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RESUMEN

El cultivo de pimiento bajo invernadero tiene una gran importancia econémica y social
tanto a nivel internacional como nacional, especialmente en la Regién de Murcia. Las
particulares condiciones edafoclimaticas de la Region y, concretamente, del Campo de
Cartagena, la han hecho idénea para la produccion de esta horticola. Sin embargo, el
incremento actual de las temperaturas y la escasez hidrica, unido al aumento de la
salinidad de los suelos, estd afectando de forma negativa tanto a la calidad como a la
fertilidad de estos, disminuyendo la productividad de los cultivos. Por otra parte, el
desarrollo sostenible de la Regién de Murcia requiere la implantacidn de técnicas
respetuosas con el medio ambiente, como son el uso de bioestimulantes o el empleo de
agua ozonizada, permitiendo asi el mantenimiento y mejora de la produccién y calidad
de los cultivos. Por este motivo, el principal objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
del riego con agua ozonizada y su combinacién con bioestimulantes sobre la fertilidad
del suelo en un cultivo de pimiento bajo invernadero. Para este fin, se disefiaron seis
tratamientos que incluyeron la aplicacién de diferentes combinaciones bioestimulantes
utilizando hongos micorrizicos arbusculares (HMA), rizobacterias promotoras del
crecimiento de las plantas (BPCV) y acidos humicos y fulvicos combinados o no con agua
ozonizada. En las muestras de suelo, tomadas al inicio y final del ensayo para cada
tratamiento, se estudid la composicion quimica y la actividad de los enzimas 8-
glucosidasa, fosfatasa acida y alcalina, deshidrogenasa y ureasa. En general, la aplicacion
de bioestimulantes junto con agua ozonizada no afectd a las actividades enzimaticas
relacionadas con el ciclo de carbono (actividad B8-glucosidasa). Sin embargo, la actividad
de las enzimas relacionadas con el ciclo del fésforo (fosfatasas), la respiracion
microbiana (actividad deshidrogenasa) y la actividad ureasa (ciclo de nitréogeno), si que
se vieron favorecidas por los tratamientos aunque este hecho no se tradujo en un

aumento del rendimiento del cultivo.

Palabras clave: Bioestimulantes, Ozono, Enzimas, Horticolas.



ABSTRACT

Pepper cultivation under greenhouse is very important from the economic and social
points of view, both internationally and in Spain, particularly in the Region of Murcia.
The special soil and climatic conditions of the area and, specially, of the farmland near
Cartagena (Campo de Cartagena), make it ideal for the production of this crop. However,
increasing annual temperatures and water scarcity, together with increasing soil salinity,
negatively affect both soil quality and soil fertility, thus reducing crop productivity.
Moreover, sustainable development in the Region of Murcia requires the
implementation of environmentally friendly techniques such as the use of biostimulants
or the use of ozonised water, allowing the maintenance and improvement of crop
production and quality. For this reason, the main objective of this work was to evaluate
the effect of irrigation with ozonised water and its combination with biostimulants on
soil fertility in a greenhouse pepper crop. For this purpose, six treatments were designed
that included the application of different biostimulant combinations using arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF), plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and humic and
fulvic acids combined or not with ozonised water. In the soil samples taken at the
beginning and end of the experiment for each treatment, the chemical composition and
activity of the enzymes 8-glucosidase, acid and alkaline phosphatase, dehydrogenase
and urease were studied. In general, the application of biostimulants in combination
with ozonised water did not affect enzyme activities related to the carbon cycle (8-
glucosidase activity). However, the activity of enzymes related to the phosphorus cycle
(phosphatases), microbial respiration (dehydrogenase activity) and urease activity
(nitrogen cycle) were enhanced by the treatments, although this did not translate into

an increase in crop yield.

Keywords: Biostimulants, Ozone, Enzymes, Horticultural Crops.



1 INTRODUCCION

El término “suelo” (del latin solum=piso) tiene multiples definiciones segun el
campo de estudio. En términos generales puede definirse como la capa superficial de la
corteza terrestre ubicada entre la atmdsfera y la litosfera cuyo material proviene de la
meteorizacion (fisica o quimica) de las rocas y la alteracion producida por las actividades
humanas que en él se desarrollan. Adema3s, los suelos estan directamente relacionados

con otros elementos del ecosistema terrestre como la hidrosfera y la biosfera (Figura 1).

atmosfera NS biosfera
S 7

Figura 1. Interaccion elementos del ecosistema. Fuente:

http://edafologia.ugr.es/introeda/tema01/procgen.htm
Desde una Optica agrondmica, el suelo es considerado un cuerpo natural, no
consolidado, compuesto por materia mineral y organica, en el que se lleva a cabo el
crecimiento vegetal. En este sentido, el suelo suministra a las plantas anclaje, nutrientes
esenciales, agua, aireacidon y amortiguacién de la temperatura radicular, pardmetros
imprescindibles para el desarrollo vegetal. El suelo, junto con el agua, es considerado
uno de los recursos naturales esenciales y un manejo apropiado de éste es indispensable
para la alimentacién de la poblacion mundial y el desarrollo sostenible (Arshad y Martin,

2002).

Al igual que otros recursos naturales, el suelo se degrada cuando las condiciones
no son las adecuadas y es necesario un periodo variable para su recuperacion. En este
sentido podemos clasificar los recursos naturales en renovables o no, teniendo en
cuenta dicho periodo de recuperacién; es decir, si este es permanente a escala temporal
humana o no. De este modo, el suelo se consideraria un recurso natural no renovable

puesto que la velocidad de restauracion natural es menor a la de consumo por parte de



los seres humanos. Un manejo no sostenible e inadecuado de este recurso puede llevar

a su degradacion y a la pérdida de biodiversidad.

1.1 Edafologiay climatologia de la Regiéon de Murcia

Para entender la problematica actual de los suelos, es necesario comprender su
composicidn y caracteristicas generales. La interaccion de la roca madre, clima, relieve,
seres vivos y tiempo, da lugar a la formacion de un suelo a través de procesos de
meteorizacion, fisica y quimica, y descomposicidn, dando lugar a la diferenciacion de los
distintos estratos del suelo denominados horizontes. En general, los suelos estan
compuestos por tres fases: liquida, sdlida y gaseosa (Figura 2) (Cuadrado y Lorenzo,
1980), siendo la primera de ellas el conjunto de particulas inorganicas de tamarfio
variable, producto de la meteorizacién, y la materia organica formada por residuos
organicos parcialmente descompuestos de plantas y animales, ambos componentes
indispensables en la formacion del suelo. La fase liquida, esta constituida principalmente
por agua y sales minerales disueltas que ocupan los poros que las particulas de la fase
solida generan. Por ultimo, la fase gaseosa posee una composicion similar al aire
atmosférico con un contenido variable de oxigeno, nitrégeno, diéxido de carbono y
vapor de agua. Esta fase ocupa los espacios libres que la anterior deja y esta en
constante variacién como consecuencia de los distintos procesos bioldgicos que se

producen en el suelo (Ortiz, 2015).

rﬁEREEADDS DEL SUEL07
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Figura 2. Fases del suelo. Fuente: Estudio del suelo. Cuadrado y Lorenzo (1980).



La textura de un suelo esta definida por el tamafio de particulas que éste posee.
Dichas particulas se clasifican en arena, limo y arcilla, cuyo tamafio esta comprendido
entre 2-0,05 mm, 0,05-0,002 mm y particulas de tamano inferior a 0,002 mm,
respectivamente. Atendiendo a su estructura, los suelos pueden clasificarse en
arenosos, limosos y arcillosos. Los suelos arenosos son un tipo de suelo con poca
capacidad de retencion de nutrientes y agua. Los suelos arcillosos son poco permeables
al agua, con mayor capacidad de retencion de nutrientes que los arenosos y como
consecuencia, mas fértiles. Los suelos limosos constituyen un tipo de suelos con
particulas de tamafio medio con una capacidad de retencién del agua media y con
materia organica que se descompone con rapidez, por lo que son suelos ricos en

nutrientes (Gisbert et al., 2010).

En general, la Regidn de Murcia posee suelos con horizontes de dificil
diferenciacién y poco evolucionados, siendo el tipo de sustrato sobre el que se asientan
el que determina la cantidad de carbonato calcico de éstos. El contenido de materia
organica presente en los suelos de la Region es a rasgos generales bajo, al igual que los
niveles de nitrégeno y de fésforo asimilable (Murcianatural, 2004a). Son suelos calizos
y margosos de poca profundidad, en los que aparecen afloramientos de rocas volcdnicas
en la zona litoral mayoritariamente. La profundidad de los suelos en la Regién de Murcia
es escasa y se pueden encontrar los suelos mas estructurados, desarrollados y de mayor
fertilidad en los bosques de la Region, al igual que los presentes en las ramblas cuyo
origen se debe al depdsito de los materiales resultado de la erosidon a través del tiempo

(Correal et al., 2007).

Respecto a su climatologia, la Regién de Murcia esta localizada al Sureste de la
Peninsula Ibérica, dentro del area de clima subtropical. El clima que predomina es el
mediterraneo semiarido, con dos estaciones bien diferenciadas, invierno y verano, y dos
de transicion, primavera y otofio. Las temperaturas, en general, son suaves, con una
amplitud térmica diaria moderada y una amplitud térmica anual muy pequefia, hecho
gue explica la ausencia de una verdadera estacion fria (Murcianatural, 2004b). Las
temperaturas poseen un gradiente oeste-este, donde podemos encontrar las zonas mas
frias de la Regidn, con temperaturas medias anuales que no superan los 14 °C, hasta

llegar a la costa donde la temperatura media alcanza los 17 °C. Se trata de una regién



muy calida, sobre todo en verano ya que en esta época se llegan a alcanzar temperaturas
superiores a los 40 °C. Es una de las regiones de Espana con mayor nimero de dias de

sol al afio.

Al igual que las temperaturas, las precipitaciones poseen un patron oeste-este,
con precipitaciones en las sierras occidentales que no superan los 700 mm anuales,
alcanzando las precipitaciones medias de la Region el valor de aproximadamente 300
mm anuales (Figura 3). La mayor parte de los eventos de lluvias se concentran en los
meses de primavera y otofio, épocas en las que se pueden dar episodios de gota fria,
provocando precipitaciones fuertes. Los meses mas aridos son los comprendidos entre

mayo y septiembre (Rivas-Martinez y Rivas-Sdenz, 2009).
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Figura 3. Diagrama bioclimatico de Murcia. Fuente: Sistema de clasificacién bioclimatica mundial. Rivas-

Martinez y Rivas-Saenz (2009).

1.2 Problematica de los suelos de la Regidon de Murcia
El clima de la Regién de Murcia junto con las caracteristicas fisicas que posee el
territorio regional y la histérica explotacién de los suelos han dado lugar, en
determinadas zonas, a la degradacion de éstos. Dicha degradacion tiene un efecto
negativo sobre la estructura y estabilidad del suelo, vegetacién, capacidad de
almacenamiento de agua y nutrientes, materia organica, capacidad de amortiguacion y

actividad bioldgica, con la consiguiente pérdida de productividad. Concretamente, en el
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Campo de Cartagena, dicho proceso se ha visto favorecido por la erosion acelerada,
consecuencia de las escorrentias producidas por los episodios de fuertes lluvias que
tienen lugar en determinados meses del afio. Estos episodios provocan la pérdida de
nutrientes que junto a la alta salinidad de las aguas subterraneas de la zona provocan
una pérdida de fertilidad del suelo que se ve favorecida por la sobreexplotacion y el

monocultivo.

1.3 Fertilidad del suelo

La fertilidad es la capacidad que posee el suelo para sustentar el crecimiento
vegetal. De este modo se considera un suelo fértil aquel que es capaz de suministrar, no
solo los nutrientes esenciales para la vegetacion, si no también aportar sostén, aireacion
y agua a éstos (Schroth y Sinclair, 2003). Un suelo cubierto de forma natural por
vegetacién mantiene su fertilidad ya que las raices y copas de los arboles y arbustos
permiten que la lluvia y el viento no erosionen el terreno. Ademas, las hojas que caen
sobre éste se descomponen por la accidon de la microfauna edafica, dando lugar al humus
gue aporta materia orgdnica al suelo. De este modo, la porosidad del suelo mejora
permitiendo que éste retenga mas humedad y evita el arrastre de materiales. Por el
contrario, la fertilidad de las tierras de cultivo disminuye como consecuencia de la
labranza y las practicas agricolas, ademdas de los efectos que sobre la estructura y
porosidad del suelo tienen (Mrabet et al., 2001). Desde el punto de vista agrondmico,
una disminucién de la fertilidad edafica afecta de manera negativa a la productividad y
sustentabilidad de los cultivos, ya que la capacidad natural que posee el suelo de
procesar los nutrientes para su posterior utilizacion por parte de los microorganismos

es menor que la de un suelo fértil.

Existen diversos factores internos que pueden afectar a la fertilidad de un suelo,
entre éstos se encuentran factores fisicos como la textura, estructura y porosidad. Estos
factores influyen en la fertilidad ya que tienen efectos en la aireacion y capacidad de
retencidn de agua y nutrientes. Con relacion a los factores quimicos, el pH afecta a la
solubilidad de los elementos nutritivos, al desarrollo de microorganismos, a la velocidad
de los procesos de mineralizacion y humidificacion, a la conductividad eléctrica
(propiedad quimica relacionada con el contenido de sales de un suelo puede afectar al

crecimiento vegetal) y a la capacidad de intercambio catidnico (propiedad que indica la
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habilidad de los suelos para retener cationes y su disponibilidad). En cuanto a los
factores biolégicos, los microorganismos presentes en el suelo afectan directamente al
contenido de materia organica del suelo, ya que la descomponen liberando nutrientes
gue pueden ser asimilados por las plantas, ademas de favorecer la estabilizacion de la
estructura del suelo y la capacidad de retencion de agua, factores que contribuyen auna
mayor fertilidad y crecimiento vegetal (FAO, 2017). Ademas, participan en la
degradacion de residuos tanto animales como vegetales, en la descomposicion de
moléculas organicas e inorganicas y en el reciclaje de nutrientes, cooperando asi al
mantenimiento de la fertilidad del suelo. La presencia de elementos nutritivos
disponibles para las plantas, entre los que se encuentran elementos esenciales como el
potasio, el fésforo y el nitrédgeno, es indispensable para el crecimiento y desarrollo
vegetal puesto que poseen un papel esencial en distintos procesos metabdlicos como la
fotosintesis, metabolismo de carbohidratos y proteinas, apertura de estomas vy
asimilacion de diéxido de carbono, entre otros (Rodriguez y Florez, 2004). Por todo esto,
la diversidad microbiana es una herramienta digna de consideracion a la hora de evaluar
la fertilidad y calidad de un suelo, puesto que afecta de forma directa a la productividad

de los cultivos.

Existen diferentes parametros que nos permiten conocer los procesos
microbioldgicos que se desarrollan en el suelo y pueden afectar a la fertilidad de éste,
como la respiraciéon microbiana, el contenido de nitrégeno y carbono, la mineralizacién
del nitrégeno y las actividades enzimaticas, entre otros. Una de las principales fuentes
de enzimas del suelo son los microorganismos, por lo que la interacciéon y actividad de
éstos, son fundamentales para el mantenimiento de los ciclos biogeoquimicos. Cambios
en dicha actividad pueden afectar a la disponibilidad de elementos esenciales y como
consecuencia, a las funciones del suelo (Subhani et al., 2001). El estudio de las
actividades enzimaticas permite monitorear la salud y fertilidad edafica ya que pueden

ser indicativos de variaciones en la calidad del suelo.

1.4 indices de calidad del suelo
El concepto calidad del suelo tiene multiples definiciones y en la Ultima década
han surgido diversas interpretaciones, todas ellas con elementos comunes. El comité

para la calidad del suelo de la Soil Science Society of America, la definio como “la
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capacidad de un suelo especifico para funcionar dentro de los limites de los ecosistemas
naturales o gestionados, mantener la productividad vegetal y animal, mantener o
mejorar la calidad del agua y del aire, y mantener la salud y asentamientos humanos”

(Karlen et al., 1997).

En este sentido, es fundamental identificar aquellas propiedades del suelo que
sirvan como indicadores de la calidad de éste. Estos indicadores son aquellos
parametros medibles que influyen en la productividad o funciones medioambientales
del suelo. Dichos indicadores pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos. Las propiedades
fisicas del suelo susceptibles de ser utilizadas como indicadores de calidad edafica son
la textura, porosidad, infiltracidn, densidad aparente y capacidad de retencién de agua.
En cuanto a los indicadores quimicos son aquellos que estan relacionados con la
interaccion suelo-planta, disponibilidad de agua y nutrientes. Algunos indicadores de
este tipo son el pH, conductividad eléctrica y capacidad de intercambio catidnico. Estas
funciones regulan el flujo de elementos tdxicos y nutrientes que las plantas toman de la
solucion del suelo. Mientras que los indicadores bioldgicos son aquellos relacionados
con la fauna edafica e incluyen funciones como la tasa de respiracion, contenido de
nitrégeno y carbono de la masa microbiana y actividades enzimaticas (Seybold et al.,

1997; Bautista et al., 2004).

Los indicadores de calidad del suelo basados en las propiedades fisico-quimicas de
éste, integran caracteristicas que cambian lentamente por lo que la evaluacion de la
calidad a través de estos indicadores, requiere el analisis conjunto de diferentes
parametros fisicos y quimicos. De este modo, el uso de indicadores bioldgicos supone
una herramienta util para evaluar la calidad del suelo como consecuencia de su alta
sensibilidad y rapida respuesta a los cambios (Wolinska y Stepniewsk, 2012). Dichos
indicadores miden la respuesta de los organismos del suelo frente a cambios en su
entorno. El uso de este tipo de indicadores aporta informacidon que integra multiples
factores medioambientales (Alkorta et al., 2003). Dentro de la microbiota edafica del
suelo, se pueden incluir, ademas de bacterias, hongos actinomicetos y protozoos,
aquellos microorganismos que por su pequefio tamafo no pueden separarse del suelo
a través de herramientas mecdnicas, tales como: algas, nematodos, acaros, rotiferos y

colémbolos (Conrad, 1996). Todos estos microorganismos y su actividad metabdlica son



responsables de procesos de gran relevancia en el suelo como la humificacién y
mineralizacion de la materia organica, ademas de aquellos procesos en los que
intervienen elementos esenciales como el carbono, nitrégeno, azufre y fésforo. Dado el
papel fundamental de los microorganismos en la dindamica del suelo, las actividades
enzimaticas asociadas a éstos pueden utilizarse como indicadores de calidad, ya que
aportan una vision integral de las funciones del suelo, en especial aquellas enzimas
relacionadas con procesos biolégicos esenciales, como los ciclos biogeoquimicos (Figura

4).
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Figura 4. Fuente y estados de las enzimas en el suelo. Fuente: Ochoa et al. (2007).

1.5 Actividades enzimaticas del suelo

Las enzimas del suelo poseen un papel fundamental en los principales ciclos de
nutrientes, transformando los sustratos especificos en productos asimilables por las
raices de las plantas o los microorganismos del suelo. Su actividad puede estar
influenciada por las practicas agricolas, la contaminacion ambiental o la actividad
humana (Karaca et al., 2010). Su determinacién es relativamente sencilla, rapida y
barata y constituye una herramienta capaz de detectar los cambios producidos en el
suelo, con mayor sensibilidad que otro tipo de parametros, como por ejemplo el

contenido de carbono organico (Aon y Colaneri, 2001; Alkorta et al., 2003).
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Pueden clasificarse en seis grupos principales segln la reaccién que catalizan:
oxidorreductasas (reaccion oxidacion-reduccion), transferasas (transferencia de grupos
funcionales), hidrolasas (reaccion de hidrdlisis), liasas (ruptura o adicion de sustratos),
isomerasas (isomerizacion) y ligasas (union de dos sustratos a través de la hidrdlisis de
ATP). Dentro de las oxidorreductasas, las mas estudiadas son deshidrogenadas,
catalasas y peroxidasas y, en el caso de las hidrolasas son fosfatasas, proteasas, 8-
glucosidasa y ureasa. En la Tabla 1 se presentan las actividades enzimaticas mas

estudiadas en relacion con los ciclos de nutrientes en el suelo.

Tabla 1. Actividades enzimaticas relacionadas con los principales ciclos de nutrientes.

Ciclo Tipo de enzima Modo de accion Bibliografia relacionada
Ureasa Hidrdlisis de urea a CO2y NH3 (Sinsabaugh et al., 2000)
Ciclo del
nitrégeno Hidrdlisis de proteinas a
Proteasa aminoacidos o péptidos (Ladd y Butler, 1972)
sencillos
Ciclo de B-glucosidasa Hidrolisis de celulosa a (Eivazi y Tabatabai, 1988)
carbono glucosa
Ciclo del . Hidrdlisis de éster de sulfato a (Tabatabai y Bremner,
Arilsulfatasa . .
azufre anioén arilsulfato 1970a)
Ci’clo del Fosfatasa§ aciday Hidréli,sis de glicergqufatos a (Eivazi y Tabatabai, 1977)
fésforo alcalina fosforo inorganico

La ureasa (EC 3.5.1.5) es una enzima relacionada con el ciclo del nitrégeno que
cataliza la reaccion de hidrélisis de urea en diéxido de carbono y amoniaco (Figura 5). Su
evaluacidon estd basada en la determinacidn del amonio presente en los suelos
(Sinsabaugh et al., 2000). Esta enzima esta ampliamente distribuida en la naturaleza,
pudiendo encontrarse en células animales, vegetales y microbianas. Dicha actividad no
tiene una correlacion significativa con la biomasa microbiana y esta afectada por la
disponibilidad del nitrégeno en los diferentes tipos de suelo y la concentracion de

oxigeno (Alef y Nannipieri, 1995).

HzNCDNHz + H20 -3 2NH3 + CO;:_:

Figura 5. Reaccién de hidrdlisis de la urea. Fuente: Alef y Nannipieri, 1995.
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Las proteasas (EC 3.4), enzimas relacionadas con el ciclo del nitrégeno, presentes
en microorganismos, plantas y animales, catalizan la reaccién de hidrélisis de proteinas
a aminoacidos o péptidos sencillos. En el suelo se pueden encontrar tanto en células
vivas como muertas, como enzimas libres o absorbidas en particulas organicas e
inorganicas. Concretamente, en los suelos estan involucradas en la hidrélisis de los
componentes proteicos del nitrégeno organico a aminoacidos simples (Rangaswamy et

al., 1994).

La B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) esta relacionada con el ciclo del carbono y tiene
un papel importante en la degradaciéon de carbohidratos presentes en el suelo.
Concretamente cataliza la degradacidn de la celulosa cuyo producto final de la hidrdlisis
es la glucosa (Figura 6), utilizada como fuente principal de energia por parte de los
microorganismos del suelo (Eivazi y Tabatabai, 1990; Sinsabaugh et al., 2008). La
actividad de esta enzima es proporcional al contenido en carbono organico, por lo que
disminuye conforme profundizamos en este. Ademas se ha correlacionado de forma
inversa con el pH del suelo (Eivazi y Tabatabai, 1990). La actividad de la 8-glucosidasa
muestra la capacidad que posee el suelo de estabilizar la materia organica y responde

muy bien a los efectos del manejo del suelo.

CH,OH CH?OH

OH OH
Figura 6. Reaccidn de hidrdlisis de la celulosa. Fuente: Alef y Nannipieri, 1995.

En el ciclo del azufre, la arilsulfatasa (EC 3.1.6.1) cataliza la reaccidn irreversible
de hidrdlisis del éster sulfato (Figura 7). Esta enzima puede permanecer asociada a los
compuestos humicos del suelo y se reduce con la profundidad lo que se relaciona con
un menor contenido de materia organica (Whalen y Warman, 1996; Tabatabai y

Bremner, 1970b).

R.0SO3™ + Hy0 — R.OH + H* + (SO4)?~

Figura 7. Reaccidn de hidrdlisis de éster sulfato. Fuente: Alef y Nannipieri, 1995.
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Las fosfatasas son enzimas relacionadas con el ciclo del fésforo, concretamente
catalizan la trasformacion del fésforo orgénico a inorganico en los suelos haciendo que
éste sea asimilable por las raices de las plantas (Figura 8). Estas enzimas se clasifican en
acidas (EC 3.1.3.2), predominantes en suelos acidos, y alcalinas (EC 3.1.3.1),
predominantes en suelos alcalinos (Eivazi y Tabatabai, 1977). La mayor actividad de
estas enzimas se desarrolla en los primeros centimetros del suelo, disminuyendo
conforme se avanza en el perfil de éste. Dicho comportamiento es debido a que la
actividad enzimatica de las fosfatasas esta relacionada con los microorganismos del
suelo, la actividad rizosférica y el contenido de materia organica, que disminuyen con la

profundidad (Yoshioka et al., 2006).

(¢) (o)
] ]

R=0-P =0 + HP HO-P-0° + R -~ OH

] |
0® o®

Figura 8. Reaccidn de hidrélisis de ésteres fosfatos. Fuente: Alef y Nannipieri, 1995.

Una enzima que no estd relacionada con los ciclos de nutrientes pero es clave
para entender el metabolismo microbiano es la deshidrogenasa (EC 1.2.1.12),
perteneciente al grupo de las oxidorreductasas. Participa en la oxidacion bioldgica de
compuestos orgdnicos y es utilizada como indicador de la respiracion de
microorganismos del suelo (Casida et al., 1964). Esta actividad esta conectada con las
células microbianas vivas, por lo que depende de los mismos factores medioambientales
gue afectan a la cantidad de microorganismos, asi como a su actividad y procesos vitales.
Al igual que las enzimas anteriormente nombradas, la actividad deshidrogenasa
disminuye a medida que avanzamos en el perfil, como consecuencia de la menor

abundancia de microorganismos en profundidad.

1.6 Bioestimulantes

El concepto de bioestimulante incluye cualquier sustancia, microorganismo o
combinacién de ambos, aplicado a plantas, semillas o sistema radicular con el propdsito
de estimular procesos naturales en la planta que mejoren su eficiencia nutricional,
tolerancia a estreses abidticos y/o atributos de calidad, con independencia del

contenido nutricional (du Jardin, 2015; Le Mire et al., 2016). Debido a la naturaleza
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diversa de los bioestimulantes, ya que pueden ser microorganismos, extractos de
plantas, sustancias o mezclas de éstos, los mecanismos de accidn y sus efectos son
igualmente diversos. Diferentes autores sefialan la activacion de mecanismos celulares
gue desencadenan procesos fisiolégicos en la planta como aumento del crecimiento
radicular, mejora de la composicidon mineral en los tejidos, incremento de la tolerancia
a estreses abidticos y mejora de la concentracion de nutrientes (Billard et al., 2013; du
Jardin, 2015). Los efectos de los bioestimulantes sobre la fisiologia de las plantas
dependen de multiples factores como el modo de aplicacidn, dosis, las condiciones
medioambientales, la disponibilidad de nutrientes, etc. (du Jardin, 2012). Bajo
condiciones de estrés abidtico, los bioestimulantes pueden aumentar el rendimiento de
los cultivos y el contenido de compuestos bioactivos, ademas de mejorar la transpiracion

y aumentar la cantidad de biomasa (Dalal et al., 2019; Hernandez, 2017).

Como consecuencia de la diversidad de los bioestimulantes, diferentes autores los
han clasificado atendiendo a distintos criterios. Pueden clasificarse segun la naturaleza
de las materias primas utilizadas en la obtencién de éstos, el mecanismo de accion, la
formulacion de uno o varios de sus componentes, etc. (du Jardin, 2012; Yakhin et al.,

2017).

1.6.1 Tipos de bioestimulantes

Acidos humicos y fulvicos

Los productos finales de la descomposicién y degradacion quimica de la
microbiota del suelo llevada a cabo por los microorganismos presentes en él son las
sustancias humicas. Esta son el constituyente principal de la materia orgénica del suelo
y estdn formadas por moléculas complejas de estructura heterogénea. Se clasifican en
base a su peso molecular y solubilidad en acidos hiimicos y fulvicos. Ambos son solubles
en medios basicos, pero los acidos fulvicos también lo son en medios acidos. Otra
diferencia entre ellos es que los acidos humicos poseen mayor peso molecular que los
acidos fulvicos (du Jardin, 2012; Calvo et al., 2014). La composicién y estructura de estos

acidos depende del origen del material organico y del tiempo de transformacion.

Proteinas hidrolizadas y aminodcidos
Dentro de los bioestimulantes formulados a base de proteinas encontramos dos

categorias; por un lado, proteinas hidrolizadas a partir de la mezcla de péptidos y
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aminodcidos animales y vegetales, y por otro, aminoacidos individuales como el
glutamato, prolina, glutamina o glicina betaina. Existen evidencias de que la aplicacion
de aminodcidos y proteinas tienen efectos sobre el metabolismo de las plantas, como la
estimulacion de determinadas enzimas involucradas en la ruta de asimilaciéon del
nitrégeno. Ademds de mejorar la tolerancia a estreses bidticos y abidticos (du Jardin,

2012, 2015; Calvo et al., 2014)

Extractos de algas y botdnicos

La utilizacion de algas como fuente de materia organica y fertilizante en
agricultura no es reciente pero el estudio de sus efectos bioestimulantes si lo son. La
mayoria de los extractos utilizados pertenecen a las algas pardas o feoficeas como
Laminaria, Fucus o Turbinaria. Los componentes presentes en las algas marinas como
macro y micronutrientes, auxinas, citoquininas, vitaminas y polisacaridos unicos de
éstas (laminarina y alginatos), tienen efectos sobre el metabolismo celular de las
plantas, mejorando el crecimiento y rendimiento de los cultivos, ademas de estimular

respuestas de defensa natural (Khan et al., 2009; Calvo et al., 2014; du Jardin, 2015).

Compuestos inorgdnicos

Elementos como el aluminio, cobalto, sodio o selenio no son esenciales para las
plantas, pero estdn considerados beneficiosos para los cultivos y pueden promover el
crecimiento vegetal. Entre los efectos beneficiosos que se han descrito estd el aumento
de la tolerancia frente a estreses bioticos y abidticos, mejora del crecimiento vegetal y

la calidad de los frutos (Pilon-Smits et al., 2009; Kaur et al., 2015).

Hongos

La relacion que establecen los hongos con las raices de las plantas va desde la
simbiosis hasta el parasitismo. Concretamente, los hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) representan un grupo extenso y heterogéneo de microorganismos del suelo con
importantes efectos sobre diferentes procesos que tienen lugar en el ecosistema. En
particular, tienen un papel importante en la nutricion vegetal de las plantas ya que sus
hifas actuan de manera similar a la que lo hacen los pelos radiculares. La aplicacidon
combinada de estos hongos con bacterias beneficiosas puede aumentar la absorcion de

nutrientes como el fosforo, hierro, calcio y manganeso. Estos hongos poseen un papel
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clave en la adaptacion de la vegetacion a las condiciones de estrés abidtico propia de

sistemas semiaridos (Alguacil et al., 2016).

Bacterias

La aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) en plantas,
semillas o suelo puede favorecer la disponibilidad y absorcién de nutrientes como el
nitrégeno, fésforo y potasio y aumentar la biomasa y el area radicular. Bacterias
pertenecientes a géneros como Rhizobium, Bradyrhizobium, Azotobacter, Azospirillum,
Pseudomonas y Bacillus, han desarrollado estrategias de adaptacion para sobrevivir en
condiciones adversas y tienen la capacidad de actuar como bioestimulantes. Uno de los
géneros mas estudiados por tener la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico es
Azospirillum, para lo que crea una estrecha relacion con el tejido radicular de las plantas.
En cuanto a los mecanismos de solubilizacién de nutrientes, por un lado, encontramos
aquellas bacterias capaces de solubilizar fésforo mediante la produccidon de acidos
organicos y fosfatasas, y por otro lado, las solubilizadoras de potasio, cuyo mecanismo
consiste en la solubilizacién de rocas ricas en potasio, como la mica, excretando acidos
organicos que disuelven las rocas o quelatan los iones de silicio (Calvo et al., 2014).
Existen evidencias del aumento del drea foliar y la biomasa total de la planta y de una
mayor acumulacion de prolina cuando se inoculan ciertas bacterias a plantas que estan

sometidas a diferentes estreses abidticos (Van Oosten et al., 2017).

1.7 Ozono

El ozono (0s3) es una molécula en la que el oxigeno se disocia en su forma atémica
Yy a su vez ésta reacciona con otras moléculas de oxigeno circundantes. Debido a la
inestabilidad de su estructura, el ozono reacciona con el agua formando radicales
hidroxilo. Por ello, es la forma mas oxidante de este elemento con la particularidad de
ser parcialmente soluble en agua y muy inestable, de modo que no deja residuos téxicos
(Langlais et al., 1991). Debido a su efecto oxidante es utilizado de forma efectiva para el
control del crecimiento de microorganismos en la industria alimentaria y el tratamiento
de agua potable (Wang et al., 2006), ademas de ser utilizado para aumentar la vida util

de frutas y vegetales en postcosecha (Guzel-Seydim et al., 2004; Naito y Takahara, 2006).
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Recientemente el uso del ozono en la agricultura estd generando gran interés por
las posibilidades que éste posee en el control de plagas y enfermedades. Se ha descrito
la utilidad de las pulverizaciones aéreas en la reduccion de germinacidn de conidios de
hongos del género Alternaria (Ames et al., 2013). Ademas, ha mostrado un efecto
insecticida sobre especies de afidos (Ebihara et al., 2013). En cuanto a la aplicacién de
agua ozonizada al suelo, existen evidencias de la disminucion de conidios de Fusarium
oxysporum (lgura et al., 2004; Fujiwara et al., 2006), ademas de la disminucién de
poblaciones de bacterias y nematodos en el suelo (Bucio et al., 2016). Sin embargo, son
escasos los estudios cientificos que demuestran los posibles efectos del riego con agua
ozonizada sobre la fertilidad de éste, como puede ser el aumento de la capacidad de
infiltracién debido a la oxidacion de la materia organica presente en el suelo (Raub et
al., 2001) o la oxigenacién del suelo debido al aumento de otras formas activas de
oxigeno y el consecuente aumento de la productividad de biomasa (Peykanpour et al.,
2016). A pesar de estas ventajas, también se han descrito algunos efectos negativos
sobre el suelo como la disminucidon del pH, afectando asi a la disponibilidad de
nutrientes, ademas de cambios en la conductividad eléctrica y en las actividades
enzimaticas (Diaz-Lopez et al., 2021; Ebihara et al., 2012). Estos cambios pueden afectar
a la interaccion suelo-planta haciendo que el funcionamiento de las comunidades

microbianas y el ecosistema edafico se vean alterados.
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2 OBIJETIVOS

La intensificacion de los cultivos y la erosidn provocada por causas naturales afectan
de forma negativa a la calidad y fertilidad del suelo, con la consiguiente pérdida de
productividad de los cultivos. El desarrollo sostenible de la Regién de Murcia y en
particular del sector agroalimentario, requiere la implantacion de estrategias
sostenibles que permitan mantener y optimizar la produccion, calidad y estado sanitario

de los cultivos, minimizando el riesgo medioambiental.

Los bioestimulantes vegetales son una herramienta cada vez mas utilizada en
agricultura por su capacidad de estimular el sistema de defensa de la planta frente a
diversos estreses biodticos y abidticos, ademds de mejorar su eficiencia nutricional y
combatir plagas y enfermedades, sin afectar de forma negativa al medio ambiente ni a
la salud. Dentro de la amplia gama de bioestimulantes existentes, los productos a base
de microorganismos y los compuestos procedentes de la descomposicién de la materia
organica juegan un papel relevante para aumentar la tolerancia al estrés, ademas de
mejorar mecanismos como la absorcion y solubilizacién de nutrientes. A pesar de su
creciente empleo, existe escasa informacion sobre su eficacia bajo condiciones y cultivos

especificos y sobre aspectos tan importante como es la fertilidad del suelo.

Asimismo, la aplicacion de agua ozonizada a los cultivos ha despertado
recientemente gran interés por sus posibilidades dentro del control de plagas y
enfermedades, como elicitor de la respuesta de la planta al estrés oxidativo y para la
eliminacion de una amplia gama de contaminantes orgdnicos, entre ellos, plaguicidas.
Sin embargo, la naturaleza oxidante del ozono podria afectar, cuando es aplicado a
través del agua de riego, a la calidad y fertilidad del suelo e interaccionar con los

microorganismos beneficiosos del suelo, aspecto del que existe escasa informacion.

Dada la importancia econdmica del cultivo de pimiento para la Regidon Murcia y la
necesidad de herramientas respetuosas con el medioambiente y la salud que
contribuyan al aumento de la productividad y calidad de los cultivos, el objetivo principal
del presente trabajo es evaluar el efecto del riego con agua ozonizada y su combinacién

con bioestimulantes vegetales sobre la fertilidad del suelo en un cultivo de pimiento
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bajo invernadero. Para conseguir el objetivo general se llevan a cabo los siguientes

objetivos especificos:

1. Determinar la evolucion de la fertilidad del suelo durante un ciclo de cultivo de
pimiento bajo invernadero, utilizando como indicadores de calidad las
actividades enzimaticas 8-glucosidasa, fosfatasa acida y alcalina, deshidrogenasa
y ureasa en el suelo.

2. Conocer el efecto de bioestimulantes microbianos (hongos micorrizicos
arbusculares, bacterias fijadoras de nitrégeno y bacterias solubilizadoras de
fosforo y potasio) sobre las actividades enzimaticas del suelo.

3. Conocer el efecto de bioestimulantes a base de constituyentes naturales de la
materia organica del suelo (acidos humicos y fulvicos) sobre las actividades
enzimaticas del suelo.

4. Valorar la interaccion de los bioestimulantes microbianos y acidos fulvicos y
hdmicos con el uso de agua ozonizada a través del riego, sobre la fertilidad del

suelo.
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3 MATERIALY METODOS

3.1 Descripcion de la zona de estudio

El ensayo fue llevado a cabo en el Centro de Demostracidon y Transferencia
Tecnoldgica (CDTA) “El Mirador”, perteneciente a la Consejeria de Agricultura, Agua y
Medio Ambiente, situado en San Javier (Murcia). Las coordenadas de la ubicacién de la

finca son las siguientes: 37°50'52.2"N 0°52'58.3"W (Figura 9).

Figura 9. Imagen aérea de la ubicacion de la finca. Fuente: Google Maps.

El cultivo se realizd en suelo, entre diciembre y julio, en un invernadero multitinel,

utilizando pimiento de la variedad comercial Maestral (Fitd).

3.2 Diseiio experimental

Los tratamientos incluyeron el uso de agua ozonizada y el uso de diferentes
combinaciones bioestimulantes (estrategias) utilizando hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (BPCV) y
acidos humicos y fulvicos. En concreto, las diferentes estrategias bioestimulantes
fueron: Estrategia 0 (control), en la que no se aplicé ninglin bioestimulante; Estrategia
1, en la que se combiné la aplicacion HMA con BPCV y la Estrategia 2 en la que se

aplicaron de forma conjunta acidos humicos y fulvicos y BPCV. Como resultado de la
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combinacion de dichas estrategias con el uso de agua ozonizada a través del riego,

resultaron un total de seis tratamientos:

T1: Estrategia O
T2: Estrategia 1
T3: Estrategia 2
T1-03: Estrategia O + riego con agua ozonizada
T2-03: Estrategia 1 + riego con agua ozonizada
T3-03: Estrategia 2 + riego con agua ozonizada

NENENENENY

Los tratamientos se distribuyeron segun un diseno de bloques al azar (3 bloques),
de acuerdo con el esquema representado en la Figura 10. En cada uno de los extremos
del invernadero se dejaron tres lineas que no se consideraron para la realizacidén de los
muestreos (bordes). Después del trasplante, se procedié a realizar un riego con agua a
capacidad de campo vy, posteriormente, las plantas fueron sometidas a un periodo de
sequia de 67 dias para favorecer el desarrollo radicular y la colonizacién de las

micorrizas.

3.2.1 Fertirrigacidn

La dosis de agua aportada durante todo el ciclo de cultivo fueron 2400 m3ha.
En los tratamientos regados sin agua ozonizada, las unidades fertilizantes totales fueron
80 N, 190 P,0s, 360 K>0, 90 CaO y 13 MgO, aportadas como nitrato potasico, nitrato
calcico, fosfato monopotasico y nitrato de magnesio. En el caso de los tratamientos
regados con agua ozonizada, la disolucion de riego se mezcld, antes de ser aplicada a las
plantas, con agua ozonizada en una proporcién de un 20 %, por lo que la dosis de

fertilizantes fue un 20 % menor que en los tratamientos sin ozono.
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Puerta Fila Tratamiento Tratamiento Bloque N.2 de plantas

1 Borde Borde 35

2 Borde Borde 35

3 Borde Borde 35

4 1 35

5 1-0; @ 35

6 3-0; 3 35

7 3 = 35

8 2 P 35

9 2-03 35

10 1-03 35

~ 11 2 o 35
2 12 3-0; 3 35
g 13 1 = 35
14 2-0; N 35

15 3 35

16 3-0; 35

17 3 o 35

18 1 3 35

19 2-0; S 35

20 2 w 35

21 1-03 35

22 Borde Borde 35

23 Borde Borde 35

24 Borde Borde 35

Figura 10. Mapa de distribucidn de los tratamientos en el invernadero.




3.2.2 Qzono
Los riegos con agua ozonizada comenzaron 67 DDT, coincidiendo con la finalizaciéon
del periodo de sequia. La concentracidn de Os en el agua empleada para el riego fue de

180 ppb O3y se aplicd, en una proporcion del 20 %, en cada evento de riego.

Para la ozonizacién del agua se empled un generador de ozono ASP SP45-plus
(Asepsia, Espafia) que transforma el oxigeno previamente inyectado hasta su forma
triatdmica a través de descargas eléctricas que activan enérgicamente los atomos de la
molécula de oxigeno, haciendo que estos se unan de tres en tres. El ozono generado se
inyectaba de forma continua en un tanque de 500 litros y se realizaba una agitacién
mecanica con el fin de homogeneizar todo el volumen de agua. Se comprobaba que el
potencial redox del agua generada estaba en todo momento por encima de 800 mV,
indicativo de que la concentracién de ozono era superior a 0,2 mg/L (Figura 11). Ademds,
se media la concentracion de ozono a la salida del gotero mediante un colorimetro de

lectura directa (Palintest) cuyo rango de deteccién es de 0,01y 3 mg/L.
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Figura 11. Relacion entre el potencial redox y la concentracién de ozono.

3.2.3 Bioestimulantes

Las estrategias bioestimulantes empleadas incluyeron el uso de diferentes

productos comerciales:

v' Agromic®. Formulado sélido formado por diferentes especies de hongos

micorrizicos arbusculares. Las especies utilizadas para su formulacién son:



Rhizophagus intraradices, Funneliformis mosseae y Funneliformis caledonium. La
dosis de aplicacion fue 3 g planta® en el momento del trasplante en campo,
haciendo que quedara el indculo lo mas cerca posible de las raices a la hora de
realizar la plantacion.

v/ Bactogreen®. Mezcla de bacterias fijadoras de nitrogeno (Azospirillum
brasilense) y solubilizadoras de potasio (Bacillus megaterium y Bacillus circulans)
y fésforo (Pseudomonas fluorescens). La dosis fue 0,3 mL planta™, aplicada en el
trasplantey 67, 128 y 181 dias después del trasplante (DDT).

v" Mejorador Lugsa®. Producto comercial compuesto por extracto hiumico 67 %
(acidos humicos 60 %, acidos fulvicos 7 %), procedente del procesado de
leonardita. El tratamiento con este producto comenzé 67 DDT a una dosis de 0,6

g plantay la frecuencia de aplicacién fue cada dos semanas.

3.3 Toma de muestras

3.3.1 Muestras para el analisis de la composicion del suelo

Para el andlisis de la composicion del suelo, se realizaron dos muestreos. El primero
corresponde al suelo antes del trasplante y el segundo tras la aplicacion de
bioestimulantes (97 DDT). Se muestred aproximadamente 1 kg de suelo por repeticion,

profundizando 15 cm desde la superficie.

3.3.2 Muestras para el analisis de actividades enzimaticas

Se llevaron a cabo un total de cinco muestreos a lo largo del ensayo. El primer
muestreo (control) se realizd antes del trasplante y los siguientes muestreos se
realizaron 67, 97, 153 y 215 DDT. Las muestras se recogieron de la zona mds cercana a
la rizosfera. Para ello se quitd la capa mas superficial del suelo, realizando un agujero
entre 10-15 cm y se recogieron aproximadamente 500 g de suelo de tres puntos
diferentes en cada uno de los bloques (Figura 12). Tras su recogida, las muestras se
llevaron al laboratorio donde se extendieron en bandejas y se mantuvieron a
temperatura ambiente para que se secaran. Una vez secas se pasaron por un tamiz con

luz de malla de 2 mm y se conservaron a —20 °C hasta su posterior andlisis.
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Figura 12. Fotografia del método de muestreo.

3.4 Métodos analiticos

3.41 Suelos

La composiciéon del suelo se analizé en un laboratorio externo, utilizando
metodologias basadas en normas estandar de calidad: pH en el extracto acuoso del
suelo (ISO 10390), materia orgdnica y carbono orgdanico (%, UNE 103204), extracto
hdmico (%, Fer005), fésforo asimilable (ppm, Sue0003), potasio asimilable (ppm,
Qui0011), nitrégeno total y carbonato calcico total (%, Qui0002), carbonato cdlcico

activo (%, Sue0004).

3.4.2 Actividades enzimaticas

3.4.2.1 Determinacion de la actividad 8-glucosidasa

El método utilizado se basé en la determinacién colorimétrica del p-nitrofenol
liberado tras la incubacion del suelo con el sustrato p-nitrofenil glucdsido (Sigma-
Aldrich, Alemania), en medio tamponado a pH 6, durante una hora a 37 °C (Alef y
Nannipieri, 1995; Eivazi y Tabatabai, 1988; Tabatabai, 1983). Tras la incubacién, la
reaccién se paré adicionando CaCl, y THAM-NaOH (pH 12). Las muestras se analizaron
por duplicado y se incluyé un blanco se utiliz6 como control para restar la sefial de la
muestra en la medida de la absorbancia. El proceso fue el mismo que para las muestras,
pero afadiendo el sustrato tras la adicion del tampdén THAM-NaOH (pH 12). La
absorbancia, se midié a 400 nm en un espectrofotometro (Shimadzu, UV-2401 PC,
Kyoto, Japdn). La actividad enzimatica fue expresada como pg p-nitrofenol g*PS.
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3.4.2.2 Determinacion de la actividad fosfatasa dcida y alcalina

La metodologia utilizada estd basada en la determinacion colorimétrica del p-
nitrofenol después de la incubacion del suelo con p-nitrofenil fosfato, en medio
tamponado a pH 6,5y 11 para la fosfatasa acida y alcalina respectivamente, durante una
hora a 37 °C (Eivazi y Tabatabai, 1977; Tabatabai y Bremner, 1969). La metodologia
seguida es la misma que la descrita para el analisis de la actividad enzimatica 8-

glucosidasa. La actividad enzimética fue expresada como pg p-nitrofenol g*PS.

3.4.2.3 Determinacion de la actividad deshidrogenasa

El método de determinacion de la deshidrogenasa esta basado en la estimacién
de la reduccidn de cloruro de tetrazolio (TTC), que actia como aceptor artificial de
electrones, a trifenil formazan (TPF) tras la incubacion durante 24 horas a 30 °C (Alef y
Nannipieri, 1995; Casida et al., 1964). La reaccién enzimdtica se paro utilizando acetona.
La absorbancia del extracto obtenido se mididé en un espectrofotémetro (Shimadzu, UV-
2401 PC, Kyoto, Japdn) a 546 nm. Todas las muestras se analizaron por duplicado y en
oscuridad. En cada serie se incluyé un blanco inhibido con Tris-HCI pH 7,4. La actividad

enzimatica fue expresada como pg TPF g'PS.

3.4.2.4 Determinacion de la actividad ureasa

La metodologia utilizada estd basada en la determinacién colorimétrica del
amonio liberado tras la incubacion del suelo con una disolucién de urea durante 2 horas
a 37 °C (Kandeler y Gerber, 1988). La reaccion se paré afiadiendo KCl y se procedié a la
determinacion del amonio formado, a 1 mL del liquido filtrado se le afiadieron 9 mL de
agua destilada, 5 mL de una solucién de salicilato y nitroprusiato de sodio mezclada con
NaOH vy agua destilada a partes iguales y 2 mL de dicloroisocianurato de sodio. Esta
mezcla fue incubada a temperatura ambiente durante 30 min, tiempo tras el cual se
midio la absorbancia a 690 nm en un espectrofotometro (Shimadzu, UV-2401 PC, Kyoto,
Japdn). Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y se realizé un blanco
sustituyendo la urea por agua destilada durante la incubacion. La actividad enzimatica

fue expresada como pg NH4 g'PS ht.
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3.5 Analisis estadistico
Los resultados se analizaron estadisticamente usando el programa IBM SPSS

Statistic 21. Los resultados se expresan como media + desviacidn estandar.
4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto del tratamiento con bioestimulantes y/o agua ozonizada sobre la
composicidn del suelo

El suelo presentaba un pH basico, habitual en la zona, y niveles de materia
orgdnica y carbono organico muy bajos (Tablas 2 y 3). Se observaron diferencias
significativas entre los parametros del suelo en el muestreo inicial (antes del cultivo) y
los suelos tratados (al final del cultivo) debido a los procesos que se desarrollan durante
el cultivo y al aporte de fertilizantes. Tras los tratamientos, la mayoria de los parametros
estudiados en el suelo no se vieron afectados por la aplicacion de estos, tanto en los
suelos regados con agua como en los regados con agua ozonizada. Solamente el
porcentaje de extracto humico se vio afectado significativamente por el efecto de los
tratamientos, especificamente por el tratamiento T3, el cual incluia acidos humicos y
fulvicos. Este efecto se observd tanto en las areas regadas con agua sin 0zono como en

las regadas con agua ozonizada.

Tabla 2. Propiedades del suelo antes y después del tratamiento con bioestimulantes y riego sin ozono.

Suelo inicial T1 T2 T3 Sig.
pH 8,3 8,3 8,4 8,3 ns
Extracto humico (%) 0,512 0,532 0,572 0,61° *
Capacidad de cambio 12,6 12,1 11,4 13 ns
P asimilable (ppm) 41,52 78,4° 74,3b 69,1° *
K asimilable (ppm) 5982 781° 796" 763 o
Materia orgdnica (%) 0,94 0,752 0,562 0,652 *
Carbono organico (%) 0,54 0,452 0,362 0,392 *
Nitrégeno total (%) 0,06 0,07 0,05 0,05 ns
Caliza total (%) 43,5 41,9 41,4 40,5 ns
Caliza activa (%) 14,5 14,5 14,4 15,5 ns

ns: no significativo. *, ** *** |3as diferencias estadisticamente significativas a P<0,1, P<0,05 y P<0,01,
respectivamente. Las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (test de Duncan, P<0,05) entre
columnas.
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Tabla 3. Propiedades del suelo antes y después del tratamiento con bioestimulantes y riego con agua

ozonizada.

Suelo inicial T1-03 T2-03 T3-03 Sig.
pH 8,3b¢ 8,2b 7,92 8,2k *x
Extracto himico (%) 0,512 0,582 0,552 0,67° *
Capacidad de cambio 12,6 11,9 10,2 11,6 ns
P asimilable (ppm) 41,52 64,8° 64,1b 63b %
K asimilable (ppm) 5982 5992 635° 665° *x
Materia organica (%) 0,94 0,652 0,632 0,712 *
Carbono organico (%) 0,54b 0,352 0,352 0,412 *
Nitrégeno total (%) 0,06 0,05 0,05 0,05 ns
Caliza total (%) 43,5 41,9 39,9 42,2 ns
Caliza activa (%) 14,5 15,1 14,5 14,6 ns

ns: no significativo. *, **,

columnas.

*** Las diferencias estadisticamente significativas a P<0,1, P<0,05 y P<0,01,
respectivamente. Las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (test de Duncan, P<0,05) entre

4.2 Efecto del tratamiento con bioestimulantes y/o agua ozonizada sobre el

rendimiento del cultivo

La aplicacion de los diferentes tratamientos bioestimulantes y el riego con agua

ozonizada no afectaron a la produccion total (Figura 13), al nimero (Figura 14) y peso

medio de los frutos (Figura 15) respecto al control (T1).
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Figura 13. Efecto de los tratamientos con bioestimulantes y su combinacién con el riego con agua
ozonizada sobre la produccidn total (kg planta™).
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Figura 14. Efecto de los tratamientos con bioestimulantes y su combinacién con el riego con agua
ozonizada sobre el nimero de frutos.
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Figura 15. Efecto de los tratamientos con bioestimulantes y su combinacidon con el riego con agua
ozonizada sobre el peso medio de los frutos (g).

4.3 Efecto del tratamiento con bioestimulantes y/o agua ozonizada sobre la
actividad microbiolégica del suelo

En la naturaleza, las interacciones entre poblaciones microbianas estan

reguladas por factores tanto fisicos como quimicos y se desarrollan en el suelo y en la

planta. Estas interacciones son especialmente complejas en el suelo, ya sea entre
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especies de microorganismos o con las raices de las plantas. El equilibrio de estos
sistemas influye mucho en la productividad agricola, debido en gran medida a los
enzimas exdogenos producidos por estos microorganismos, los cuales tienen un papel
esencial en los principales ciclos de nutrientes, transformando los sustratos especificos

en productos asimilables por las raices de las plantas.

4.3.1 Actividad enzimatica 8-glucosidasa

El enzima B-glucosidasa es uno de los enzimas relacionados con el ciclo del
carbono y es responsable del ultimo paso en la descomposicidon de la materia organica
del suelo, liberando azucares sencillos que son utilizados, tanto por el microbioma del

suelo como por las raices de las plantas como fuente de carbono y energia.

Durante el cultivo, la actividad de este enzima aumenté independientemente del
tratamiento aplicado, excepto una disminucion puntual observada 153 DDT (Figuras 16
y 17). No se observaron diferencias significativas en la actividad de este enzima entre
los suelos control (T1) y los tratados (T2 y T3). La combinacién BPCV con acidos fulvicos
y himicos no mejoré los resultados obtenidos al aplicar el tratamiento con HMA-BPCV.
Tampoco se observaron diferencias al combinar ambos tratamientos con el riego con

agua ozonizada (Figura 16).

La composicion y tipo de suelo, al igual que el manejo agricola, afectan a los
microorganismos presentes en este, asi como a las actividades enzimaticas que se
desarrollan en él (Gianfreda y Ruggiero, 2006). Por este motivo la bibliografia muestra
una gran dispersion en los resultados de actividad 8-glucosidasa. Asi, en un estudio
realizado en diferentes fincas bajo diferentes manejos agrondmicos y que presentaban
diversos tipos de suelo, Henriquez et al. (2014) encontraron valores de actividad 8-
glucosidasa entre 31,9 y 208,1 ug PNP g1. Sin embargo, en otros trabajos la dispersion
es mas amplia y se han determinado niveles de actividad enzimatica entre 12,5 y 5629
pg PNP g (Paul y Clark, 2007). Nuestros resultados (15 ug PNP g%, al finalizar el cultivo),
presentan niveles bastante bajos debido probablemente al bajo porcentaje de carbono

organico (>0,5 %) presente en el suelo.
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Figura 16. Efecto de tratamientos bioestimulantes con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos himicos y
fulvicos (T3) sobre la evolucién de la actividad 8-glucosidasa (ug PNP g), en suelos en los que se
utilizaba agua sin ozono para el riego.
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Figura 17. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3) sobre la
evolucion de la actividad B-glucosidasa (ug PNP g?), en suelos en los que se utilizaba agua ozonizada
para el riego.

4.3.2 Actividad enzimatica fosfatasa acida y alcalina

Las fosfatasas catalizan la hidrdlisis de los esteres del acido fosforico liberando el

fosforo y haciéndolo accesible para los microorganismos del suelo y las plantas. Al igual
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gue B-glucosidasa, la medida de su actividad se utiliza como indicador para valorar el

efecto que poseen diferentes tratamientos o manejos en la calidad de un suelo

(Gianfreda y Ruggiero, 2006). Este enzima es activa bajo condiciones acidas (pH 4-6) y

alcalinas (pH 9-11). En nuestro caso, los valores de la actividad a pH alcalino fueron

superiores a los determinados a pH acido, con una media de 100 pg PNP g frente a 60

ug PNP g al final del cultivo. Estos resultados se relacionan directamente con el pH del

suelo que fue ligeramente alcalino (pH 8,3) (Tablas 2 y 3).

Los tratamientos bioestimulantes aplicados, utilizando agua o agua ozonizada

para el riego, no afectaron a la actividad fosfatasa acida durante los primeros 153 DDT

(Figuras 18 y 19), no observandose diferencias significativas entre estos y el control.

100 4

Fosfatasa Acida (ug PNP g?)

80 A

60 -

40 -+

20 4

T1

——T2

ot T3

67 97 153 215
DDT

Figura 18. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos himicos y fulvicos (T3) en suelo
sobre la evolucién de la actividad fosfatasa acida (ug PNP g?), en suelos en los que se utilizaba agua sin

ozono para el riego.
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Figura 19. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3), sobre la
evolucién de la actividad fosfatasa acida (ug PNP g2), en suelos en los que se utilizaba agua ozonizada
para el riego.

A partir de 153 DDT, la actividad enzimatica aumenté significativamente hasta el
final del ensayo. Ademas, en suelo en los que no se aplicd agua ozonizada, los
tratamientos con bioestimulantes (T2 y T3) aumentaron la actividad del enzima respecto
al control (Figura 18). El tratamiento T3 obtuvo el mayor valor de actividad de este
enzima como consecuencia de la accién conjunta de las bacterias NPK y acidos hiumicos

y fulvicos.

Solo se observaron diferencias entre los tratamientos en la actividad fosfatasa
alcalina al final del cultivo, 215 DDT en el caso de riego con agua y 153 DDT cuando se
aplicé agua ozonizada (Figuras 20 y 21). En el caso de riego sin agua ozonizada, el
tratamiento combinado de bacterias y acidos humicos y fulvicos (T3) fue el mas efectivo
para aumentar la actividad del enzima (Figura 20). Este aumento de la actividad no fue

unido a un incremento del contenido de P disponible en el suelo (Tabla 2).
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Figura 20. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos himicos y fulvicos (T3) en
suelo, sobre la evolucidn de la actividad fosfatasa alcalina (ug PNP g2), en suelos en los que se utilizaba
agua sin ozono para el riego.

250 -

H'QD 200 4

a.

=

a.

2

= 150 A

T

£ T103
.

= o | ——T2 03
3 T3 03
T

-

s

[%]

o

. 50 -

0 . . . .
67 97 153 215
DDT

Figura 21. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3), sobre la
evolucién de la actividad fosfatasa alcalina (ug PNP g2), en suelos en los que se utilizaba agua ozonizada
para el riego.

Los altos niveles de P asimilable presentes en el suelo (Tablas 2 y 3) pueden

provocar una inhibicién de la actividad del enzima tanto su actividad acida como

alcalina) vy, por lo tanto, que el efecto de los tratamientos no fuera tan eficaz como se
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esperaba. En este sentido, algunos autores senalan una disminucion de la actividad
fosfatasa cuando los niveles de P en el suelo son muy elevados, ya que su accidén se
inhibe al existir mayor disponibilidad de este nutriente (Henriquez et al., 2014; Narvaez
et al., 2010). Otros autores sefialan una correlacidon estricta entre las fosfatasas
originadas por las raices de las plantas y la disponibilidad de fésforo, concretamente en
la rizosfera de suelos colonizados por hongos micorrizicos (Gianfreda y Ruggiero, 2006;

Jonery Jakobsen, 1995).

4.3.3 Actividad enzimatica deshidrogenasa

La actividad enzimatica deshidrogenasa participa en la oxidacién bioldgica de
compuestos orgdnicos y es utilizada como indicador de la respiracion de
microorganismos del suelo. Por este motivo, la actividad del enzima permite obtener
una idea global de que procesos microbianos tienen lugar en el suelo, ya que este
enzima solo se encuentra presente en sistemas vivos (Henriquez et al., 2014). Durante
la mayor parte del cultivo, hasta los 153 DDT, la actividad deshidrogenasa mostré un
comportamiento similar para todos los tratamientos regados con agua o agua ozonizada
(Figuras 22 y 23), no observandose diferencias significativas entre ellos. Al final del
cultivo, se produjo un incremento de la actividad enzimatica en los suelos con
bioestimulantes (T2 y T3), observandose diferencias significativas con respecto al
control (T1). No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos T2 y T3,
en ninguno de los dos ensayos (con o sin agua ozonizada). El aumento observado al final
del cultivo puede estar relacionado con un incremento de la actividad de los
microorganismos del suelo, como consecuencia del establecimiento de éstos a lo largo

del ciclo de cultivo y el efecto de los bioestimulantes sobre la bioactividad del suelo.

Diversos autores describen una correlacidn positiva entre el contenido de
materia organica y la actividad deshidrogenasa (Wolinska y Stepniewsk, 2012; Zhang et
al., 2010). Sin embargo, en nuestro estudio no se detectaron diferencias significativas
en el contenido de materia organica del suelo entre los diferentes tratamientos a pesar

del aumento observado en la actividad deshidrogenasa al final del cultivo.

35



30 1

=
[eTe]
.
a.
= 20
g I T
® ——2
(s}
3 —_—T3
Qo
(@]
S
S
o 10 -
(V]
(=]
0 . T T T
67 97 153 215
DOT

Figura 22. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3) sobre la
evolucién de la actividad deshidrogenasa (ug TPF g'2), en suelos en los que se utilizaba agua sin ozono
para el riego.
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Figura 23. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3), sobre la
evolucién de la actividad deshidrogenasa (ug TPF g1), en suelos en los que se utilizaba agua ozonizada
para el riego.
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4.3.4 Actividad enzimatica ureasa

La actividad ureasa lleva a cabo la hidrdlisis de uniones peptidicas de amidas
lineales, produciendo amonio y didxido de carbono como productos. Su actividad esta
relacionada con la mineralizacién de la urea presente en los residuos organicos y

fertilizantes quimicos (Quintero et al., 2003).

La actividad enzimatica disminuyd a lo largo del cultivo, en todos los tratamientos
bioestimulantes incluido el control, regados con agua y agua ozonizada (Figuras 24 y 25).
Por otra parte, los valores determinados en este ensayo (entre 0,2y 0,5 ug NHa gt ht al
principio del cultivo y alrededor de 0,1 pg NH4 gt h'! al final de este) son inferiores a los
descritos por otros autores que oscilaron entre 1,96 pug NHa g h'! en suelos cultivados
con leguminosas (Paul y Clark, 2007) y 2704 pug NH4 g h'! en pastos (Paz-Ferreiro et al.,
2007). El bajo valor encontrado en nuestro ensayo puede estar relacionado con los bajos
porcentajes de materia organica y nitrégeno total que se encontraron en los analisis

quimicos del suelo (Tablas 2 y 3).

Por otra parte, el efecto de los tratamientos sobre la actividad enzimatica se
observé principalmente al principio del cultivo (67 DDT) y al final de este (215 DDT). Al
principio del cultivo, tanto en los ensayos con o sin agua ozonizada se observd una
mayor actividad enzimdtica en los suelos del tratamiento T2, mientras que no se
observaron diferencias entre el control y el T3 (Figuras 24 y 25). Al final del cultivo, en el
ensayo con agua ozonizada, se observé un aumento de actividad ureasa en los suelos
del tratamiento T3 (Figura 25) mientras que en los suelos regados con agua sin ozonizar
no se observaron diferencias significativas (Figura 24). Este aumento de actividad puede
ser debida al efecto del ozono sobre los acidos fulvicos y humicos, ya que se ha descrito
que el ozono favorece la degradacién de estos compuestos, aumentando las fracciones
de bajo peso molecular que pueden ser degradadas por los microorganismos con el

consiguiente incremento del microbioma del suelo (Ohlenbusch et al., 1998).
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Figura 24. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3), sobre la
evolucién de la actividad ureasa (ug NHa g h'1), en suelos en los que se utilizaba agua sin ozono para el
riego.

0,6
=
T 04 -
o
o
Z T103
2 ——T203
m ———
2 02 1303
et
)
0 : : . ,
67 97 153 215
DOT

Figura 25. Efecto del tratamiento con HMA-BPCV (T2) y BPCV con acidos humicos y fulvicos (T3), sobre la
evolucién de la actividad ureasa (ug NHz gth?), en suelos en los que se utilizaba agua ozonizada para el
riego.
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5 CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos podemos concluir que:

Los tratamientos con bioestimulantes y agua ozonizada no afectaron a la
actividad enzimdtica involucrada en el metabolismo del carbono en el suelo
(actividad B-glucosidasa).

Todos los tratamientos con bioestimulantes (con o sin riego con agua ozonizada)
aumentaron la actividad de las enzimas relacionadas con el ciclo del fésforo
(fosfatasa acida y alcalina) respecto al control. Ademas, el tratamiento en el que
se combinaba BPCV y acidos humicos y fulvicos fue el que obtuvo el mayor valor
de actividad fosfatasa acida con agua ozonizada y de fosfatasa alcalina con agua
sin ozonizar.

La aplicaciéon de bioestimulantes también favorecié la actividad enzimatica
indicadora de la respiracion de microorganismos del suelo (deshidrogenasa). No
se observaron diferencias significativas entre las diferentes estrategias
bioestimulantes y de riego.

El efecto beneficioso de los tratamientos bioestimulantes sobre la actividad
ureasa se observo principalmente al principio del cultivo, en el tratamiento en el
que se aplic6 HMA-BPCV. Ademads, cuando en el riego se utilizaba agua
ozonizada, la actividad del enzima aumenté al final del cultivo como
consecuencia de la aplicacion de BPCV y acidos humicos y fulvicos.

La actividad de los enzimas relacionados con la fertilidad del suelo fue un
indicativo mas sensible a las variaciones provocadas por los tratamientos, en
comparacion con los parametros de composicion del suelo.

El aumento de las actividades enzimaticas, observado como consecuencia de la
aplicaciéon de los tratamientos bioestimulantes, no se tradujo en un incremento

del rendimiento del cultivo.
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