentes humicos, principalmente) que, debido a su carga eléctrica de
superficie, pueden adsorber cationes en forma intercambiable.

La capacidad de intercambio catidnico efectiva (CICE) expresa la concentracion maxima de cationes
intercambiables que pueden ser desplazados del complejo de cambio al pH del suelo. La CIC y la CICE
se expresan en cmolc kg de suelo seco (equivalente a meqg 100 g de suelo seco).

Informacién que proporciona

La CIC es un buen indicador del estado del complejo de cambio, lo que aporta informacién acerca de:
(1) la fertilidad del suelo y la nutricién de las plantas, (2) la acidez potencial y la necesidad de aportar
una enmienda caliza, (3) la actividad bioldgica, (4) el grado de desarrollo del suelo, entre otros aspectos.
La CICE serd el valor real de la CIC en condiciones de campo.

Procedimiento 1

1 - Pesar 1 gramo de suelo previamente secado al aire y tamizado a 2mm.
2 - Afladir 20 ml de Co (NH3)sCl5 0,05 M (disoluciéon desplazante)

3 - Agitar durante 2 h

4 - Centrifugar y filtrar el extracto

5 - Medir la concentracion de Co en el extracto usando AAS o ICP-OES

6 - La CICE se calcula mediante la diferencia entre la cantidad de Co afiadida y la cantidad que queda en
la solucion tras la extraccion.

Procedimiento 2

1 - Pesar 2,5 gramos de suelo previamente secado al aire y tamizado a 2 mm.

2 - Afladir 12.5 ml de NH4Cl 1M (disolucién desplazante) y dejar en reposo toda la noche (16 horas).
3 - Retirar la disolucion desplazante, filtrar y reservar.

4 - Aadir 18,5 de NH4Cl 1 M sobre el mismo suelo. Retirar el extracto, filtrarlo (sobre el mismo filtro) y
reservar con el extracto anterior.

5 - Repetir el paso 4.
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6 - Una vez obtenido todo el extracto medir los cationes bdsicos intercambiables (Cay*, Mgy*, Na* y K*)
usando AAS o ICP-OES.

7 - Determinar los cationes acidos intercambiables (H* y Als*) utilizando una disolucion de KCl 1 M no

tamponada (valoracién acido-base).

8 - LA CICE se calcula mediante la suma de los cationes intercambiables:

CICE (cmolc kgl) = [Ca?* + Mg?* + K* + Na*] + [H* + AI**]

Dado que la CIC viene condicionada por diversos factores que varian segun la clase de suelo, no resulta
posible establecer ni una Unica definicién para la misma, ni un Gnico método de andlisis con validez
general para determinar la CIC y los cationes intercambiables.
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3.4.9 Fosforo disponible (método Olsen)

El fosforo (P) es uno de los macronutrientes esenciales para las plantas. Junto con el nitrégeno (N) vy el
potasio (K), el fosforo (P) es necesario en cantidades relativamente grandes para el crecimiento
saludable de las plantas. Juega un papel crucial en varios procesos biolégicos y es fundamental para el
metabolismo energético de las plantas.

Informacion que proporciona

El fosforo disponible (o asimilable) en el suelo se refiere a la fraccion de fosforo disponible para ser
absorbida y utilizada por las plantas. Esta fracciéon incluye el fosforo presente en formas solubles y
facilmente intercambiables en el suelo. Existen varios métodos para la determinacion del fésforo
disponible en el suelo, uno de los mas utilizados es el método Olsen (Olsen and Sommers, 1982).
Procedimiento

1 - Preparacion de la disolucién de extraccion: Se prepara una disolucion de NaHC0O3 0.5 M a pH 8§,5.

2 - Extraccion de foésforo: Se prepara una suspensidén con una muestra representativa del suelo y se la
disolucion de extraccidn (relacion 1:20, p:v). Se agita durante 30 minutos. Se centrifuga vy filtra el
extracto.

3 - Andlisis de fésforo: El extracto obtenido se hace reaccionar con una disolucion de molibdato
amonico/acido ascorbico para formar un compuesto coloreado y el fosforo de la disolucidén de
extraccion se determina mediante método espectrofotométrico. La intensidad del color que se
produce en los extractos es proporcional a la concentracion de fésforo de la disolucién, lo que

permite cuantificar el contenido de fésforo disponible.
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3.5 Concentracion de elementos traza y contaminantes organicos

La contaminacion de un suelo se produce cuando, como consecuencia de actividades humanas, hay un
incremento de la concentracion de una o varias sustancias potencialmente tdxicas, ya sean minerales
(metales pesados y sus compuestos, materiales radioactivos, asbestos, etc.) u orgdnicas (productos
xenobidticos, fitosanitarios, dioxinas, hidrocarburos, plasticos, aceites, alquitran, etc.). La fuente de
contaminacion puede proceder de residuos industriales, de productos agricolas o de petrdleo, fangos,
cenizas industriales, entre otros. Los efectos que tienen sobre la degradacion de un suelo dependen de
la naturaleza de los contaminantes y de si pueden interferir en los procesos quimicos y biolégicos
normales del suelo, con riesgo de que los elementos contaminantes pasen al sistema acuoso, a la cadena
tréfica, o haya riesgos por contacto directo con los suelos que lo contengan (Porta et al., 2013). Las
propiedades fisicoquimicas del contaminante, las caracteristicas del suelo, las condiciones climaticas y
las practicas de cultivo determinan el destino del contaminante y sus posibilidades de sufrir procesos
de transporte (volatilizacion, lixiviacién, escorrentia, difusién, absorcion radicular,...), retencion
(adsorcidn, precipitacién, absorcién, oclusién) o transformacion (degradacién bidtica o abiodtica,
pudiendo degradarse o dar lugar a productos mas peligrosos).

Cuando las sustancias peligrosas o potencialmente toxicas alcanzan el umbral de toxicidad, pueden
tener efectos adversos sobre los organismos del suelo y las plantas y, en consecuencia, sobre la calidad
y funcionamiento del suelo. Muchos ET y compuestos organicos no degradables son especialmente
peligrosos por su tendencia a acumularse en los organismos vivos, proceso conocido como
bioacumulacion.

La biodisponibilidad es un concepto ampliamente aceptado pero dificil de cuantificar, por lo que han
proliferado un gran nimero de métodos, siendo muy escaso el nivel de estandarizacién. Se acepta que
se puede evaluar por métodos quimicos (p.ej., métodos de extraccion), que determinan una fraccion
disponible operacionalmente definida, y/o por métodos bioldgicos, por exposicién de los organismos al
suelo o a sus lixiviados. La introduccion de métodos estandar viables (internacionales) para la medida
de movilidad/biodisponibilidad es la base para obtener resultados comparativos. El proyecto
Phy2SUDOE armonizé un protocolo para evaluar el efecto inducido por las practicas de fitogestion en
los suelos contaminados tratados. Este protocolo incluye el andlisis del contenido total de los ET y de
formas asociadas a distintos componentes edaficos: desde formas solubles, facilmente lixiviables y
rapidamente disponibles para plantas y microrganismos, hasta formas muy estables.

Los emplazamientos estudiados en el proyecto Phy2SUDOE estan afectados por la presencia de
elementos traza (ET) o contaminantes organicos y, en algunos casos, por contaminacién multiple (ET y
contaminantes organicos). A continuacion, se resumen los protocolos para la evaluacion de estos
compuestos.
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3.5.1 Determinacion del contenido de elementos traza (ET).

Se denomina elementos traza (ET) a un conjunto de metales pesados y metaloides de elevada masa
atémica (>5 g cm) como Pb, Cd, Cu, Hg, Sny Zn, que aparecen, generalmente, en baja concentracion
en el suelo y pueden provocar toxicidad. Junto a ellos también se consideran otros no-metales como
arsénico (As), antimonio (Sb) y selenio (Se). Algunos de ellos son micronutrientes esenciales para
plantas, animales y humanos, pero son téxicos a elevadas concentraciones. Entre ellos, Zn, Ni, Co y Cu
son relativamente mas téxicos para plantas y As, Cd, Pb, Cr y Hg lo son para animales. Por su caracter
no biodegradable y acumulable en los organismos vivos, los ET son contaminantes muy persistentes,
por su naturaleza no biodegradable y acumulable en los organismos vivos.

Debemos tener en cuenta que la meteorizacién de los minerales del material original del suelo
libera elementos metalicos que pasan a formar parte del suelo en contenidos traza y estos
contenidos de fondo no deben ser interpretados como una contaminacion. Por lo general los
suelos, de forma natural, contienen ET en concentraciones bajas, aunque en ocasiones pueden
encontrarse suelos con elevadas concentraciones de ET, como es el caso de suelos desarrollados
a partir de rocas serpentiniticas, ricos sobre todo en Cr, Ni, Cuy Mn.

Determinacién del contenido pseudo-total de ET

1 - Se realiza una extraccion de una cantidad conocida de suelo seco y molido en medio acido (HNOs:HCl
concentrado, en relacién 3: 1) en bombas de PFA de alta presion en horno microondas (ETHOS PLUS
Milestone ATC-400) segun el método EPA 3051A.

2 - El extracto obtenido se filtra y se enrasa a un volumen conocido.
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3 —Se miden las concentraciones de los ET de interés en un ICP-OES (o en el equipo disponible: AAS,
ICP-MS, ...).

=
—

Determinacion del contenido biodisponible de ET

Los contaminantes se encuentran en el suelo en distintas formas, con distintos grados de labilidad y
disponibilidad para los organismos vivos (biodisponibilidad), que se encuentran en un equilibrio
dindmico. En general, los efectos bioldgicos de los contaminantes no estan relacionados con su
concentracion total, sino con las fracciones méviles/biodisponibles a los distintos organismos. Por ello,
la biodisponibilidad es el factor clave a tener en cuenta en las evaluaciones de riesgo y rehabilitacion de

las funciones edéficas.

Con el fin de realizar un seguimiento de la biodisponibilidad de los ET del suelo se realiza un analisis de
la disolucién del suelo (o extractos en agua) y extracciones simples no exhaustivas.

Las extracciones realizadas fueron:

Extraccion en agua: Relacion suelo:agua 1:5 y agitacién durante 2 horas.

Extraccion en NHaNO3 1 M: Relacion suelo:agua 1:2,5 y agitacion durante 2 horas.

- Extracciéon en NH4Cl 1 M: Relacion suelo:agua 1:20 y contacto suelo:extractante durante toda la noche
(puede usarse el extracto obtenido mediante el procedimiento 2 de CIC).

Extraccion en EDTA 0,05 M: Relacion suelo:agua 1:10 y agitacién durante 2 horas.

Todos los extractos se centrifugan y filtran, y se mide la concentracién de los elementos de interés en
ICP-OES.

La elevada biodisponibilidad de algunos ET generaba fitotoxicidad en diversos emplazamientos de la
red phy2SUDOE, especialmente en los suelos derivados de actividades mineras. Para mejorar las
condiciones edaficas y la eficiencia de las fitotecnologias, se utilizaron distintas practicas agronémicas,
como la aplicacién de fertilizantes y enmiendas organicas, el intercalado de plantas leguminosas con los
cultivos de interés y la inoculacién de las plantas.
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3.5.2 Determinacion del contenido de contaminantes organicos

Los contaminantes organicos son aquellos que tienen enlaces C-H. Su peso molecular y su polaridad
determinan el comportamiento de estos compuestos en el suelo y las posibilidades de su eliminacion.
Mientras los compuestos de bajo peso molecular presentan mayor riesgo de volatilizacion, los de alto
peso molecular son mucho mas recalcitrantes y perduran durante mas tiempo en el suelo. Los
compuestos mas polares son mas solubles en medio acuoso y, por tanto, presentan mayor riego de
transferencia a la disoluciéon del suelo y de lixiviacién y, por tanto, riesgo de contaminacion de aguas
subterrdaneas. Los compuestos con alto peso molecular y cardcter no polar constituyen los
contaminantes organicos mas persistentes en el suelo, entre ellos estan los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), que son productos cancerigenos y de elevada persistencia.

Para  cuantificar el contenido total de
contaminantes organicos se realiza una extracciéon E ASE®350
de los suelos en un disolvente organico adecuado
(hexano, hexano:acetona, entre otros); esta
extraccion puede realizarse utilizando diversos
métodos de extraccidn: Extraccion liquido-solido,
extraccion asistida por microondas, extraccion
soxhlet para soélidos, extraccion mediante
sonicacion (EPA 3550B), extraccion con fluidos
supercriticos (EPA 3560) o extraccidn acelerada con
disolventes (Method 3545A) (usando un equipo
ASE®).

El andlisis se realiza habitualmente en un cromatégrafo de gases con detector de masas, aunque en
muchos casos existe la posibilidad de usar otro tipo de detector o realizar el analisis con un HPLC.

GC-MS/MS
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Determinacion del contenido de contaminantes organicos biodisponibles

Los contaminantes se encuentran en el suelo en distintas formas con distintos grados de labilidad y
disponibilidad para ser usados los organismos vivos (biodisponibilidad), que se encuentran en un
equilibrio dindmico. En general, los efectos bioldgicos de los contaminantes no estan relacionados con
su concentracién total, sino con las fracciones moviles/biodisponibles para los distintos organismos. Por
ello, la biodisponibilidad es el factor clave a tener en cuenta en las evaluaciones de riesgo vy

rehabilitacion de las funciones edaficas.

Para la evaluacion de la biodisponibilidad de contaminantes orgdnicos persistentes es comun realizar
simulaciones de lixiviavilidad en agua de los contaminantes o extracciones con agua o diferentes
solventes polares con un extractor ASE ® (extraccién acelerada con disolventes) o usando alguna resina
hidrofébica (como puede ser la amberlita XAD-2).

Existen multitud de métodos de evaluacién de la biodisponiblidad de contaminantes orgdanicos,
dependiendo de su naturaleza, del tipo de suelo, del organismo diana que queramos evaluar, etc.
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3.6 Propiedades biologicas y bioguimicas del suelo

Los organismos del suelo juegan un papel importante en descomponer la materia orgdnica, reciclar
nutrientes, generar humus, estructurar el suelo, fijar nitrogeno, promover el crecimiento de las plantas
y controlar plagas y enfermedades.

La actividad bioldgica (organismos vivos y las transformaciones en las que intervienen) es muy
importante en el suelo y varia de unos suelos a otros segun las condiciones del medio. Los organismos
edaficos intervienen de forma directa e indirecta en muchos de los procesos y en las funciones del suelo.
La actividad bioldgica en el suelo viene controlada por: (1) factores abioticos (estructura, compactacion,
reaccion, régimen de humedad y de temperatura, contenido de oxigeno, contenido de nutrientes,
salinidad, etc.) y (2) factores bidticos (componentes vivos que afectan a los organismos del suelo: la
vegetacidon y la interaccion entre los propios organismos del suelo). Esos factores determinan la
biodiversidad de cada suelo. También se ve afectada por la intervencién humana.

Forman parte de los organismos vivos del suelo, por orden de abundancia: bacterias, hongos,
microalgas, fauna y la parte subterranea de las plantas. Todos ellos interactian en el suelo y participan
en transferencias mutuas de energia y de masa.

La determinacion de los parametros bioldgicos y bioquimicos del suelo es muy importante, ya que son
esenciales para que el suelo realice sus funciones de manera correcta (Burns 1982, Dick y Tabatabai
1993), por lo que su medida dard idea de la actividad metabdlica del suelo y servird de ayuda para
entender la funcionalidad del mismo. En el suelo, la actividad metabdlica es la responsable de procesos
tan importantes como los de mineralizacion y humificacion de la materia organica, los cuales incidiran
a su vez en otra serie de procesos donde intervienen algunos elementos fundamentales (C, N, Py S), asi
como todas las transformaciones en las que intervienen los microorganismos del suelo. La
determinacion de los pardmetros bioguimicos puede ser Util en estudios que se lleven a cabo sobre
suelos naturales, donde los procesos microbianos, claves para su conservacion, pueden monitorizarse
a través de pardmetros que reflejen la actividad metabdlica de dichos suelos (Garcia y Hernandez 2000,
Trasar Cepeda et al. 2000). Dichos pardmetros también pueden resultar apropiados para estudios
relativos a sistemas agricolas, tanto los de tipo tradicional como aquellos en los que impera un manejo
ecoldgico y sostenible del suelo (Canet at al. 2000). Ademas, la actividad metabdlica que presente un
suelo se verd afectada por problemas de contaminacion, asi como cuando se siga un proceso de
descontaminacion, pudiendo ser dicha actividad un reflejo de la posibilidad de degradacion de
compuestos toxicos para el suelo y que pueden haber sido adicionados al mismo de por diferentes
actividades antrépicas (Lobo et al. 2000). Por ultimo, la incidencia que en este tipo de parametros tiene
la adicién a los suelos de gran cantidad de materiales organicos de diverso origen (desde estiércoles
hasta otros materiales orgdnicos como los lodos de depuradora), con las connotaciones tan particulares
de este tipo de enmiendas (aporte de microorganismos al suelo, con el consiguiente aumento de la
biomasa y actividad microbiana, contenidos a veces no deseables de contaminantes como metales
pesados, etc.) ha hecho que, en los uUltimos afios, se incremente el nimero de estudios en los que se
determinan los parametros bioquimicos en suelos con enmiendas organicas.
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3.6.1 Macrofauna del suelo

La macrofauna (4 — 100 mm) estd representada por los anélidos oligoquetos, tales como algunas
lombrices de tierra; los moluscos del grupo de los gasterépodos, como las babosas y caracoles;
artrépodos, como los miridpodos: ciempiés (clase de los Quilipodos) y milpiés (clase de los Diplopodos);
crustaceos; cochinillas de humedad (Isépodos); ardcnidos e insectos.

En general, la fauna del suelo fragmenta la materia organica fresca, mezcla los materiales y favorece la
estructuracion, mientras que los microorganismos intervienen en la descomposiciéon y evolucién
(degradacidn, transformacién y neoformacién) de moléculas organicas.

Debemos tener en cuenta la macrofauna presente en la superficie y también a nivel subterraneo (suelo).
En el método utilizado en Phy2SUDOE se ha realizado la recogida de macroinvertebrados autéctonos
(lombrices, babosas, caracoles) de los emplazamientos del proyecto para su evaluacion y conservacion.

Procedimiento
1 - Registrar coordenadas y fecha del muestreo.
2 - Etiquetar:
Localizacion
Especies
Especimen
3 - Tomar fotos de los ejemplares.

4 - |dentificar los especimenes (género / especie)

Caracoles: Se pesa el organismo entero, se miden las dimensiones de la concha (anchura, altura,
longitud) (figura 3) vy, tras separar la concha, se pesa el tejido blando (figura 1B).

& N l '
Figura 3- (A) Procedimiento para medir la concha (1-longitud, 2-altura, 3-anchura) y (B) tejidos
blandos después de separar la concha.
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Lo ideal es recoger 30 especimenes (en el caso de no obtener 30, guardar las proporciones):
- secolocan 10 especimenes sin la concha en fijador, para preservar la estructura celular.
- se almacenan 10 especimenes individualmente en viales a -80 2C.

- los ultimos 10 especimenes se conservan a -80 2C como una Unica muestra.

Lombrices de tierra y otros anélidos: Medir individualmente los pesos vy las longitudes maximas. Si
hay clitelo, se anotara en observaciones aparte. El cuerpo de los anélidos se dividira (siempre que
sea posible) en 4 porciones para las muestras, que se utilizan para distintos tipos de analisis, tal y

como se indica en la figura 4.
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Figura 4.- Diseccion de lombrices y punto final de la seccién. 1. Histologia. 2. Bioquimica. 3.

Molecular. 4. Quimica.

Babosas: Se pesardn individualmente y se mediran las longitudes maximas (pinchando el extremo
inferior y esperando unos segundos hasta que se estire (ver figura 5). Lo ideal, si se recogen 30
ejemplares, es introducir 10 babosas abiertas (segun figura 5) en un recipiente con una solucién
fijadora (formaldehido 4%), 10 individualmente en viales a -80 2C y el resto (10) juntas a -80 2C en
tubos o bolsas zip. Si hay entre 15 y 30 individuos, se deben de guardar las proporciones. Si hubiera
menos de 15, hay que asegurar 5 para la histologia y 10 para la analitica.
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Figura 5.- Diseccion de la babosa. Cada letra corresponde a: (A) inmovilizacion desde el extremo del
pie, (B) medicion de la longitud maxima, (C) corte perimetral, (D-E) levantamiento de la parte dorsal
y (F) fijacion en un recipiente de formaldehido neutralizado Biopsafe® (20 ml) o similar.

Las muestras se procesan para diferentes estudios: histolégicos (muestras fijadas para el microscopio),
bioguimicos (muestras congeladas para analisis histoguimicos/bioquimicos), biologia molecular
(extracciones de ADN y ARN de muestras almacenadas posteriormente en ARN) y andlisis quimicos.

Muestras histologicas: las muestras se colocan en frascos herméticos (etiquetados) con una solucion
de formaldehido al 4 %. Pueden utilizarse kits comerciales de fijacién con formaldehido neutralizado
[Biopsafe® (20 ml) o similar]. Tras 24 h de fijacidn, transferir a alcohol de 702 y conservar.

Bioqufmica/Biologfa molecular (criofijadas): las muestras se colocan en frascos etiquetados y se
congelan en nitrégeno liquido para conservarlas a -80 2C. Si no se dispone de nitrégeno liquido, se
congelan a la temperatura mas baja posible.

Quimica analitica: Las muestras se colocan en tubos o bolsas etiquetadas y se conservan a -80 2C.

En el caso de las muestras de Phy2SUDOE procesadas para su almacenamiento, éste se ha llevado a
cabo en el Banco de Bioespecimenes Ambientales del Golfo de Vizcaya (BBEBB) perteneciente a la
UPV/EHU. La UPV/EHU dispone de instalaciones para almacenar los especimenes con la maxima calidad
de conservacion. Todas las muestras tendran un nimero y una ficha con informacién detallada, como:
fecha de muestreo, localizacion, descripcién de la especie, tamafio, peso, etc., que se incorporara a la
base de datos del banco (UPV/EHU).

Para el envio de las muestras a su destino final debe garantizarse su integridad y temperatura. Las
muestras congeladas se envian en hielo seco con contenedores ad hoc y las muestras de histologia se
envian en alcohol de 702.
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Otras posibles formas de realizar una toma de muestras de macrofauna son:

A través de trampas de fosa (Pitfall): Se instalan trampas a ras de suelo y después de unos dias se
retiran para identificar y contar las capturas.

A nivel subterraneo: Con ayuda de una pala plana se extrae un bloque cubico de suelo (25 cm x 25
cm, por ejemplo) y se examina, primero la superficie y después desmenuzandolo manualmente, y luego
se cuentan los diferentes tipos de macrofauna presentes.

o /

3.6.2 Respiracion basal del suelo

La respiracion basal del suelo es una medida de monitorizacién de la actividad de descomposicion de la
materia organica del suelo, que puede variar de forma natural segln la disponibilidad del sustrato,
humedad, temperatura, etc. La mineralizacién de la materia organica del suelo conlleva el reciclado de
ciertos nutrientes ligados a la fertilidad del suelo. Un aumento de la respiracion hace disminuir la
cantidad de la MOS; por el contrario, condiciones de anaerobiosis favorecen la acumulacién de materia
orgdnica poco descompuesta.

La actividad metabdlica de los microorganismos del suelo se puede medir a través del CO, desprendido

o del O, consumido durante el proceso de respiracién.
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Procedimiento

Se describe el método de determinacién de actividad metabdlica empleando la medida del CO;
desprendido por una cantidad conocida de suelo, incubada bajo condiciones dptimas de temperatura
(25 °C) y a la humedad del suelo en el momento del muestreo (Guitidn y Carballas, 1976).

Incubacion: En un recipiente de vidrio de boca ancha con cierre hermético y 25 ml de agua destilada en
su fondo (para mantener las condiciones de humedad) se introduce un vaso de polipropileno con 25 g
de suelo humedo y un vial con 10 ml de NaOH 1 M, que se carbonatara en presencia del CO; liberado
por la respiracién del suelo. Los recipientes, cerrados herméticamente, se mantienen en estufa a 25 °C
durante 10 dias. Transcurrido ese tiempo se retiran los viales con NaOH, tapandolos inmediatamente
para evitar que el NaOH se carbonate con CO, atmosférico no procedente de los suelos, lo que
producirfa errores en las determinaciones. Preparar también un blanco de la misma forma, pero sin
muestra de suelo.

Determinacion del CO, desprendido: El CO, desprendido por las muestras de suelo se combina con el
NaOH del vial, formando carbonatos. Para determinar la cantidad de CO, absorbido, se valora, en cada
vial, la cantidad de NaOH que no ha reaccionado. Se aflade 1 ml de BaCl, al 20 % para precipitar los
posibles carbonatos solubles que puedan interferir en la medida. La valoracion del NaOH se realiza con
HCI 1 M con valorador automatico hasta un punto final de pH de 9,5, para minimizar la solubilizacion de
dichos carbonatos.

El CO; desprendido por el suelo se calcula por diferencia entre el valor de titulacién del blanco sin suelo
y el de cada muestra. Los resultados se expresan como mg C-CO, emitido kg? suelo seco 10 dfas™.

3.6.3 Actividades enzimaticas

La mineralizacién de la MOS es catalizada por enzimas, proteinas con actividad catalitica, producidas y
liberadas al ambiente por organismos vivos que median en la mayoria de los procesos del suelo. Las
enzimas mas estudiadas son las oxidoreductasas (catalizan reacciones de oxidacién-reduccion) y las
hidrolasas (catalizan reacciones de hidrdlisis). La actividad de estas proteinas o actividad enzimatica se
encuentra relacionada con los principales ciclos biogeoquimicos del medio, como el ciclo del nitrégeno
donde intervienen enzimas como las proteasas y la ureasa; el ciclo del fésforo, con enzimas como las
fosfatasas; el ciclo del carbono, donde actlan carbohidrasas y glucosidasas; y el ciclo del azufre,
mediante enzimas como la arilsulfatasa. Algunas enzimas de tipo oxidoreductasa, como la
deshidrogenasa y la catalasa, se relacionan con la actividad microbiana general del suelo, ya que son
enzimas intracelulares y su medida permite tener una idea global de los procesos microbianos que se
producen en un suelo.
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Procedimientos de determinacién de las actividades enzimaticas:

Todas las actividades enzimaticas se midieron al pH éptimo, asegurandose que el pH de la mezcla de
reaccion (suelo-tampdn-sustrato) esté a dicho pH. Todas las actividades enzimaticas se determinaron
por triplicado (réplicas técnicas), por lo que los valores reportados son las medias de tres réplicas
técnicas y 3-4 réplicas de cada tratamiento.

Actividad deshidrogenasa

La medida de esta actividad proporciona informacion sobre la actividad oxidativa global del suelo. El
método empleado para la determinacion de la actividad deshidrogenasa en suelos se basa en la medida
del iodonitrotetrazolio formazan (INTF) formado tras la reduccion del 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-
feniltetrazolio (INT), que actia como receptor artificial de electrones, cuando el suelo es incubado con
INT 0,5 % en medio tamponado (tampdn TRIS-HClI 1 M pH 7,5) y en oscuridad durante 1 h a 40 °C
(Camifia et al., 1998). La cantidad de INTF formado se calcula por referencia a rectas de calibracién
realizadas con suelo y diferentes cantidades de INTF. La actividad deshidrogenasa (DH) se expresa en
umoles de INTF formado g* suelo seco h™.

Actividad catalasa

Se considera que la actividad de esta enzima es un indicador de la actividad de los microorganismos
aerobios del suelo, aunque se ha visto que algunas veces la descomposicion del H,O; se produce por
una catalisis abidtica, causada por algunos componentes organicos e inorganicos del suelo.

La medida de la actividad de esta enzima en el suelo se basa en la estimacién del H,O; residual tras la
incubacion del suelo con H,0,. Posteriormente, el H 0, residual se estima mediante colorimetria
después de que tenga lugar una reaccidon enzimatica en la que interviene la peroxidasa (POD) y que
descompone el perdxido de hidrégeno residual, liberando oxigeno. Este oxigeno liberado oxida la 4-
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aminoantipirina (4-AAP), que reaccionando con el fenol genera un complejo coloreado, que se puede
medir espectrofotométricamente a 505 nm (Trasar Cepeda et al., 1999). La actividad catalasa (CAT) se
expresa en mmoles de H,0, consumidos g* suelo seco h.

Actividad proteasa-caseina

El método empleado se basa en la determinacidn colorimétrica (utilizando el método de Folin-Ciocalteu)
de los aminoécidos liberados tras la incubacién del suelo a 50 2C durante 2 h, con una solucién de
caseina al 1 % en medio tamponado con tampdn Tris-HCI 0,05 M de un pH tal que permita mantener el
medio de reaccién a pH 8,10 (esto dependera de las caracteristicas del suelo), 6ptimo de la actividad de
esta enzima [Ladd vy Buttler (1972), modificado por Nannipieri et al. (1979)]. La actividad proteasa-
caseina (CAS) se expresa en umoles de tirosina liberada g* suelo seco h™.

Actividad ureasa

El método utilizado para la determinacién de la actividad de esta enzima se basa en la medida del
amonio liberado por las muestras de suelo tras ser tratado con urea 1065,6 mM e incubado a 37 °C
durante 1,5 h en medio tamponado con tampdn fosfato 0,2M a un pH tal que mantenga la mezcla de
reaccion a pH 7,00, éptimo de esta actividad (Nannipieri et al., 1980). El amonio liberado se determina
mediante electrodo selectivo de amoniaco, tras afiadir KCl 2 M (para asegurarse de que el amonio se
mantiene en la solucién) y NaOH 1 M (para elevar el pH por encima de 11-12 y asegurarse de que todo
el amonio se encuentra en forma de amoniaco). La actividad ureasa (URE) se expresa en umoles de NHs
liberados g* ht.

Actividad fosfomonoesterasa acida y alcalina

Normalmente, en suelos de pH acido predomina la fosfomonoesterasa acida y en suelos de pH bdasico
la fosfatasa alcalina. Dada la gran variedad de pHs de los suelos de Phy2SUDOE, en todos los casos se
determinaron ambos tipos de actividad, la fosfatasa acida a pH 6,0-6,5 (dependiendo de las muestras)
y la alcalina a pH 10,0.

El método utilizado (Tabatabai y Bremner, 1969; modificado por Saa Set al. 1993), se basa en la
extraccion y determinacion colorimétrica del p-nitrofenol (PN) liberado tras la incubacion del suelo (30
min) a 37 2C con una solucién de p-nitrofenil-fosfato (PNP) 16 mM en medio tamponado con tampdn
MUB; para asegurarse de que la mezcla de reaccidon suelo-tampdn-sustrato esta al pH deseado (6,0-6,5
0 10,0), se siguid el procedimiento descrito por Trasar-Cepeda et al. (1985). Tras la incubacion, el PN
liberado se extrajo con NaOH 0,2 M, después de afiadir CaCl, 2 M (para prevenir la dispersién de las
arcillas y evitar la extraccion de la materia organica). La cantidad de p-nitrofenol liberado se estimé por
referencia a rectas de calibracién preparadas con suelo y diferentes cantidades de PN (Trasar-Cepeda
etal. 1988). La actividad fosfomonoesterasa (MONQ) se expresa en umoles de p-nitrofenol (PN) liberado
g?suelo seco h.

Actividad invertasa

El método empleado se basa en la determinacion cuantitativa y colorimétrica de los azlcares reductores
liberados durante la incubacién del suelo a 50 °C durante 3 h con una solucion de sacarosa 35,06 mM
en medio tamponado con tampdn acetato 2 M a pH 5,5 (Schinner y von Mersi, 1990). La actividad
invertasa (INV) se expresa en umoles de glucosa liberada g suelo seco ht.
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Actividad B-glucosidasa

El método utilizado se basa en la extraccion cuantitativa y determinacién colorimétrica del p-nitrofenol
liberado tras la incubacién del suelo con una soluciéon de p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (PNG) segin
el método de Eivazi y Tabatabai (1988), modificado siguiendo lo indicado por Sad et al. (1993) para la
fosfomonoesterasa, en la que también se mide el p-nitrofenol liberado. El procedimiento utilizado fue
el mismo que para lafosfomonoesterasa pero con las siguientes diferencias: el sustrato era PNG 25 mM,
la incubacién es de 1 h, la actividad se determind a pH 6,0 y el PN liberado se extrajo con THAM-NaOH
0,1 M apH 12,0. La actividad B-glucosidasa (GLU) se expresa en umoles de p-nitrofenol (PN) liberado g’
Lsuelo seco h™.

Actividad arilsulfatasa

El método empleado se basa en la determinacién colorimétrica del p-nitrofenol liberado tras la
incubacion del suelo a 37 2C durante 1 h con una solucién de p-nitrofenil-sulfato 5 mM en medio
tamponado con tampdn acetato 0,5 M de pH 5,8 [Tabatabai y Bremner (1970), modificado segun las
indicaciones sefialadas por Sad et al. (1993) para otras enzimas en las que se determina el p-nitrofenol
liberado]. El procedimiento es igual que el utilizado para medir la fosmfomonoesterasa, excepto que se
utiliza un sustrato y un tampdn diferentes y el tiempo de incubacién es de 1 h en vez de 30 min. La
actividad arilsulfatasa (ARIL) se expresa en umoles de p-nitrofenol (PN) liberado g suelo seco h™.

Todas las determinaciones se realizan por triplicado y afiadiendo los blancos adecuados en cada caso.

Todas las determinaciones se realizan mediante espectrofotometria visible excepto en el caso de la
proteasa-BAA y ureasa que se realizan con un electrodo selectivo de amonio.

3.6.4 Andlisis de perfiles fisiologicos a nivel de comunidad microbiana

Los perfiles fisiolégicos a nivel de comunidad microbiana (siglas en inglés Microbial CLPPs, de: Microbial
community-level physiological profiles) se determinan utilizando Biolog EcoPlates™ (Biolog Inc.,
Hayward, CA) que contienen 31 fuentes de carbono diferentes, mas un control de agua.

El ensayo mediante placas Biolog™ permite la estimacién de la diversidad metabdlico-funcional de la
comunidad microbiana cultivable a partir de la evaluacién de la capacidad de la misma para la utilizacién
de distintos sustratos de carbono.

Procedimiento:

Se prepara una suspension de suelo en una solucion estéril 0,85 % de NaCl (relacion suelo: extractante
1:9), se agita 1 h en un agitador orbital y, a continuacién, se deja reposar durante 30 min.
Posteriormente, se preparan diluciones 1:100, se inoculan alicuotas de las mismas en los pocillos de los
Ecoplates y éstos se ponen a incubar en una estufa de incubacién a 28 oC. El desarrollo de color se
determina durante 7 dias, midiendo cada 24 h la absorbancia a 590 nm en un lector de microplacas. Los
valores de absorbancia obtenidos después de 120-144 h (dependiendo de la curva de desarrollo de

Phy2SUDOE project (SOE4/P5/E1021) is financed by the Interreg Sudoe Programme through the 40
European Regional Development Fund (ERDF).




Interreg ! Guia técnica avanzada de herramientas para la
monitorizacion a largo plazo de espacios fitogestionados

color) se utilizan para calcular el AWCD (siglas en inglés de Average Well Colour Development, o
promedio de desarrollo de color en cada pocillo), el indice de riqueza microbiana (R) y el indice de
diversidad Shannon (H).

e
{

[25 t

Los valores AWCD se determinan segun la férmula (Garland y Mills, 1991):
AWCD =3(C-S)/31

donde S es el valor de escala del pocillo de control (sin fuente de carbono) y C es el valor de escala de
la Unica fuente de carbono de cada una de las 31 fuentes.

4 )
Los valores R se calculan como el nimero de sustratos de carbono utilizados con DO>0,25 (también
podria considerarse un umbral de 0,15 y comparar los valores R obtenidos con los que utilizan un umbral
de 0,25).

. J

H se calcula segun la férmula:

H = -Zpi(In pi)

donde pi es el valor relativo entre el valor de absorcidn y la suma de todos los pocillos positivos (pocillos

con absorbancia >0).

o J
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3.6.5 Test de ecotoxicidad

Los test de ecotoxicidad permiten evaluar la concentracién a la que se manifiestan los efectos
adversos de un contaminante determinado.

Ensayos de germinacion y elongacion radicular para evaluar la toxicidad del suelo

La germinacion de las semillas es un proceso crucial para las plantas. Este proceso puede verse afectado
por numerosos tipos de estrés ambiental, incluyendo contaminantes. La elongacién del hipocétilo tras
la germinacion es un proceso rapido y muy sensible a los contaminantes, por lo que resulta muy
adecuado para estimar la fitotoxicidad de un suelo. El ensayo de elongacién radicular es uno de los
ensayos mas Utiles para estimar la fitotoxicidad de los suelos, por su sencillez, rapidez, coste y
sensibilidad. Los ensayos de elongacion radicular permiten la deteccion temprana de la toxicidad del
suelo, antes de que se manifieste en el crecimiento y la salud de los cultivos utilizados en
fitorremediacion. Esto nos permite evaluar y ajustar las estrategias de fitorremediacion y evitar mayores
dafios a las plantas.

Para evitar factores enddgenos que causan una germinacion deficiente y/o muy variable, se usa un
bioensayo de elongacién de raices pregerminadas. El protocolo basico para realizar el bioensayo de
elongacién radicular es el siguiente:

1 —Por un lado, se colocan muestras de suelo seco y tamizado en placas Petri, se humedecen con agua
destilada y se homogenizan.

2 — A continuacion, se cubren los suelos con un filtro negro que absorbe los elementos en soluciéon
(contaminantes, entre otros).

3 - Al mismo tiempo, se germinan semillas de pepino (Cucumis sativus L.) en placas Petri con papel de
filtro humedecido con agua destilada.

Se incuban todas las placas Petri (las que contienen suelo y las que contienen semillas) en una camara
de germinacion (Sanyo Environmental Plant Growth Chamber) durante 48 h. Transcurrido este tiempo,
las raices que han alcanzado los 5 mm se colocan sobre el papel de filtro en las placas que contienen
suelo.

A continuacidn, se incuban las placas Petri que contienen suelo y semillas pre-germinadas en una
camara de crecimiento durante 72 h (Figura 4). Las placas se fotografian a tiempo 0 y después de 72. Se
usa un programa informatico de tratamiento de imagenes para detectar el desarrollo anormal de raices,
medir la longitud del hipocétilo y calcular el porcentaje de inhibicion.
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Figura 4. Bioensayos de elongacién radicular realizados (A) con suelos
contaminados y (B) con suelos control.

Bioensayo de luminiscencia

Este ensayo se lleva a cabo en extractos acuosos del suelo obtenidos mediante el método DIN 38 414-
S4 (1984) (se preparan los extractos en agua desionizada en una proporcion sélido-liquido de 1:10 (p/v),
24 h en agitacion constante a temperatura ambiente y filtrado de los extractos).

El bioensayo de inhibicion por luminiscencia de Vibrio fischeri se realiza conforme a la norma ISO 11348-
2 (1998), utilizando el Kit BioTox™. Los extractos de suelo se diluyen con una solucién de NaCl (2% p/v)
en el rango: 3.13%, 6.25%, 12.5%, 25,0% y 50,0% (v/v). Se mide la disminucién de la luminiscencia
después de 15/30 minutos de contacto de un volumen dado de la muestra a con una suspensién de

bacterias luminiscentes a 15 + 1 C.

Las medidas se realizan por duplicado utilizando un luminémetro y con los resultados obtenidos se
calcula el porcentaje de inhibicion de la luminiscencia y la concentracidn efectiva que produce efecto
toxico/letal en el 50% de las bacterias luminiscentes (ECso).

81.9% Basic Test with 1 Sample
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La reaccion de emision de luz de la bacteria Vibrio fischeri esta basada en la oxidacién de un FMNH,
procedente de la cadena transportadora de electrones y un aldehido de cadena larga por accion de
una luciferasa bacteriana. La estrecha relacion existente entre el mecanismo de emisidn de luz y el
metabolismo celular es el fundamento del test de toxicidad. Cualquier sustancia presente en el medio
gue pueda alterar (intoxicar) el metabolismo celular, va a inducir una caida en la emisién de luz de la
bacteria.

La reaccion de oxidacidon entre FMNH? y el aldehido es:

FMNHz + O2+ RCHO —* 0.1hv + FMN + H20 + RCOOH
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3.7 Analisis de vegetacion

La biodiversidad de la vegetacion y salud de las plantas son esenciales para la implementacion de
estrategias de fitogestién. Las plantas pueden influir en los procesos fisicos y quimicos del suelo vy
afectan la actividad microbiana y funcionalidad del ecosistema. De hecho, la presencia de plantas puede
favorecer la biodiversidad, conectividad de habitats y secuestro del carbono, contribuyendo al valor
ecoldgico de un lugar. El éxito de cualquier estrategia de fitogestién depende de la preparacion del
suelo, la implementacion de practicas agricolas para el desarrollo de plantas saludables que pueden
tolerar la contaminacién del suelo y cuando posible, adsorber y/o degradar los contaminantes.
Indicadores biométricos y bioquimicos de plantas son, por lo tanto, econémicos y esenciales para
determinar el rendimiento de las plantas y la ecotoxicidad del suelo. Determinando los indicadores
durante las diferentes fases de un programa de fitorremediacién permite evaluar la eficacia de las
estrategias implementadas, identificar los factores limitantes, optimizar el proceso de remediacién y
adaptar gestién sostenible del suelo. Ademas, los parametros de plantas sirven de indicadores de
calidad del suelo y de servicios ecosistémicos.

3.7.1 Diversidad vegetal

La diversidad vegetal y su biomasa se analiza recogiendo los ejemplares de diferentes plantas que se
encuentran dentro de un cuadrante de 50 x 50 cm.

En el laboratorio, se identifica y separa el material recogido de las distintas especies, se cuentan los
individuos de cada especie y se determina su biomasa. Esta cuantificacién permite estimar la diversidad
de especies vegetales y calcular indices de biodiversidad ecolégica, como el indice de Shannon (H’). Esta
cuantificacién mediante el indice de Shannon permite la comparacion entre diferentes parcelas. Dado
gue la diversidad vegetal esta estrechamente relacionada con la diversidad microbiana y animal del
suelo, las alteraciones en la composicion floristica pueden mostrar posibles alteraciones en la salud del
suelo y del ecosistema.

ol
H, = — Zpi 10g2 Di
3—1

Donde:

S — NUmero de especies

pi — Proporcidn de individuos de cada especie respecto al total: ni/N
ni — NUmero de individuos de la especiai

N — NUmero de individuos de todas las especies

H’ — Resultado de la ecuacidon que normalmente varfa entre 0,5y 5. Menor a
2 es bajo y superior a 3 es alto en relacion con la biodiversidad.
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3.7.2 Parametros biométricos de plantas

El crecimiento y desarrollo de las plantas es un indicador importante de su salud. La medida de los
parametros biométricos es sencilla y la toma de muestras y su interpretacidon no requieren que sea
realizado por expertos. Ademas, son econémicamente poco costosos y reflejan fielmente los efectos de
estrés bidtico y abidtico sobre el crecimiento y el desarrollo vegetal. El seguimiento a largo plazo de los
parametros biométricos en sitios fitogestionados puede utilizarse como indicador indirecto de la
eficacia de la estrategia y del secuestro de carbono en la vegetacion, por lo que siempre deberia ser
objeto de seguimiento. La biomasa seca puede utilizarse para analizar los niveles de concentracion de
contaminantes en los brotes y asi evaluar la fitoextraccion de metales, el indice de bioconcentracién, el
indice de bioacumulacién y la reduccién total de la contaminacién del suelo.

Biomasa seca de vegetacion herbacea

La produccién de biomasa seca es un indicador de crecimiento y productividad vegetal. Las plantas con
mayor produccién de biomasa tendran una mayor capacidad para inmovilizar y/o absorber
contaminantes del suelo, ademds de proporcionar un sistema radicular mds desarrollado que puede
estabilizar la estructura del suelo y evitar su degradacion.

La produccién de biomasa seca vegetal se determina en especies herbaceas.

1 - Se colocan marcos de 50 x 50 cm (Figura
1) al azar o en dreas representativas de la
parcela objeto de estudio.

2 - Se recoge la vegetacién dentro de cada
marco.

3 - Se pesa la biomasa fresca

4 - Se seca la biomasa a 70 2C durante 48 h
en una estufa con ventilacién.

5 - Una vez seca, la biomasa se pesa para

determinar la produccion total en peso seco.

Es importante determinar la produccién de biomasa en peso seco, ya que el contenido de agua de las
distintas especies puede variar debido a diversos factores (p.e., estacion del afo, sequia o
inundaciones) y comprometiendo los resultados.
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Altura, didametro del tronco y nimero de ramas de los arboles

En los programas de fitorremediacion a menudo se usan arboles como los dlamos y los sauces por su
gran porte y sus extensos sistemas radiculares, que ayudan a estabilizar el suelo, aumentan las tasas de
infiltracién y proporcionan almacenamiento de carbono y nutrientes a largo plazo de carbono. La altura
del arbol, el nimero de ramas y el didametro del tronco son indicadores del crecimiento y salud de los
arboles. La medicion de la altura de los arboles normalmente se realiza utilizando una cinta métrica
durante las etapas juveniles y, cuando los drboles alcanzan la madurez, se realiza utilizando telémetros
laser.

Area fotosintética

El area foliar determina la cantidad de luz interceptada por plantas, influye el rendimiento fotosintético
y es un factor decisivo para la salud vegetal y la produccion de biomasa. En las primeras fases de la
plantacion de arboles, podemos estimar el area fotosintética total, y en arboles grandes podemos
estimar la media del drea foliar. La relacion entre la masa seca foliar y el area foliar, denominada LMA
(masa foliar por drea, g m2), es una caracteristica clave en crecimiento vegetal que responde a factores
ambientales y contribuye a la aclimatacién y al éxito de las plantas. Es un parametro importante porque
puede reflejar el efecto de los factores climaticos que pueden ser una fuente de error a la hora de
evaluar la evolucidn de las estrategias de fitorremediacion implantadas

3.7.3 Parametros fisiologicos de las plantas

Los parametros fisioldgicos de especies vegetales son una herramienta integradora y fiable para evaluar
la salud de las plantas e, indirectamente, la salud de los suelos dénde las plantas estan creciendo. La
medicién fotoquimica de la eficiencia del fotosistema Il y la induccidon de fluorescencia de la clorofila
(OJIP) son medidas rdpidas y no-destructivas, mientras que la determinacién de los pigmentos
fotosintéticos y fotoprotectores y de los antioxidantes lipofilicos es semi-destructiva (aunque solo
necesita una pequefia cantidad de muestra, que no afecta a la salud del individuo que se analice). Todas
ellas son medidas relativamente rapidas que permiten determinar con precision el funcionamiento de
los procesos esenciales para el crecimiento de las plantas, como la captacion de luz y la produccién de
energia, tan cruciales para el metabolismo primario de las plantas.
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Determinacion de pigmentos y antioxidantes

La determinacion de pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores y de antioxidantes lipofilicos se puede
realizar de dos maneras diferentes. Con un método no-destructivo, mediante la toma de datos con un
analizador de color (SPAD, MCL502 plus, Konica Minolta, Alemania) y un espectrorradiometro
(SpectraPen LM 510, PSI, Republica Checa), que utiliza las diferentes bandas de radiacién emitidas por
las plantas para calcular multiples indices correlacionados con el estado de la planta. El indice mas
reconocido cientificamente es el NDVI (indice de vegetacién de diferencia normalizada), que, mediante
el uso de las bandas rojas e infrarroja cercana, analiza el estado de la planta y su nivel de estrés.
Monitorizando el NDVI a lo largo de tiempo permite evaluar los cambios en el crecimiento de las plantas,
la produccion de biomasa y la eficiencia fotosintética, que pueden reflejar la disponibilidad de
nutrientes, agua y luz en el suelo.

La determinacion del perfil de pigmentos y del contenido de antioxidantes puede ser semi-destructiva.
Para ello, se toman 6 discos de hoja con un didmetro de 2-3 mm. Estos discos se congelan y se
transportan al laboratorio para su procesamiento (Figura 6A).

Figura 6. (A) Obtencién de los discos de una hoja herbaceay preparacion de la muestra
(extraccion enacetona). (B) Equipo de uHPLC acoplado a un ordenador para el andlisis
de los datos.

Se realiza una extraccién con acetona para aislar los pigmentos y antioxidantes lipofilicos vy, tras
centrifugacién vy filtrado, se analizan en uHPLC (Waters, USA) (Figura 6B). Se pueden cuantificar los
siguientes pigmentos: xantofilas como la neoxantina, luteina, epdxido de luteina, y las del ciclo VAZ
(violaxantina, anteraxantina,zeaxantina), clorofilas a y b, oy B-caroteno y antioxidantes lipofilicos como

a-, B-y y-tocoferol.

El contenido de clorofila indica la capacidad fotosintética y la disponibilidad de nitrégeno, mientras que
el contenido de carotenoides and xantofilas del ciclo VAZ refleja los mecanismos fotoprotectores vy las
respuestas al estrés oxidativo. Del mismo modo, el contenido de tocoferol indica el sistema de defensa
antioxidante y la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno. El monitoreo de los cambios en el
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contenido de pigmentos y antioxidantes permite evaluar la aclimatacion y adaptacion de plantas al suelo
e identificar los posibles efectos tdxicos de los contaminantes.

Andlisis de la cinética de la fluorescencia de la clorofila

La eficiencia fotoquimica del fotosistema Il y la induccién de la fluorescencia de la clorofila (OJIP) es una
medida fisioldgica no-destructiva que proporciona informacién importante sobres los procesos de
captacion de luz y conversion de la energia luminosa en energia quimica (carbohidratos). Esta energia
se utiliza para producir las moléculas necesarias para el correcto desarrollo vegetal. El proceso para
recoger los datos es sencillo. Las hojas pueden adaptarse a la oscuridad en el campo, pero para un mejor
control del proceso, se separan las hojas de la planta, se ponen en una bolsa con papel de filtro
humedecido y se transportan al laboratorio en condiciones de oscuridad. Las hojas se mantienen en la
oscuridad durante al menos 30 minutos para relajar los centros de reaccién fotosintética.

A continuacion, en un entorno de luz verde, se fija a la hoja un fluorimetro (Fluorpen FP 110-LM/D, PSI,
Republica Checa) para la recogida de datos (Figura 7). El fluorimetro proyecta un haz de luz sobre la hoja
y registra la fluorescencia emitida por las clorofilas en respuesta a la luz proyectada. Los parametros del
ensayo OJIP estdn relacionados con los flujos de energia especificos y los indices de rendimiento, como
la eficiencia fotoquimica, la tasa de transporte de electrones, y la disipacion de energia, que
proporcionan informacion rapida y precisa sobre el rendimiento fotosintético y la salud de la planta.

Figura 7. Area de trabajo para usar un fluorimetro portatil (en el centro de la imagen).
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3.8 Protocolo simplificado: Tarjetas de Salud de los Ecosistemas
Agricolas

Las TSEA o Tarjetas de Salud de los Ecosistemas Agricolas son manuales practicos que nos explican de

manera sencilla cémo podemos diagnosticar estado de salud de diferentes ecosistemas agricolas o
“agroecosistemas”.

Ademds de conocer su estado actual, las TSEA nos permiten evaluar de forma
cuantitativa el impacto que sobre dicha salud puedan tener las actividades humanas (por ejemplo,
practicas agricolas). Para ello, las TSEA nos detallan qué indicadores de salud podemos medir vy

proporcionan informaciéon practica sobre como hacerlo correctamente, junto con los criterios
cualitativos y cuantitativos necesarios para interpretar los datos

Los indicadores se agrupan en una variedad de servicios ecosistémicos para facilitar su interpretacion
por parte de los responsables de la toma de decisiones vy, sobre todo, para proporcionar estabilidad a
los programas de seguimiento a largo plazo frente a cambios en métodos, parametros, etc. Se incluyen
recomendaciones sobre buenas practicas agricolas para mejorar la salud de los agroecosistemas
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¢Quién puede usarlas TSEA?

Cualquier persona puede usar las TSEA, gracias a que incluyen una serie de indicadores denominados
“basicos” que se pueden medir e interpretar sin necesidad de una formacion especifica previa. ¢Cémo
podemos medir estos indicadores? simplemente siguiendo el manual y con instrumentos caseros. Con

los resultados de estos indicadores podremos diagnosticar el estado de salud de nuestro
agroecosistema a nivel basico.

Determinacion de la salud de un Agroecosistema

Después de medir cada indicador, debemos comparar nuestros resultados con los valores de referencia
de la TSEA, considerados “malos”, “

regulares” o “buenos” y asi podremos asignarle un valordel 1 al 9 a
cada indicador.
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Los indicadores basicos estan agrupados en varios servicios ecosistémicos, aportados por
agroecosistemas sanos, para facilitar su interpretacion por los responsables de la toma de decisiones y,
sobre todo, para dar estabilidad a programas de seguimiento a lo largo plazo ante cambios en los
métodos, pardmetros, etc. Los valores medios de todos los indicadores incluidos en un servicio
ecosistémico especifico indican hasta qué punto nuestro agroecosistema puede proporcionar este
servicio (valor del servicio ecosistémico).

Se puede obtener un valor de la salud general de un agroecosistema calculando el valor medio para
todos los servicios medidos. Hay que tener en cuenta que un agroecosistema sano debe proporcionar
todos los servicios esenciales incluidos en la TSEA. Asi, la obtencién de una puntuacién baja para un
servicio especifico indicara que el agrosistema no tiene buena salud en general, independientemente
del valor medio obtenido de todos los servicios incluidos en la TSEA.

Se pueden realizar los mismos calculos, aun cuando no es posible medir todos los indicadores
enumerados en la TSEA. Sin embargo, esto podria comprometer la fiabilidad del diagndstico.
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Antes de empezar...

Los resultados pueden variar dependiendo del climay de la forma de hacer las medidas. Es, por lo tanto,
muy importante intentar mantener las mismas condiciones durante el diagnostico. Evitar dias muy
calurosos, frios o con mucha lluvia y realizar las medidas antes o después del arado y, cuando sea
posible, esperando hasta que el suelo que se estabilice. Seleccionar una parcela y realizar el muestreo
siempre en la misma parcela. Tomar las muestras de suelo siempre entre lineas de cultivo.

El kit suministrado contiene las siguientes herramientas:

- Termdmetro: para medir la temperatura del suelo y la temperatura ambiente.

- Bascula (0-10 kg): para pesar los cultivos (Indicador 1.1).

- Pala plana: para muestrear macrofaunay lombrices (Indicadores 2.3 and 3.1).

- Cilindro (10 cm @) y martillo: para medir la capacidad de infiltracion del suelo (Indicador 3.2).

- Varilla (8 mm @) y metro: para medir la compactacién del suelo (Indicador 3.3).

- Tirasindicadoras de pH, vaso y H202 (110 vol.): para medir pH y materia orgdnica.

- Hojas de campo: los 13 indicadores de la salud del suelo estan en la tabla agrupados en 4 bloques segun
los servicios a evaluar (produccién de alimentos, conservacion de la biodiversidad, cuidado del suelo y
mitigacion del cambio climatico) y una serie de columnas para rellenar. El manual indica como calcular y
registrar cada medida en la columna de "Resultados". Para cada indicador se asigna un valor de 0 a 10 en
la columna "Puntuacion indicador”. Finalmente, calcular la media para cada servicio y la media global.
Tener en cuenta que un valor por debajo de 5 para cualquiera de los servicios ecosistémicos conduciria
a un diagnostico general de salud del suelo como “malo”, aunque el valor final fuera superior a 5 (ya que
un ecosistema sano debe proporcionar todos los servicios).
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Medida de los indicadores

Los indicadores deben medirse en la misma época del afio (mismo mes o estacion). Siempre que sea
posible, las medidas deben realizarse entre 2 y 5 dias después de precipitaciones significativas para
evitar que el suelo esté demasiado hiumedo o demasiado seco. Es importante evitar dias muy calurosos
o muy frios, ya que puede afectar la actividad de los organismos del suelo. Las medidas deben realizarse
siempre de la misma manera (misma persona, técnica, hora del dia, etc.) para aumentar la fiabilidad del
diagndstico. Si la zona de estudio incluye zonas visiblemente diferentes (en términos de vegetacion,
pendiente, humedad, etc.), deben evaluarse por separado. No debemos desanimarnos si al principio se
obtienen valores bajos de los indicadores ya que dependen principalmente de las condiciones
edafoclimaticas concretas de la zona de estudio. Lo verdaderamente importante es observar una
evolucidén positiva de la salud del agroecosistema con el paso del tiempo, como resultado de las buenas
practicas agricolas, que estara reflejada en valores mas altos de los indicadores de la TSEA.
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INDICADORES PARA UN DIAGNOSTICO BASICO

1° CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD

Numero de especies de plantas

Los distintos cultivos generan diferentes nichos ecolégicos, tanto en la superficie como en el subsuelo,
que pueden ser habitados por multitud de organismos. Debemos fijarnos en el nimero de cultivos
diferentes del emplazamiento, tomando una superficie de area 1 ha como limite. En el caso de que los
cultivos formen parte de una rotacién estacional, sumar el nimero total de cultivos diferentes que

estaran presentes durante la rotacién.

Numero de estratos vegetales

Identificar visualmente si en la parcela de estudio hay 1, 2 6 3 estratos vegetales (herbaceos, arbustivos
y arbdreos). Comparar los resultados (nUmero de estratos vegetales) con los valores de referencia de la
TSEA:

3 estratos = 8 puntos
2 estratos = 5 puntos
1 estrato = 2 puntos.

Los arbustos y los arboles proporcionan refugio a los animales de pastoreo, creando nuevos nichos
ecoldgicos y habitats por encima y debajo del suelo.

Numero de tipos de macrofauna

Usando una pala plana, se extrae un bloque de tierra (profundidad 30 cm x largo 25 cm x ancho 25 cm).
Intenta hacerlo en menos de un minuto para evitar que se escape la macrofauna del suelo. Contar los
diferentes tipos de macrofauna (no el nimero de individuos) presentes en el bloque: para ello, primero
examinar la superficie del blogue y despues desmenuzalo con la mano. Utilizar las imagenes
proporcionadas para facilitar la identificacién. Repetir el proceso otras tres veces. Por ultimo, calcular
el valor medio (nUmero de tipos de animales de la macrofauna), comparar el valor con los valores de
referencia de la TSEA y asignarle un valor entre 1 y 9. La macrofauna del suelo interviene en la
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degradacién de la materia organica y la mineralizacion de los nutrientes, controlando poblaciones de
patdgenos, mejorando y manteniendo la estructura del suelo y mezclando la materia organica del suelo.

1. Lombrices [Oligochastal
2 Cucarachas [Dictyopteral
3. Cochinillas isfpoda)

4. Milpiés [Diplopadal

5. Cienpies [Chilapodal

&. Tieretas [Dermapteral
7. Hormigas [Hymenagteral
8. Termitac [l=apteral

9. Saltamaontes (Orthaptera)
10. Esearabagos [Coleopteral

11, Chinches [Heteroptera|
12 Arafias lArachnida)

13 Caracoles [Gasteropodal
14. Chicharras [Homepteral
15.Otros |Larvas, et
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2° CONSERVACION DE SUELO

NUmero de lombrices

Usando una pala plana, extraer un bloque de tierra (profundidad 30 cm x largo 25 cm x ancho 25 cm).
Intentaremos hacerlo en menos de un minuto para evitar que se escapen las lombrices del suelo. Contar
el nimero de lombrices (individuos) del bloque. Repetir el proceso 3 veces mas. Después de contar el
numero lombrices en los 4 bloques, sumar los valores y multiplicar el total por 4 (para obtener el niUmero
de lombrices por m?). Comparar los resultados (nimero de lombrices /m2) con los valores de referencia
de la TSEA y asignarle a cada uno una puntuacién de 1 a 9.

Las lombrices prefieren suelos neutros y ricos en materia organica, dénde favorecen la penetracién de
las raices, el agua y el aire a través de sus redes de tuneles, reduciendo asi los efectos adversos de la
compactacion del suelo.

Capacidad de infiltracion (minutos)

Necesitamos un tubo de acero galvanizado (didmetro interno: 15 cm) (como los que se usan en la
construccién) y 10 cm de largo. Cortar uno de los extremos en angulo para facilitar su introduccién en
el suelo. Con ayuda de un martillo y un bloque de madera, introducir el tubo en el suelo hasta una
profundidad de 2 cm, evitando piedras, raices grandes, palos y objetos similares. Verter suavemente 0.5
litros de agua dentro del tubo hasta que desaparezca (es decir, hasta que el agua se filtre por el perfil
del suelo). Verter otros 0.5 litros de agua dentro del tubo y anotar el tiempo que tarda el agua en
desaparecer. Repetir el proceso en otros 3 puntos de la parcela. Por dltimo, calcular el valor medio (en
minutos), compararlo con el valor de referencia de la TSEA y asignarle una puntuacion de 1 a 9. Si el
agua tarda mucho tiempo en desaparecer significa que el suelo es propenso a la escorrentia y a la
erosion hidrica.
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Compactacion

Penetrabilidad (cm): tomar una varilla corrugada (1 m
de largo y 8 mm de didmetro), como las que se usan
en construccién). Introducirla en el suelo todo lo que
sea posible con un esfuerzo modesto y calcular la
profundidad (cm) alcanzada. Si la varilla choca contra
una piedra, intentarlo de nuevo en un punto cercano.
Repetir la operacidén tres veces mas. Por ultimo,
calcular el valor medio, compararlo con los valores de
referencia de la TSEA y asignarle un valorde 1a 9.

Estado quimico - acidez/alcalinidad del suelo (pH)

La acidez de un suelo viene determinada por su pH, que varia de 0 a 14, considerandose acidos aquellos
suelos con pH < 7 y basicos los suelos con pH > 7. El pH del suelo afecta la disponibilidad de los
nutrientes, la actividad de microorganismos vy la solubilidad de minerales del suelo, siendo el rango de
pH optimo para la mayoria de los cultivos entre 5.5 y 7. Usar las tiras indicadoras de pH para estimar
este parametro. Tomar una muestra de suelo seco (aprox. 10 g) y afiadirle 2.5 veces su volumen en agua
(25 ml). Agitar la suspension, dejar que se estabilice durante 10 minutos y luego introducir la tira
indicadora de pH. El color de la tira indica el pH de la solucién.

Estado quimico — materia organica (reaccion/color)

La materia orgdnica es el almacén de nutrientes del suelo, y gracias a la actividad microbiana
(principalmente), se transforma en minerales asimilables por los cultivos. Ademas, mejora otras
propiedades fisicoquimicas y biolégicas del suelo (estructura, infiltracion, retencion hidrica,
acidez/basicidad, actividad microbiana, etc). Para estimar el servicio que la actividad microbiana
proporciona al cuidado del suelo hay que medir la reaccién y el color.

- Reaccién: tomar una muestra de suelo (aprox. 10 g), afiadir unas gotas de H,0, y observar la formacion
de burbujas. Cuanta mas materia organica haya en el suelo, mas fuerte serd la reaccion. Observar la
duracion de la reaccidon para obtener informacion adicional: si la reaccidon es lenta pero prolongada,
significa que la materia organica es mas estable (tipo humus) y permanecera mas tiempo en el suelo,
mientras que una reaccion rapida indica un contenido de nutrientes mas labil, que facilita un desarrollo
de microorganismos y plantas mas rapido.

- Color: debemos fijarnos en el color del suelo. Los suelos ricos en materia organica suelen ser oscuros.

- Foto: Usando una pala plana, excavar el suelo exponiendo un perfil vertical de unos 25 cm. Retirar toda
la tierra suelta de la base. Colocar la tarjeta de correccion del color en la base del perfil y sacar una foto
con un teléfono movil con el GPS activado. Tomar la foto con el sol de frente para que el perfil no esté
en semi-sombra.
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Textura del suelo (contenido de arena, arcilla y limo)
La capacidad de un suelo para retener el agua depende en gran medida de su textura.

Tomar una muestra de suelo y afiadir un poco de agua hasta formar una masa. Formar un cilindro con
la masa, de unos 10 cm y lo mas delgado posible.

- Si no es posible hacer un cilindro de al menos 3 mm en didmetro, el suelo es arenoso (mas de 80 %
arena).

- Si es posible hacer un cilindro de entre 1y 3 mm en didmetro, el suelo es probablemente de textura
media-gruesa (entre 65y 80% arena).

- Si es posible hacerlo de 3 mm didmetro y formar un anillo sin que se rompa, el suelo es de textura
media-fina (entre 40y 65% arena).

- Si es posible hacer un cilindro de Imm y al doblarlo formar un anillo sin que se rompa, la textura del
suelo es arcillosa (si se agrieta, predomina el limo).
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3° MITIGAR EL CAMBIO CLIMATICO

El color del suelo

La materia organica forma parte del ciclo del carbono y puede mitigar el cambio climatico. Al principio
del ciclo, el diéxido de carbono (CO,) atmosférico es usado por las plantas verdes, las algas y algunas
bacterias. De este modo, parte de este carbono organico permanecera en el suelo y parte se transforma
de nuevo en CO, que retornard a la atmodsfera al calentamiento global. Por tanto, desde un punto de
vista del cambio climatico, cuanto mayor sea la cantidad de materia orgdnica que logremos introducir y
conservar en nuestros suelos, mejor.

Para este indicador, se usa la misma puntuacién que para el indicador “Estado quimico — materia
organica (reaccién/color)”.

Respiracion del suelo

Los microorganismos consumen la fraccidén organica y el oxigeno, liberando CO,. La determinacién de
la cantidad de CO; liberado da una idea de la actividad biolégica del suelo.

Se coloca una muestra de suelo fresco (20 g) en un bote grande de plastico (250 ml). Usando un
vaporizador se afiade agua hasta que el suelo esté empapado (pero no encharcado). A continuacién, se
coloca un frasco mediano de plastico (50 ml) con 10 ml de NaOH 0.1N sobre un tripode de plastico. Se
tapa el bote grande y se guarda a temperatura ambiente durante 2 dias en oscuridad y sin moverla. La
cantidad de CO; liberada se puede cuantificar valorando la sosa con una solucion de acido clorhidrico
(HCI 0.1N) y con fenolftaleina como un indicador dcido-base de la reaccién. Se abre el bote grande, con
una jeringuilla se coge 1 ml del frasco mediano y se afiade la solucién a un frasco pequefio (25 ml). Se
afiaden 2 gotas de fenolftaleina con un cuentagotas (el color de la solucidon cambia a violeta). Con otro
cuentagotas se afiade HCl 0.1N, gota a gota. Cuando la solucién cambia de color (se vuelve
transparente), se anota el nimero de gotas afiadidas.
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