5

Métodos de estudio de los efectos de los incendios
forestales en las propiedades bioquimicas y
microbioldgicas del suelo






Montserrat Diaz-Ravina', Maria Teresa Fonturbel?, César Guerrero®, Angela Martin! y Tarsy Carballas’

1Departamento de Bioguimica del Suelo, Instituto de Investigaciones Agrobioldgicas de Galicia (CSIC), Apdo. 122,
15780, Santiago de Compostela. mdiazr@iiag.csic.es

2Depar’[amento de Proteccion Forestal, Centro de Investigacion Forestal de Lourizan, Carretera de Marin km 4,
Pontevedra, Apdo. 127.

3Depar'[amento de Agroguimica y Medio Ambiente, Universidad Miguel Hernadndez, Avda de la Universidad s/n,
0320 Elche, Alicante.






Determinacién de propiedades bioquimicas y microbioldégicas de suelos
quemados

Montserrat Diaz-Ravifia', Maria Teresa Fonturbel?, César Guerrero?, Angela Martin'

y Tarsy Carballas'

" Departamento de Bioguimica del Suelo, Instituto de Investigaciones Agrobioldgicas de Galicia (CSIC), Apartado 122,
15780 Santiago de Compostela. mdiazr@iiag.csic.es

2 Departamento de Proteccion Forestal, Centro de Investigacion Forestal de Lourizan, Carretera de Marin km 4,
Pontevedra, Apartado 127.

¢ Departamento de Agroquimica y Medio Ambiente, Universidad Miguel Hernandez, Avda de la Universidad s/n,
0320 Elche, Alicante.

RESUMEN

La medida de propiedades quimicas y microbiolégicas tales como la biomasa microbiana, la mineralizacién
del N, la respiracion del suelo, la determinacion del adenosin-5"-trifosfato (ATP), las actividades enzimati-
cas generales o especificas de los ciclos de nutrientes vy la estructura de la comunidad microbiana, esta
adquiriendo mucha importancia en los estudios de la Ciencia del Suelo. Sin embargo, a pesar de su inte-
rés y de que se sabe que la microbiota edéafica es la principal responsable de las funciones que se reali-
zan en los suelos, la medida de todas estas propiedades, que proporciona informacién sobre distintos
aspectos de los microorganismos y permite conocer la actividad metabdlica del suelo y, por tanto, sirve de
gran ayuda para entender la funcionalidad del mismo, todavia no se incluye de forma rutinaria en la carac-
terizacién tanto de suelos naturales como de suelos perturbados. En este capitulo se hace una revision de
las técnicas més empleadas para la determinacion de estas propiedades bioquimicas y microbioldgicas,
haciendo especial hincapié en su aplicacion a suelos quemados. El objetivo que se persigue es disponer
de un documento de ayuda para todos aquellos investigadores que estén interesados en iniciarse en este
campo de la ecologia microbiana del ecosistema edéfico.

INTRODUCCION

La microbiota edafica esta constituida por todos los organismos vivos menores de 5 x 10°um?
que habitan un suelo. Incluye, por tanto, bacterias, actinobacterias, hongos, algas, protozoos y
microfauna; algunos autores incluyen también a los virus. Estos microorganismos son responsa-
bles de la fertilidad del suelo al desempenar una funcién muy importante en su habitat natural
dado que, por una parte, llevan a cabo un gran nimero de transformaciones en las mas diversas
condiciones ambientales interviniendo en los ciclos del C y los nutrientes, la meteorizacion de
rocas y minerales del suelo, o las reacciones de complejacion. Y, por otra, influyen en ciertas pro-
piedades del suelo tales como estructura, temperatura, composicion de la atmdsfera, pH y poten-
cial redox. En lo que respecta a los ciclos del C y los nutrientes, los modelos de las transforma-
ciones que sufren el C, Ny P en el medio edafico demostraron que la biomasa microbiana es la
via y fuente de nutrientes que controla la dinamica del sistema. Los trabajos de numerosos auto-
res han mostrado que la microbiota edafica, aunque sélo representa un pequefio porcentaje de
la materia organica del suelo (entre el 1-3 % del C organico), debido al poco tiempo que tarda en
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reciclarse, tiene un papel como via y fuente de nutrientes minerales para las plantas mucho
méas importante de lo que en principio se crefa. Por otra parte, la microbiota edafica también puede
utilizarse como un bioindicador o indicador temprano de los cambios producidos en la calidad
del suelo como consecuencia de procesos de degradacion y/o practicas de conservacion del
suelo mucho antes de que tales cambios se detecten mediante analisis de las propiedades fisi-
cas, fisico-quimicas y quimicas del suelo (Pankhurst et al., 1998). La distribucion y la densidad
de la poblacion microbiana viene determinada por un conjunto de factores bidticos y abidticos
tales como pH, humedad, disponibilidad de nutrientes, o las relaciones inter e intraespecificas
con otros organismos. Asi, ya que los microorganismos reflejan las condiciones del medio, cuando
el ecosistema es alterado, de forma natural o debido a la accion del fuego, la comunidad micro-
biana, por su elevada tasa de renovacion reaccionara rapidamente adaptandose a las nuevas
condiciones del medio; algunos microorganismos moriran mientras que otros sobreviviran y pro-
liferaran ocupando nuevos nichos. Como resultado final observaremos cambios en la estruc-
tura (composicion cuantitativa y cualitativa) de la poblacién microbiana; por tanto, ésta puede ser
utilizada como un marcador ecolégico, es decir, como un parametro indicador temprano de los
cambios producidos en la calidad del suelo debido al impacto directo (muerte de microorganis-
mos por temperaturas elevadas), o indirecto del incendio (cambios en las propiedades del suelo).

Muchas de las actividades que realizan los microorganismos son de gran interés por su reper-
cusion en el crecimiento y nutricion de las plantas: i) liberacion de nutrientes a partir de compues-
tos inorganicos (solubilizacion); i) de la materia organica (mineralizacion); i) aporte de metaboli-
tos que son utilizados como nutrientes por las plantas; iv) intervencion en reacciones de oxidacion
que conducen a los iones a sus formas solubles asimilables; o v) competicién con la planta por
nutrientes o inmovilizacion. Es de interés, asimismo, su papel en la humificacion de la materia
organica, proceso fundamental en la preservacion de la fertilidad del suelo. Tenemos pues, que
los microorganismos influyen en el crecimiento y desarrollo de la planta: mejora de la absorcion
de nutrientes, alteracion de la morfologia y la capacidad de absorciéon de la raiz, modificacion
de las condiciones del medio edéfico, competencia con la planta o produccién de sustancias que
actlian como hormonas andlogas, aunque su repercusion e incidencia va a depender, en gran
medida, de su forma de vida, libre 0 en simbiosis. Ademas, independientemente de su forma
de vida, la actividad microbiana influye indirectamente en el desarrollo de la planta al proporcio-
narle una estructura adecuada para su desarrollo ya sea por promover la formacion de agrega-
dos mediante la secrecion de polisacaridos, por afectar a la retencion de agua por la accion tam-
bién de los lipopolisacaridos, o por mejorar la textura del suelo mediante el efecto ligazén de las
hifas de los hongos sobre las particulas del suelo.

Por lo tanto, los microorganismos que viven en el suelo tienen una enorme repercusion e inci-
dencia en la fertilidad y calidad del suelo ya que, por un lado, intervienen en muchos procesos
que ocurren en el medio edéfico y, por otro, una vez muertos ponen a disposicion de otros micro-
organismos y de las plantas los nutrientes contenidos en sus metabolitos celulares. Actualmente
se acepta que los microorganismos no solo son los principales agentes responsables de la fer-
tilidad del suelo sino que también lo son de la estabilidad y funcionamiento tanto de los ecosis-
temas naturales como de los sistemas agricolas (Bardgett et al., 2005). El papel de los microor-
ganismos en los suelos quemados es, si cabe, mucho mayor que en los suelos naturales dado
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que tras el incendio, al desaparecer la vegetacion, el suelo esta desnudo y desprotegido, la estruc-
tura se degrada, y existe riesgo de erosion postincendio; asi pues, tras el impacto directo e
indirecto del fuego, y particularmente en incendios de severidad alta, los microorganismos son
los Unicos agentes que pueden modificar y mejorar las condiciones postincendio del suelo
favoreciendo asi la implantacion de una cubierta vegetal, lo que, a su vez, resulta crucial para la
restauracion del ecosistema forestal que implica la recuperacion del suelo y la regeneracion de la
vegetacion. La importancia de los microorganismos en el desarrollo sostenible de los sistemas
suelo-planta, juntamente con el hecho de que la microbiota edéfica es un recurso natural no reno-
vable y un bioindicador de los cambios sufridos en la calidad del suelo, justifican la trascenden-
cia del estudio de diversos aspectos de los microorganismos (densidad, masa, actividad y diver-
sidad) en el contexto de los ecosistemas forestales quemados. Recientemente la microbiota de
estos suelos ha sido objeto de estudio (Carballas et al., 2009; Mataix-Solera et al., 2009a; b)
poniéndose de manifiesto que el conocimiento de la respuesta de la comunidad microbiana frente
al estrés producido por el impacto de los incendios forestales, es decir, su susceptibilidad-resi-
liencia, resulta fundamental para entender el funcionamiento del ecosistema vy, posteriormente,
proceder a aplicar determinadas técnicas de recuperacion del suelo.

El objetivo de este capitulo es exponer los procedimientos analiticos seguidos para la carac-
terizacion de las comunidades microbianas de suelos afectados por incendios forestales no con-
trolados y quemas prescritas mediante andlisis de determinadas propiedades bioguimicas y micro-
biolégicas. Dado que este tipo de analisis es todavia poco habitual en la mayoria de los estudios
realizados por los cientificos espafnoles especialistas en la tematica del efecto de los incendios
sobre el medio edafico y teniendo en cuenta, ademas, que su determinacion presenta importan-
tes diferencias con respecto a la estimacion del resto de las propiedades del suelo, se describen
brevemente todos los aspectos de su determinaciéon comenzando por la recogida, preparacion
y conservacion de las muestras, siguiendo por los principales métodos de determinacion de pro-
piedades bioquimicas y microbiolégicas que proporcionan informacion sobre diversos aspectos
de la comunidad microbiana tales como nimero, masa, actividad y estructura o diversidad vy, final-
mente, se aborda la problematica que puede plantear su determinacion en suelos quemados.
Una vez seleccionados los parametros bioquimicos y microbioldgicos que se quieren medir, asi
como los métodos de determinacion mas adecuados para ello, se recomienda consultar biblio-
grafia metodoldgica especifica para un andlisis detallado del procedimiento analitico que hay que
seguir (Wollum, 1982; Weaver at al., 1994; Alef y Nannipieri, 1995; Garcia et al., 2003).

RECOGIDA DE MUESTRAS DEL SUELO

La recogida de muestras es fundamental a la hora de determinar las propiedades bioguimicas y
microbiolégicas del suelo. Las muestras deben ser representativas de la zona a muestrear, asi
pues, dado que la microbiota presenta una enorme variacion natural espacial y temporal, la infor-
macion de que se disponga “a priori” sobre la variacion de los parametros bioldgicos dentro del
area a muestrear puede ser de gran ayuda a la hora de determinar el procedimiento a seguir. La
variacion espacial, que difiere dependiendo de la escala que se considere, se atribuye a facto-
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res climaticos, vegetacion, tipo de suelo y uso del mismo, topografia, efecto rizosférico, aplica-
cion de productos fitosanitarios y a las practicas de manejo, mientras que la variacion temporal
se atribuye fundamentalmente a factores climaticos, al aporte de restos vegetales y al efecto rizos-
férico, es decir, al efecto de las estaciones. La alta variacion espacial exige la recogida de un ele-
vado numero de submuestras de suelo mientras que la variacion temporal exige la recogida perio-
dica de las muestras con el fin de determinar los niveles de referencia de los parametros analizados.
La estrategia del muestreo, que incluye la seleccion de la parcela experimental, del método y
de la frecuencia del muestreo, viene determinada por el objetivo del experimento, aunque siem-
pre se tiende a reducir el nimero de muestras a un nivel aceptable tanto a nivel cientifico como
de reduccion de los costes analiticos.

En general, dependiendo del objetivo del estudio a realizar y del disefio del experimento se
puede optar por recoger una muestra unica, representativa de toda el area de estudio, de apro-
ximadamente 5-6 kg formada por multiples submuestras de suelo recogidas de forma uniforme
en distintas zonas a lo largo de toda la extension de la parcela de estudio o bien por dividir el area
de estudio en distintas parcelas experimentales (minimo 3-5 parcelas experimentales) y recoger
una muestra, formada a su vez por una mezcla de varias submuestras de suelo distribuidas de
forma uniforme dentro de la misma parcela experimental, en cada una de las réplicas de campo
de la zona de estudio. La eleccion del muestreo que conduce a la obtencién de una muestra
Unica de suelo no proporciona informacion de la variacion espacial de la parcela de estudio pero,
dado que la muestra es representativa de toda la parcela, los datos pueden comparase con los
obtenidos en otros suelos o en el mismo suelo en otras épocas de muestreo; este tipo de reco-
gida es aconsejable cuando se realizan ensayos de laboratorio y/o de invernadero donde se ana-
liza el efecto de 1 o varios factores sobre la microbiota edéafica y también en los estudios de eco-
logia microbiana, realizados bajo condiciones de campo, cuando se trabaja con muchos suelos
diferentes y varias variables con el fin de poder relacionar las propiedades bioquimicas y micro-
bioldgicas con otras propiedades del medio edafico mediante analisis multivariante. La eleccion
del muestreo utilizando varias subparcelas experimentales dentro de la misma parcela al propor-
cionar informacion de la variacion natural dentro del mismo suelo -variacion espacial y variacion
temporal silos muestreos se repiten en el tiempo- es aconsejable cuando se realizan estudios de
campo con muy pocos suelos y se estudia la influencia de uno o varios factores sobre una deter-
minada propiedad analizada mediante analisis univariante.

Los efectos del fuego sobre las propiedades edaficas tienden a disminuir con la profundidad;
asi, en los estudios donde se evalla el impacto del incendio sobre el suelo las muestras se sue-
len recoger en los 0-2,5 cm, 2,5-5 cm ¢ 0-5 cm superiores del suelo mineral, horizonte A, una
vez descartada la capa de hojarasca y los restos vegetales carbonizados de mayor tamarno. La
toma de muestras de suelo quemado ha de hacerse en las mismas condiciones que las del suelo
control no quemado recogiendo, dependiendo del experimento, una muestra Unica o varias mues-
tras dentro de la misma parcela experimental. A este respecto conviene sefalar la dificultad que
conlleva la recogida de las muestras dado que, con frecuencia, la zona afectada por el incendio
forestal no controlado o por el fuego experimental, quema prescrita, no suele ser lo suficiente-
mente homogénea para poder establecer las diferentes parcelas experimentales dado que en un
espacio muy reducido se observan con frecuencia zonas afectadas con distinto grado de seve-
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ridad, sobre la base de criterios visuales tales como la destruccion de hojarasca y/o la presen-
cia de cenizas blancas o negras. Ademas, es necesario hacer hincapié que es muy dificil dispo-
ner de verdaderas réplicas dado que en la mayor parte de las areas afectadas a escala de par-
cela las réplicas pueden presentar diferente topografia, suelo, vegetacion o clima y, ademas, la
propagacion del fuego es un fendbmeno estocastico; asi pues, generalmente, no se utilizan ver-
daderas réplicas sino pseudoréplicas (LeDuc y Rothstein, 2007). Este problema es mas acuciante
todavia en algunas regiones como Galicia debido a la heterogeneidad de los diversos factores
que determinan el incendio (como el suelo, la vegetacion, la topografia, la intensidad del fuego
o el viento) y asi, incluso en un area muy reducida existe una variabilidad espacial muy alta en
cuanto al impacto del incendio sobre el suelo. En este sentido, la experiencia de largos afos en
el estudio de los incendios forestales ha permitido concluir que las mejores formas de mues-
trear suelos quemados son: i) muestrear a lo largo de varios transectos paralelos de 5-10 m,
mediante la recogida de varias submuestras en varios perfiles de suelo y mezclando estas sub-
muestras para formar una muestra compuesta Unica representativa de un area quemada con-
creta; y i) muestrear en varios cuadrados de muestreo de aproximadamente 15 x 15 cm alo largo
de toda la parcela o parcelas de estudio. El primer método de estudio es aconsejable para par-
celas grandes cuando se quiere tomar una muestra Unica o para estudios de laboratorio e
invernadero, mientras que el segundo se recomienda para estudios de campo realizados en par-
celas pequehas siendo también muy util cuando se recoge, ademas del suelo, la hojarasca no
destruida correspondiente a esa superficie de suelo.

En general la recogida de muestras para el andlisis de las propiedades bioquimicas y de la
mayoria de las propiedades microbioldgicas se realiza de la misma forma que la de las propieda-
des quimicas del suelo, excepto cuando el objetivo es el andlisis de la determinacion del numero
de microorganismos por recuento de viables en cuyo caso la recogida tiene que hacerse en con-
diciones de maxima asepsia con el fin de evitar la contaminacion de las muestras. La recogida
de muestras de suelos qguemados, dado que el suelo esta desnudo, desprotegido y cubierto de
cenizas, debe hacerse de la forma mas cuidadosa posible para tratar de alterar lo minimo posi-
ble la parcela experimental y evitar que se produzca la pérdida tanto de las cenizas como del
suelo. Una vez recogidas las muestras en bolsas herméticas o recipientes de vidrio tapados se
procede a llevarlas al laboratorio, en condiciones que eviten su recalentamiento y desecacion, y
se almacenan a 4°C hasta su posterior manipulacion.

Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta cuando se realiza el muestreo de
los suelos quemados en una zona determinada afectada por el fuego, ademas de la facilidad
de acceso, la homogeneidad de la zona afectada —segun criterios topograficos, edafolégicos,
botanicos y de afeccion por el fuego—, y la extension de la misma, debe ser suficientemente amplia
para establecer las parcelas experimentales necesarias, es la existencia de un control ade-
cuado de suelo no quemado que sirva de referencia y permita determinar el impacto del incen-
dio forestal no controlado. En los fuegos experimentales o prescritos no existe el problema de
seleccion de un control adecuado ya que en ellos esa seleccion y la aleatorizacion de los trata-
mientos es previa a la realizacion de las quemas. La eleccion de un control no adecuado resulta
critica dado que va a determinar el umbral de referencia de las propiedades biogquimicas y micro-
bioldgicas analizadas a partir de los cuales puede considerarse que hay un efecto del incendio
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sobre la microbiota edéfica, influencia positiva si el suelo quemado presenta valores mayores que
el suelo control e influencia negativa si presenta valores menores que el suelo control. Aunque
este comportamiento se hace extensivo al resto de las propiedades edaficas, en el caso de la
microbiota existe, ademas, el problema anadido de la variacion natural de las propiedades ana-
lizadas, variacion inter e intra suelos.

Una de las mayores dificultades a la hora de utilizar las propiedades bioquimicas y micro-
bioldgicas como indicadores del impacto del incendio es separar el efecto de la variacion natu-
ral espacial y temporal- del efecto directo e indirecto del incendio forestal o quema prescrita. Este
problema se puede resolver determinando la variacion natural de las propiedades analizadas en
el suelo control no quemado, dado que solo el impacto de determinados factores o procesos,
quemado en nuestro caso, que produzca modificaciones en la microbiota edafica mayores que
la variacion natural son de importancia (Domsch, 1984). Por otra parte, dada la naturaleza dina-
mica de los parametros bioquimicos y microbioldgicos analizados y con el fin de minimizar el
impacto de la variacion natural, se recomienda, siempre que sea posible, recoger las muestras
en la época del ano en el que el clima sea mas estable y cuando no haya perturbaciones recien-
tes en el suelo. Por ejemplo en la zona templado himeda a finales de otofio después de la des-
composicion de los restos vegetales aportados o a principios de primavera antes del crecimiento
de las plantas y cuando el suelo no esté congelado o demasiado himedo y en las zonas aridas
y semiaridas en alguno de los meses de verano, a mediados de julio es una buena época.

La época y frecuencia del muestreo vienen determinadas en primer lugar por el momento
en que se produzca el incendio y, en segundo lugar, por el objetivo del estudio, es decir, si se pre-
tende evaluar el impacto directo del fuego y/o la evolucién de las propiedades edaficas tras el
incendio. Para evaluar el impacto directo del fuego o efecto de las temperaturas elevadas sobre
la poblacion microbiana, que siempre es negativo y de mayor o menor magnitud dependiendo
de la severidad del fuego, el muestreo debe realizarse lo antes posible y antes de que se produz-
can las primeras lluvias. Con las primeras lluvias se inicia la etapa postincendio comenzando tam-
bién a evaluarse la influencia indirecta del incendio dado que al modificarse el medio edéfico tras
el incendio (propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, destruccion total o parcial de la vegeta-
cién) y al rehumectarse el suelo se producira la rapida recolonizacion del suelo por parte de los
microorganismos que sobrevivieron a las altas temperaturas y/o se adaptan bien a estas nue-
vas condiciones del medio edéfico utilizando para ello C labil y los nutrientes liberados durante el
incendio (muerte celular, combustion de la materia organica); sin embargo, este incremento del
crecimiento y actividad de los microorganismos, que tiende a enmascarar e incluso anular el efecto
directo inicial negativo, es transitorio y después de un tiempo, cuando la disponibilidad de sus-
trato disminuye, tiende a desaparecer.

Para estudiar la evolucion de las propiedades bioquimicas y microbioldgicas tras el impacto
del fuego el muestreo debe realizarse periédicamente a distintos intervalos de tiempo y con
una periodicidad bastante frecuente en las primeras etapas postincendio (por ejemplo 1, 3, 6
y 12 meses después del incendio) y luego realizando muestreos mas espaciados en el tiempo
(por ejemplo 1 muestreo anual). En la interpretacion de los resultados hay que tener en cuenta
que esa “explosion” de la poblacion inducida a corto plazo por el fuego puede explicar los resul-
tados aparentemente contradictorios y/o no esperados observados en algunos estudios donde
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se examinan los efectos de los incendios no controlados, de las quemas prescritas y del calen-
tamiento en laboratorio (Ahlgren y Ahigren, 1965; Diaz-Ravifia et al., 1996); asimismo tam-
bién hay que considerar, sobre todo en los estudios a medio y largo plazo, que las condicio-
nes postincendio (clima, erosion postincendio o regeneracion de la cubierta vegetal) condicionan
notablemente a respuesta de las comunidades microbianas frente al fuego. Esto juntamente
con el hecho de que las propiedades bioquimicas y microbiolégicas presentan una diferente
sensibilidad para detectar los cambios inducidos por el fuego ponen de manifiesto que la
respuesta de la poblacion microbiana a las perturbaciones del medio es compleja, depende
del tiempo transcurrido tras el impacto del fuego y no puede ser evaluada utilizando Unica-
mente un parametro microbiano. Este problema se puede resolver, en parte, aumentando el
numero de muestreos en el tiempo (impacto a corto, medio y largo plazo) y abordando el estu-
dio de varias propiedades bioguimicas y microbioldgicas que proporcionen informacion com-
plementaria sobre varios aspectos de la microbiota (niUmero, masa, actividad y diversidad) y
permitan, por tanto, evaluar su respuesta global frente al fuego.

Dependiendo del tipo de estudio y del disefio experimental, sera conveniente utilizar un
determinado procedimiento estadistico para poder evaluar el impacto del incendio sobre la
poblacién microbiana. Si en el experimento se analiza de forma puntual el impacto del incen-
dio transcurrido un tiempo determinado conviene disponer de varias parcelas experimentales
y recoger varias submuestras en cada una de ellas de forma que permitan determinar si el
impacto del incendio es mayor que la variacion espacial de los parametros analizados dentro
de las parcelas analizadas (andlisis univariante). Si en el experimento se analiza la evolucion de
las propiedades bioquimicas y microbiolégicas tras el incendio en comparaciéon con el suelo
control no quemado, es decir, el efecto del incendio a distintos intervalos de tiempo se puede
utilizar el mismo esquema con varias réplicas y analizar los efectos del incendio y tiempo
conjuntamente (ANOVA2, ANOVA de medidas repetidas), o separadamente (t-Student, com-
parar para cada tiempo los valores del suelo no quemado y quemado). Si los datos no cum-
plen los requisitos previos para la realizacion de estos andlisis estadisticos, para poder deter-
minar el efecto del fuego se hace necesario proceder a la transformacion de estos datos con
el fin de normalizarlos y poder comparar los valores (por ejemplo utilizando logaritmos) o bien
realizar pruebas no paramétricas. Sin embargo, en determinados casos estos métodos pue-
den resultar no adecuados dado que ya inicialmente, debido probablemente a las dificulta-
des planteadas con el muestreo -en suelos con elevado contenido de materia organica peque-
fias variaciones en el muestreo se traducen en diferencias que no se deben a variacion estacional
o temporal sino al procedimiento de muestreo- se observan variaciones de importancia entre
muestras del suelo no quemado recogidas en distintos tiempos, lo cual puede distorsionar la
interpretacion de los resultados. Por tanto, para facilitar la interpretacion de los datos, el impacto
del fuego puede evaluarse normalizando los valores obtenidos para el suelo quemado a par-
tir de las fluctuaciones observadas con el tiempo en el suelo control no quemado (media+SD);
asi para cada suelo y variable los valores pueden ser estandarizados Zij = (Xij- X)/SD, donde Xij
es el valor para la muestra del suelo quemado i en la época de muestreo j, y x y SD eran la
media y la desviacion tipica, respectivamente para todas las correspondientes muestras del
suelo no quemado vy tras el fuego (Martin et al., 2009).
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PREPARACION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS DE SUELO

La forma tradicional de preparacion del suelo para analisis quimico, consistente en secado al aire,
tamizado y molienda, no se puede aplicar para las estimaciones de nimero, masa actividad y
diversidad de los microorganismos del suelo (Jenkinson, 1988; Diaz-Ravifia, 1990; Weaver at al.,
1994). En general, se considera que para evitar que se produzcan variaciones en las propieda-
des medidas, éstas deberian de determinarse utilizando suelo himedo y realizando las medi-
das lo mas rapidamente posible después del muestreo, considerandose suelo fresco aquel
que, o bien se analiza inmediatamente después de su recogida, o bien ha sido conservado a 4 °C
durante unos 15 dias como méaximo (Garcia et al., 2003). Sin embargo, en la bibliografia se observa
con frecuencia que se utilizan suelos secos al aire, suelos congelados y posteriormente des-
congelados siguiendo diferentes procedimientos, y, aunque se sabe que estos procesos de alma-
cenamiento afectan a las propiedades medidas, esto generalmente no se tiene en cuenta en la
interpretacion de los datos obtenidos, por ejemplo cuando se comparan los valores con los obte-
nidos en otros estudios donde las muestras han sido tratadas de forma diferente.

El secado de las muestras al aire afecta a la composicion relativa de los distintos grupos micro-
bianos y produce la muerte de muchos microorganismos originando, por tanto, una esterilizacion
parcial del suelo; si luego, ademas, se ajusta la humedad de la muestra se acelera la cesion de
nutrientes de la solucion del suelo. Esto debe tenerse en cuenta cuando los métodos de deter-
minacion llevan implicita una incubacion de las muestras del suelo. Ademas, en la incubacion pro-
longada de muestras de suelo hay que tener en cuenta que, en todo momento, las muestras
deben protegerse de la desecacion. Asi pues, dado que el secado de las muestras de suelo al
aire no es aconsejable, se recomienda, siempre que sea posible, recoger las muestras cuando el
suelo esta “a tempero” dado que facilita enormemente la manipulacion de las muestras vy, ade-
mas, produce menos alteraciones en las propiedades medidas. En el caso de que el secado de
las muestras al aire sea necesario se recomienda hacerlo con cuidado y paulatinamente para evi-
tar causar modificaciones drasticas en la poblacién microbiana. Por ejemplo extendiendo el suelo
en capa gruesa y removiendo de vez en cuando para evitar que la capa superficial de suelo se
seque demasiado y se esterilice parcialmente el suelo. Hay que sehalar, sin embargo, que en
zonas aridas o semiaridas, debido probablemente a que el suelo suele estar bastante seco durante
semanas o incluso meses y los microorganismos estan adaptados a la sequia, el secado al aire
de las muestras tiene un efecto menos drastico sobre las poblaciones microbianas que en zonas
mas humedas (Zornoza et al., 2006, 2007) observandose incluso que la incubacion de las mues-
tras podria suponer mayores cambios que el secado al aire (Zornoza et al., 2009).

En cuanto al tamizado, se ha observado que aunque se realice a través de una malla gruesa
puede afectar a las propiedades bioguimicas y microbioldgicas; sin embargo, dado que es nece-
sario tamizar para poder descartar la mesofauna, los restos del material vegetal y las gravas del
suelo, poder comparar resultados obtenidos de la misma fraccion de suelo y porque permite usar
una muestra mas pequena sin perder representatividad, la polémica radica en el tamafo de malla
a utilizar; asi, mientras algunos autores, particularmente cuando analizan suelos de textura fina
con elevado contenido de arcilla, usan una malla gruesa la mayoria tamizan a 2 mm. Siempre que
sea posible se debe evitar recoger las muestras cuando el suelo tiene una humedad elevada dado
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que requieren una manipulacion excesiva que obligaria, ademas del secado al aire, a forzar el
paso del suelo a través del tamiz provocando la destruccion de los agregados del suelo y la muerte
de los microorganismos. La homogenizacion del suelo también se considera necesaria y debe
hacerse muy concienzudamente dado que generalmente en muchas de las determinaciones ana-
liticas se utilizan cantidades muy pequefas de suelo (por ejemplo 1-3 gramos en los ensayos
enzimaticos y en el andlisis de la estructura de la comunidad mediante biomarcadores molecu-
lares) que, l6gicamente, deben ser representativas de la totalidad de la muestra.

Con respecto al almacenamiento, se sabe que produce cambios en el nimero y distribucion
de la microbiota edéfica y que, aunque tiende a disminuir la poblacion microbiana, el porcentaje
de microorganismos formadores de esporas (bacterias esporuladas, actinobacterias y hongos)
aumenta. Se considera, por una parte, que el almacenamiento durante periodos largos debe evi-
tarse y que, en el caso de que esto no fuera posible, el suelo debe mantenerse a0°Coa-15°C
y posteriormente someterlo a un periodo de preincubacion antes de llevar a cabo las determi-
naciones de propiedades biogquimicas y microbiolégicas v, por otra, que la temperatura adecuada
para el alimacenamiento durante periodos de tiempo cortos es de 4 °C. Conviene sefalar, sin
embargo, que el aimacenamiento de las muestras de suelo afecta de forma distinta a las distin-
tas propiedades bioquimicas y microbioldgicas consideradas. Por ejemplo el almacenamiento
durante varios meses a 2-4 °C no suele afectar las estimaciones de la biomasa microbiana vy,
sin embargo, suele modificar drasticamente los niveles de las actividades enzimaticas. Se acon-
seja en el caso de estas ultimas el almacenamiento durante un tiempo muy corto dado que la
actividad disminuye rapidamente con el tiempo; asi pues, dependiendo, por una parte, de la pro-
piedad analizada vy, por otra, del método de determinacion utilizado, podra realizarse un tipo u
otro de almacenamiento y optar por aquel que altere lo menos posible las medidas a realizar.

La toma y preparacion de muestras estimulan la actividad microbiana porque: i) producen la
muerte de algunos microorganismos por ruptura mecanica, ii) exponen al ataque microbiano sus-
tratos antes inaccesibles, iii) provocan la descomposicion de los fragmentos de las raices; y iv) al
cambiar el entorno de los microorganismos provocan cambios tanto en su distribucion como
en sus relaciones con otros grupos microbianos. Asi pues, determinadas propiedades bioqui-
micas y microbioldgicas pueden estimarse inmediatamente después de la preparacion de mues-
tras o bien después de una incubacion previa a 25 °C que elimine los efectos del manejo y del
tamizado de las mismas. Después de numerosos estudios al respecto, parece ser que si se quie-
ren determinar las propiedades en unas condiciones similares a las del campo, no es aconseja-
ble una incubacién previa ya que disminuye considerablemente los valores de actividad, y que
ésta solo es necesaria si hay grandes cantidades de raices, si el suelo se almacend a tempera-
turas bajas durante mucho tiempo o si se sec6 al aire y posteriormente se ha humectado con el
fin de reactivar la actividad microbiana.

En resumen, es mejor realizar las medidas de las propiedades bioquimicas y microbioldgicas en
muestras de suelo recogidas recientemente, pero en el caso de que el suelo deba ser almace-
nado y aunque no se pueden establecer normas generales para su conservacion, sino que las con-
diciones deberan establecerse de manera individual para cada suelo y propiedad a analizar, el método
mas recomendado es el almacenamiento de los suelos a 4 °C durante un periodo de tiempo lo mas
corto posible. Una excepcion a este comportamiento es el andlisis de acidos grasos de los fosfoli-
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pidos dado que se ha demostrado que el congelado de las muestras de suelo es preferible al alma-
cenamiento a 4 °C (Liu et al., 2009). En lo que respecta a la recogida de muestras, siempre que sea
posible, se deberia hacer cuando el suelo esta “a tempero” con el fin de reducir al minimo posible
la manipulacion de las muestras antes de proceder al andlisis de sus propiedades bioquimicas y
microbiolégicas y, por consiguiente, evitar la modificacion de dichas propiedades y poder asi carac-
terizar la comunidad microbiana en condiciones similares a las del campo.

La preparacion y conservacion de muestras de suelos quemados se hace de forma similar
a la de sus homadlogos los suelos no quemados. En estos suelos hay que tener cuidado cuando
se humecta los suelos dado que, en muchos casos, se produce hidrofobia tras el impacto del
fuego. También conviene tener en cuenta que, debido a la destruccion de la materia organica del
suelo y la modificaciéon drastica de muchas de sus propiedades fisicas, quimicas y fisico-quimi-
cas, las particulas del suelo estan sueltas y tienden a apelmazarse, es decir, que el suelo ha
perdido su estructura y, por tanto, no constituye un buen entorno para el desarrollo tanto de los
microorganismos que viven en el suelo como de las plantas. Tal como se comentd con anterio-
ridad, generalmente en la mayoria de los estudios se trabaja con la fraccion menor de 2 mm;
sin embargo, en determinadas ocasiones, para el andlisis de determinadas propiedades (Cy N
mineralizables, cinéticas de mineralizacion del C y N) o cuando se realizan experimentos con sue-
los incubados en condiciones de laboratorio y/o en condiciones de invernadero (Basanta et al.,
2002, 2003, 2004; Villar et al., 2004; Diaz-Ravifia et al., 2006), se utiliza la fraccion menor de 4
mm con el fin de disminuir las alteraciones debidas al tamizado y preparacion de las muestras,
facilitar la manipulacion de las muestras y, ademas, evitar que se produzca anaerobiosis cuando
se realizan incubaciones y/o experiencias de larga duracion.

DETERMINACION DE PROPIEDADES BIOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS
DEL SUELO

La importancia de los microorganismos en ambientes naturales deriva de su ubicuidad, diversi-
dad vy, sobre todo, de su gran espectro de actividades muchas de las cuales tienen considera-
ble repercusién en la produccién edéfica. La gran diversidad de especies de la microbiota
edafica permite utilizar la gran variedad de sustratos en las mas diversas condiciones ambien-
tales mientras que las estructuras de supervivencia (cistos o esporas, formas inactivas) permi-
ten adaptarse a la baja disponibilidad de sustrato. En los ultimos afos, una vez constatado el
papel de los microorganismos como principales agentes responsables de la fertilidad del suelo
la microbiologia ha experimentado un enorme desarrollo; sin embargo, en muchas ocasiones,
los resultados no han sido satisfactorios debido a un error de planteamiento ya que se crefa que
a mayor densidad y actividad microbiana corresponderia una mayor fertilidad del suelo. Hoy
en dia se sabe que cada suelo tiene unos niveles 6ptimos de densidad microbiana y que no
siempre el nimero de microorganismos se relaciona con la actividad microbiana. Por tanto, el
principio del que hablabamos antes “a mayor abundancia y actividad microbiana mayor fertili-
dad” no siempre es valido. Asi, por ejemplo, en un ecosistema donde la fertilidad sea baja la
inactividad de los microorganismos es ecolégicamente beneficiosa para proteger y/o conservar
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el suelo, una gran actividad llevaria a una pérdida de materia organica por un exceso de mine-
ralizacion de la misma y, en definitiva, a un suelo degradado. Por el contrario, en un ecosistema
donde la fertilidad potencial sea muy alta debido al continuo aporte de materia organica fresca
se requiere una poblacion muy activa para causar la rapida mineralizacion de la materia orga-
nica, una poblacion poco activa produce una mineralizacion lenta lo que lleva consigo una acu-
mulacion de la materia organica y una lenta cesion de nutrientes que repercute negativamente
sobre la fertilidad de los suelos. Todo esto pone de manifiesto que el objetivo no puede ser poten-
ciar la actividad de los microorganismos para conseguir la maxima mineralizacion sino llevar esa
mineralizacion a la velocidad éptima adecuada a las condiciones especificas de cada suelo, con-
siderando como nivel éptimo aquel que proporciona los nutrientes requeridos para las plantas
y, ademas, asegure la preservacion de la fertilidad del suelo. Por tanto, para interpretar los resul-
tados de los estudios microbiolégicos es necesario estudiar los microorganismos desde un punto
de vista ecoldgico, es decir, tener informaciéon de su nimero, masa, actividad y diversidad y rela-
cionarlos con el sistema edafico en el que viven.

Para poder caracterizar la poblacién microbiana y evaluar su significado ecolégico en un
ambiente dado es necesario tener informacion de su nimero, masa, actividad y diversidad o
estructura mediante una serie de métodos bioquimicos y microbioldgicos. Se hace necesario,
por tanto, caracterizar la poblacién microbiana y determinar todos estos aspectos de la pobla-
cién microbiana que proporcionan distinta informacién sobre la misma, es decir, informacion com-
plementaria y no excluyente, con el fin de determinar su papel en el ecosistema edafico en el que
viven. Sin embargo, a pesar de su interés, la informacion que se tiene hoy en dia sobre la micro-
biota de los suelos quemados no es equiparable a los conocimientos sobre las propiedades
fisicas, quimicas y fisico-quimicas.

Determinacién del niUmero de microorganismos

La cuantificacion de los microorganismos puede hacerse por un recuento directo, realizado bajo
microscopio (Jones y Mollison, 1948), o por recuentos indirectos mediante estimacion, en tubos
o placas de cultivo, de unidades viables (Parkinson et al., 1971). La observacion directa determina
la totalidad de la poblacion, aunque tiene el inconveniente de que, ademas de ser muy laboriosa,
incluye los microorganismos muertos, no diferenciando ademas las células activas de las inacti-
vas o de las esporas. En los Ultimos afios el uso del microscopio de epifluorescencia y la existen-
cia de colorantes vitales fluorescentes ha permitido distinguir las particulas del suelo de los micro-
organismos v, a su vez, diferenciar los microorganismos vivos de los muertos. Los recuentos en
tubo y placa dan informacién acerca de las células con actividad metabdlica, que representan un
pequeno porcentaje de la poblacion determinada en los recuentos bajo microscopio dado que no
todos los microorganismos presentes en el suelo crecen en un medio de cultivo determinado (Olsen
y Bakken, 1987). Los recuentos de viables, ademas, presentan el inconveniente de que requie-
ren que todo el proceso de recogida, manipulacion y determinaciones analiticas deben realizarse
en las condiciones de maxima asepsia, utilizando material estéril y trabajando a la llama de un
mechero de gas o en una camara de flujo laminar, lo cual puede ser una dificultad anadida a la
hora de establecer dicha técnica como un método de rutina en los laboratorios.
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La mayoria de los estudios de determinacion del nimero de microorganismos realizados
en suelos forestales quemados localizados en Espana se han realizado mediante recuentos de
viables en tubo o placa, utilizando medios de crecimiento selectivos, de los principales grupos
taxonémicos (algas, bacterias, hongos y actinobacterias) y grupos fisiolégicos de microorga-
nismos especificos de los ciclos del C (celuloliticos aerobios y anaerobios, amiloliticos, pecti-
noliticos), N (fijadores de N, aerobios y anaerobios, proteoliticos, amonificantes, nitrificantes y
desnitrificantes) y S (mineralizadores aerobios del S organico, oxidadores de sulfuros y de S
elemental, reductores de sulfatos), siguiendo las recomendaciones dadas por Wollum (1982).
Estos resultados han mostrado que como consecuencia de los incendios forestales y depen-
diendo de la severidad del fuego aumenta rapidamente y exponencialmente el nimero de bac-
terias a expensas del C y nutrientes liberados durante las primeras etapas del fuego y luego,
una vez agotados los sustratos, la densidad se reduce de nuevo (estrategia “r” o microorga-
nismos zimdgenos). De manera similar, en un recuento en placa podremos encontrar valores
altos de propagulos fungicos que pueden proceder no soélo de los hongos que estén activos
en el suelo sino también de la esporas liberadas tras de la perturbacion inducida por el fuego.
Estos resultados se contradicen, en cierta forma, con la disminucién de biomasa microbiana
determinada por el método de fumigacion-extraccion observada tras el impacto del fuego y
atribuida fundamentalmente al descenso de los hongos que estan mas afectados por el fuego
y ademas al ser eucariotas son los que mas contribuyen a la biomasa microbiana total. Sin
embargo, a pesar de la sobreestimacion que se puede producir en los recuentos en placa de
los hongos, frecuentemente se ha encontrado un impacto negativo del fuego mayor y mas
duradero en este grupo microbiano que en el de las bacterias en relacion con el nivel de calen-
tamiento del suelo y con los cambios en otros parametros del suelo tales como pH o propor-
cion de las distintas fracciones de materia organica (Vazquez et al., 1993; Acea y Carballas,
1996; Mataix, 1999; Badia y Marti, 2003; D’Ascoli et al., 2005; Guerrero et al., 2005; Barce-
nas-Moreno y Baath, 2009; Béarcenas et al., 2009; Carballas et al., 2009).

Tal como se comentd con anterioridad, los recuentos de viables presentan muchas limita-
ciones. Entre ellas, la de su representatividad dado que Unicamente el 1-5 % de los microor-
ganismos, generalmente los que siguen una estrategia “r’ o zimogenos, pueden crecer en un
medio de cultivo con unas determinadas condiciones (composicion del medio, temperatura o
tiempo de la incubacion). Sin embargo estos recuentos de viables utilizando medios selectivos
pueden ser de gran utilidad cuando se pretende evaluar el impacto del fuego sobre algin grupo
taxondémico (bacterias, hongos, actinobacterias, algas) o grupo fisioldgico (organismos nitrifi-
cantes o celuloliticos) de microorganismos. Ademas, a pesar de sus limitaciones, si se aplica
el mismo método en todos las muestras de suelos quemados y sus correspondientes con-
troles no quemados recogidas a distintos intervalos de tiempo después del impacto del fuego,
los resultados siempre seran comparativos y permitiran evaluar la respuesta de al menos una
parte de las comunidades microbianas frente al fuego. En este sentido, se ha observado que
algunos grupos microbianos pueden resultar estimulados por el incendio, como los del ciclo
del N en comparacion a los mineralizadores del C (Fonturbel, 1989; Acea et al., 1996), en rela-
cion a la intensidad del fuego (Vega et al., 2000).
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Determinacion de la biomasa microbiana

En lo que respecta a la biomasa microbiana se ha indicado que el N de la biomasa del suelo puede
usarse para medir el N disponible para las plantas, que las medidas de biomasa del suelo pue-
den revelar a corto plazo cambios producidos por el manejo y tratamiento del suelo antes de que
tales cambios se detecten por analisis quimico en el C y N orgéanico del suelo y que pueden
servir como un indicador de toxicidad; finalmente, también se sefiala que es imprescindible cono-
cer la cantidad de este “pool” labil de la materia organica, la biomasa microbiana para com-
prender la dinamica de la materia organica del suelo (Jenkinson, 1988). Por tanto, se hace nece-
sario cuantificar la biomasa microbiana, habiéndose desarrollado para ello métodos muy diversos
que, aun actualmente, estan sometidos a gran polémica y se estan modificando continuamente.

La biomasa microbiana se determinaba por métodos directos, procedimientos de recuen-
tos mediante los cuales se estima la biomasa a partir del nimero de microorganismos, determi-
nada por observacion directa o por recuento de viables, multiplicando este nimero por el volu-
men y la densidad de los microorganismos. Debido a su laboriosidad estos métodos no suelen
utilizarse para la determinacion de la biomasa microbiana. En los ultimos afos se han difundido
ampliamente los métodos indirectos tales como la fumigacion en sus mdltiples variantes, los méto-
dos fisioldgicos o los métodos de extraccion. En lo que respecta a la relacion entre métodos, los
resultados de un estudio realizado en suelos de la zona templado himeda mostraron que, aun-
que la biomasa determinada por recuento de viables sélo representa una pequefia parte de la
biomasa total determinada por el método de fumigacion-incubacion, ambas medidas estaban
estrechamente relacionadas (Diaz-Ravifa et al., 1988).

La fumigacion del suelo con cloroformo provoca la muerte de la mayor parte de los microor-
ganismos que lo habitan. La extraccion subsiguiente del fumigante, seguida de la incubacion del
suelo en condiciones aerobias, permite la cuantificacion de la biomasa microbiana a partir del CO,
desprendido por el suelo fumigado (Jenkinson y Powlson, 1976). Brevemente, el suelo hiumedo
se expone a vapor de cloroformo, libre de etanol, durante 24 horas; luego, una vez extraido el
fumigante, se adiciona un indculo del 0,4% de suelo no fumigado y finalmente se incuban las
muestras al 55% de la capacidad de campo, durante 10 dias, a 25 °C. El C de la biomasa (Bc)
viene dado por Bc = F¢/Ke, donde Kc es la fraccion de biomasa muerta mineralizada a CO, cuando
el suelo fumigado se incuba bajo condiciones estandarizadas, y Fc el flujo de mineralizacion
durante la fumigacion, calculado por diferencia entre el CO, desprendido por las muestras fumi-
gadas (SF) y las no fumigadas (SNF), utilizadas como control, después de los 10 dias de incuba-
cién. El valor de Kc utilizado, Kc = 0,5, se calculé adicionando al suelo cantidades conocidas
de microorganismos, haciéndolos crecer “in vitro”, fumigando y midiendo la proporcion de C
microbiano adicionado mineralizado en las mismas condiciones de incubacion. El método origi-
nal de fumigacion-incubacion (Fl) tiene algunas limitaciones ya que es inapropiado para suelos
fuertemente acidos, suelos que han recibido aportes recientes y suelos encharcados. Conviene
sefalar, sin embargo, que se ha constatado que suelos acidos de la zona templado humeda pue-
den utilizarse esta técnica de fumigacion-incubacion para estimar la biomasa microbiana dado
que los valores obtenidos son similares las estimaciones realizadas mediante la técnica de
fumigacion-extraccion, la cual se sabe con certeza que da resultados satisfactorios (Diaz-Ravina
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et al., 1993). En lo que respecta a la aplicacion del método de fumigacion-incubacion a suelos
quemados, en principio esta técnica no es aconsejable sobre todo en suelos con un pH acido y
en las muestras de suelo recogidas inmediatamente después del incendio debido al aporte extra
de nutrientes liberados como consecuencia tanto de la combustion de la materia organica como
de la muerte de los microorganismos debido a las temperaturas elevadas.

El método fisiologico (SIR) (Anderson y Domsch, 1978) utiliza como indice de biomasa el
aumento inicial de la tasa de respiracion después de la adicion al suelo de un sustrato faciimente
metabolizables, generalmente glucosa. El sustrato debe aportarse en cantidad suficiente para
saturar la capacidad de respiracion del suelo, asumiéndose que en distintos suelos una frac-
cion constante de la biomasa microbiana responde de forma similar a este aporte. El aumento
de la tasa de respiracion, producido poco tiempo después de la adicion del sustrato (4-5 h) y
antes de que la biomasa prolifere, se correlaciona con la biomasa inicial medida por el método
de fumigacion. El C de la biomasa viene dado por x = 40,04 Y + 0,37 (r = 0,96), donde x = bio-
masa microbiana (mg g s.s.) e Y = tasa maxima de respiracion a 22 °C (ml CO, g s.s. h). La
aplicacion de este método requiere, en cada suelo, la determinacion previa de la concentracion
mas baja de sustrato que induce la tasa maxima inicial de respiracion, lo cual supone una des-
ventaja, aunque la principal dificultad se debe a que las poblaciones microbianas de diferentes
suelos muestran respuestas distintas frente a adicciones de un mismo sustrato. Por otra parte,
dado que la respiracion inducida por el sustrato se determina midiendo el CO, desprendido o el
O, consumido (véase determinacion de actividad microbiana), debe verificarse que estos gases
no son originados por reacciones abidticas. En este sentido, si el suelo se ha quemado a altas
temperaturas se pueden formar hidréxidos de calcio y magnesio, éstos Ultimos en menor pro-
porcion, los cuales una vez se humedezca el suelo podran carbonatarse y distorsionar las medi-
das de CO,realizadas en un respirémetro o en las clasicas trampas con un éalcali (NaOH y KOH)
(el CO, liberado reacciona con los hidréxidos, se infraestima el CO; liberado e incluso se puede
detectar fijacion de CO,). Asimismo, la determinacion de CO, también puede presentar proble-
mas en suelos neutros o calizos, con pH superiores a 6,5, ya que parte del CO,puede disolverse
en la solucion del suelo (Sparling y West, 1990). La medida de O, es probable que esté menos
afectada por estos problemas, aunque no es accesible para muchos laboratorios. En cualquier
caso, una incubacion previa del suelo antes de la determinacion, podra atenuar estos efectos si
bien es cierto que no proporciona informacion sobre las condiciones iniciales postincendio.
Este método (SIR) ha sido eficazmente usado para evaluar el efecto del fuego en diferentes
ecosistemas forestales quemados (Pietikainen y Fritze, 1995; Dumontet et al., 1996; Michelsen
et al., 2004), observandose reducciones de los valores habituales en comparacioén con suelos
similares no alterados.

Una ventaja de este método de respiracion inducida por sustrato es que combinado con la
utilizacion de antibidticos selectivos que inhiben el crecimiento de bacterias o de hongos puede
ser utilizado para cuantificar la contribucion de los dos principales grupos microbianos del suelo,
bacterias y hongos, a la actividad y/o biomasa microbiana total del suelo, lo cual puede ser de
gran ayuda a la hora de entender el funcionamiento del ecosistema edafico (Anderson y Domsch,
1975). El uso de antibiéticos para realizar una inhibicion selectiva de la microflora edéfica y medir
la biomasa por SIR presenta también algunas limitaciones que han sido ampliamente descritas
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por Lin y Brookes (1999) y que, basicamente, consisten en que los antibiéticos usualmente utili-
zados: i) son, a menudo, insuficientemente especificos; i) pueden ser inactivados por el suelo o
degradados por los microorganismos supervivientes; v, iii) al suprimir selectivamente el metabo-
lismo de bacterias o de hongos pueden dar lugar a una fuente de energia adicional para los micro-
organismos supervivientes.

Los métodos de extraccion se basan en la medida de los componentes intracelulares libe-
rados cuando las células se rompen (ultrasonidos o fumigacion). Jenkinson y Ladd (1981) sefia-
laron que el componente medido debe cumplir o siguiente: i) estar presente en todos los micro-
organismos vivos del habitat estudiado, en concentracion constante y conocida; i) estar ausente
en las células muertas y en otras formas inertes de la materia organica del suelo; iii) poder extraerse
de las muestras de suelo; v, iv) poder cuantificarse con un método exacto. Algunos de estos méto-
dos de extraccion son especificos para grupos determinados de la microbiota; asi, por ejem-
plo, las determinaciones de acido muramico (Millar y Casida, 1970), N-acetil glucosamina (Fran-
kland et al., 1978), clorofila (Banse, 1977), lipopolisacaridos (Coates, 1977) y ergoesterol (Seitz
et al., 1979) se utilizan para procariotas, hongos, organismos fotosintéticos, bacterias gram-nega-
tivas y hongos, respectivamente; otros, tales como la técnica de determinacion del adenosin-
5'-trifosfato (ATP) (Jenkinson y Oades, 1979), el contenido en fosfolipidos de la membrana de los
microorganismos (Frostegard et al., 1991) y los métodos del P (Brookes et al., 1982), S (Sagar et
al., 1981), C (Vance et al., 1987) y N (Brookes et al., 1985) cuantifican la biomasa total del suelo.
Dentro de estos ultimos uno de los métodos mas usados ha sido la medida de ATP, en la cual
el ATP difundido de las células se detecta por el ensayo luciferin-luciferasa al ser la luz emitida en
esta reaccioén proporcional a la concentracion de ATP, aunque el ATP puede ser adsorbido sobre
las particulas del suelo, provocando asi interferencias en su extraccion y cuantificacion. La prin-
cipal dificultad de la aplicacion de este método esta en la conversion de estas medidas de ATP
a biomasa ya que aungue se aplica la férmula: C biomasa = 120 x contenido de ATP, se sabe
que el contenido de ATP de algunos microorganismos del suelo puede variar en funciéon de su
estado fisioldgico y de las condiciones nutricionales. También se ha observado que la técnica de
ATP puede proporcionar medidas errdneas de la estimacion de biomasa en suelos que han reci-
bido aportes recientes de sustratos (De Nobili et al., 1996), o que en principio limitaria su uso
en las muestras de suelos quemados recogidas inmediatamente después del incendio.

Aungue todos los métodos de determinacion de biomasa microbiana tienen sus ventajas e
inconvenientes, el método de fumigacion-extraccion (FE) parece ser el mas adecuado por lo que
su uso se ha generalizado. Esta metodologia, basada en el mismo principio que el método con-
vencional pero, al comprobarse que existe una estrecha relacion entre el C y el N extraidos con
K.SO.inmediatamente después de la fumigacion y el C y N de la biomasa determinados por el
método de fumigacion-incubacion, se elimina el proceso de incubacion y toda la problematica
que éste conlleva. El C y el N de la biomasa vienen determinados por la diferencia entre el con-
tenido de C o N extraido del suelo antes y 24 horas después de la fumigacion, multiplicada esta
diferencia por un factor de proporcionalidad determinado empiricamente. El uso de esta meto-
dologia se ha extendido rapidamente ya que pueden aplicarse a aquellos suelos en los que el
método original tiene limitaciones, tales como suelos acidos, suelos con aportes recientes, sue-
los inundados o suelos que inmovilizan N. Asi pues, en principio esta técnica podria utilizarse
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en suelos afectados por incendios forestales y suelos quemados. Sin embargo, dado que el que-
mado del suelo modifica drasticamente las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo,
y antes de aplicar esta técnica por primera vez a estos suelos degradados es necesario compro-
bar que se cumplen las premisas del método, entre otras que el cloroformo no solubiliza otra
materia organica que no sea el “pool” del carbono labil de la biomasa microbiana, y que, por tanto,
puede utilizarse en suelos afectados por incendios de baja, media y alta severidad.

LLos resultados de un estudio realizado con un suelo acido sometido a distintas temperatu-
ras de calentamiento (160, 350 6 600 °C) durante distintos periodos de tiempo mostraron que
esta técnica de fumigacion-extraccion podia aplicarse satisfactoriamente para estimar el Cy el
N de la biomasa microbiana en suelos quemados (Diaz-Ravifa et al., 1992), determinando el
Cy el N de los extractos de K.SO, 0,5 M procedentes de las muestras de suelo no fumigadas
y fumigadas mediante digestion con dicromato potasico sin adicion de HgO y digestion Kjeldahl,
respectivamente. Hay que sefialar, sin embargo, que inmediatamente después del incendio
debido al incremento del C y N facilmente extraibles del suelo y a la baja densidad microbiana
debido a la muerte por las temperaturas elevadas, la cuantificacion de la biomasa por FE puede
presentar dificultades. Esto es debido a la baja cantidad de C y N liberados de los microorga-
nismos frente al elevado contenido de C y N del suelo y a la imprecision de las medidas. En este
caso se puede aplicar la técnica de FE después de una extraccion previa del Cy N del suelo
con K,SO, con el fin de reducir notablemente el contenido de estos elementos y aumentar asi
la precision de las medidas del C y N de la biomasa (Widmer et al., 1989; Mueller et al., 1992).
El método de fumigacion-extraccion se ha utilizado como una técnica de rutina para cuantificar
el Cy el N de la biomasa en suelos quemados tanto en condiciones de laboratorio como de
campo, determinandose el C de los extractos mediante la digestion con dicromato potéasico y
determinacion potenciométrica o colorimétrica y el N mediante digestion Kejldahl y valoracion
potenciométrica o determinacion colorimétrica del N-ninhidrina (Diaz-Ravifia et al., 1992; Prieto
et al., 1998; Guerrero, 2003). Los resultados de un estudio posterior han constatado que el Cy
el N de los extractos de K,SO, también puede medirse en un analizador elemental de Cy N,
aunque, en este caso, es necesario utilizar K.SO, en una concentracion mas diluida (0,05 M)
para disminuir la cantidad de sales en los extractos y facilitar el andlisis de C y N por combus-
tion directa (Basanta et al., 2002, 2004).

Recientemente el uso de otros métodos de biomasa microbiana basados en la extraccion de
determinados componentes celulares tales como los fosfolipidos de las membranas celulares
también se estan utilizando con éxito en suelos quemados para determinar la biomasa total o la
biomasa de grupos especificos de microorganismos tales como bacterias totales, bacterias Gram-
positivas, bacterias Gram-negativas y hongos (Diaz-Ravifia et al., 2006).

En lo que respecta a la comparacion de métodos de determinacion de biomasa en algunos
casos se han encontrado altas correlaciones entre SIR y FE en suelos quemados (por ejemplo
Pietikdinen y Fritze, 1995; Dumontet et al., 1996; Michelsen et al., 2004), aunque no siempre la
biomasa microbiana estimada con ambos métodos muestra la misma tendencia, ya que a veces
la medida por SIR es superior a la realizada por FE, y otras veces, ocurre lo contrario (Pietikdinen
y Fritze, 1995; Andersson et al., 2004). Estos resultados se pueden explicar, en parte, por la
distinta informacion obtenida con estas dos metodologias ya que segun algunos autores la medida
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por SIR determina la biomasa activa, la de una parte de la poblacién que responde faciimente a
la adicion de glucosa y la medida por FE la biomasa total del suelo (Wardle y Parkinson, 1991).
Por otra parte, las condiciones postincendio, con presencia de C y nutrientes, condiciones que
favorecen el desarrollo de uno u otro grupo microbiano con diferente estrategia -tipo r o K-,
tasa metabdlica y respuesta a la glucosa, es probable que afecten de un modo diferente a los
datos obtenidos con estas dos técnicas (el SIR es mas susceptible), observandose por tanto una
menor correlacion entre las medidas de biomasa determinadas mediante estas dos técnicas.

Determinacion de la actividad microbiana

La contribucion de los microorganismos al funcionamiento del suelo depende no sélo de su abun-
dancia sino también de su nivel de actividad. Una comunidad microbiana pequena y metabdlica-
mente activa podria tener el mismo impacto en el suelo que otra comunidad mas grande pero
menos activa; por eso, las medidas de biomasa microbiana deben ir acompanadas por medidas
de su actividad. Los indices mas comunes que se utilizan hoy en dia para medir la actividad meta-
bdlica de la microbiota son la tasa de respiracion, el nitrdgeno mineralizable y la medida de acti-
vidades enzimaticas generales y especificas de los ciclos de los elementos.

La tasa de respiracion se ha usado con frecuencia para determinar la actividad bioldgica
del suelo utilizandose, sobre todo, para tratar, primero, de conocer los procesos de minerali-
zacion, relacionandolos con las propiedades fisicas y quimicas, condiciones climaticas y prac-
ticas agricolas y silvicolas e intentar, después, potenciar la mineralizacion endégena (Carballas
et al., 1979; Diaz-Ravifa et al., 1988). En la respiracion, oxidacion de la materia organica por
los microorganismos aerobios, el oxigeno funciona como el aceptor final de electrones obte-
niéndose CO, y agua como productos finales de este proceso. La actividad metabdlica de
los microorganismos del suelo puede, por tanto, determinarse mediante la medida del CO, des-
prendido o del oxigeno consumido tanto bajo condiciones naturales, es decir, “in situ”, mediante
medida directa en el campo, o0 en laboratorio, bajo condiciones controladas de humedad y tem-
peratura. Las medidas realizadas en campo y laboratorio proporcionan informacion distinta y
a su vez complementaria; la respiracion medida en campo, denominada respiracion edafica,
es una medida de la actividad real que refleja la actividad bioldgica global del suelo -microbiota,
raices de las plantas y fauna del suelo- en condiciones naturales bajo unas determinadas con-
diciones de humedad y temperatura que sufren fluctuaciones y sobre suelo sin alterar; las medi-
das realizadas en laboratorio, denominadas respiracion basal, es una medida de la actividad
potencial que refleja Unicamente la actividad de los microorganismos del suelo en muestras de
suelo alteradas bajo condiciones controladas de humedad y temperatura y los resultados, por
tanto, son mas faciles de interpretar que los obtenidos bajo condiciones naturales (Garcia et
al., 2003). Las tasas de respiracion son dependientes de la temperatura y de la humedad del
suelo y, por tanto, de las condiciones climaticas, observandose que la temperatura es el fac-
tor que mas influye en la respiracion edafica de zonas humedas y frias mientras que las preci-
pitaciones ejercen una mayor influencia en zonas aridas y semiaridas.

La respiracion basal en el suelo viene determinada, fundamentalmente por la cantidad y
calidad de la materia organica edafica y, en menor medida, por las condiciones climaticas pre-

483



484

MONTSERRAT DIAZ-RAVINA, MARIA TERESA FONTURBEL, CESAR GUERRERO, ANGELA MARTIN
Y TARSY CARBALLAS

vias al muestreo, por otras propiedades edaficas y por la composicion de los microorganismos
del suelo, ya que los hongos contribuyen mas a la respiracion que las bacterias. La respiracion
basal es por lo tanto un buen indice del impacto del fuego. En el caso de las medidas de campo
(respiracion edafica) las diferencias entre las tasas de respiracion del suelo quemado y no que-
mado pueden deberse simplemente a cambios en la temperatura y en la distribucion espacial y
temporal de la humedad del suelo, resultando por tanto muy dificil a partir de estas medidas deter-
minar el efecto del fuego sobre la cantidad y calidad de la materia organica e indirectamente sobre
las poblaciones microbianas. Los datos de respiracion en laboratorio y campo, al proporcionar
informacion distinta, pueden incluso mostrar un patrén de comportamiento diferente; asi, diver-
sos estudios han puesto de manifiesto que aunque en el laboratorio los suelos quemados tenian
menores tasas de respiracion que los correspondientes controles no quemados, en el campo,
debido a una mayor insolacién y por consiguiente una mayor temperatura, se observaba lo
contrario, es decir, habfa una mayor actividad en los suelos quemados (Bisset y Parkinson, 1980;
Pietikdinen y Fritze, 1993).

Existen diversos métodos para la determinacion de la respiracion del suelo que van desde
métodos gravimétricos y valoraciones volumétricas con un acido para medir el CO, atrapado
en disoluciones alcalinas, hasta métodos conductimétricos, cromatograficos (cromatografia de
gases), espectrométricos (espectroscopia infrarroja) u otros. Los distintos métodos empleados
en el laboratorio se basan en la medida del CO, desprendido durante la incubacion del suelo en
un sistema cerrado, en condiciones adecuadas de humedad y temperatura, diferenciandose en
el dispositivo de incubacion empleado para la recogida de CO,, en el método empleado para la
determinacion del CO,, y en si se emplean o no sistemas de incubacion y de medida automati-
cas. En lo que respecta a la duracion de la incubacion en la mayoria de los casos se utilizan tiem-
pos cortos, desde 1-2 dias en algunos sistemas automaticos (Anderson y Domsch, 1978; Spar-
ling, 1995), pasando por 7-10 dias en otros métodos en los que se analiza Unicamente el CO,
acumulado al final de la misma, hasta periodos mucho mas largos de tiempo (12 semanas). Este
ultimo permite estudiar la cinética de mineralizacion diaria y acumulada y determinar los parame-
tros cinéticos mediante ajuste de las correspondientes curvas acumulativas a modelos matema-
ticos, puesto que las medidas pueden realizarse a distintos intervalos de tiempo. En lo que res-
pecta a los suelos quemados hay que sefialar que esta técnica ha resultado de gran utilidad a
la hora de determinar el impacto de incendios forestales no controlados de diferente severidad
(baja, media y alta) fuego sobre los distintos compartimentos de la materia organica del suelo
(Carballas et al., 2009). Conviene sefialar, ademas, que los métodos de incorporacion celular
de sustratos marcados tales como °H-timidina y “C-leucina, que proporcionan informacién sobre
la sintesis de ADN vy sintesis de proteinas, respectivamente, también se han sido utilizados con
éxito para determinar la actividad bacteriana en suelos quemados (Diaz-Ravifa et al., 1996).

La determinacién del N mineralizable también puede utilizarse como una estima de la activi-
dad microbiana, aunque el uso de esta metodologia no esta tan extendida como la del C mine-
ralizable a causa de la naturaleza dinamica del ciclo de este nutriente en el ecosistema edafico.
Aligual que sucedia con el C, las metodologias se pueden dividir en dos grandes grupos, méto-
dos de campo, en los que se realiza un proceso de incubacion in situ, y métodos de laborato-
rio, en los que se incuban muestras homogéneas bajo condiciones de aerdbicas o anaerdbicas
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a temperatura y humedad constantes. Una de las técnicas mas utilizadas es la incubacion
aerdbica en el laboratorio de las muestras de suelo en condiciones controladas y la extraccion
periddica de réplicas para la determinacion de las formas del N producidas durante un periodo
de tiempo determinado, generalmente 2-12 semanas. En lo que respecta a suelos quemados,
tal como se sefialé con anterioridad, cuando se realizan incubaciones a largo plazo es conve-
niente utilizar en las determinaciones de C y N mineralizables la fraccion de suelo < 4 mm. Sin
embargo, en el caso de que se prefiera utilizar la fraccion < 2 mm se recomienda mezclar el suelo
con arena de cuarzo lavada al acido para mejorar la aireacion del medio edafico.

Las enzimas del suelo, dado que determinan la pauta de gran parte de las transformacio-
nes quimicas que se producen en el mismo, también pueden considerarse Utiles para monitori-
zar cambios en la actividad microbiana (Nannipieri et al., 1990). Las enzimas del suelo mas estu-
diadas son las oxidoreductasas (en particular, deshidrogenasas, catalasas y peroxidasas) y las
hidrolasas (sobre todo fosfatasas, proteasas y ureasa). La medida de la actividad de enzimas tales
como las hidrolasas implicadas en los ciclos del C, N 'y P, en general, no se correlaciona con el
grado de respiracion o el numero de microorganismos del suelo, debido, probablemente a que
cada medida enzimatica individual responde a cuestiones relativas a procesos metabdlicos o a
ciclos de nutrientes especificos. Por tanto, y dado que el término actividad biolégica com-
prende un amplio espectro de procesos y actividades enzimaticas, para evaluar la actividad micro-
biana del suelo es necesario determinar simultdneamente varias actividades enzimaticas indivi-
duales.

De manera general, los métodos de medida de las actividades enzimaticas se basan en la
incubacion durante un corto periodo de tiempo, generalmente 1-3 h, y en condiciones éptimas
para la actividad del enzima (concentracion de sustrato adecuada, pH, temperatura) de las mues-
tras con un sustrato determinado sobre el cual la enzima tiene especificidad y la cuantificacion
posterior, generalmente por colorimetria, de alguno de los productos generados como conse-
cuencia de dicha actividad. Los sustratos y los productos finales medidos dependeran, l6gica-
mente, de la enzima que se considere; por ejemplo, para la ureasa el sustrato es la urea y el pro-
ducto que se cuantifica es amonio, para la fosfatasa acida el sustrato suele ser p-nitrofenil fosfato
y el producto final p-nitrofenol y en el caso de la B-glucosidasa el sustrato generalmente es p-
nitrofenil-B-glucopirandsido y el producto es p-nitrofenol. Entre las limitaciones de estas técnicas
es necesario sefalar por una parte que no miden la actividad de los suelos en condiciones rea-
les de campo, se mide la potencialidad de un suelo para una determinada actividad enzimatica
y, por otra, que algunas enzimas no son exclusivamente de origen microbiano y, ademas, pue-
den permanecer en el suelo activas y por ello desligadas de la presencia de los organismos que
las han generado. Un problema adicional que surge en los suelos quemados es que las mues-
tras suelen presentar materia organica semipirolizada, lo que colorea los extractos de suelo y
puede ocasionar dificultades en la cuantificacion colorimétrica de los productos generados (por
ejemplo p-nitrofenol); este problema agrava el inconveniente que ya tienen de por si los suelos
con alto contenido de materia organica (Alef y Nannipieri, 1995). En el caso de la ureasa, ade-
mas, los valores altos de amonio, sobre todo en las primeras etapas postfuego, y la baja activi-
dad de este enzima, que ademas de estar reducida por efecto del fuego suele estar inhibida
por el producto final, es decir, por el amonio, dan lugar a medidas bastante imprecisas.
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El estudio de la actividad de algunos enzimas del suelo, como la fosfatasa acida, ha sido
utilizado para evaluar el impacto del fuego, detectandose importantes reducciones en suelos que-
mados (Saa et al., 1993; Eivazi y Bayan, 1996) o cambios de escasa cuantia en relacién con la
menor severidad del fuego (Saa et al., 1993). Las diferencias de actividad halladas, en este y otros
enzimas como B-glucosidasa, ureasa e hidrolisis del fluoresceina diacetato (FDA) después del
fuego, pueden reflejar adecuadamente el calentamiento del suelo, asi como las condiciones micro-
climaticas y la disponibilidad de sustratos postfuego (Serrasolsas y Khanna, 1995; Staddon et
al., 1998a; Boerner et al., 2000; Basanta et al., 2002, 2003, 2004).

Durante los Ultimos afios se han desarrollado una serie de parametros ecofisiolégicos que
relacionan medidas de biomasa con medidas de actividad y proporcionan informacion adicional
sobre la actividad de los microorganismos del suelo. Dentro de estos uno de los mas usados
es el qCO, o cociente metabdlico, que se calcula dividiendo la tasa de respiracion entre la bio-
masa microbiana, proporciona informacion sobre eficiencia en el uso del carbono por parte de
los microorganismos. De acuerdo con algunos autores este coeficiente también puede ser indi-
cador de estrés ya que bajo condiciones ecoldgicas mas adversas (estrés) los microorganis-
mos tendran un mayor gasto energético (mayor respiracion) aumentando el valor de este cociente
y en condiciones de menor estrés podran derivar mas carbono para sintesis (crecimiento y pro-
duccion) que para mantenimiento disminuyendo asi los valores de gCO, menores. Tipicamente,
qCO; disminuye al pasar ecosistemas jovenes o inmaduros a maduros o en estado de equilibrio
o estabilidad (Doran et al., 1994; Wardle y Ghani, 1995). Sin embargo, dado que este parame-
tro esta condicionado por muchos factores, su interpretacion no es siempre sencilla; por ejem-
plo, en los suelos quemados durante las primeras etapas postfuego, la presencia de cenizas,
materia organica faciimente mineralizable y cambios en pH pueden favorecer la actividad micro-
biana sin que necesariamente implique condiciones ecolégicas adversas o un estrés en las pobla-
ciones, asi, dos situaciones aparentemente contrarias, condiciones favorables debidas a la adi-
cion de sustratos labiles y poblaciones en condiciones de estrés, pueden dar lugar a valores
elevados de este cociente. Ademas, dado que por un lado las bacterias y hongos vy, por otro, los
microorganismos de crecimiento rapido (estrategia de supervivencia de lar) y los de creci-
miento lento (estrategia de supervivencia de la K) difieren en su eficiencia en el uso del carbono,
valores de qCO; variaran en funcion de la composicion de la comunidad microbiana, es decir, de
la proporcion de biomasa bacteriana respecto a biomasa fungica y de la abundancia de estra-
tegas de lary de la K. A pesar de los numerosos factores que determinan en menor o mayor
medida el gCO,, éste ha sido utilizado eficazmente para evaluar el impacto del fuego en la bio-
masa microbiana, observandose generalmente aumentos de este coeficiente como resultado de
la reduccion de la biomasa microbiana (Fritze et al., 1994) y de un mayor porcentaje de micro-
organismos con estrategia de la r (Fritze et al., 1993; De Marco et al., 2005). La ausencia de cam-
bios en este cociente algunos meses después de incendios cuando respiracion y biomasa micro-
biana se han reducido, puede indicar una adaptacion de las poblaciones microbianas a los cambios
del ecosistema ocasionados por el fuego (Hernandez et al., 1997).

Dado que el crecimiento y actividad de los microorganismos del suelo suelen estar limitados
por la disponibilidad de sustrato, el carbono de la biomasa microbiana (Cmic) suele estar relacio-
nado con el carbono organico total (Corg); por ello, la relacion entre ambos (Cmic/Corg) per-
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mite por un lado normalizar el dato de biomasa de manera que podamos comparar suelos con
distintos contenidos en materia organica y, por otro, proporciona informacion sobre la calidad de
la materia organica: proporcion de C labil proveniente de la biomasa microbiana en relacion con
el C organico total del suelo. Los cambios en la calidad de la materia organica, reduccion de la
fraccion faciimente biodegradable y el aumento de la fraccion recalcitrante, observados después
de incendios y debidos a que el fuego afecta principalmente a las fracciones mas labiles del C se
refleja en valores reducidos de la relacion Cmic/Corg en suelos quemados (Pietikdinen y Fritze,
1993; Hernandez et al., 1997; Prieto-Fernandez et al., 1998). Del mismo modo, la relacion respi-
racion basal/Corg también ofrece una vision similar de la labilidad de la materia organica, per-
mitiendo la comparacion entre muestras de suelos con contenidos en materia organica muy dis-
tinta, ya sea muestras de distintos suelos 0 muestras del mismo suelo recogidos en distintos
tiempos. En conjunto, altos qCO, y bajos Cmic/Corg reflejan un uso menos eficiente de los sus-
tratos organicos por la biomasa microbiana (Anderson, 2003) y una interdependencia estrecha
entre crecimiento microbiano y mantenimiento. Por Ultimo, otros parametros ecofisioldgicos tales
como la relacion biomasa medida por SIR/biomasa medida por FE y el coeficiente metabdlico o
relacion CO, emitido/O, consumido que, aunque han sido menos utilizados, también pueden ser
interesantes al proporcionar informacion sobre la biomasa activa respecto a la total y sobre los
procesos catabdlicos y el tipo de moléculas predominantemente mineralizadas por los microor-
ganismos, respectivamente.

Determinacion de la estructura de la comunidad microbiana

Tradicionalmente los programas de diversidad bioldgica del suelo se han centrado en plantas y
animales. Sin embargo, a pesar de que se sabe que los microorganismos intervienen en el 80-
90 % de los procesos y reacciones que se producen en el medio edafico, la biodiversidad micro-
biana ha recibido poca atencion (Nannipieri y Badaluco, 2003). Se estima que solo el 13 % de las
comunidades microbianas del suelo han sido identificadas, 10 que significa que se desconocen
la mayorfa de las especies existentes y tampoco se sabe cudl es la biodiversidad necesaria, en
cuanto a microorganismos, para que un suelo funcione de manera 6ptima. Actualmente se acepta
que los microorganismos son los principales agentes responsables de la estabilidad y funciona-
miento de los ecosistemas; por consiguiente, en una aproximacion sostenible de la agricultura
y la silvicultura resulta indispensable preservar y explotar la diversidad de los microorganismos
que viven en el sistema suelo-planta con el fin de aprovechar y optimizar las funciones del eco-
sistema, ya que esto puede representar la reduccion del aporte de fertilizantes vy fitofarmacos y
contribuir a la conservacion o establecimiento de sistemas estables y sostenibles (Barea y Oli-
vares, 1998; Bardgett et al., 2005).

Los estudios microbiolégicos realizados en los Ultimos afos se han centrado en la deter-
minacion del nimero, masa y actividad de los organismos presentes en el medio edafico, aspec-
tos ya mencionados con anterioridad. La caracterizaciéon de la estructura, definida como la
ordenacion de los diferentes componentes de la comunidad microbiana, incluyendo nimero
de especies y su abundancia relativa, su distribucion espacial y los componentes abibticos aso-
ciados a esta distribucion, también es determinante para comprender el funcionamiento del
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suelo. Sin embargo, a pesar de su interés, la informacion concerniente a la estructura o diver-
sidad la microbiota edéfica es escasa, limitandose a unos pocos estudios realizados usando
cultivos puros y recuentos de viables. Puesto que, como sefialaron Olsen y Baken (1987), no
todos los microorganismos crecen en un medio de cultivo determinado, no se dispone de infor-
macion sobre la mayoria de la microbiota edéfica, y ademas los microorganismos cultivables
representan soélo el 1-5 % de la poblacion. En los ultimos afios se han desarrollado nuevas téc-
nicas que no conllevan el uso de un medio de cultivo y permiten, por tanto, el analisis estruc-
tural y funcional de la totalidad de las comunidades microbianas (Tunlip y White, 1992). Entre
estas metodologias se incluyen el andlisis de acidos grasos de los fosfolipidos, el andlisis de
&cidos nucleicos (ADN y ARN) y los métodos de andlisis de la diversidad funcional como el BIO-
LOG, que representan un gran avance en ecologia microbiana ya que su aplicaciéon puede pro-
porcionar informacién sobre la estructura de la comunidad a distintos niveles de organizacion
que van desde una amplia descripcion de la comunidad a la deteccion, muy especifica, de
determinadas secuencias de ADN.

La estructura de la comunidad microbiana puede ser estudiada mediante el analisis del ADN,
una vez extraido del suelo y purificado (Torsvik et al., 1994). Las tres técnicas de biologia mole-
cular que estan siendo adaptadas al ecosistema edafico son el ensayo de hibridacion-cruzada,
que proporciona informacion sobre la similaridad de ADN (ADN en comun entre dos comunida-
des), los perfiles de desnaturalizacion del ADN, que proporcionan informaciéon sobre el contenido
y distribucion de bases en el ADN (% G+C) y la técnica de cinética de reasociacion, que informa
sobre la complejidad de la comunidad (gj. biodiversidad).

En lo que respecta a la diversidad funcional, el BIOLOG permite obtener de forma rapida infor-
macioén sobre el potencial metabdlico de las comunidades microbianas analizando su capacidad
para degradar diferentes sustratos carbonados de diferente labilidad (Garland, 1996; 1997; Gar-
land et al., 1997). La tasa de utilizacion de los sustratos viene dada por la reduccion de la sal de
tetrazolio, cuyo color vira de incoloro a rosado. Cuando un microorganismo responde positiva-
mente a una de las fuentes de carbono genera nicotinamida adenina dinucledtico (NADH) que es
oxidado por la sal de tetrazolio, de modo que cuanto mayor sea la tasa de utilizacion de una fuente
de C, mayor sera la produccion de NADH y mayor la reduccion de la sal de tetrazolio. Las res-
puestas positivas en la microplaca son faciimente observadas y pueden ser cuantificadas mediante
espectrofotometria y mediante este procedimiento se puede evaluar un indice del desarrollo de
color en la utilizacion de los sustratos de C, la riqueza y uniformidad de la respuesta y el patron
de utilizacion relativo de los sustratos; finalmente, podremos agrupar a las comunidades micro-
bianas segun las diferencias en el tipo y el grado de utilizacion de los sustratos. Una de las prin-
cipales limitaciones de este método es que solamente algunas de las bacterias del suelo son
capaces de crecer “in vitro”, aunque generalmente lo hace una proporcion mayor que las bac-
terias cultivables en medios con agar (Winding y Henrikson, 1997). Otro de los inconvenientes es
que la utilizacion de sustratos depende en gran manera de la densidad del inéculo inicial, por lo
que se necesita algun tipo de estandarizacion de los datos, sobre todo cuando se pretenden
comparar suelos con muy diferentes densidades microbianas (Garland et al., 2001). En general,
la mayor diversidad funcional de las comunidades microbianas es positiva, porque estabiliza el
funcionamiento del ecosistema (Bardgett et al., 2005), por tanto en los suelos quemados debe-
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riamos observar una menor diversidad funcional que en los no quemados. Sin embargo, hasta el
momento no existen datos claros a este respecto (Staddon et al., 1998b), lo que se debe proba-
blemente a la compleja interpretacion de los resultados obtenidos. Actualmente se considera que
el BIOLOG es util en experimentos exploratorios, con un elevado nimero de muestras, para
una evaluacion rapida de la diversidad estructural de las comunidades microbianas y para exa-
minar los efectos temporales o espaciales de los experimentos pero los resultados obtenidos con
esta técnica no deberian utilizarse por si solos para definir los factores que afectan a la estabili-
dad de la comunidad (Garland, 1997).

Aunque el estudio de las comunidades microbianas edéficas con técnicas moleculares esta
en una fase incipiente, actualmente uno de los métodos mas usados para determinar la estruc-
tura o diversidad taxonémica de los microorganismos del suelo es el andlisis de los acidos gra-
sos de los fosfolipidos (PLFAs, phospholipids fatty acids). Los fosfolipidos son componentes fun-
damentales de las membranas de todas las células vivas que se sintetizan durante el crecimiento
celular y se degradan rapidamente tras la muerte celular y son, por tanto, buenos indicadores de
la comunidad microbiana activa. Ademas, dado que algunos acidos grasos de los fosfolipidos
son caracteristicos de determinados grupos microbianos (bacterias, actinobacterias, hongos,
bacterias Gram-positivas (G*), bacterias Gram-negativas (G), bacterias anaerobias, hongos endo-
micorrizicos y hongos totales, o bacterias sulfatoreductoras), el andlisis de estos biomarcadores
moleculares (PLFAs) permite obtener informacion sobre la composicion cuantitativa y cualitativa
de la comunidad microbiana y del estado fisioldgico de los microorganismos.

Uno de los métodos mas usados para analizar el perfil de los PLFAs es el descrito previa-
mente por Frostegéard et al. (1993), que identifica de 30 a 35 &cidos grasos distintos con 14-20
atomos de C. En sintesis, los PLFAs son extraidos del suelo con una mezcla de cloroformo, meta-
nol y tampdn citrato, separados en la fase organica (cloroformo) y fraccionados en columnas de
acido salicilico para separar los fosfolipidos (lipidos polares) de los restantes lipidos (lipidos neu-
tros y glicolipidos). Finalmente, estos fosfolipidos seran sometidos a metanolisis para obtener
ésteres metilicos de los &cidos, que pueden ser cuantificados por CG a partir de sus tiempos
de retencion relativos a los de los estandares internos (por ejemplo, 19:0 y 13:0). Los datos obte-
nidos en este andlisis de los PLFAs permiten, por una parte, cuantificar la biomasa total y de gru-
pos especificos de microorganismos y, por otra, cuantificar individualmente dentro de cada mues-
tra la abundancia relativa de cada acido graso con respecto a la totalidad de los acidos grasos
(porcentaje de cada acido graso), estos datos tratados estadisticamente por andlisis de com-
ponentes principales permiten identificar para el conjunto de muestras analizadas los principales
factores que determinan la composicion o estructura de las comunidades microbianas y detec-
tar las principales diferencias en el perfil de los PLFAs en funcién de los tratamientos aplicados al
suelo, proporcionando asi informacién sobre los cambios inducidos en la estructura de la comu-
nidad (Diaz-Ravifia et al., 2006). La estructura o diversidad de la comunidad microbiana también
se puede caracterizar a partir de los acidos grasos totales; sin embargo, este analisis al no frac-
cionar el extracto lipidico total e incluir acidos grasos de fuentes muy diversas (microbianas y no
microbianas tales como &cidos grasos derivados de productos de almacenamiento y de mem-
branas celulares o de la materia organica muerta) presenta el inconveniente de que no refleja la
comunidad microbiana activa.
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La mayoria de los estudios de diversidad microbiana realizados en suelos forestales que-
mados localizados en Espana se han realizado mediante recuentos de viables en tubo o placa,
utilizando medios de crecimiento selectivos, de los principales grupos taxonémicos (algas, bac-
terias, hongos y actinobacterias) y grupos fisiolégicos de microorganismos especificos de los
ciclos del C (celuloliticos aerobios y anaerobios, amiloliticos, pectinoliticos), N (fijadores de N,
aerobios y anaerobios, proteoliticos, amonificantes, nitrificantes y desnitrificantes) y S (minera-
lizadores aerobios del S organico, oxidadores de sulfuros y de S elemental, reductores de
sulfatos) (Fonturbel, 1989; Vazquez et al., 1993; Acea y Carballas, 1996; 1999; Mataix-Solera,
1999, Badia y Marti, 2003; Guerrero, 2003). Las limitaciones de estas técnicas y la proble-
matica de su aplicacion a suelos quemados ya han sido comentados con anterioridad en el
apartado de determinacion del niumero de microorganismos. El estudio de la estructura de la
comunidad mediante el andlisis de biomarcadores moleculares apenas se ha abordado, aun-
que los primeros resultados de la aplicacion de estas técnicas en suelos quemados en el labo-
ratorio y en suelos afectados por incendios no controlados son prometedores y parecen indi-
car que estas técnicas podrian utilizarse con éxito para estudiar tanto el impacto de los incendios
forestales sobre la diversidad microbiana como la eficacia de diversas técnicas de recupera-
cion de suelos. Asi, mediante el andlisis de los PLFAs se han podido cuantificar los cambios
observados en la estructura de la comunidad microbiana como consecuencia de factores tales
como el quemado del suelo, la textura y la aplicacion de agentes retardantes de llama utiliza-
dos en la extincion de los incendios forestales (Diaz-Ravina et al., 2006). Conviene sefalar, ade-
mas, que este método presenta varias ventajas frente a otros métodos de estimacion de pro-
piedades bioguimicas y microbioldgicas dado que: i) es un analisis muy robusto que permite
detectar 30-35 biomarcadores moleculares al mismo tiempo y exactamente en la misma mues-
tra de suelo; i) analiza la estructura o diversidad de la totalidad de la comunidad microbiana -
bacterias, actinobacterias y hongos- y no sélo un grupo especifico de microorganismos tales
como por ejemplo el recuento de viables, la medida de actividades enzimaticas o las técni-
cas de analisis de ADN o BIOLOG; iii) refleja dos aspectos de la microbiota que son la estruc-
tura y la masa de la poblacion (biomasa total y biomasa de grupos especificos de microorga-
nismos); y, finalmente, iv) es un indicador muy sensible capaz de detectar los efectos a corto,
medio y largo plazo de los incendios forestales sobre la microbiota edéfica.

De todo o expuesto se deduce que el andlisis de los PLFAs, al reflejar la respuesta de la tota-
lidad de la comunidad microbiana del suelo en condiciones “in situ”, podria proporcionar infor-
macion de gran interés en los estudios de evaluacion del impacto de los incendios forestales sobre
la calidad del suelo dado que si a nivel global la estructura de la comunidad microbiana esté afec-
tada es muy probable que también lo esté el funcionamiento del ecosistema edafico. Por tanto,
esta tecnologia presenta un enorme potencial para ser utilizada en la toma de decisiones sobre
la gestion de los ecosistemas forestales quemados al permitir comparar a la vez y a nivel global,
mediante analisis multivariante de los 30-35 acido grasos analizados, comunidades microbianas
afectadas y no afectadas por incendios forestales a diferentes intervalos de tiempo, y estable-
cer las similitudes y diferencias que existen entre ellas determinando la importancia de las modi-
ficaciones inducidas por el fuego -cambios producidos y magnitud de los mismos- e identificando
los principales acidos grasos responsables de dichas modificaciones. Asi pues, dada la rele-
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vancia ecoldgica de la informacion obtenida con el analisis de PLFAs, es de esperar que en un
futuro préximo pueda utilizarse como una técnica de rutina en la mayoria de los laboratorios para
caracterizar las comunidades microbianas de suelos afectados por incendios forestales no con-
trolados 0 quemas prescriptas con el fin de detectar y monitorizar el impacto del incendio a lo
largo del tiempo, examinar la recuperacion natural del ecosistema edéfico tras dicho impacto y/o
evaluar la eficacia de recuperacion de distintas técnicas de recuperacion de suelos quemados.

CONCLUSIONES

La microbiota edafica puede caracterizarse mediante el analisis de diversas propiedades bio-
quimicas y microbiolégicas basadas en el nimero, masa, actividad y diversidad microbianas,
siendo necesaria la informacion de todos estos aspectos de la misma para poder evaluar su sig-
nificado ecoldgico. La densidad y composicion de la comunidad microbiana viene determinada
por un conjunto de factores bidticos y abiéticos; asi, dado que los microorganismos reflejan las
condiciones del medio en el que viven, cuando el ecosistema es alterado a causa del impacto
producido por el fuego, la comunidad microbiana respondera rapidamente adaptandose a las
nuevas condiciones del medio y esta respuesta puede medirse gracias a los cambios observa-
dos en su numero, masa, actividad y diversidad de dicha comunidad. Por consiguiente, puesto
que el fuego afecta significativamente a la poblacién microbiana, ésta puede utilizarse como un
marcador ecoldgico, es decir, como un parametro indicador de los cambios inducidos en la cali-
dad del suelo debido al impacto del fuego. A este respecto la utilizacion de la microbiota eda-
fica como bioindicador presenta indudables ventajas frente a otros indicadores basados en el
andlisis de determinadas propiedades fisicas, fisico-quimicas y quimicas del suelo ya que, por
una parte, es un indicador global —que integra la influencia de los multiples factores que interac-
tUan en el medio edafico-y, por otra es un indicador muy sensible capaz de detectar a muy corto
plazo los cambios producidos en el suelo, pudiendo resultar, por tanto, de gran utilidad a la
hora de la toma de decisiones en la gestion de los suelos forestales quemados.

Las distintas propiedades bioquimicas y microbiolégicas analizadas presentan una diferente
sensibilidad a la hora de detectar los cambios producidos en la calidad del suelo. De los estudios
llevados a cabo en suelos quemados localizados en la zona templado himeda y en la zona semia-
rida (Fonturbel, 1989; Acea y Carballas, 1996, 1999; Fonturbel et al., 1995, 2008; Badia y Marti,
2003; Guerrero, 2003; Guerrero et al., 2005; Carballas et al., 2009; Mataix-Solera et al., 2009a,b)
puede deducirse que: i) la estimacion del nimero total de microorganismos por recuento de via-
bles, dado que proporcionan informaciéon acerca de las células con actividad metabdlica, permi-
ten detectar a corto plazo las modificaciones producidas por el fuego en el ecosistema edafico;
i) que las medidas de biomasa microbiana suelen ser buenos indicadores tanto a corto como a
medio plazo; iii) los distintos parametros de estimacion de actividad microbiana presentan una dife-
rente sensibilidad frente a los cambios, en general, los resultados de los ensayos de laboratorio
suelen ser satisfactorios a corto plazo, sin embargo, en las experiencias de campo, se observa-
ron resultados no satisfactorios en numerosas ocasiones debido, probablemente, a la dificultad
de separar el impacto del fuego del efecto de las condiciones ambientales; iv) que las medidas de
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diversidad microbiana suelen ser buenos indicadores de los cambios inducidos por el fuego inde-
pendientemente del tiempo transcurrido. Por tanto, aunque en principio, cualquiera de los para-
metros bioquimicos y microbioldgicos podria utilizarse como indicador de las modificaciones
producidas en la calidad del suelo como consecuencia del impacto producido por los incendios
forestales no controlados, quemas prescritas o fuegos experimentales, dependiendo de los
objetivos del estudio y del tiempo transcurrido desde la alteracién del ecosistema es conveniente
analizar una u otra propiedad. Asi, por ejemplo, para la deteccion a corto plazo de los cambios
producidos en la calidad del suelo puede emplearse cualquiera de parametros de la microbiota
antes sefialados y que estan basados en el nimero, masa, actividad y diversidad de los microor-
ganismos. Para la deteccion a medio y/o largo plazo es imprescindible analizar la estructura de
la comunidad (recuento de viables, PLFA); las estimaciones del nimero, masa y actividad micro-
biana pueden resultar inadecuadas. Por Ultimo, si el objetivo final es la conservacion y/o recupe-
racion de suelos entonces sera necesario no sélo caracterizar la poblacién microbiana sino tam-
bién estudiar los procesos microbianos que ocurren en el mismo para poder entender el
funcionamiento del ecosistema vy, posteriormente, proceder a su conservacion y/o recuperacion.
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