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Resumen
Palabras clave: cianobacterias, tierras secas, degradacion del suelo, carbono orgéanico,

restauracion, mallas vegetales

Las tierras secas constituyen el bioma méas grande de la Tierra, en el cual vive una parte
importante de la poblacion mundial. EI cambio global estd aumentando la degradacion del
suelo en estas areas y, debido a la escasez de agua, los métodos tradicionales de restauracion
basados en el establecimiento de plantas no tienen mucho éxito. Por lo tanto, en los Gltimos
afios se estd desarrollando una nueva herramienta de restauracion para recuperar suelos de
tierras secas, basada en la recuperacion de la biocostra. Las biocostras son comunidades de
microalgas, liquenes, musgos, bacterias heterotrofas, hongos y cianobacterias, que forman una
capa estable y mas fértil en los primeros centimetros del suelo en la mayoria de tierras secas
del mundo. Las biocostras tienen un papel crucial en muchos procesos del ecosistema, en tanto
disminuyen la erosion por el viento y el agua, aumentan la fertilidad del suelo y la
biodiversidad, y afectan positivamente el balance hidrico. Un método para inducir la formacion
de la biocostra -una vez que ésta se ha perdido por alguna perturbacion- es la inoculacién del
suelo con cianobacterias previamente aisladas, provenientes de biocostras del area a restaurar
y cultivadas en laboratorio, para su posterior aplicacion en el suelo. Varios estudios han
mostrado resultados positivos de la inoculacion del suelo con cianobacterias sobre la formacion
de la biocostra y la mejora de las propiedades del suelo en condiciones de laboratorio. Sin
embargo, solo unos pocos estudios han obtenido resultados exitosos en campo debido al alto
estres ambiental. La aplicacion de estrategias de reduccion del estrés ambiental puede ayudar
al crecimiento y establecimiento del inéculo, sobre todo en los primeros estadios tras su
aplicacion. En este trabajo, evaluamos el efecto de la inoculacion con cianobacterias sobre un
suelo degradado de una zona semiéarida de la provincia de Almeria (EI Cautivo, desierto de
Tabernas), primero en condiciones de laboratorio y posteriormente el efecto de la inoculacion
junto con estrategias de reduccion del estrés ambiental basadas en el uso de mallas vegetales,
en condiciones de exterior. En el laboratorio, la inoculacion de una mezcla de cianobacterias
fijadoras de N y no fijadoras de N, dio lugar a la formacion de una biocostra sélo tres meses
después de su aplicacion, lo cual aumento el carbono organico en comparacion con los suelos
no inoculados, asi como el indice NDVI y disminuyd el albedo. En exterior, el efecto de la
inoculacion directa con cianobacterias tuvo un efecto limitado. Sin embargo, la aplicacion de

cubiertas vegetales hechas a base de Lygeum spartum vy Stipa capensis mejord
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significativamente el crecimiento del indculo después de 3 y 6 meses. Las variables medidas
(carbono organico, NDVI y albedo) mostraron una ligera mejora en comparacion con los
controles y los suelos inoculados sin la cubierta vegetal. Estos resultados indican que el empleo
de estrategias de reduccion del estrés ambiental basadas en mallas vegetales mejora el
crecimiento del indculo y la formacion de la biocostra en campo, pudiendo contribuir a una

mas rapida recuperacion de los suelos degradados en las tierras secas.

Abstract

Keywords: cyanobacteria, drylands, soil degradation, organic carbon, restoration, vegetal

meshes

Drylands are the largest biome on Earth where an important part of the world population lives.
Global change is increasing land degradation in these areas and, due to water scarcity,
traditional restoration methods based on plant establishment are not very successful. Therefore,
a new restoration tool is being developed in the last years to restore dryland soils based on the
recovery of the biocrust. Biocrusts are communities of microalgae, lichens, mosses,
heterotrophic bacteria, fungi and cyanobacteria, which form a stable and more fertile layer
within the first centimetres of soil surface in most drylands around the world. Thus, biocrusts
play crucial roles in ecosystem processes as they decrease erosion by wind and water, increase
soil fertility and biodiversity, and positively affect the water balance. One method to induce
biocrust formation once it has been lost due to some disturbance consists of the soil inoculation
with native cyanobacteria, previously isolated on the area to be restored and cultured in the
laboratory, for their later application on soil. Several studies have shown positive results in
inducing biocrusts and improving soil properties in laboratory conditions. However, just a few
have been able to obtain successful results in field due to the harsh environmental stress. In this
work, we first evaluated the effect of cyanobacteria inoculation on a degraded soil collected
from a semiarid area in the province of Almeria (EI Cautivo, Tabernas desert) in laboratory
conditions and then its effect together with application of habitat amelioration techniques based
on plant covers in an experiment outdoors. In the laboratory, soil inoculation with a mixture of
N and non-N fixing cyanobacteria led to the formation of a biocrust just after three months
since application, that increased the organic carbon of soils compared with the non-inoculated
soils, as well as the NDVI index and decreased soil albedo. In the experiment outdoors,

cyanobacteria inoculation alone showed limited success. However, application of vegetable
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meshes made with Lygeum spartum and Stipa capensis significantly improved inoculum
growth after 3 and 6 months. The variables measured (organic carbon, NDVI and albedo)
showed a slight improvement compared with controls and the noncovered inoculated soils.
These results indicate that the application of habitat amelioration technigques based on vegetal
meshes improves inoculum growth and biocrust induction in the field, likely contributing to a

faster recovery of degraded soils in drylands.



Restauracidn de la biocostra mediante la inoculacién de suelo con cianobacterias y estrategias de reduccién
del estrés ambiental

1. Introduccion

Las tierras secas -0 drylands- ocupan aproximadamente el 45% de la superficie de la
Tierra (Pravalie, 2016) y albergan al 38% de la poblacion mundial (Reynolds et al., 2007). La
degradacion del suelo, que afecta a un 33% de la superficie terrestre (FAO, 2015), afecta
especialmente a las tierras secas debido a la escasez de agua, la baja cobertura vegetal y la
presencia de suelos poco desarrollados, con bajo contenido en materia organica (Reynolds et
al., 2007).Estos problemas se ven ademas agravados por la creciente presion antrépica sobre
estas areas. La intensificacion del suelo y el efecto del cambio climatico son las principales
causas del aumento de la degradacion del suelo en estas regiones, la cual provoca que 12
millones de hectareas de las tierras secas se degraden cada afio (Reid et al., 2017). Segun los
datos del IPCC (Stocker et al., 2013), durante los proximos afios se estiman periodos mas
prolongados de sequia y un aumento en la frecuencia de eventos extremos, lo que exacerbara
los problemas de degradacidn del suelo en estas zonas. La degradacion del suelo en las tierras
secas puede culminar en desertificacion, es decir, cambios en las propiedades del suelo que
reducen su capacidad para retener agua y nutrientes, provocando la pérdida de productividad y
graves problemas ambientales y socioecondmicos que afectan especialmente a las personas que
viven en los paises en desarrollo(FAO, 2015). Por tanto, es necesario implantar medidas para
evitar o reducir la degradacion del suelo en las tierras secas y, cuando sea necesario, medidas
para restaurar eficazmente las zonas que ya han sido degradadas (UNCCD, 2017).

Los métodos tradicionales de restauracion, generalmente basados en el establecimiento
de una cobertura vegetal, a menudo no tienen éxito debido a las condiciones adversas que se
danen las tierras secas (James et al., 2013). Por lo tanto, es importante explorar nuevos métodos
de restauracion, que sean eficientes en estas areas (Orr et al., 2017).

Una comunidad que ha despertado interés en los ultimos afios es la costra bioldgica del
suelo o biocostra, formada por la asociacion entre particulas del suelo y distintos organismos
como cianobacterias, microalgas, bacterias, hongos, liquenes, briéfitos, entre otros (Belnap et
al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1.

Biocostras ocupando los espacios entre las plantas en las tierras secas: a) Biocostra dominada

por cianobacterias; b) Biocostra dominada por liquenes; ¢) Biocostra dominada por musgos

Las biocostras pueden llegar a ocupar hasta el 70% de la superficie entre plantas en las
tierras secas y, aunque representan una parte muy pequefia del perfil del suelo (de unos cuantos
milimetros), juegan un papel ecoldgico importante, ya que regulan el intercambio de gases,
agua y nutrientes desde y hacia el suelo(Belnap et al., 2001). Ademas, tienen como efecto la
fijacion del carbono y nitrégeno atmosféricos (Elbert et al., 2012; Rodriguez-Caballero et al.,
2018 a), aumentando el contenido en materia organica del suelo y, por tanto, incidiendo en su
fertilidad (Chamizo et al., 2012). Por otro lado, las biocostras influyen en numerosas
propiedades del suelo que afectan al movimiento del agua, por ejemplo, la rugosidad, la
porosidad, la hidrofobia, el agrietamiento y el albedo, regulando la disponibilidad de agua en
el suelo (Chamizo et al., 2016). Asi mismo, producen exopolisacaridos que agregan las
particulas del suelo (Chamizo et al., 2019) y forman un entramado sobre la superficie que
aumenta su estabilidad, protegiéndolo de la erosion hidrica (Cantdn et al., 2014; Chamizo et
al., 2017) y edlica (Fattahi et al., 2020). Debido al papel tan importante que juegan las
biocostras en las tierras secas y su capacidad para sobrevivir y colonizar estos ambientes, en
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los ultimos afios ha crecido el interés en su uso como vehiculo de restauracion de estas zonas
(Abinandan et al., 2019; Rossi et al., 2017).

Uno de los organismos mas interesantes que se estan utilizando para inducir la
formacion de la biocostra son las cianobacterias. Las cianobacterias son las primeras
colonizadoras de los ecosistemas terrestres y pioneras en la sucesién de la biocostra (Mager &
Thomas, 2011). Son capaces de sobrevivir a altos niveles de radiacion UV, gracias a la
produccién de pigmentos protectores como la escitonemina (Dojani et al., 2011). Ademas, son
muy resistentes a la sequia, quedandose en estado latente en ausencia de agua y reactivandose
cuando el agua esta disponible de nuevo (Rajeev et al., 2013). Las cianobacterias son capaces
de fijar el carbono atmosférico —y algunas de ellas también el nitrgeno atmosférico-, liberando
el carbono y nitrogeno fijados en el suelo y haciéndolo disponible para el resto de los
organismos que coexisten en el lugar (Belnap et al., 2001).

Numerosos estudios han demostrado los efectos positivos de la inoculacion del suelo
con cianobacterias sobre la fertilidad en suelos agricolas, sobre todo en cultivos anegados en
Asia (Prasanna et al., 2009, 2013; Priya et al., 2015; Singh et al., 2016). En suelos de zonas
aridas y semiéridas, se ha demostrado la eficacia de la inoculacion de diferentes cepas de
cianobacterias como Microcoleus spp., Phormidium spp., Nostoc spp. o0 Scytonema spp., sobre
la formacion de la biocostra y la mejora de diferentes propiedades y funciones del suelo como
el aumento del contenido en carbono organico y nitrogeno (Roman et al., 2018; Roncero-
Ramos, Roman, et al., 2019 a) la estabilidad de la superficie (Chamizo et al., 2018; Mugnai et
al., 2018) o lareduccion de la erosion hidrica y eolica (Fattahi et al., 2020; Sadeghi et al., 2020).
Mientras que la inoculacion del suelo con cianobacterias muestra resultados muy exitosos en
condiciones de laboratorio, su eficacia en condiciones de campo es mucho mas limitada.
Existen algunos ejemplos de su aplicacion exitosa en desiertos de China, donde la inoculacién
del suelo con diferentes especies de cianobacterias ha contribuido a la fijacién de dunas de
arenas, facilitando la posterior colonizacion de organismos mas tardios en la sucesion de la
biocostra como liquenes y musgos, asi como de plantas vasculares (Chen et al., 2006; Li et al.,
2014; Wang et al., 2009). Sin embargo, aungue se sabe que son capaces de sobrevivir en
ambientes extremos, la mayoria de los estudios disponibles revelan que las condiciones que se
dan en estas zonas reducen la supervivenciay colonizacion del in6culo. Una forma de optimizar
el crecimiento del inéculo en campo es mediante el empleo de estrategias de reduccion del
estrés ambiental, consistentes, por ejemplo, en la utilizacion de enmiendas de paja para
estabilizar dunas previo a la inoculacién (Wang et al., 2009), o también la adicién de agentes

adherentes, nano estabilizadores o pegamentos para mejorar la estabilidad del suelo (Park et
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al., 2017). Ademas, se ha probado el uso de mallas o telas que proporcionan sombra, reduciendo
asi la radiacion UV y aumentando la disponibilidad de agua (Condon & Pyke, 2016). La mayoria
de estos estudios se han llevado a cabo en suelos de zonas aridas de Norteamérica o China, y,
en muchos casos, empleando mallas de materiales sintéticos. La aplicacion de estrategias
basadas en la recuperacién de la biocostra podria dar resultados muy positivos para restaurar
zonas degradadas del sureste espaiiol, donde las condiciones ambientales extremas disminuyen
el éxito de la restauracion tradicional basada en la implantacién de vegetacién. Ademas, junto
alainoculacion del suelo con cianobacterias, la aplicacion de estrategias de reduccion del estrés
basadas en plantas nativas contribuiria de forma eficiente, ademas de sostenible, a acelerar la
formacion de la biocostra y a la recuperacion de las funciones del suelo, ayudando asi a la
restauracion del ecosistema.

El objetivo de este trabajo es analizar el efecto que tiene la inoculacién del suelo con
cianobacterias sobre el desarrollo de la biocostra y la mejora de las propiedades del suelo con
el fin de usar esta estrategia para restaurar suelos degradados de zonas aridas. Dado el éxito
més limitado de la inoculacion con cianobacterias en condiciones naturales, se analizara
ademas como la aplicacion de estrategias de reduccién del estrés basadas en el uso de plantas
nativas puede ayudar a mejorar la supervivencia y crecimiento del indculo.

En funcion de lo mencionado, los objetivos especificos son:

1. Analizar el efecto de la inoculacion de cianobacterias sobre la formacion de la biocostra

y las propiedades del suelo en un suelo arido degradado, en condiciones de laboratorio.
2. Analizar el efecto combinado de la inoculacion de cianobacterias junto con estrategias

de reduccién del estrés ambiental basadas en el uso de plantas nativas sobre la

formacion de la biocostra y las propiedades del suelo, en condiciones de exterior.

2. Material y Métodos

2.1 Toma de muestras de suelo

Para el desarrollo de este estudio se tomaron muestras de suelo de la zona experimental
“El Cautivo” (37°00'38.6"N, 2°26'30.2"W). Se trata de una zona de badlands situada en el
desierto de Tabernas, el cual se encuentra rodeado por Sierra Alhamilla, Sierra de los Filabres,
Sierra Nevada y la Sierra de Gador. Se encuentra a una altitud entre 245 m y 385 m

aproximadamente sobre el nivel del mar (Canton et al., 2003) (Figura 2).
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Figura 2

Vista general de la zona seleccionada —“El Cautivo” desierto de Tabernas- para la toma de
muestras de suelo.

| . AgEtae s
Nota. Elaboracion Propia. Fotografias tomadas durante el proceso de investigacion

El clima es semiarido mediterraneo, caracterizado por una precipitacion media anual de
235 mm, cayendo principalmente en invierno, y con veranos largos y secos. La temperatura
media anual es de 17.8°C, y la evapotranspiracion potencial anual es de aproximadamente 1500
mm. La textura del suelo es franco limosa (30% arena, 59% limo, y 11% arcilla), con un bajo
contenido en carbono organico (< 1%). El pH es de 7.6 y la conductividad eléctrica es 1.09 dS
m en los primeros 5 cm de suelo (Chamizo et al., 2012). La topografia es accidentada y la
vegetacion esta formada por un matorral mediterraneo de bajo porte y cobertura. Asi, el paisaje
se caracteriza por presentar un mosaico de teselas formado por plantas perennes dispersas, entre
las que domina Machrochloa tenacissima, y plantas anuales y costras fisicas y biologicas que
cubren mas del 80% de la superficie del suelo (Cantdn et al., 2004).

Para el estudio se seleccion6 un area degradada por procesos erosivos y se tomaron
muestras de suelo entre 0-10 cm de profundidad, las cuales fueron transportadas al laboratorio.
En esa instancia se dejaron secar al aire y se tamizaron para eliminar los fragmentos rocosos y
posibles restos vegetales, y asi obtener la fraccion de tierra fina (< 2 mm). A continuacion, el
suelo se autoclavd dos veces a 120°C durante 20 minutos para eliminar la fraccién biotica y
evitar su interferencia con las cianobacterias inoculadas y posible influencia sobre los
resultados obtenidos.

11
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2.2 Preparacion del indculo de cianobacterias

Para llevar a cabo los experimentos de inoculacion con cianobacterias, se usaron cepas
previamente aisladas de muestras de biocostra (0-1mm) tomadas de diferentes zonas semiaridas
de la provincia de Almeria, llevandose adelante su identificacién mediante analisis genéticos y
morfolégicos (Roncero-Ramos et al., 2019 b)Se utilizaron cuatro cepas de cianobacterias
filamentosas: Nostoc commune (CANT2 UAMS817) y Tolypothrix distorta (CANT7 UAM825),
ambas fijadoras de nitrogeno, y Leptolyngbya frigida (CAU10 UAM837) y Trichocoleus
desertorum (CAU7 UAMB832), no fijadoras de nitrégeno, pero con una alta capacidad para
secretar exopolisacaridos y mejorar la agregacion del suelo (Mugnai et al., 2018). Cada cepa
se cultivé por separado en matraces que contenian medio de cultivo BG11o (sin N, para las
especies fijadoras de nitrégeno) y BG11 (con N, para las especies no fijadoras) y luego se

pasaron a matraces mas grandes, de 1 a 5 litros (Figura 3).

Figura 3.

Cultivo de diferentes especies de cianobacterias en matraces en laboratorio

Nota. Elaboracion Propia. Fotografias tomadas durante el proceso de experimentacion.

Las muestras se cultivaron a 25°C con iluminacion continua y agitacion, utilizando un

agitador a 125 rpm. La concentracion se determing a partir del peso seco, que se determind

12
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filtrando un volumen de cultivo y secando luego el filtro con la biomasa en una estufa a 50 °C

durante 48 horas, para su posterior pesaje.

2.3 Inoculacion del suelo con cianobacterias en condiciones de laboratorio

Para evaluar el efecto de la inoculacion de cianobacterias sobre la formacion de la
biocostra se llevo a cabo un experimento inicial en el laboratorio. Se rellenaron placas de Petri
de 66 cm? con 60 gramos del suelo previamente tamizado y autoclavado, y se regé con 20 ml
de agua destilada para propiciar su sellado. Una vez que los sustratos se secaron, las muestras
se inocularon a una concentracion de biomasa de 6 gr. de peso seco por m? (40 mg de biomasa
por muestra), con las cuatro especies (L. frigida, T. desertorum, N. commune y T. distorta) en

la misma proporcion (1:1:1:1) (Figura 4).

Figura 4.

Seguimiento de las placas inoculadas en condiciones de laboratorio: a) Suelo inoculado; b)

Suelo no inoculado (control)

Nota. Elaboracion propia. Fotografias tomadas durante el proceso de experimentacion.

La cantidad de in6culo aplicada se determin6 de acuerdo con un estudio previo (Roman
et al., 2018)y algunas otras pruebas preliminares con los suelos de estudio. La biomasa se
distribuyé homogéneamente sobre toda la superficie de la placa, esparciendo pequefios

13
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volUimenes con una pipeta. Asi mismo, se prepararon controles (suelos no inoculados) a los que
se aplicé una cantidad equivalente de agua destilada. Se prepararon 8 placas de Petri (4
inoculadas y 4 controles). Las muestras se incubaron en el laboratorio a 25°C, con iluminacion
fija e irrigacion frecuente (10 ml de agua destilada, tres veces por semana), con el fin de

procurar unas condiciones éptimas para el crecimiento del indculo.

2.4 Inoculacion del suelo con cianobacterias y aplicacion de estrategias de reduccién del
estrés en condiciones de exterior

Dado que la supervivencia y crecimiento del indculo de cianobacterias puede verse
limitado en condiciones naturales debido a factores ambientales adversos, se llevo a cabo un
experimento en el exterior, en el que ademas de analizar el efecto de la inoculacién del suelo
con cianobacterias, se examind su eficacia junto con la aplicacién de cubiertas vegetales. Para
ello, se usaron plantas nativas, una anual y una perenne, ampliamente representadas en la zona
donde se tomaron las muestras de suelo y, en general, en el sureste espafiol: Stipa capensis y

Lygeum spartum.
Figura 5

Preparacion del inculo y aplicacion sobre el suelo

! ‘ B | .
Nota. Elaboracidn propia. Fotografias tomadas durante el proceso de experimentacion.

Para llevar a cabo el experimento, se prepararon bandejas de aluminio de 250 cm? de
superficie y se rellenaron con 350 gramos de suelo autoclavado. En estos suelos se llevé a cabo

la inoculacion con la misma mezcla de cianobacterias empleada en el experimento de
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laboratorio (Figura 5). De esta forma, se aplicd una mezcla de las especies L. frigida, T.
desertorum, N. commune y T. distorta, en una proporcion de 22%, 22%, 22% y 34% y aplicando
el indculo a una concentracion total de 5 g m, lo que equivalié a 125 mg de biomasa en cada
bandeja. En los tratamientos que incluyeron la cubierta vegetal, se colocaron las plantas anuales
sobre la superficie del suelo, cada una por separado y lo mas homogéneamente posible. Por
tanto, los tratamientos aplicados fueron: 1) control (suelo no inoculado y sin cubierta vegetal)
(“Control”), 2) suelo inoculado con el consorcio de cianobacterias (“Inoculado”); 3) suelo
inoculado y cubierto por S. capensis (“Inoculado SC”), 4) suelo inoculado y cubierto por L.
spartum (“Inoculado LS”), 5) suelo no inoculado cubierto por S. capensis (“Control SC”) y 6)
suelo no inoculado cubierto por L. spartum (“Control LS”). Se consideraron cuatro repeticiones

para cada tratamiento, lo que sumé un total de 24 bandejas (Figura 6).

Figura 6.

Bandejas con los suelos bajo los diferentes tratamientos aplicados.

/
— = i

Nota. Elaboracidn propia. Fotografias tomadas durante el proceso de experimentacion.

LR

Las muestras de suelo se dejaron en exterior, en una zona del campus de la Universidad
de Almeria, de forma que estuvieran expuestas a las condiciones ambientales (temperatura, luz,
viento, etc.) pero protegidas de la lluvia, para evitar asi el encharcamiento de las muestras y su
deterioro en caso de eventos intensos. Durante la época en que se realizo este proyecto, tuvieron

lugar algunos eventos de lluvia. Para simular la disponibilidad de agua durante el periodo de
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estudio, tras cada evento de lluvia se aplicd una cantidad de agua (en mm) equivalente a la
lluvia acontecida. El experimento se inicio en febrero de 2019, coincidiendo con la época en
que las condiciones eran mas favorables para la supervivencia de las cianobacterias, y tuvo una

duracion de 6 meses.

2.5. Variables analizadas

Tanto en el experimento en condiciones controladas como en el experimento en
exterior, después de 3 y 6 meses, se midid la reflectancia del suelo en las diferentes muestras
usando un espectroradiometro ASD portétil FieldSpec® Hand Held (ASD Inc., Boulder,
Colorado, EE.UU.) que tiene una resolucion optica de 3,5 nm de 325 a 1075 nm. Las
mediciones espectrales se realizaron en condiciones de luz constante y con una fibra Optica
situada a una distancia de aproximadamente 16 cm sobre la muestra, para, de este modo,
abarcar la superficie equivalente a una placa de Petri. Antes de comenzar las mediciones, se
adquirioé una referencia blanca utilizando un panel Spectralon (r) con un 99.9% de reflectancia.
La medida sobre cada placa o bandeja consistid en la media interna de tres espectros
individuales, obteniéndose por tanto cuatro espectros de cada tratamiento, que fueron
posteriormente promediados. Previamente, se realizd un pretratamiento de los datos que
consistié en eliminar las bandas ruidosas (325-400 y 900-1075 nm) y en aplicar un filtro de
suavizado (Savitzky & Golay, 1964).

Con la informacion espectral se calcularon dos variables: a) Albedo en la region visible
(VIS), que se calculé como el promedio de la reflectancia entre 400 y 700 nm. b) indice de
vegetacion de diferencia normalizada o NDVI que se calculé segun la siguiente ecuacion:

NDVI = [NIR - RED] / [NIR + RED]
donde NIR es el valor de la reflectancia a 800 nm y RED es la reflectancia a 670 nm.

Después de medir la reflectancia de la superficie en los diferentes tratamientos, se
tomaron muestras de la superficie del suelo (0-3 mm) para determinacion del contenido de
carbono organico (CO). mediante el método de Walkley y Black -modificado por Mingorance
et al. (2007)-. Para ello, se pesé 0,1 g de suelo finamente molido y se afiadié 3 ml de K2Cr207
1IN y 6 mL de H2SO4, seguido de agitacion en vortex durante 10 minutos, tras lo cual se dejo
reposar durante 3 horas y, a continuacion, se afiadieron 10 mL de agua destilada. Tras 48 horas,
se midio la cantidad resultante de Cr3+ resultante de la oxidacion del carbono organico en la
solucion sobrenadante a través de la medida de absorcion a 590 nm en un espectrofotémetro.
El contenido en carbono organico se determind a partir de una curva de calibracion usando

soluciones estandar de sacarosa con concentraciones crecientes.
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2.6 Analisis estadistico

El efecto de los diferentes tratamientos en el tiempo (3 y 6 meses) sobre las variables
analizadas (albedo, NDVI y CO) se determiné mediante una ANOVA de medidas repetidas.
En primer lugar, se llevo a cabo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si los datos
seguian una distribucion normal. Posteriormente, se aplic6 una ANOVA de medidas repetidas,
usando el tiempo como factor intra-sujeto (con dos niveles), y el tratamiento como factor inter-
sujeto. Diferencias significativas entre tratamientos para cada tiempo se analizaron
posteriormente con el test post-hoc de Tukey de comparacion por pares. Para la estadistica
inferencial se establecid un nivel de significacion de p<0.5. Los analisis se llevaron a cabo

usando el programa estadistico SPSS (IBM, version 22.0).

3. Resultados
En este apartado se presentan los resultados obtenidos en funcién de los objetivos

especificos inicialmente planteados.

3.1 Efecto de la inoculacion de cianobacterias sobre la formacion de la biocostra en
condiciones de laboratorio

La inoculacién del suelo con cianobacterias dio lugar a la formacion de una biocostra
artificial que se evidencio por el oscurecimiento de la superficie, y el color verde debido a la
colonizacion del suelo por las cianobacterias. La Figura 7 muestra la curva de la reflectancia

de los suelos controles e inoculados después de 3 'y 6 meses.

Figura 7

Reflectancia de los suelos control e inoculados en condiciones de laboratorio.
25

20

Control 3 meses

Inoculado 3 meses
10

Control 6 meses

Reflectancia (%)

Inoculado 6 meses

]
400 S00 600 700 800 900
Longitud de onda (nm)

Nota. Elaboracion propia. Software Microsoft Excel. Resultados obtenidos durante el proceso de experimentacion.
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En el grafico se puede observar que la reflectancia para los suelos inoculados es méas
baja que en los controles. En los suelos inoculados se observa un pico de absorcion a 670 nm
debido a la presencia de clorofila a que no aparece en los suelos sin inocular. Ademas, esta
absorcion por la clorofila a fue mucho mayor a los 6 que, a los 3 meses, indicando el
crecimiento del inéculo con el tiempo.

El resultado de la ANOVA de medidas repetidas (Tabla 1) indic6 que el tiempo tuvo
un efecto significativo sobre el albedo, mientras que el tratamiento (con o sin indculo) tuvo un
efecto marginalmente significativo sobre el albedo. La interaccion del tratamiento y el tiempo
tuvo un efecto significativo sobre el NDVI. En el caso del CO, ambos factores tuvieron un

efecto significativo.
Tabla 1l

p-valores obtenidos de la ANOVA de medidas repetidas para analizar el efecto del tiempo y

tratamiento en el experimento en condiciones de laboratorio

p-Valor
Albedo VIS NDVI CO
Tratamiento 0.077 0.000 0.000
Tiempo 0.000 0.643 0.000
Tratamiento*Tiempo 0.080 0.016 0.081

Nota. Elaboracidon Propia. Resultados significativos (p <0.05) entre tratamiento y tiempo.
Tabla 2

Albedo y NDVI (media +- desviacion estandar) en los suelos control e inoculados después de

3y 6 meses desde la inoculacién en condiciones de laboratorio.

3 meses 6 meses
Tratamientos Albedo VIS NDVI Albedo VIS NDVI
Control 16,3+ 0,82 0,04 £ 0,0 15,8 +0,72 0,03 +£0,0°
Inoculado 14,4 +0,6° 0,10 £ 0,012 11,7 £1,0° 0,16 £ 0,032

Nota. Elaboracidn Propia. Las letras indican diferencias significativas (p<0.05) entre tratamientos (control e
inoculado).

Asi, el albedo en el visible fue significativamente mas bajo en los suelos inoculados que
en los controles después de 3 meses (Tabla 2). EI NDVI fue significativamente mas alto en los

suelos inoculados que en los controles. Un patrén similar se observd después de 6 meses, con

18



Restauracidn de la biocostra mediante la inoculacién de suelo con cianobacterias y estrategias de reduccién
del estrés ambiental

valores significativamente mas bajos de albedo y significativamente mas altos de NDVI1 en los
suelos inoculados que en los suelos no inoculados. Ademas, se observaron diferencias en los
suelos inoculados tras 3 y 6 meses. Aunque el albedo no disminuy6 significativamente, el
NDVI si aument6 con el tiempo en los suelos inoculados.

La aplicacion del indculo produjo un aumento significativo del contenido en carbono
organico. Después de 3 meses (Figura 8), los suelos inoculados mostraron valores medios de
carbono organico de 6.8 + 0.32 g CO kg suelo mientras que los no inoculados mostraron
valores de 5.45 + 0.48 g CO kg suelo*. Ademas, el CO aumenté con el tiempo en los suelos
inoculados. Los mismos, después de 6 meses (figura 8) mostraron un valor medio de 8.81 +
0.63 g CO kg suelo, mientras que los controles mostraron un valor medio de 6.11 + 0.14 g
CO kg suelo?.

Figura 8

Carbono orgénico en los suelos control e inoculados en condiciones de laboratorio después
de tres y seis meses.
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9 -

= Control

® [noculado

Carbono Organico (g/kg™)

3 meses 6 meses

Nota. Elaboracion propia. Software Microsoft Excel. Resultados obtenidos durante el proceso de
experimentacion. Las letras indican diferencias significativas (p <0.05) entre tratamientos (control e inoculado).

3.2. Efecto de la inoculacion de cianobacterias combinado con estrategias de reduccion
del estrés ambiental sobre el desarrollo de la biocostra

Al igual que se observé en el experimento en laboratorio, la reflectancia fue mayor en
los suelos no inoculados. La inoculacién del suelo con cianobacterias produjo una disminucion
de la reflectancia debido al oscurecimiento de la superficie con el crecimiento del indculo. La
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reflectancia fue, por lo general, menor en los suelos inoculados, indicando un mayor
crecimiento del inoculo. La absorcion por la clorofila a fue més evidente en el suelo inoculado
y cubierto por L. spartum después de 3 meses. La absorcion por la clorofila a no fue tan
evidente después de 6 meses, aunque se observo una ligera mayor absorcion en el suelo

inoculado y cubierto por S. capensis (Figura 9).

Figura 9

Curva de reflectancia de los diferentes tratamientos establecidos en el experimento en
exterior: a) después de 3 meses; b) despues de 6 meses
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Nota. Elaboracidn propia. Software Microsoft Excel. Resultados obtenidos durante el proceso de experimentacion.
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El resultado de la ANOVA de medidas repetidas (Tabla 3) indic6 que la interaccion del
tratamiento y el tiempo tuvieron un efecto significativo sobre el albedo y el NDVI, mientras

que ambos factores tuvieron un efecto significativo (aunque no la interaccion) sobre el CO.
Tabla 3

Valores obtenidos de la ANOVA de medidas repetidas para analizar el efecto del tiempo y

tratamiento en el experimento en exterior

p-Valor
Albedo VIS NDVI CO
Tratamiento 0.001 0.000 0.000
Tiempo 0.008 0.085 0.008
Tratamiento *Tiempo 0.035 0.019 0.074

Nota. Elaboracion Propia. Resultados significativos (p <0.05) entre tratamiento y tiempo.

Si observamos la Tabla 3, después de 3 meses el albedo fue significativamente menor
en el suelo inoculado y cubierto por L. spartum (21.62 + 1.70). EI NDVI fue significativamente
mayor en los suelos inoculados y cubiertos por las dos plantas anuales (0.05) que en los suelos
no inoculados (0.03). Sin embargo, los valores de NDVI observados fueron bajos en todos los
tratamientos. Después de 6 meses, se observd una disminucion del albedo en todos los
tratamientos, pero el suelo inoculado y cubierto por S. capensis mostro los valores mas bajos
(17.93 £ 0.01), indicando un mayor crecimiento del inoculo en este tratamiento. Asi mismo, el
NDVI también fue mayor en este tratamiento (0.06). No obstante, los valores de NDVI fueron

mas bajos que los encontrados en los suelos inoculados en condiciones de laboratorio.

Tabla 4

Albedo y NDVI de los diferentes tratamientos en el experimento en exterior

3 meses 6 meses
Tratamientos Albedo NDVI Albedo NDVI
Inoculado 25.92+2.14abc ~ 0.04 £0.00l1ab  19.31+0.03a  0.03 £ 0.0bc
Inoculado SC 25.48 + 3.58a 0.05 = 0.009a 17.93+ 0.01a 0.06+ 0.0a
Inoculado LS 21.62+1.70b  0.05+0.003a 19.37+ 0.02a 0.04+ 0.01c
Control 26.17 £0.8l1ac  0.03 +0.002b 21.95+ 0.01a 0.03+£0.0b
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Control SC 24.59 £1.26abc  0.04 +0.007ab  19.47+0.0la 0.05+ 0.01a

Control LS 2484 £2.46abc  0.04 +£0.005ab  18.57+0.02a  0.04 +0.0ac

Nota. Elaboracion Propia.

Tras 3 meses, la inoculacion del suelo con cianobacterias produjo un aumento
significativo del contenido en CO respecto a los controles, siendo éste ligeramente mayor en
los suelos que también estuvieron cubiertos por las plantas anuales. ElI contenido en CO
disminuyé en general en todos los tratamientos después de 6 meses (Figura 10 y Tabla S1). Sin
embargo, se mantuvo mas alto en los suelos inoculados que en los no inoculados y los valores
mayores se observaron en los suelos inoculados y con las cubiertas vegetales (6.37 £ 0.45 g
CO kg suelo™ en el suelo inoculado cubierto por S. capensis y 6.55 + 0.54 g CO kg suelo™ en
el suelo inoculado cubierto por L. spartum, frente a 5.62 + 0.59 g CO kg suelo™ en el suelo
inoculado y 5.08 + 0.34 g CO kg suelo en el suelo no inoculado) (Figura 10, Tabla S1)

Figura 10

Carbono Organico en los diferentes tratamientos: a) Medida tomada a los 3 meses; b)

Medida tomada a los 6 meses.
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4. Discusion

Las biocostras son un componente clave de los ecosistemas de tierras secas,
desempefiando un papel fundamental en el mantenimiento de las funciones del suelo y la
provision de servicios ecosistémicos (Rodriguez-Caballero et al., 2018 b). El uso de la
biocostra -0 de alguno de sus componentes- como indculo puede ayudar a acelerar la formacién
de la una biocostra artificial, una vez que ésta se ha perdido debido a alguna alteracion, y asi
contribuir a recuperar las propiedades del suelo y su funcionalidad (Antoninka et al., 2020).
Hasta la fecha, muchas de las investigaciones que se han hecho sobre el uso de cianobacterias
como bio-inoculantes para la restauracion de suelos degradados de zonas aridas, se han basado
en el uso de especies no fijadoras de nitrogeno como Microcoleus vaginatus, y fijadoras de
nitrégeno, como Nostoc commune (Giraldo-Silva et al., 2020; Park et al., 2017; Rozenstein et
al., 2014; Wang et al., 2009).

Para el presente estudio, se ha utilizado un consorcio de especies de cianobacterias
nativas de suelos de zonas semiaridas del sureste espafiol, incluyendo fijadoras y no fijadoras

de nitrégeno, algunas de las cuales no habian sido exploradas previamente, tales como T.
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desertorum y L. frigida. Estas especies son las primeras que colonizan el suelo tras una
perturbacion, pudiendo aparecer incluso antes que algunas de las especies pioneras que se han
descrito comdnmente en bibliografia (por ejemplo, M. vaginatus) (Roncero-Ramos et al.,
2020). En condiciones de laboratorio, la inoculacion del suelo con el consorcio de
cianobacterias condujo a la rapida formacion de una biocostra, que se vio reflejado en un
oscurecimiento de la superficie y disminucién del albedo (Figura 7 y Tabla 2). Indicadores
como el color de la superficie o la estabilidad del suelo (Belnap et al., 2008) se han usado para
evaluar el grado de desarrollo de la biocostra. A partir de los datos de reflectancia, también se
observo un pico de absorcion alrededor de 670 nm debido a la clorofila a. EI contenido en este
pigmento es uno de los indicadores de la biomasa total de cianobacterias mas usados (Bowker
et al., 2008) y en nuestro estudio confirmo la presencia y crecimiento de las cianobacterias en
los suelos inoculados respecto a los controles. EI NDVI es también un buen indicador del grado
de desarrollo de la biocostra (Zaady et al., 2007) y mostré valores mas altos en los suelos
inoculados que en los no inoculados, y un aumento en los inoculados con el tiempo (Tabla 1),
sugiriendo un aumento del grado de colonizacion del suelo por el inéculo. Ademas, la
formacion de la biocostra tuvo un efecto positivo en el aumento del contenido en carbono
organico (Figura 8). Estos resultados coinciden con trabajos previos que demuestran que la
inoculacion del suelo con cianobacterias da lugar a la formacién de una biocostra y mejora
propiedades como el contenido en CO y N, y estabilidad y resistencia superficial (Mugnai et
al., 2018; Mufoz-Rojas et al., 2018; Roman et al., 2018; Roncero-Ramos, Roman, et al., 2019
a).

Aungue se encontraron resultados muy positivos en laboratorio, cuando se realiz6 el
experimento en condiciones de exterior y, por tanto, sujeto a diversos estreses ambientales (alta
temperatura e insolacion, accion del viento, etc.), el crecimiento del in6culo sobre los mismos
suelos fue mucho mas limitado. Una de las estrategias mas usadas para favorecer el desarrollo
de la biocostra en campo es el empleo de estrategias de reduccion de estrés como son la
utilizacion de enmiendas de paja para estabilizar dunas previo a la inoculacién (Wang et al.,
2009), la adicion de fijadores de suelo(Li et al., 2014; Peng et al., 2017) o el uso de mallas que
dan sombra, reducen la radiacién UV y aumentan la disponibilidad de agua, una estrategia de
la que se han obtenido resultados exitosos para las cianobacterias (Roman et al., 2021; Zhao et
al., 2021).

En el presente estudio, la aplicacion de cubiertas vegetales ayudé al desarrollo de la
biocostra, encontrando en estos tratamientos generalmente un mayor pico de absorcion por la

clorofila a y un mayor contenido en CO. Transcurridos 6 meses desde la aplicacion de los
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tratamientos, el suelo inoculado y cubierto por S. capensis fue el que mostré valores de albedo
maés bajos, valores de NDVI mas altos y mayor contenido en CO (Figura 10. Tablas 3 y 4).
Esto puede deberse a una asociacion positiva entre las cianobacterias y dicha especie, la cual
se suele observar frecuentemente en campo, donde la cobertura de S. capensis suele ser mayor
en los sitios con una alta cobertura de biocostras de cianobacterias. Coincidiendo con estos
resultados, trabajos previos demuestran que el uso de cubiertas vegetales y otros tratamientos
de mejora del habitat como el uso de cuerdas o estabilizantes del suelo ayuda al establecimiento
del indculo de biocostra y optimiza su crecimiento, el cual puede verse impedido en muchas
ocasiones debido a factores de estrés como la erosion o la alta radiacion UV (Ayuso et al., 2017;
Roman et al., 2021; Slate et al., 2020; Zhao et al., 2021).

No obstante, se pudo observar una disminucion del contenido de CO en casi todos los
tratamientos entre los 3 y 6 meses (Figura 10 y Tabla S1), coincidiendo con el periodo de
verano y el incremento de los factores de estrés(Roman et al., 2021). La baja disponibilidad de
agua, asi como la exposicion a altas temperaturas, pudo limitar la actividad fotosintética de la
biocostra inducida, haciendo que la incorporacién de CO al suelo disminuyera y que parte del
C fijado se perdiese por la actividad de la comunidad heterétrofa del suelo que, siendo también
reducida, pudo ser mayor que la fijacion de C por la costra. Tales pérdidas de carbono pueden
verse recuperadas de nuevo durante la época himeda en la que la actividad fotosintética de la
biocostra compensa las emisiones por respiracion, dando lugar a una asimilacion neta de C y
un mayor contenido de materia organica en los suelos inoculados(Miralles et al., 2018). Asi,
en un estudio previo, la inoculacion del suelo con cianobacterias junto con el empleo de mallas
aumentd el contenido en CO del suelo respecto a los suelos no inoculados, dos afios después
de la aplicacion de los tratamientos (Roman et al., 2021). Es necesario, por tanto, un estudio a
largo plazo para evaluar el efecto de estrategias de reduccion de estrés ambiental basadas en
cubiertas vegetales sobre el desarrollo de la biocostra y sus efectos sobre el suelo. Asi mismo,
es necesario explorar estas estrategias en diferentes ecosistemas, con diferentes tipos de suelo
y caracteristicas climaticas para encontrar la estrategia mas prometedora adaptada a cada area

de estudio.

5. Conclusiones

Este estudio demuestra que la inoculacion de un suelo de una zona semiéarida del sureste
espafiol con un consorcio de diferentes especies de cianobacterias nativas, fijadoras y no

fijadoras de nitrdgeno, favorece el desarrollo de una biocostra que mejora sus propiedades tanto
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en laboratorio como en campo. Esto se determind utilizando indicadores comunes basados en
el contenido en clorofila a o carbono organico del suelo, asi como diferentes indices espectrales
de la superficie (como albedo o NDVI). Aungue el efecto de la inoculacion con cianobacterias
sobre la formacion de la biocostra es exitoso en condiciones de laboratorio, su eficacia se puede
ver reducida en condiciones naturales debido al incremento del estrés ambiental. Para disminuir
el estrés en campo, aplicamos una de las estrategias mas conocidas, las cubiertas vegetales. En
este caso, usamos cubiertas hechas a base de plantas nativas del sitio que se pretende restaurar:
S. capensis y L. spartum. Los resultados muestran un ligero incremento de los valores de
carbono organico del suelo, NDVI y una disminucion del albedo en los suelos inoculados con
cianobacterias y cubiertos con plantas. Esto nos indica que la utilizacién de cubiertas vegetales
combinada con la inoculacion de cianobacterias puede ser una via para mejorar la eficacia de
la restauracion de la biocostra en campo. Su eficacia puede variar dependiendo de las
caracteristicas del sitio y de las condiciones climaticas. Por tanto, es necesario explorar la
viabilidad de estas técnicas en diferentes ambientes sujetos a diferentes estreses ambientales.

Por ultimo, a pesar de que se han logrado importantes avances en la aplicacion de técnicas para
comprobar el efecto de la inoculacion de cianobacterias en suelos degradados y se han obtenido
resultados prometedores a escala tanto local como internacional, es necesario seguir

investigando para desarrollar estrategias de mejora que puedan aplicarse a mayor escala.
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Anexo |.

Tabla S1.

Valor promedio del Carbono Organico total (g/kg) para los distintos tratamientos en el

experimento en exterior

3 Meses 6 Meses

Tratamiento Promedio Desviacién Estandar Promedio Desviacion Estandar

Inoculado 6.88 0.31 5.62 0.59
Control 5.78 0.18 5.08 0.34
Inoculado SC 7.33 0.32 6.37 0.45
Control SC 6.52 0.36 5.94 0.34
Inoculado LS 7.09 0.28 6.55 0.54
Control LS 6.12 0.38 6.64 0.63

Nota. Elaboracion Propia.
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